
S

A

A
c
m
a

C
M
a

b

c

d

i

H

R

A

O

P

D

J

A

C

C

T

m

R

p
h
0
s

r e v b r a s o r t o p . 2 0 1 8;5 3(5):557–563

OCIEDADE  BRASILEIRA  DE
ORTOPEDIA E TRAUMATOLOGIA

www.rbo.org .br

rtigo Original

valiação  de  diferentes  ácidos  hialurônicos
omerciais como  veículo  de injeção  para  células
esenquimais humanas  derivadas  do tecido

diposo�

amila Cohen Kalekaa,b,∗,♦, Eder Zucconi c,d,♦, Tierri da Silva Vieiraa, Mariane Seccoc,d,
ário  Ferretti b e Moisés Cohena

Instituto Cohen Ortopedia, Reabilitação e Medicina do Esporte, São Paulo, SP, Brasil
Programa do Aparelho Locomotor, Hospital Israelita Albert Einstein, São Paulo, SP, Brasil
Departamento de Genética e Biologia Evolutiva, Universidade de São Paulo (USP), São Paulo, SP, Brasil
Laboratório StemCorp de Tecnologia em Células-Tronco, São Paulo, SP, Brasil

nformações  sobre  o  artigo

istórico do artigo:

ecebido em 15 de janeiro de 2017

ceito em 19 de maio de 2017

n-line em 2 de novembro de 2017

alavras-chave:

oenças da cartilagem

oelho

rtroscopia

artilagem articular

élulas-tronco mesenquimais

ransplante de células-tronco

esenquimais

r  e  s  u  m  o

Objetivo: Avaliar in vitro, de forma direta, a citotoxicidade de ácidos hialurônicos como veí-

culo  de injeção para linhagens de células-tronco mesenquimais (CTMs) obtidas de tecido

adiposo humano.

Métodos: As CTMs foram divididas em sete grupos, os quais foram expostos ao ácido hia-

lurônico de seis marcas comerciais, além do contato com tampão fosfato-salino PBS (grupo

controle). Após quatro, 24 e 48 horas, foi feita a análise da viabilidade celular através do

contador Countess pelo método de coloração com Trypan Blue (Thermo Fisher Scientific).

Resultados: Os resultados demonstraram uma diferença significativa na viabilidade celular

quando essas linhagens de CTMs foram expostas aos diferentes ácidos hialurônicos em

comparação  com o grupo controle.

Conclusão: Os dados sugerem que o ácido hialurônico pode ser usado como veículo de injeção

para CTMs, porém é necessária cautela na escolha do melhor produto para aplicação tera-

pêutica futura.
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Evaluation  of  different  commercial  hyaluronic  acids  as  a  vehicle  for
injection  of  human  adipose-derived  mesenchymal  stem  cells
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a  b  s  t  r  a  c  t

Objective: The main purpose of this study is to evaluate, in vitro, the cytotoxicity of diffe-

rent commercial brands of hyaluronic acids to be used as a vehicle for injection of human

adipose-derived mesenchymal stem cells (AD-MSCs).

Methods: AD-MSCs were divided into seven groups: one control group where AD-MSCs were

cultivated with phosphate-buffered saline (PBS) and six other groups where AD-MSCs were

cultivated with different commercial brands of hyaluronic acid. AD-MSC viability analysis

was  performed after four, 24, and 48 hours in contact with each treatment, using the trypan

staining method on a Countess automated cell counter (Thermo Fisher Scientific).

Results: The results clearly demonstrated a significant difference in cell viability when AD-

-MSCs were exposed to different hyaluronic acids when compared with the control group.

Conclusion: These data suggest that hyaluronic acid can be used as a vehicle for injection

of  human AD-MSCs, but caution is needed to choose the best product, aiming at its future

therapeutic application.

© 2018 Sociedade Brasileira de Ortopedia e Traumatologia. Published by Elsevier Editora

Ltda. This is an open access article under the CC BY-NC-ND license (http://
Introdução

As lesões da cartilagem articular figuram-se entre as pato-
logias musculoesqueléticas mais frequentes e de maior
dificuldade de tratamento. Isso ocorre devido ao fato de o
tecido condral estar sujeito a constantes estímulos, além de
ter possuir baixo potencial de reparação por sua deficiência
da circulação vascular e linfática.1,2

Dentre as opções de tratamento cirúrgico atualmente
disponíveis destacam-se, com resultados animadores na lite-
ratura, o implante autólogo de condrócitos, descrito em
1994 por Brittberg et al., no qual, após coleta da cartila-
gem saudável, faz-se a expansão e cultura celular e, num
segundo tempo, a implantação dos condrócitos na lesão
condral.3,4 Devido à existência de limitações para esse proce-

dimento, como indisponibilidade e degeneração da cartilagem
doadora, problemas com a expansão do condrócito in vitro
e alto custo, buscam-se formas opcionais viáveis para o

Tabela 1 – Propriedades físico-químicas dos diferentes ácidos h

Produto Molécula Concentração Peso
molecular
(MDa)

Suprahyal® Hialuronato de sódio 1% 0,75 

Fermathron® Hialuronato de sódio 1% > 1 

Synvisc® Hylan G-F 20 0,8% 6,0 

Orthovisc® Hialuronato de sódio 1,5% 1-2,9 

Synovium® Hialuronato de sódio 2,5% > 2,8 

Características do líquido sinovial normal: Elasticidade = 117 Pa 2,5 Hz; Pes
creativecommons.org/licenses/by-nc-nd/4.0/).

tratamento dessa importante lesão articular.1,5 Nesse con-
texto, as células-tronco mesenquimais (CTMs) têm sido
apontadas como boa opção de tratamento. Dentre as várias
fontes de obtenção, as derivadas do tecido adiposo ganham
destaque, pois apresentam potencial de regeneração e
diferenciação em tecido cartilaginoso, além do fato de estarem
presentes em grande quantidade no organismo e de pode-
rem ser obtidas com técnicas fáceis e pouco invasivas.6–8O
ácido hialurônico é considerado um excelente veículo para as
células-tronco mesenquimais na reparação tecidual, devido a
sua viscosidade e suas propriedades físico-químicas, por isso
ganhou destaque na bioengenharia de tecidos9,10 (tabela 1).
Apesar disso, não se têm dados que avaliem o potencial das
CTMs quando expostas a diferentes pesos moleculares, mar-
cas e viscosidades de hialuronato.
ialurônicos

Elasticidade (Pa
2,5 Hz)

Viscosidade
(Pa 2,5 Hz)

Origem Molécula
crosslinked

viscoleasticidade 1,2 Fermentação
bacteriana

Não

viscoleasticidade 0,84 Fermentação
bacteriana

Não

111 25 Aviária Sim

60 46 Fermentação
bacteriana

Não

160 159 Fermentação
bacteriana

Não

o molecular = 3-4 MD; Viscosidade = 45 Pa 2,5 Hz.

Este estudo tem como principal objetivo avaliar in vitro, de
forma direta, a citotoxicidade de diferentes marcas de áci-
dos hialurônicos sobre linhagens de CTMs obtidas de tecido
adiposo humano.

http://creativecommons.org/licenses/by-nc-nd/4.0/
http://creativecommons.org/licenses/by-nc-nd/4.0/
http://creativecommons.org/licenses/by-nc-nd/4.0/
http://creativecommons.org/licenses/by-nc-nd/4.0/
http://creativecommons.org/licenses/by-nc-nd/4.0/
http://creativecommons.org/licenses/by-nc-nd/4.0/
http://creativecommons.org/licenses/by-nc-nd/4.0/
http://creativecommons.org/licenses/by-nc-nd/4.0/
http://creativecommons.org/licenses/by-nc-nd/4.0/
http://creativecommons.org/licenses/by-nc-nd/4.0/


 0 1 8

M

C

T
d
c
s
s
d
0

C

C
i
g
g
A
e
c
a

t
(
1
d
3
x
p
d

d
S
n
3
r
n
a
e
d
a

I

P
-
t
c
P
f
d
C
D
t
d
c
g
T

r e v b r a s o r t o p . 2

aterial  e  métodos

onsiderações  éticas

odas as amostras de tecidos humanos para isolamento
e CTM foram obtidas após assinatura do termo de
onsentimento livre e esclarecido pelo doador ou respon-
ável, de acordo com o Comitê de Ética em Pesquisa –
eres humanos (CEP) do Hospital Universitário e Instituto
e Biociências da Universidade de São Paulo (protocolo
40/2005).

oleta,  isolamento  e  expansão  de  CTM

TM humanas derivadas do tecido adiposo (AD-MSC) foram
soladas com métodos previamente descritos pelo nosso
rupo.11–14As coletas de tecido adiposo foram feitas, em cirur-
ias de cesárea, na região subcutânea abdominal do paciente.
pós coleta, as amostras foram acondicionadas em frasco
stéril e transportadas até o laboratório em caixas térmicas
om monitoramento de temperatura entre 4-24oC. Todas as
mostras foram processadas em até 48 h.

Resumidamente, para isolar as AD-MSC, as amostras de
ecido adiposo foram lavadas com solução salina PBS 1 X pH 7.4
PBS – phosphate-buffered saline) com 100 U/mL de penicilina e
00 ug/mL de estreptomicina (Life Technologies) e, em seguida,
issociadas com 0,075% de colagenase GMP (Serva) a 37oC por
0 minutos. Em seguida, o infranadante foi centrifugado a 300

 g durante cinco minutos e o pellet de células formado foi
laqueado em garrafas de cultivo, respeitou-se a proporção
e 1.000-3.500 células por cm2.

Para expansão in vitro de AD-MSC, foi usado o sistema
e cultivo de CTM livre de produtos animais, StemPro MSC
FM (Thermo Fisher Scientific), segundo recomendações do for-
ecedor (meio de proliferação). Cada linhagem foi mantida a
7 ◦C em uma  atmosfera úmida com 5% de CO2 até atingi-
em pelo menos 1x106 células para serem criopreservadas em
itrogênio líquido a -196 ◦C com o kit StemPro MSC  SFM. Para
tingir número de células desejáveis para os experimentos,
las foram descongeladas em banho-maria a 37 ◦C e plaquea-
as em garrafas de cultura com o meio de proliferação descrito
cima.

munofenotipagem

ara confirmar a origem mesenquimal das linhagens AD-
MSC obtidas, foi feita a análise de expressão de pro-
eínas de membrana das células por citometria de fluxo
om métodos previamente descritos pelo nosso grupo.11–14

ara tanto, as células aderentes obtidas na passagem 5
oram incubadas com os seguintes anticorpos conjuga-
os: CD29-PE-Cy5, CD31-PE, CD34-PerCP, CD45-FITC, CD73-PE,
D90-R-PE, CD105-PE, HLA-ABC-FITC, HLA-DR-R-PE (Becton
ickinson), segundo recomendações do fabricante. Como con-

role negativo, incubamos as células com PBS em vez

o anticorpo primário. Foram adquiridos 10.000 eventos
om o citômetro de fluxo Guava EasyCyte (Guava Technolo-
ies) e analisados com o software Guava ExpressPro (Guava
echnologies).
;5 3(5):557–563 559

Ensaio  de  diferenciação

hASC e hUCT foram submetidas aos protocolos de
diferenciação para avaliar suas propriedades de CTM.13,14

Assim, as células aderentes obtidas na passagem 5 foram sub-
metidas às induções adipogênica, condrogênica e osteogênica
in vitro com o kit de diferenciação StemPro (Life Technologies),
segundo recomendações do fabricante. Amostras controle,
não induzidas, foram mantidas em meio de proliferação
durante todo o ensaio.

Adipogênese

A diferenciação adipogênica foi confirmada no dia 21 por
coloração com Oil Red O (Sigma). Para tal, as células foram
fixadas com paraformaldeído 4% durante 30 minutos, lavadas
com água destilada e coradas com uma  solução de trabalho de
0,16% Oil Red O durante 20 min.

Condrogênese

Após 21 dias de indução, para confirmar a diferenciação con-
drogênica, as células foram coradas com 1% azul de toluidina
durante um minuto, lavadas com água destilada e, em seguida,
tratadas com uma  lavagem de solução de álcool etílico 70%,
95% e 100%, respectivamente.

Osteogênese

A diferenciação osteogênica foi avaliada pela coloração de Von
Kossa. Resumidamente, as células foram coradas com 1% de
nitrato de prata (Sigma) durante 45 min  sob luz ultravioleta,
coradas com 3% de tiossulfato de sódio (Sigma) durante 5 min
e, em seguida, contrastadas com van Gieson. No fim dessa
etapa, as células foram lavadas cuidadosamente com álcool
etílico e deixadas secar completamente.

Grupos  experimentais

CTMs, na passagem oito, foram divididas em sete grupos, as
quais foram expostas ao ácido hialurônico de seis marcas
comerciais, além do contato com tampão fosfato-salino - PBS
(grupo controle):

Grupo 1: AD-MSC em contato com Fermathron® (Hyaltech)
Grupo 2: AD-MSC em contato com Orthovisc® (J&J)
Grupo 3: AD-MSC em contato com Synvisc® (Sanofi)
Grupo 4: AD-MSC em contato com Synovium® (LCA Phar-

maceutical)
Grupo 5: AD-MSC em contato com Suprahyal® (Zodiac)
Grupo 6: AD-MSC em contato com Osteonil® (TRB Cheme-

dica)
Grupo 7: AD-MSC em contato com PBS (Thermo Fisher Sci-

entific)
Para preparo, as células foram descoladas da garrafa de

cultura com o reagente TrypLE (Thermo Scientific) e centrifu-
gadas a 300xg por cinco minutos, contadas no equipamento

Countess (Thermo Fisher)  e ressuspendidas na concentração de
1x106 células/mL de ácido hialurônico ou PBS. Após quatro,
24 e 48 horas de incubação à temperatura e atmosfera ambi-
ente foi feita análise da viabilidade celular através do contador
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Figura 1 – Estabelecimento de linhagens AD-MSC. Morfologia das células aderentes obtidas a partir de amostra de tecido
as cu
adiposo humano (AT8, AT11 e AT13). As fotos representam 

Countess pelo método de coloração com Trypan Blue (Thermo
Fisher Scientific), segundo recomendações do fornecedor. Foram
feitos dois experimentos independentes, cada um deles com
três linhagens diferentes de AD-MSC (AT8, AT11 e AT13). Para
cada intervalo de tempo foi feita uma  única leitura de viabili-
dade, respeitaram-se as mesmas condições experimentais.

Análise  estatística

Os dados numéricos obtidos foram transformados em média
± desvio padrão. A análise estatística foi feita pelo teste t de
Student (p ≤ 0,05).

Resultados

Estabelecimento  e  seleção  de  linhagens  celulares

Foram obtidas três linhagens de CTM provenientes do tecido
adiposo (AD-MSC), denominadas: AT8, AT11 e AT13. Foram
acompanhadas in vitro e a morfologia de cada uma  delas
avaliada com o decorrer das passagens. Todas as linhagens
apresentaram morfologia similar à CTM (fig. 1) e excelente
taxa de proliferação até as passagens avaliadas, em meio livre
de produtos de origem animal. Isso as torna excelentes candi-
datas para os protocolos de expansão celular para aplicações
terapêuticas futuras.

Imunofenotipagem

Para confirmar a origem mesenquimal das linhagens de célu-
las aderentes obtidas, AT8, AT11 e AT13, avaliamos a expressão
de um painel de proteínas de membrana celular por citometria
de fluxo. As amostras mostraram-se positivas para os mar-
cadores de células aderentes CD29 e CD90; negativas para
o marcador endotelial CD31; negativas para os marcadores
hematopoéticos CD34 e CD45; positivas para os marcadores
mesenquimais CD73 e CD105; positivas para HLA-ABC e nega-
tivas para HLA-DR (fig. 2). Esse padrão obtido está de acordo
com o painel de imunofenotipagem definido pela Sociedade
Internacional de Terapia Celular.15

Ensaio  de  diferenciação
A plasticidade das células aderentes obtidas a partir do tecido
adiposo (linhagem AT8, AT11 e AT13) foi avaliada após 21 dias
de cultivo nos meios indutores para tipos celulares especi-
alizados de origem mesodérmica. As induções osteogênicas
lturas in vitro na passagem 8. Aumento 50x.

(fig. 3A) e adipogênica (fig. 3B) e condrogênica (fig. 3C) foram
confirmadas pela presença de depósitos de cálcio, vacúolos
lipídicos e matriz extracelular rica em mucopolissacarídeos,
respectivamente. Juntos, esses resultados indicam a origem
mesenquimal das células aderentes isoladas e potencial de
diferenciação multipotente in vitro.15

Ensaio  de  contato  com  ácido  hialurônico

Os resultados encontrados no estudo demonstram que houve
diferença na viabilidade celular de acordo com o ácido hia-
lurônico usado para cultura das CTMs em comparação com o
grupo controle, conforme demonstrado na tabela 2.

Nas primeiras quatro horas, apenas as células em contato
com o Orthovisc® tiveram sua viabilidade significativamente
reduzida em relação ao grupo controle. O mesmo  efeito foi
observado para as células em contato por 24 h e 48 h com
o Orthovisc® (p < 0,05). No entanto, após 24 h, todos os
tratamentos, com exceção das células em contato com o
Suprahyal®,  tiveram viabilidade reduzida significativamente
em comparação com o grupo controle PBS. Por fim, após 48 h,
ambas as células em contato com Orthovisc® e  Synvisc® tive-
ram viabilidade reduzida significativamente em relação ao
grupo controle com PBS.

Assim, o Suprahyal® foi o ácido hialurônico que mais se
mostrou adequado para uso como veículo para carreamento
das AD-MSC nos ensaios de terapia celular, com manutenção
de viabilidade em níveis muito próximos das células tratadas
com a solução controle PBS.

Em relação à viscosidade e manipulação das células, os
ácidos hialurônicos Fermathron® e Suprahyal® foram os
que apresentaram melhor desempenho. O ácido Synovium®

apresentou viscosidade muito elevada, o que dificultou a
manipulação com as células. Já o Orthovisc® e  Synvisc®

apresentaram viscosidade intermediária, mas  que também
dificultaram a manipulação com as células.

Discussão

A medicina regenerativa tem sido vista com grande impor-
tância pela ortopedia, pois se tornou uma  opção atrativa para
o tratamento de problemas crônicos, como lesões de carti-
lagem articular e artrites. Isso ocorre devido ao fato de os
tratamentos até então disponíveis serem insuficientes para

a cura completa das lesões, o que resulta, muitas vezes, na
diminuição da mobilidade e perda da autonomia do paciente.
Essa terapia de regeneração tecidual usa como estratégia a
terapia celular, na qual células-tronco são usadas para o reparo
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Figura 2 – Imunofenotipagem das células aderentes obtidas do tecido adiposo. Os histogramas em cinza representam a
p e neg
d  em
v

e
p
c

opulação de células não marcadas com anticorpos (control
e células marcadas com os respectivos anticorpos descritos
ersus intensidade de fluorescência.
 o tratamento de lesões. Nesse contexto, por sua capacidade
otencial de diferenciação em tecido ósseo e cartilaginoso, as
élulas-tronco mesenquimais são muito promissoras e podem
ativo). Os histogramas em preto representam a população
 cada linha. Os gráficos mostram o número de células
ser isoladas de vários locais do organismo humano, como
medula óssea, gordura, periósteo, membrana sinovial, entre
outros.16,17
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Figura 3 – Potencial de diferenciação das células aderentes isoladas do tecido adiposo. Primeira coluna representa as
linhagens-controle negativas (não induzidas) e a segunda coluna as linhagens tratadas com meio de indução após 21 dias
de cultura. A, indução osteogênica. A diferenciação foi confirmada pela presença de depósitos de cálcio (marrom escuro)
através da coloração de von Kossa. Aumento 50X. B, indução adipogência. A diferenciação foi confirmada pela presença de
gotículas de lipídios citoplasmáticas (vermelho) através da coloração com Oil Red O. Aumento 200X. C, indução
condrogênica. A diferenciação foi confirmada pela coloração de azul de toluidina, que permite visualizar o fenômeno de
metacromasia, característico de matriz extracelular rica em muc

Tabela 2 – Viabilidade de células-tronco mesenquimais
humanas provenientes do tecido adiposo em contato
com diferentes ácidos hialurônicos comerciais. Média e
desvio-padrão expressos em porcentagem de
viabilidade para cada tratamento avaliado

Tratamento 4 horas 24 horas 48 horas
Média DP Média DP Média DP

Fermathron® 81,6 10,535 74,8a 4,021 76,7 13,812

Orthovisc® 67,4a 10,433 66,5a 5,792 59,6a 13,124

Synvisc® 81,7 7,506 67,8a 12,631 58,2a 14,332

Synovium® 72,8 14,943 72,5a 7,401 62,8 18,073

Suprahyal® 84,1 6,809 81,2 9,915 81,6 9,717

Osteonil® 71,4 14,3 59,1a 16,282 71,7 11,218
PBS 90 3,464 83,5 2,933 77,4 12,347

a

efeito anti-inflamatório e imunossupressor.
Assim, podemos sugerir que a viabilidade celular pode
p < 0,05.

O tecido adiposo é considerado um ótimo candidato como
fonte para a terapia celular, pois é acessado por técnicas rela-
tivamente simples e pouco invasivas e apresenta uma  grande
concentração de células-tronco mesenquimais, tem cerca de
10-100 vezes mais CTMs por volume do que a medula óssea.18

Entretanto, a terapia celular isolada ainda não é capaz de
reparar defeitos com grandes dimensões. Nesse sentido, a
engenharia de tecidos é vista como uma  estratégia promis-
sora porque usa scaffolds como biomateriais que imitam a
arquitetura da matriz extracelular do tecido específico e têm
grande influência no crescimento e diferenciação celular.17

Fato que já foi observado por Hidaka et al.,19 He et al.20 e
Marra et al.21 em 2007 e 2008, quando obtiveram sucesso com

scaffolds com células progenitoras para substituição de tecido
ósseo, cutâneo e adiposo, respectivamente.
opolissacarídeos. Aumento 50X.

O ácido hialurônico (HA) é comumente usado na engenha-
ria de tecidos como biomaterial em estruturas de hidrogel.
Por isso, compreender suas funções é fundamental para a
confecção de estruturas mais eficientes.10

Uma  das explicações para o PBS ter efeito superior é devido
a sua natureza isotônica, o que torna o reagente mais comu-
mente usado em pesquisas biológicas. Os sais de fosfato não
são tóxicos para as células vivas e têm uma  elevada capaci-
dade de tamponamento. A manutenção do pH é importante
na manutenção da viabilidade celular e na recuperação e
revitalização das células. Por outro lado, o ácido hialurônico
é um dos principais componentes da matriz extracelular e
contribui significativamente para a proliferação e migração
celular.

Com base nos resultados obtidos neste estudo, percebeu-
-se que a viabilidade celular das CTMs derivadas do tecido
adiposo humano depende muito do ácido hialurônico usado
para cultura. O ácido hialurônico é um dos principais compo-
nentes da matriz extracelular e contribui significativamente
para a proliferação e migração celular.

Além disso, acredita-se que o peso molecular possa
ser o responsável pelas diferenças encontradas. Den-
tre as marcas pesquisadas, o Suprahyal® apresentou
a maior quantidade de células-tronco viáveis no tér-
mino do período analisado, apresentou o mais baixo
peso molecular, 0,75 MDa, entre os grupos avaliados.
Esse resultado pode ser explicado pela evidência de
que ácido hialurônico de alto peso molecular age como
inibidor da angiogênese e da proliferação celular, além de ter

10
estar diretamente relacionada com a concentração e peso
molecular do ácido hialurônico usado e que isso pode ser
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m fator determinante no sucesso do tratamento cirúrgico da
esão condral.

Entretanto, é importante salientar que os resultados dis-
utidos acima são pertinentes à influência do HA nas
élulas-tronco no contexto da engenharia de tecidos e não

 seu uso como viscossuplementação no tratamento conser-
ador da osteoartrite, visto que para essa finalidade existem
vidências do seu benefício clínico e da provável superioridade
o HA de alto peso molecular.22–24

onclusão

s dados sugerem que o ácido hialurônico pode ser usado
omo veículo de injeção para células-tronco mesenquimais,
orém é necessária cautela na escolha do melhor produto, de
cordo com a viabilidade e o efeito citotóxico das diferentes
arcas comerciais de ácidos hialurônicos. Dessa maneira, a

plicação terapêutica será feita com mais segurança.
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