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Resumo

Introducdo: A definicho de um protocolo ideal para cultivo das células-tronco
mesenquimais derivadas do tecido adiposo para aplicacdo clinica nas lesdes da
cartilagem articular € necessario. Sabe-se que o uso de meios de cultivo adequados
associados ao uso de membrana de coladgeno pode guiar o processo de condrogénese
dessas células para posterior implantacdo no defeito da cartilagem articular. O acido
hialurénico é utilizado em diversos protocolos de terapias celulares por ser conhecido
como um excelente veiculo de células-tronco mesenquimais pelas suas propriedades
fisico-quimicas e viscosidade, auxiliando no processo de reparacdo tecidual. No
entanto, a analise das caracteristicas das células-tronco mesenquimais derivadas do
tecido adiposo expostas a diferentes tipos de acidos hialurénicos associados a
membrana de colageno tipo I/lll ainda n&o foi reportada. Objetivos: Avaliar in vitro a
viabilidade das células-tronco mesenquimais derivadas do tecido adiposo de tecido
humano em diferentes solu¢cées comerciais de acido hialurénico antes e apds serem
semeadas em membrana de colageno I/lll. Métodos: Na primeira etapa, as células-
tronco foram expostas a sete diferentes produtos comerciais de acido hialurénico, ao
tampao fosfato-salino (grupo controle negativo) e ao meio (soro bovino fetal) por
diferentes tempos. ApGs 24, 48 e 72 horas foi realizada contagem para estimar o
namero de células vivas e mortas de cada amostra. Para a segunda etapa, foram
selecionados os &cidos com maior nimero de células vivas (cinco tipos), mantidos o
meio e o controle e, ap0s a associacao com as células foram colocadas na membrana
de colageno I/lll. Resultados: Os resultados demonstraram uma diferenca na
viabilidade celular na exposicéo das células-tronco mesenquimais derivadas do tecido
adiposo aos diferentes produtos comerciais de acidos hialurénicos em comparacao
com o grupo controle, entretanto, 0 meio com soro bovino fetal demonstrou a maior
porcentagem de células vivas em 24, 48 e 72 horas, antes e depois das células serem
dispostas na membrana. Concluséao: o acido hialurénico pode ser um veiculo para as
células-tronco mesenquimais derivadas do tecido adiposo, porém, a associacdo do
acido hialurénico com as células ndo demonstrou superioridade quanto a viabilidade

celular.

Descritores: Cartilagem articular; Transplante de células-tronco mesenquimais; Acido

hialurénico
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1 INTRODUCAO

As lesbes da cartilagem articular figuram-se entre as doencas
musculoesqueléticas mais frequentes e de maior dificuldade de tratamento. A
cartilagem articular, um tecido bem organizado e com alta durabilidade, apresenta
baixa capacidade intrinseca de cicatrizacdo por sua deficiéncia de circulagcado vascular
e linfatica.!" Lesdes condrais sdo provocadas por degradacéo da cartilagem articular,
em resposta a estimulos metabdlicos, genéticos, vasculares e traumaticos, podendo
ocorrer devido a um Unico episddio de excesso de carga na articulagdo ou através de
varios episodios ciclicos e de pequena magnitude. Lesdes traumaticas ou
degenerativas resultam na deterioracdo gradual do tecido condral, levando a limitacédo
funcional da articulagdo.®

O manejo dos defeitos da cartilagem €& desafiador devido a
capacidade limitada de reparacdo do tecido condral. Portanto, varias modalidades de
tratamento tém sido usadas para melhorar a cicatrizagdo e promover a regeneracao
tecidual. As aplicacfes biolégicas tém ganhado mais atencéo, gerando alternativas de
reparo mais proéximas do tecido original.®) Em 1994, Brittberg et al.*) introduziram a
primeira terapia celular para uso nas lesbes condrais do joelho, conhecida como
implante autdlogo de condrécitos (IAC). ApGs essa primeira publicacdo, diversos
trabalhos sobre IAC mostraram resultados clinicos e funcionais animadores, a médio e
longo prazos, além da parte histolégica, uma vez que o tecido de cicatrizacédo da leséo
de cartilagem assemelha-se mais ao original.*™"

A técnica de implantacdo das células nas lesbes de cartilagem foi
aprimorada com o uso de estruturas tridimensionais de suporte e contencao celular,
conhecidas como scaffolds, e os resultados clinicos relatados apés uma década de
seguimento sao superiores quando ha associacdo entre essas estruturas e as
células.® As células, por sua vez, podem ser originarias de fontes diversas, podem ser
derivadas da cartilagem saudavel (condrdcitos) ou células menos diferenciadas,
conhecidas como células-tronco.

A escolha da utlizacdo dos condrécitos como células para
preenchimento das lesdes da cartilagem € a técnica mais conhecida e utilizada quando
se fala em terapia celular para lesGes focais, ou seja, que tém um tamanho pré-

estabelecido pelos exames de imagem e apresentam bordos de cartilagem viaveis,



pois apresenta vantagens. Trata-se do mesmo tipo celular que se espera formar no
local implantado, € uma célula jA& madura e diferenciada e a técnica apresenta
resultados positivos, publicados por inimeros trabalhos cientificos americanos e
europeus. Entretanto, além dos resultados de sucesso, o uso dos condrécitos
apresenta algumas desvantagens, como a necessidade de realizar o procedimento em
dois estagios (a coleta das células por via artroscOpica e a implantacdo), a
desdiferenciacdo dos condrocitos coletados a um fendtipo semelhante a fibroblastos
durante o cultivo, etapa que requer bastante conhecimento no manejo laboratorial
dessas células e o alto custo, que inviabiliza o uso em larga escala no nosso meio.®

Mais recentemente, as pesquisas voltaram-se para a busca de
diferentes abordagens a fim de superar as limitacdes do uso dos condrdcitos, sendo
gue o interesse principal era possibilitar o procedimento cirargico realizado em um
anico estagio, facilitando o procedimento e reduzindo os custos. Nessa perspectiva,
apareceram trabalhos sobre as células-tronco mesenquimais (CTM) para uso na
ortopedia, pois iam de encontro as expectativas pela capacidade de autorrenovacao e
plasticidade dessas células, que ja haviam sido descritas anos atras, em 1970.® Desde
entdo, s6 tem crescido o niumero de estudos clinicos e pré-clinicos com o uso de CTM
demonstrando a eficacia e potencial dessas células nas diversas terapias
regenerativas.('?

A maior parte dos trabalhos de regeneracdo da cartilagem usando
CTM tem sido com células derivadas da medula 6ssea. A aspiracao da medula éssea,
embora dolorosa, € um método estabelecido, utilizado em larga escala ha América do
Norte." No entanto, as células-tronco podem ser derivadas de outras fontes, incluindo
as células-tronco mesenquimais derivadas do tecido adiposo (AD-CTM), musculo, 0Sso
esponjoso, sindvia, periésteo e corddo umbilical.'® A escolha para a utilizacdo das
CTM depende do conhecimento e da preferéncia do grupo multidisciplinar envolvido
em adquirir e manejar as células.

As células-tronco humanas derivadas do tecido adiposo sao as mais
faceis de serem adquiridas. Estudos in vitro demonstraram que essas células
apresentam um perfil proliferativo e uma capacidade de diferenciacdo semelhantes as
CTM da medula o6ssea, com a vantagem de estarem disponiveis em maior
concentracéo, mais de 300 vezes a biodisponibilidade, quando comparadas ao mesmo
volume do tecido da medula éssea.®'™ As células-tronco derivadas do tecido adiposo

tém sido consideradas uma fonte celular ideal pela disponibilidade em adquirir grandes



quantidades, pelas propriedades n&do imunogénica e anti-inflamatoria, e pela
disponibilidade ser menos afetada pela idade do individuo.("®

Outro ponto a ser considerado € o tipo de lesdo de cartilagem que
estd sendo abordado: focal ou degenerativa, pois a abordagem do tratamento muda.
Quando ha uma lesdo degenerativa, ha um intenso processo inflamatorio na
articulagéo e as terapias regenerativas buscam controlar ou minimizar esse processo,
utilizando injecdes articulares de células-tronco, em concentracdes e preparacdes pré-
estabelecidas.!"™ Por outro lado, quando ha uma leséo focal, o objetivo é melhorar o
reparo do tecido condral lesado, realizando a implantacdo das células-tronco ou
condrécitos semeadas em matrizes para preenchimento da lesdo. As células séo
cultivadas in vitro, em meios nutritivos acrescidos ou ndo de estimulos exdgenos (por
exemplo, &cido hialurdnico (AH), fatores de crescimento) e, apds atingirem a
quantidade/concentracdo desejada, realiza-se a implantagdo em matrizes
tridimensionais. Esses biomateriais, como as membranas de colageno tipo I/l
(Chondro-Gide®; GeistlichPharma), também podem ser utilizados sem as células, em
locais em que a terapia celular ndo esta amplamente disponivel, como no Brasil, com o
objetivo de manter o local da lesdo coberto e permitir que as células progenitoras
oriundas de perfuracdes in situ promovam o estimulo medular 6sseo.!"®

Apesar dos resultados promissores com relacdo ao uso das
membranas e das AD-CTM em lesdes condrais focais,'” questdes fundamentais ainda
persistem e devem ser avaliadas para validar a terapia celular como uma alternativa de
tratamento. Dentre elas destacam-se o melhor protocolo para o cultivo de AD-CTM em
condicbes adequadas para aplicacdo clinica em seres humanos e a via de
administracédo das células no local da leséo.

A possibilidade de formar tecidos mais funcionais apés a leséo é o
gue move a medicina regenerativa, controlando sinais e parametros que influenciam o
comportamento celular para serem aplicados em estruturas de engenharia de tecidos.
A matriz tridimensional conhecida como scaffold deve possibilitar a transducao de
sinais celulares e permitir a diferenciacdo e a proliferagcdo de tecidos in vitro, que
podem melhorar o processo de reparo in vivo da cartilagem. 819

Aléem disso, o0 acréscimo de meios exdgenos adequados e as
membranas de colageno podem induzir o processo de condrogénese dessas células

menos diferenciadas para implantacdo no defeito condral focal apds a preparacao.



Dentre as opg¢des de meios para cultivo celular, o AH é uma das
opcOes viaveis; devido as suas propriedades fisico-quimicas e viscosidade, tem sido
considerado candidato como carreador de CTM, objetivando a reparacéo tecidual.®®
Trata-se de um biopolimero formado pelo acido glucurénico e a N-acetilglicosamina,
secretado pelos sinovidcitos no liquido sinovial, de textura viscosa. E um importante
glicosaminoglicano presente na articulagdo por ser a principal estrutura de agregacao
dos preoteoglicanos na cartilagem hialina, entretanto, com o avancar da idade ha
reducado da concentracéo de AH articular.?*2%

A utilizacdo de AH comercial como terapia adjuvante para
osteoartrose (OA) € aprovada como agente viscoelastico que melhora a lubrificacdo e a
mecanica da articulacdo do joelho. Apesar da eficacia controversa decorrente dos
resultados inconsistentes dos ensaios clinicos, a maioria demonstra um efeito benéfico.
Esse efeito persiste apdés o metabolismo e a eliminagcdo do AH, sugerindo uma acao
biolégica duradoura e persistente.” Uma das variaveis que deve ser considerada para
analise dos resultados € a extensa variedade de preparacfes de AH disponiveis
comercialmente, com diferentes caracteristicas fisico-quimicas.

A indicagdo do uso do AH se d& pelos efeitos anti-inflamatorio
(diminuicdo da expressdo génica de citocinas, da producdo de prostaglandinas e da
concentracdo intra-articular de metaloproteinases), analgésico (inibicdo dos
nociceptores), estabilizacdo da matriz cartilaginosa, proliferacdo de condrdcitos,
aumento da producao de colageno tipo Il e diminuicdo da sua degradacao reportados
em diferentes estudos.®'?¥ Entretanto, além do AH ser conhecido pelo uso intra-
articular no tratamento da OA, os efeitos condroprotetor e de prevencao da progressao
da degeneracdo articular ainda sdo controversos.?® Ainda assim, muitos estudos
clinicos e pré-clinicos em terapia celular tém sido conduzidos utilizando o AH como
veiculo® pela possibilidade de auxiliar a chegada das células & superficie da
cartilagem articular.

Baseado nos principios das células, da matriz tridimensional e do
AH acredita-se na interagcdo desses trés elementos como forma de aprimorar o
processo de reparo da cartilagem. Dessa maneira, este estudo foi conduzido para
analisar a viabilidade das AD-CTM quando expostas aos AHs comerciais com
diferentes propriedades e, ap0s essa interagdo, associar esses dois elementos (células
e AH) com a membrana de coldgeno. Apesar de serem conhecidos 0 avango

decorrente do uso da membrana no preenchimento das lesdes condrais focais e as



propriedades do AH, e os seus efeitos benéficos na articulacéo, ha poucos dados na
literatura sobre a resposta das AD-CTM quando em cultivo junto ao AH comercial, bem
como se diferentes formulagcdes influenciam na atividade celular e na capacidade de
interacdo com a membrana de colageno, por essa razdo este estudo foi conduzido

para compreender como seria a interacéo de conjunto de células, AH e membrana.

1.1 Objetivos

1. Avaliar in vitro a viabilidade das células-tronco mesenquimais
derivadas do tecido adiposo humano quando em contato com diferentes formulagbes
comerciais de acidos hialurénicos;

2. Utilizar o acido hialurénico como veiculo das células-tronco

mesenquimais derivadas do tecido adiposo em membrana de colageno tipo I/Ill.



2 REVISAO DA LITERATURA

A cartilagem articular € um tecido altamente especializado, que
viabiliza 0o movimento entre 0s segmentos 0sseos, praticamente sem friccdo nas
articulacdes sujeitas a carga por periodos prolongados. Essa fungéo é dependente dos
condrdcitos, da matriz extracelular produzida por essas células e de um sistema
hidraulico, representado pelo fluido articular, que se move para dentro e para fora da
matriz, mantendo-a lubrificada e exercendo pressao hidrostatica adequada para
suportar as solicitagbes mecanicas. E um tecido hipocelular, avascular e alinfatico
formado por uma matriz densa de colageno tipo Il e proteoglicanos que fornecem a
superficie de baixa friccdo e alta durabilidade. No entanto, a cartilagem articular tem
baixo potencial de reparo ou regeneracao.('¢%7:2®)

A lesdo da superficie da cartilagem articular leva a um processo
degenerativo, uma das morbidades mais comuns em pessoas acima de 50 anos de
idade. Como resultado do melhor entendimento da estrutura e fungéo da cartilagem em
condicles fisiolégicas e fisiopatoldgicas, novas estratégias para sua manutencdo e
reparo estao surgindo.

Do ponto de vista socioeconémico, ha um aumento progressivo do
namero de pacientes com lesdes degenerativas da cartilagem articular, em parte pelo
envelhecimento normal da populacdo, em parte pelo aumento progressivo das
atividades esportivas. Como muitos desses pacientes estdo em idade de trabalho, isso
representa um alto custo para a sociedade, ndo s6 com o tratamento da doenca, mas
também com a perda da produtividade desses individuos.®

Embora se conheca relativamente bem a anatomia, a fisiologia e os
aspectos biomecanicos envolvidos nas fung¢des articulares e, consequentemente, na
cartilagem articular, bem como os fatores de risco para o desenvolvimento da OA, nao
existe até momento um consenso quanto a eficacia dos diversos tratamentos clinicos
utilizados para alterar o curso natural da degeneracdo articular, motivo pelo qual &
importante o0 conhecimento ndo s6 da anatomia como também da fisiologia da

cartilagem articular como um tecido altamente diferenciado.®®



2.1 Cartilagem articular

A cartilagem articular apresenta-se como um tecido consistente,
ligeiramente depressivel e elastico, de superficie lisa, brilhante, com reflexo branco
azulado, no jovem, e branco-amarelado nas pessoas com idade avancada. Na periferia
da articulagéo, a cartilagem se prolonga por uma zona de transi¢cdo, onde se encontra
com a capsula, com a membrana sinovial e com o peridésteo. Em geral, a espessura da
cartilagem € bastante varidvel e depende se esta em articulacdes que suportam maior
ou menor carga. Apesar de ndo conter vasos linfaticos ou nenhuma terminacéo
nervosa, a cartilagem pode ser considerada, na sua intimidade, como uma estrutura
altamente complexa, que suporta grandes exigéncias do ponto de vista funcional.®

A cartilagem é estruturalmente dividida em quatro zonas principais,
cada uma com uma morfologia celular Unica e disposicédo das fibras de colageno do
tipo Il. A arquitetura tem papel importante no seu funcionamento. O arranjo classico em
zonas compreende a Zona de Deslizamento, a Zona de Transi¢cdo, a Zona Profunda e
a Zona Calcificada. A distribuicAo do conteddo da matriz extracelular e a
heterogeneidade da morfologia e concentracdo dos condrécitos dessas camadas
fazem desse tecido um dos mais dificeis de ser reparado e reprodutivel em engenharia
tecidual.#"?®

A Zona de Deslizamento consiste em duas camadas: uma
denominada de superficial e outra de tangencial. A mais superficial consiste apenas de
coldgeno, ndo se encontrando praticamente mucopolissacarideos nesse local. O
colageno é organizado de forma aleatéria em feixes achatados, que correm paralelos a
superficie articular. As células, nessa camada tangencial, sdo pequenas, lembrando
fibroblastos no seu longo eixo, paralelos a superficie articular. Devido a esse arranjo do
coldgeno, a cartilagem nessa regido suporta, em geral, muito mais forcas de tensdo
aplicadas paralelas ao seu eixo de movimento do que num plano perpendicular.?
Quando a cartilagem sofre estresse continuo, principalmente com movimentos
rotatérios associados, mais frequentes nas instabilidades articulares do joelho ou do
tornozelo, pode ocorrer ruptura desses feixes de colageno, iniciando-se, desse modo,
um processo de degeneracao articular.(183%

Nas outras zonas, os condrocitos mantém uma forma arredondada

caracteristica. A Zona Intermediaria ou de Transicdo € a mais espessa. Nessa regiao,



as fibras de coldgeno sdo menos organizadas, mas normalmente estdo em uma
orientagdo obliqua em relacdo a superficie. Na Zona Profunda ou Basal, os condrécitos
e as fibras de colageno sdo orientados em colunas verticais perpendiculares a
superficie. A densidade celular € maior na camada superficial da cartilagem articular e
diminui progressivamente através das Zonas Intermediaria e Profunda até cerca de um
terco da densidade da camada superficial.®®

De certo modo, essa arquitetura explica o porqué quando se aplica
uma carga brusca sobre a cartilagem essa carga faz com que a presséao interna suba
rapidamente e, a medida que a carga cessa, ocorre uma fase de adaptacdo e
acomodacéo, provavelmente decorrente de uma nova organizacdo dos liquidos e da
agua no seu intersticio. Ao cessar a carga, a tendéncia € o retorno da situacdo de
equilibrio, porém, de forma lenta. Assim, deformacées moderadas sédo reversiveis e
nao provocam lesdo da cartilagem, mas deformacbes que rompam a trama fibrosa
podem acarretar hiper-hidratagdo dos proteoglicanos, iniciando-se, assim, uma
primeira etapa da degradacao do tecido cartilaginoso.®

As lesBes que acometem a superficie de uma determinada
articulacédo sdo denominadas lesGes condrais ou osteocondrais, de acordo com a sua
profundidade, sendo as ultimas as que envolvem a cartilagem junto ao 0sso subcondral
adjacente.®*" O dano relacionado a cartilagem articular pode ocorrer tanto de forma
cronica, por meio de traumas ciclicos, ou de forma aguda, usualmente apds um evento
traumatico de maior energia.®? No entanto, a maior parte da literatura foca nas lesdes
cronicas da cartilagem, uma vez que frequentemente o trauma inicial é subestimado.

Acreditava-se que a OA era uma doenca caracterizada pelo
desgaste, causada unicamente por forcas mecéanicas que levariam a degradacdo da
articulacdo, independente da resposta biolégica.®® Entretanto, como em todo tecido
vivo, hoje se sabe que a reacdo da cartilagem articular ao trauma segue uma
sequéncia de eventos que envolve o aumento do conteido de agua, degradacao da
matriz por enzimas enddgenas, apoptose celular e necrose, seguidas por perda dos
seus constituintes para o espaco articular, desencadeando uma resposta inflamatéria
junto ao tecido sinovial. Essa doencga articular, caracterizada por progressiva faléncia
bioquimica da cartilagem hialina, alteracdes tréficas do osso subcondral e presenca de
sinovite em grau leve ou moderado® é acompanhada por uma tentativa de reparacao,
na qual se observa aumento da atividade mitética celular, aumento do numero de

células e da matriz extracelular, buscando a reparacdo. Embora os detalhes da



patogénese permanecam ainda obscuros, essa doenca envolve causas multifatoriais
gue atuam sobre o catabolismo e anabolismo da cartilagem hialina, assim como nos
outros tecidos existentes na articulagdo, como a membrana sinovial, 0 osso subcondral
e até os tenddes e ligamentos.®?

Até o momento ndo ha tratamento que modifique substancialmente a
histéria natural da OA, a ndo ser a adocdo de condutas sintométicas que aliviem a dor
ou melhorem temporariamente a funcéo articular.®*” Por ser um tecido avascular e
aneural, o condrécito da cartilagem articular recebe poucas informacfes por via
humoral e imunolégica do restante do corpo. Existem evidéncias muito fortes de que
essas células sdo extremamente sensiveis a pressdao ou a deformacdo e que
alteracdes desse tipo atingem a sua membrana celular e modificam o metabolismo.
Assim sendo, a carga e o bombeamento do fluido sinovial e da agua no intersticio da
matriz intercelular parecem ser os principais estimulos para promover alteracfes
bioquimicas na cartilagem e nas suas propriedades biomecanicas.

Atualmente, a degeneracdo articular avancada (OA) acomete
aproximadamente 250 milh6es de adultos no mundo e € a principal causa de
incapacidade na populacdo acima de 50 anos.®” Nos esportistas, a incidéncia de
lesbes agudas ou cronicas de cartilagem também estd em franca ascendéncia. A
prevaléncia de defeitos condrais focais no joelho é de 36% entre os atletas
comparados a 15% da populacdo.”) De modo geral, o acometimento do joelho é
responsavel por 46% de todas as lesdes que deflagram o fim da carreira de um jogador
profissional de futebol e, dentre estas, mais de um quarto estdo relacionadas ao
comprometimento da cartilagem. Além disso, o risco de desenvolvimento de OA é
cerca de 12 vezes maior entre o0s atletas comparado ao da populacdo em geral.®

Dessa maneira, a lesdo aguda, seja osteocondral ou condral,
representa uma condicdo desafiadora pelo potencial de desencadear a degeneracao
articular precoce, processo de grande relevancia clinica por deteriorar
progressivamente a cartilagem, principalmente nas grandes articulagbes, como o0s
joelhos, que atuam no suporte de carga e sob demanda elevada em esportes de alta
performance.®%)

A fim de auxiliar no racional do tratamento das lesdes focais da
cartilagem foi proposto um sistema de classificacdo pela International Cartilage
Regeneration and Joint Preservation Society (ICRS)®® baseado na profundidade do

acometimento (espessura), subdividido de acordo com a espessura da cartilagem
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acometida, desde uma lesédo superficial até a lesdo que envolve todas as camadas da

cartilagem, atingindo o osso subcondral (Figura 1).
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ICRS: International Cartilage Regeneration and Joint Preservation Society.

Fonte: Adaptado de Dwyer T, Martin CR, Kendra R, Sermer C, Chahal J, Ogilvie-Harris D, et al.
Reliability and validity of the arthroscopic international cartilage repair society classification system:
correlation with histological assessment of depth. Arthroscopy. 2017;33(6):1219—24.(36)

Figura 1. Graduacdo das lesbes de cartilagem segundo a International Cartilage Regeneration and Joint
Preservation Society

Historicamente, o tratamento das lesdes condrais/osteocondrais,
sobretudo na area esportiva, representa um grande desafio, ndo somente pela pobre
capacidade de autorreparo inerente a esse tecido, mas adicionalmente pelas grandes
demandas articulares, exigéncia especifica da populacédo mais jovem e atlética.®” Uma
abordagem criteriosa e sistematizada faz-se crucial para o é&xito terapéutico.®?

Pesquisas continuam sendo realizadas a fim de restabelecer a
complexa e altamente especializada estrutura da cartilagem articular normal. Todavia,
o desafio consiste em restaurar a natureza especifica desse tecido. Podem-se dividir
0s procedimentos cirdrgicos disponiveis em quatro categorias principais: 1) Paliativos,
que incluem desbridamento artroscopico e lavagem da articulagdo, promovendo alivio
dos sintomas, no entanto, com pouca capacidade de regeneracdo condral;'® 2)
Reparadores, tratamentos que estimulam o sangramento, criando um coagulo de

fibrina com posterior transformacdo para fibrocartilagem, associado ou ndo a
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membrana de colageno para conter o sangramento;'’*® 3) Reconstrutivos, que visam
restaurar a superficie condral natural, através do enxerto osteocondral autélogo ou
alogeno;®® 4) Restauradores, que incluem as terapias celulares (condrécitos ou CTM)
associadas aos avancos da engenharia tecidual.('639

As categorias citadas acima sdo as opc¢les de tratamento cirargico
atualmente disponiveis para os estdgios mais precoces das lesfes de cartilagem, com
o objetivo de evitar a degeneracdo gradual e restaurar a superficie condral.('® A
abordagem a este agravo baseia-se inicialmente na compreensao da “personalidade
da lesao”, sumarizada didaticamente em nove variaveis: etiologia, espessura do defeito
articular, tamanho da lesédo, localizacdo, presenca de sinais sugestivos de
instabilidade, integridade ligamentar e meniscal, alinhamento geral do membro e

particularidades do atleta (Figura 2).“%
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OAT: transplante  osteocondral autdlogo (osteochondral autologous
transplantation); MF: microfraturas; IAC: implante autélogo de condrécitos.
Sanduiche: técnica que preenche a leséo profunda com enxerto 6sseo, seguida
da membrana semeada com células na base do defeito e outra membrana na
superficie.

Fonte: Traduzido e adaptado de Bekkers JE, de Windt TS, Brittberg M, Saris DB.
Cartilage repair in football (soccer) athletes: what evidence leads to which
trea(ﬁg)went? A critical review of the literature. Cartilage. 2012;3(1 Suppl):43S—
9S.

Figura 2. Algoritmo de tratamento das lesdes focais da cartilagem articular do
joelho em atletas profissionais de futebol
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Mesmo frente a tantas opcbes de tratamento, todas as técnicas
visam a melhora da fun¢do articular, porém, poucas conseguem atingir uma
restauracado satisfatoria da funcdo e da mecanica da cartilagem.

No intuito de melhorar os resultados dos tratamentos da lesdo da
cartilagem, iniciou-se 0 uso de células para preenchimento das lesbes focais de
cartilagem, por volta de 1990, na Suécia, com o uso do IAC, também denominado de
transplante autélogo de condrécitos, por alguns autores.® A técnica visa a
regeneracdo da cartilagem hialina lesada, restaurando a biomecanica articular.
Atualmente, essa abordagem terapéutica continua sendo amplamente indicada,
conforme ilustrado na figura 2, e utilizada em paises da Europa e nos Estados Unidos,
sendo considerada como uma das melhores opc¢bes cirdrgicas para tratamento de
pacientes jovens e ativos, entre 15 e 55 anos, com lesfes condrais focais sintomaticas
e avancadas, com relatos de resultados animadores apds seguimento de 10 a 15
anos.(16’39"”)

Existem trés geracbes de IAC, sendo a primeira descrita
originalmente em 1994 e aprovada pelo Food and Drug Administration (FDA) em
1997.“? Na primeira geracéo faz-se necessério utilizar um fragmento de periésteo para
cobrir a les@o condral. Com essa técnica, em 2003, foram realizados os trés primeiros
IACs na América Latina, com excelentes resultados ap6s um seguimento minimo de
dois anos.“*® Entretanto, algumas barreiras dificultaram o amplo uso dessa técnica,
como a necessidade de realizar dois procedimentos cirlrgicos, o seu alto custo e a
hipertrofia da membrana do peridsteo. A segunda geracdo de IAC desenvolvida para
minimizar os efeitos do uso peridosteo utiliza membranas de colageno I/lll de origem
animal ou sintética. Recentemente, a terceira geracao foi descrita, com os condrocitos
semeados diretamente nessa matriz tridimensional para promover o0 crescimento

celular.“?

2.2 Membrana de colageno

As membranas de colageno foram desenvolvidas com o propdésito
de melhorar os resultados obtidos com a técnica cirdrgica de microfraturas. A Chondro-
Gide® é uma membrana de coldgeno tipo I/lll, de dupla face, desenvolvida

especificamente para a regeneracao de cartilagem (Figura 3). Fabricada a partir de
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coldgeno porcino altamente purificado, € produzida na Suica, seguindo um rigoroso
processo de fabricagdo, assegurando sua seguranca e qualidade. A funcdo do
Chondro-Gide® é alavancar o potencial de cura do organismo para regenerar a
cartilagem humana. Com uma camada superior lisa, e uma camada inferior rugosa, sua
estrutura proporciona as condicbes necessarias para a regeneracdo da
cartilagem.®3*4) A estrutura lisa fica voltada & articulacdo e visa conter as células, por
nao ser porosa, e a face rugosa volta-se para o 0sso, permitindo a permeabilidade

celular pelos poros.

A. Superficie superior lisa que funciona como barreira na passagem das células. B.
Superficie inferior rugosa onde séo colocadas as células.
Figura 3. Superficies da membrana de colageno porcino I/lll Chondro-Gide®

As membranas sdo consideradas scaffolds, ou seja, estruturas que
servem como suporte temporario, ndo apenas permitindo o suporte do crescimento e a
formacdo do tecido, mas também fornecendo o ambiente bioldgico necessario para o
crescimento celular, a diferenciacdo e a formacdo do tecido.“® O principio basico é
imitar a estrutura e as fungdes bioldgicas da matriz extracelular nativa em termos de
composicdo quimica e propriedades fisicas, fornecendo suporte estrutural e espaco
interno para as células incorporadas aderirem, proliferarem e se diferenciarem.®*®
Portanto, os requisitos obrigatdrios dos scaffolds artificiais tridimensionais incluem: alta
porosidade, degradacéo regulada, resisténcia mecanica e rigidez, e biocompatibilidade.
Além disso, a superficie deve exibir propriedades adequadas para ajustar a formacéo
de tecido celular. A porosidade deve permitir a migracdo e a proliferacdo de células

aderentes junto com nutrientes e produtos residuais.“®
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Esses produtos podem ser naturais ou sintéticos, geralmente
fabricados em esponjas, hidrogéis ou nanofibras. Podem incluir coldgeno, alginato,
gelatina, quitosana, colageno com glicosaminoglicano, colageno com hialuronano,
acido poli-I-lactico, seda, policaprolactona, acido poliglicélico com &acido polilatico, e
biovidro.“*®) Até o momento, no nosso meio, as membranas disponiveis sdo de origem
animal e formadas por colageno l/lll. Os materiais naturais tém vantagens de
biocompatibilidade, biodegradabilidade e boa fixac&do celular. As aplicacdes envolvem a
formacdo de um tecido reparador, cartilagem tipo hialina e, teoricamente, tecido de
cartilagem com coladgeno tipo Il expresso. Condrécitos autélogos, CTM autdlogas,
células-tronco alogénicas da medula 6ssea, sangue total autélogo e condrécitos nasais
humanos sdo os tipos de células que estdo sendo usados nessas aplicacdes por

reportarem potencial condrogénico.

2.3 Terapia celular

Todos os procedimentos que envolvem terapia celular envolvem
também o desafio de se tornarem viaveis tanto pelos o6rgdos de regulamentacao
nacional quanto pelos entraves financeiros decorrentes do seu alto custo. Para isso,
uma das alternativas é o uso de células-tronco."® As células-tronco adultas podem ser
encontradas em diferentes tecidos do corpo e divididas quanto a sua fracdo
hematopoiética ou mesenquimal. Células-tronco hematopoiéticas, comumente
encontradas no sangue do corddo umbilical e da medula 6ssea, ja sao utilizadas com
sucesso em aplicacbes terapéuticas, principalmente no tratamento de doencas
hematolégicas, como leucemias e anemias. Ja as CTM apresentam algumas
vantagens em relacéo as hematopoiéticas, as quais as tornam boas candidatas para os
protocolos em medicina regenerativa, tais como: a) facilidade de isolamento e
cultivo;*” b) potencial de renovacéo e diferenciacdo em varios tipos de tecido, tais
como, osso, cartilagem, tecido adiposo, tenddo e musculo;*® c) efeitos tréficos
mediados pela producdo de fatores de crescimento e citocinas;“® d) efeitos
imunomodulatérios;®” e) menor custo de obtencdo e manuseio laboratorial.

As células-tronco séo células indiferenciadas, capazes de se dividir,
dando origem a células semelhantes as progenitoras. A nomenclatura dessas células

gera certa confusdo, tendo sido necessario, em 2019, um posicionamento da
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Sociedade Internacional de Células e Terapia Génica para definir os critérios minimos
das CTM multipotentes como sendo células aderentes ao plastico, que expressam
clusters de diferenciacdo (CD) CD73, CD90 e CD105, sem a expressao de marcadores
hematopoiéticos e endoteliais CD11b, CD14, CD19, CD34, CD45, CD79a e HLA-DR, e
capazes de diferenciacdo in vitro em adipdcito, linhagens de condrécitos e
osteoblastos.®'*? Esses marcadores s&o conhecidos como marcadores minimos para
definir CTM expandidas in vitro. No entanto, alguns marcadores ainda s&o
controversos, como a negatividade do marcador CD34, que nem sempre € um critério
definitivo para a definicdo de uma CTM.

Na auséncia de marcadores definitivos para CTM, a equivaléncia in
vivo de CTM expandidas in vitro tem sido muito debatida. Ha evidéncias de que as
CTMs compartilham marcadores e funcionalidade com células perivasculares e murais
(pericitos e células lisas vasculares).®® Isso levou & hipétese de que as CTM se
originam de popula¢cBes de células perivasculares e migram para as paredes capilares
dos tecidos fibrosos circundantes durante os periodos de desenvolvimento e, quando
ha lesdo, contribuem para o processo de reparo.®?

No ser humano, a medula éssea é a fonte de CTMs mais utilizada.
Entretanto, as CTMs tém sido isoladas de diversos 6rgaos e tecidos, tais como tecido
adiposo (AD-CTM),®® tecido do corddo umbilical,’®® polpa dentaria,®” sangue
menstrual, dentre outros. Dentre estas, o0 tecido adiposo € uma das fontes mais ricas
em CTMs. Além disso, o tecido adiposo é de facil acesso, esta presente em grandes
quantidades no organismo e pode ser isolado apés coleta ambulatorial, com técnicas
pouco invasivas (procedimento cirdrgico mais simples, menor morbidade e mais
seguro).®® Quando comparado com a medula 6ssea, um grama de tecido adiposo tem
500 vezes mais CTM do que um grama daquele aspirado da medula éssea.®® Este
alto rendimento de isolamento de CTM é essencial para procedimentos de terapia
celular e engenharia de tecidos, tornando esta fonte uma otima candidata para este
fim.

Estudos demonstraram que células mesenquimais do tecido adiposo
apresentam potencial de diferenciacdo condrogénica, sendo uma excelente alternativa
para o reparo de lesdo de cartilagem.®® Em contrapartida, diferentemente do IAC, o
uso de células mesenquimais dispensa a necessidade de realizar um procedimento
ortopédico para a realizacdo da coleta de material cartilaginoso previamente ao

tratamento cirdrgico definitivo. A técnica de transplante de célula-tronco para preencher



16

um defeito condral focal do joelho foi publicada primeiramente em 2011, caracterizando
um procedimento em tempo Unico, com melhora significativa dos escores funcionais e
de dor, apds dois anos, sem nenhuma complicacdo ou reacdo adversa.'”

Um dos problemas que se enfrenta na terapia celular € encontrar o
veiculo ideal para as células manterem a viabilidade para o estimulo cicatricial no local
da lesdo. O AH € um elemento presente no liquido sinovial e na cartilagem. O peso
molecular do liquido sinovial normal varia entre trés e quatro MDa, elasticidade de
117Pa em 2,5Hz e viscosidade de 45Pa em 2,5Hz.%"?? No joelho com OA, o liquido
sinovial torna-se menos viscoso e a concentracdo e o peso molecular do AH séo
reduzidos, o que altera suas propriedades, diminui a capacidade de absorcdo de
choque e lubrificacdo, e leva ao dano da cartilagem, com aparecimento ou aumento

dos sintomas.®?

2.4 Acido hialurénico

O AH é um grande polissacarideo, composto por repeticbes de um
dissacarideo de N-acetilglucosamina e acido glucurénico. Nas articulagbes humanas
saudaveis o peso molecular do AH é de 6000kDa, enquanto no joelho com OA o peso
molecular decai entre 500-3000kDa.®*®® O AH normalmente é secretado no liquido
sinovial pelos sinoviocitos e € a estrutura principal dos proteoglicanos agregadores na
cartilagem hialina. A ciéncia basica indica um papel biolégico para o AH no
metabolismo das articulagdes. O AH se liga ao CD44, um receptor de superficie celular
presente em um grande numero de células, estimulando os sinovidcitos a aumentar
sua secrecdo de AH. Estudos demonstram taxas aumentadas de proliferacdo em
condradcitos isolados ligados ao CD44, bem como inducéo de fatores de crescimento
como o fator de crescimento transformador beta (TGF-B). Em um modelo de coelho de
OA, o AH diminuiu a inflamac&o conforme medido pela produgcéo de Oxido nitrico em
sinoviocitos e fibroblastos meniscais, reduziu a apoptose de condrdcitos articulares e
teve um efeito condroprotetor na prevencéo da degradacéo da cartilagem.®?

Outro estudo realizado em modelos de OA de coelhos utilizou dois
tipos de AH com semelhante peso molecular, mas diferentes percentuais de
concentracdo. Os dois tipos de AH apresentavam caracteristicas fisico-quimicas

diferentes e essas diferencas resultaram em comportamento in vivo diferente. Como
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consequéncia, nem todos os AH com peso molecular semelhante podem ser
considerados como equivalentes.®”

Em geral, porém, muito menos se conhece sobre os efeitos
biologicos do AH em condrocitos, e nenhuma evidéncia sugere um efeito
condroprotetor em humanos. Consequentemente, pesquisas basicas e clinicas
substanciais sdo necessarias para compreender os mecanismos pelos quais o AH
pode regular o metabolismo da cartilagem e fornecer um efeito condroprotetor.

O papel do AH como uma terapia eficaz para OA € controverso por
causa dos resultados inconsistentes dos ensaios clinicos, embora a maioria dos
ensaios clinicos demonstre um efeito benéfico na reducdo da dor e na melhora da
mobilidade. Este efeito persiste apdés o metabolismo e a eliminacdo do AH injetado,
sugerindo um efeito duradouro e persistente. O AH sintético esta aprovado para o
manejo da OA por suas propriedades como agente viscoelastico que melhora a
lubrificacdo e a mecéanica da articulagdo do joelho, e pelo efeito no macro e
microambiente articular, alterando a resposta e o comportamento celular.®

Diversas formulacfes contendo AH estao disponiveis para utilizacao
da OA de joelhos. Os produtos divergem entre si por apresentar diferencas em
caracteristicas consideradas essenciais no éxito do tratamento clinico, como a origem
(aviaria ou fermentacdo bacteriana), o peso molecular, a quantidade e a concentracéo
da substancia por dose, além do numero de aplicacdes no transcorrer do planejamento
terapéutico proposto. O beneficio consequente de sua utilizagdo no manejo da artrose
esta vinculado ao tempo de permanéncia em ambiente articular, motivo pelo qual
algumas formulacGes incorporam alteracbes em suas propriedades quimicas e
otimizacao nas ligacOes cruzadas (crosslink) no intuito de aumentar as propriedades
viscoelasticas e a resisténcia, e reduzir a taxa de degradacado, ao passo que o AH néo
modificado molecularmente sofre rapida degradacéo enzimatica e oxidativa.©”

Entretanto, trata-se de um polimero biodegradavel que pode atuar
como suporte celular, além de possuir importantes fung¢des biologicas, como a
regulacdo da adesdo, mobilidade, diferenciagdo e proliferacdo celular. Essas
caracteristicas, aliadas a sua baixa imunogenicidade, tornam o AH um biomaterial
promissor para uso em engenharia de tecidos. Os géis de AH, assim como o0s
substratos dele derivados, tém sido testados para o cultivo de condrdcitos e producdo
de tecido cartilaginoso.®®
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Estudo em experimentacdo animal avaliou a possibilidade de usar
células mesenquimais pluripotentes da medula 6ssea juntamente com substratos de
AH bifasico e fosfato tricalcico para o reparo de defeitos osteocondrais, com resultados
animadores.®® Por outro lado, a importancia da interacdo entre AH e CTM em seu
efeito terapéutico é destacada, bem como a producédo de AH pelas proprias CTM como
parte fundamental de seu mecanismo de acéo.®® Por fim, deve-se destacar que o AH
pode ter um efeito positivo na diferenciacdo condrogénica das CTM quando utilizado
como produto de cultivo da mesmas, porém, pouco se sabe sobre a influéncia das
diferentes formulacdes comerciais disponiveis nas células mesenquimais provenientes
do tecido adiposo humano.

Considerando que o uso de membranas de colageno foi descrito como
elemento-chave para o tratamento de lesdo condral em transplante de condrdcitos,
acreditamos que a combinacdo do AH e da membrana de colageno fornecera substrato
para o cultivo das CTM e para aplicagdo como terapia nas lesdées condrais. No presente
estudo pretendemos avaliar a viabilidade das células expostas a diferentes compostos
comerciais a base de AH para serem um veiculo para as CTMs e, posteriormente,
analisar a viabilidade da combinacdo de uma membrana biossintética comercial, a
base de colageno tipo I/1ll (Chondro-Gide®; Geistlich Biomaterials) e AH como substrato

para as CTM.
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3 METODOS

3.1 Considerac0des éticas e calculo amostral

Para a realizagdo deste estudo in vitro, foram obtidas amostras de
tecido adiposo humano para isolamento de CTM (n=5). As mesmas foram coletadas
apos assinatura do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) pelo doador
ou responsavel, aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa (CEP) do Hospital
Israelita Albert Einstein (HIAE) (CAAE 60075616.5.0000.0071).

A selecdo de cinco individuos para a coleta, entre fevereiro e abril de
2018, foi baseada nos estudos similares da literatura que utilizam entre trés e cinco

pessoas para realizar as avaliacdes,®” sem nenhum outro calculo adicional.

3.2 Isolamento das células-tronco mesenquimais do tecido adiposo

Todo o procedimento de coleta de material biologico, isolamento e
manipulacdo das células in vitro foi realizado em parceria com a empresa StemCorp
Servicos Biomédicos Ltda, licenciada pela vigilancia sanitaria como Centro de
Processamento Celular (CPC), segundo os critérios da Resolu¢cdo da Diretoria
Colegiada (RDC) n.214, de 7 de fevereiro de 2018, da Agéncia Nacional de Vigilancia
Sanitaria (ANVISA).

A coleta do tecido adiposo foi realizada por uma equipe de cirurgia
plastica, no centro cirirgico do HIAE, de cinco pacientes submetidos a cirurgia de
lipoaspiracdo. Com a ajuda de uma canula acoplada a uma seringa estéril foi coletado
um volume entre 10mL e 20mL da regido subcutanea abdominal de cada paciente.
ApoOs a coleta, as amostras foram transferidas para um frasco estéril, contendo 10mL
de solucdo salina PBS 1x pH 7,4 (PBS - phosphate-buffered saline), contendo
200U/mL de penicilina, 200pg/mL de estreptomicina, 0,5ug/mL de anfotericina e
50ug/mL de gentamicina (Gibco), fornecido no kit de coleta da empresa StemCorp®.
Por fim, as amostras foram transferidas para uma caixa térmica, com monitoramento
de temperatura (4 a 8°C), e transportadas até o laboratério da StemCorp® para

isolamento das células.
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Células-tronco mesenquimais humanas derivadas do tecido adiposo
foram isoladas, utilizando-se os métodos previamente descritos por Vieira et el."
Resumidamente, as amostras de tecido adiposo foram lavadas em PBS 1X contendo
100U/mL de penicilina, 100pug/mL de estreptomicina e 0,25ug de anfotericina (Gibco).
Em seguida, a amostra foi dissociada com 0,075% de colagenase (Sigma), a 37°C, por
30 minutos. ApGs essa etapa, o infranadante foi centrifugado a 300xg, durante cinco
minutos e o pellet de células formado foi semeado em frascos de cultivo, respeitando a
proporgao de 3000-5000 células por cm?.

Para o cultivo das células in vitro foi utilizado o meio de proliferacao
Dulbecco’s Modified Eagle Medium “low glucose” (DMEM-LG) (Gibco), suplementado
com 10% de soro fetal bovino (SBF) (Gibco), 100U/mL penicilina, 100ug/mL
estreptomicina e 0,25ug/mL anfotericina (Gibco). As trocas de meio de proliferacédo
foram realizadas cada trés a quatro dias. Cada linhagem foi mantida em incubadora, a
37°C, em uma atmosfera umida contendo 5% de CO, até atingirem confluéncia de
80%. Neste ponto, foi realizada uma passagem das células para novos frascos de
cultivo, na proporcdo de area 1:3, utilizando o reagente TrypLE (Gibco). Esse
procedimento foi repetido até atingir quantidades de células suficientes para a
realizacdo dos experimentos descritos adiante.

Parte das células, durante o procedimento de multiplicacéo celular,
foi estocada em nitrogénio liquido, na passagem dois, caso fosse necessaria a
repeticdo de algum experimento. Para o procedimento de criopreservacao, as células
foram descoladas dos frascos de cultivo, utilizando-se TrypLE (Gibco), centrifugadas e
ressuspensas em meio de congelamento StemPro (Gibco), contendo 10% de
dimetilsulféxido (DMSO). O congelamento das células foi realizado de maneira gradual,
em criotubos de 2mL, utilizando-se o equipamento Freeze Control (CryoLogic) e, em

seguida, transferidos para o tanque de nitrogénio liquido.

3.3 Caracterizacao das células isoladas

Para a definicdo da origem mesenquimal das células isoladas do
tecido adiposo foram realizados os ensaios de caracterizacdo: imunofenotipagem e

caracterizacao.
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3.3.1 Imunofenotipagem

Para a realizacdo do teste de imunofenotipagem as células foram
cultivadas até a passagem oito, descoladas dos frascos de cultivo, utilizando-se TrypLE
(Gibco), e centrifugadas 280xg, por cinco minutos, a temperatura ambiente. Em
seguida, o sobrenadante foi descartado, as células foram homogeneizadas e
ressuspensas em PBS 1X.

As células foram, entdo, marcadas com anticorpos monoclonais:
CD29-PerCP-Cy5, CD31-PE, CD45-FITC, CD73-PE, CD90-PE, CD105-PE, HLA-ABC-
FITC, HLA-DR-PE (BD Biosciences), segundo recomendacdes do fabricante. Como
controle negativo utilizamos células que ndo foram incubadas com anticorpos.

Para a marcacédo, as células foram incubadas por 30 minutos com
os anticorpos, na auséncia de luz, a temperatura ambiente. Posteriormente, o material
foi lavado com PBS 1X e centrifugado a 500xg, por cinco minutos, e ressuspenso em
200uL de PBS. A leitura das amostras foi realizada no laboratério clinico do HIAE,
utilizando-se o citdmetro de fluxo FACSCanto™ Il (BD Biosciences), no qual foram
adquiridos, pelo menos, 10.000 eventos por tubo. A andlise foi realizada utilizando-se o

software Kaluza (BeckmanCoulter Life Sciences).

3.3.2 Ensaio de diferenciacéao

Para confirmar se as células isoladas do tecido adiposo eram células
estromais mesenquimais, ou seja, se tinham o potencial de dar origem a tipos celulares
originarios do mesoderma, as mesmas foram expandidas até a passagem nove e
induzidas a diferenciacdo em ostedcitos, adipdcitos e condrocitos. Assim, as ceélulas
foram cultivadas com meios especificos para a diferenciacéo: Stem Pro Adipogenesis —
A10070-01, Stem Pro Chondrogenesis — A10071-01 e Osteogenesis Differentiation —
A10072-01, kit Gibcol/Life Technologies, seguindo-se as recomendacdes do fornecedor.
ApOs esse periodo, as células foram coradas com Oil Red O (Sigma), Azul de Toluidina
(Sigma) ou Alizarin Red S (Sigma) para confirmar os potenciais adipogénico,
condrogénico e osteogénico, respectivamente. Amostras-controle, ndo induzidas, foram

mantidas em meio de proliferacdo durante todo o ensaio.
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3.4 Ensaio de viabilidade

3.4.1 Interacao célula + acido hialurénico

Linhagens de AD-CTM (n=5), na passagem seis, foram descoladas
dos frascos de cultivo utilizando-se TrypLE (Gibco) e centrifugadas a 300xg, por cinco
minutos. Ao final do processo, as células foram contadas na caAmara de Neubauer e, de
acordo com os valores encontrados, 3x10° células foram separadas e adicionadas em
microtubos de 1,5mL cada. Depois, as células foram centrifugadas novamente a 300xg,
por cinco minutos, e ressuspensas em 20uL de cada tipo de AH (Tabela 1) ou PBS 1X
pH 7,4 ou meio de proliferagdo (SBF). Dessa maneira, foram estabelecidos nove
grupos: AD-CTM com sete tipos comerciais diferentes de AH, CTM com PBS (controle
negativo), AD-CTM com SBF.

Os produtos comerciais de AH pré-selecionados estavam
armazenados no laboratério e foram retirados das embalagens para uso exclusivo no
estudo. Apenas um biélogo, o que abriu as caixas, sabia o0 nome do produto a que se
referiam cada identificacdo numérica, por sua vez, numeradas aleatoriamente. Nao foi
o mesmo bidlogo que realizou os experimentos na bancada e tampouco a contagem
das células.

Para a realizacdo do ensaio de viabilidade, utilizamos o kit
Live/Dead (Thermo), composto de dois corantes fluorescentes que marcam as células
mortas em vermelho (homodimero-1 de etidio [EthD]) e as células vivas em verde
(calceina-AM). Para o preparo do corante diluimos 1uL de calceina 4mM e 4uL de
EthD 2mM em 995uL de PBS 1X pH 7,4. Na avaliagéo da viabilidade, as células foram
incubadas em temperatura ambiente com os AHs, e as medidas foram realizadas no
tempo zero e ap0s 24, 48 e 72 horas de incubacdo das células. Para a leitura da
viabilidade, utilizamos o equipamento Countess Il FL (Thermo). Ao todo foram
realizadas trés leituras de cada tratamento (triplicata técnica), de cada amostra. Para
as leituras foram utilizados 5uL da amostra com 5uL do corante preparado.

A contagem das células foi feita de modo manual, utilizando-se o
software Image J, versdo 1.8.0 172, disponivel gratuitamente, no qual o nimero de
células verdes (vivas) e vermelhas (mortas) foi contado e tabulado em uma planilha

Excel para analise estatistica.
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Toda a parte experimental foi realizada em teste cego e cada AH

recebeu uma numeracédo (Tabela 1). Ao final das andlises, os nomes comerciais dos

AHs foram revelados para fins comparativos.

Tabela 1. Propriedades fisico-quimicas dos diferentes acidos hialurénicos analisados

Peso

. ~ Elasticidade Viscosidade Molécula
Produto Molécula Concentragéao molecular Fonte .
(Pa 2,5Hz) (Pa 2,5Hz) crosslink
(MDa)
Opus Joint® Hﬁiﬁ;ﬁo 1,5% 54 145 100 Bacteriana N&o
® .
gﬂzraHyal Hlaél:’)rdoizato 1% 0,75 1,2 Bacteriana Nao
Fermathron® H'a!gdoizam 1% 1,19-2,03 0,84 Bacteriana Néo
. Hial . .
Orthovisc® |asLérdoigato 1,5% 1-2,9 60 46 Bacteriana Nao
Hialuronato
Synolis VA® sodio + 2% + 4% 2 329 143 Bacteriana N&o
Sorbitol
Svnvisc® Hilano o L .
ynvisc GE-20 0,8% 6 111 25 Aviaria Sim
Osteonil® Hm!:jrdoigato 1% 1-2 s 210 Bacteriana Nao

Fonte: bula dos produtos.

3.4.2 Interacao célula + acido hialurénico + membrana de colageno tipo I/l

Para a andlise da interacao entre as células, o AH e a membrana de

colageno tipo I/lll foram selecionados os cinco AHs que apresentaram a melhor taxa de

viabilidade no experimento anterior (Figura 4).

g

AD-CTM: células-tronco mesenquimais derivadas do tecido
adiposo.

Figura 4. Colocacao da célula-tronco mesenquimal derivada
do tecido adiposo e o acido hialurdnico (cinco tipos) na
membrana de colageno /111
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Linhagens de células mesenquimais (n=5) isoladas do tecido
adiposo, na passagem sete, foram descoladas dos frascos de cultivo, utilizando-se
TrypLE (Gibco), e centrifugadas a 300xg, por cinco minutos. Ao final do processo, as
células foram contadas na camara de Neubauer e 2x10° células foram adicionadas em
microtubos de 1,5mL, cada. As células, entdo, foram centrifugadas novamente a
300xg, por cinco minutos, e ressuspensas em 40uL de AHs diferentes (nUmeros 1, 2, 4,
5e 7. Tabela 1) ou PBS 1X pH 7,4, ou SBF. As 200.000 células ressuspensas em 40puL
do veiculo foram, entdo, adicionadas a placas de 48 pocos contendo no seu interior
recortes da membrana de colageno tipo I/lll (Chondro-Gide®, Geistlich). As células
foram incubadas durante uma hora, em atmosfera de 5% CO,, a 37°C, para aderir na
membrana e, em seguida, foi adicionado 400uL de meio de proliferacdo sem a adicéo
de SBF. Por fim, as células foram incubadas por mais 24, 48 e 72 horas em atmosfera
de 5% CO,, a 37°C, e as leituras de viabilidade, realizadas.

Para a realizagdo do ensaio de viabilidade, utilizamos o kit
Live/Dead (Thermo), conforme descrito anteriormente. Nos tempos de analise, as
membranas foram lavadas trés vezes com PBS 1X pH 7,4 e, em seguida, as células
foram descoladas com a ajuda da enzima TrypLE (Thermo). As células soltas foram
centrifugadas a 300xg, por cinco minutos, e o pellet ressuspenso em 50uL do corante
Live/Dead. Para a leitura da viabilidade, utiizamos o equipamento Countess Il FL
(Thermo). Ao todo foram realizadas trés leituras de cada tratamento (triplicata técnica).

A contagem das células foi feita de modo manual, utilizando-se o
software Image J, versdo 1.8.0 172. O numero de células vivas e mortas foi
determinado e tabulado em uma planilha Excel para analise estatistica.

Toda a parte experimental foi feita em teste cego. Ao final das

analises, os nomes comerciais dos AHs foram revelados para fins comparativos.

3.5 Estudo de expressao génica

Para a analise do possivel efeito da interacdo AH e membrana de
coldgeno tipo I/lll na modulacdo da expressdo génica das ceélulas, as preparacdes
citadas no experimento anterior (célula + AH + membrana) foram mantidas.

As solucdes de células e AH (cinco tipos) foram semeadas na

membrana de colageno tipo I/lll do experimento anterior por 28 dias, em atmosfera de
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5% CO,, a 37°C. A cada trés a quatro dias, o meio de proliferacdo era trocado. Apds os

28 dias em cultura, as células foram submetidas a anélise de expresséo génica.

3.5.1 Extracdo de RNA

No dia 28 de cultivo, as membranas contendo as células foram
lavadas trés vezes com PBS 1X pH 7,4 e, em seguida, as células foram descoladas
com a ajuda da enzima TrypLE (Thermo). As células foram centrifugadas a 300xg, por
5 minutos, e o pellet ressuspenso em 1ml de Trizol (Thermo). As amostras, em
seguida, foram pipetadas vigorosamente para ajudar na lise das células e, depois,
armazenadas no congelador durante a noite inteira. Apos descongelar as amostras em
gelo, adicionou-se 0,2mL de cloroférmio, com incubacgéo por trés minutos, seguido de
centrifugacdo a 12.000g, por 15 minutos, a 4°C. O sobrenadante (fase aquosa) foi
transferido para um novo tubo e adicionou-se o0 mesmo volume de solucéo de etanol a
70% e as solucbes foram agitadas vigorosamente. Depois, as amostras foram
centrifugadas a 12.000g, por 15 minutos, a 4°C, o sobrenadante foi descartado e o
pellet ressuspenso em 20uL de agua.

A concentracdo de RNA total foi determinada por espectrofotometria,
a partir da absorbéancia em 260nm. A pureza das amostras foi determinada pela razéo
entre os valores de absorbancia em 260nm e 280nm.

Como a quantidade estimada das células foi baixa, optamos em
utilizar protocolos para a extracdo de pequenas quantidades de RNA, utilizando o
glicogénio como carreador. Resumidamente, adicionar 50uL de glicogénio (5mg/mL em
1mL de amostra); depois, adicionar 200uL de cloroférmio e agitar vigorosamente a
amostra por 30 segundos; centrifugar a 12.000g, a 4°C, por 15 minutos, separar a fase
aquosa em novo tubo e adicionar 500uL de isopropanol gelado; incubar durante a
noite, a -20°C; centrifugar por 15 minutos, em temperatura ambiente, na velocidade de
12.000g; descartar o sobrenadante, adicionar 200uL de solucdo de etanol 70% e
centrifugar por 10 minutos. Por fim, descartar o sobrenadante com cuidado e
ressuspender em 2uL de agua.

Outra opcdo para realizar a extracdo do material genético foi
precipitar o RNA da amostra com a adi¢cdo de acetato de sodio. Para isso, para cada

50uL RNA, adicionou-se 5uL de solucédo de 3M de acetato de sodio e trés volumes da
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amostra de etanol (100%). A solucado foi incubada a noite toda, a -20°C e, depois,
centrifugadas a 14.000rpm, por 30 minutos, a -4°C. O sobrenadante foi, entéo,
descartado e adicionou-se 750uL solucdo de etanol a 70%, seguido de centrifugacdo a
7500rpm, por cinco minutos. Entdo, o sobrenadante foi descartado e o material

ressuspenso em 20uL de agua.

3.6 Andlise estatistica

Para a comparacao entre 0s momentos e materiais, foram utilizados
modelos de equacdes de estimacdo generalizada aplicados as porcentagens de
células mortas (100 — porcentagem de células vivas) e a distribuicdo Tweedie utilizada
para acomodar a distribuicdo das porcentagens com menores erros. A porcentagem de
células mortas foi escolhida por conta da assimetria observada na amostra,
concentracdo em valores mais proximos de 100%, mas, apds a modelagem estatistica
os valores foram transformados novamente para a porcentagem de células vivas. Os
modelos foram aplicados separadamente, por momento, e contemplaram a
dependéncia entre as leituras de um mesmo individuo. As compara¢des multiplas entre
tratamentos foram corrigidas pelo método de Bonferroni sequencial. Os resultados
foram apresentados por valores médios estimados de porcentagem de células vivas
por tratamento, intervalos de confianca de 95% e valores-p para as comparacoes. As
analises foram realizadas com o auxilio dos pacotes R e SPSS e o nivel de
significancia adotado foi de 5%.

Em abordagem alternativa, os valores médios e desvios-padrédo da
porcentagem de células vivas por individuo foi calculado em cada momento e para
cada tratamento. Os tratamentos foram comparados separadamente por momento e
considerando-se PBS como controle. Nesta analise os modelos foram similares aos
anteriores, também com distribuicdo Tweedie. Foram calculadas, também, por
individuo, as diferencas de cada acido em relacdo ao PBS. As diferencas foram
avaliadas por modelos considerando-se a distribuicdo normal, separadamente por
momento, e tendo como referéncia o meio. As analises foram realizadas com o auxilio

do pacote SPSS e o nivel de significancia adotado foi de 5%.
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4 RESULTADOS

4.1 Isolamento das células-tronco mesenquimais do tecido adiposo

Alcancamos 100% de sucesso na obtencdo de células aderentes
nas cinco amostras de tecido coletadas para a realizacdo do estudo in vitro. As
quantidades de tecido adiposo coletadas para isolamento das células de cada paciente
foram: Al (11,27 gramas); A2 (18,57 gramas); A3 (12,16 gramas); A4 (20,99 gramas);
A5 (18,88 gramas). As amostras foram obtidas de pacientes do sexo feminino, com
média de idade de 30,2 anos.

As cinco linhagens estabelecidas foram acompanhadas in vitro e a
morfologia de cada uma delas avaliada com o decorrer das passagens. Todas as
linhagens apresentaram morfologia compativel as células mesenquimais (longas e
fusiformes, semelhantes a fibroblastos) e adequada taxa de proliferacdo até as
passagens avaliadas. Contudo, para que essas células obtidas fossem classificadas
como células mesenquimais, foi realizado um estudo de imunofenotipagem e um

ensaio de diferenciacdo para confirmarmos o perfil mesenquimal das mesmas.

4.2 Caracterizacédo das células isoladas

4.2.1 Imunofenotipagem

Um dos critérios definidos pela Sociedade Internacional de Terapia
Celular (International Society for Cell Therapy) para a caracterizacdao de células
mesenquimais € a realizagdo de um painel de imunofenotipagem, que inclui a
expressao de determinados marcadores de superficie celular, incluindo CD105, CD73
e CD90, e a auséncia de expressao de marcadores como CD45, CD34, CD19 ou
CD79, CD14 ou CD11b e HLA-DR.®"

As cinco linhagens analisadas revelaram-se positivas para o0s
marcadores de aderéncia CD29 e CD90; positivas para os marcadores mesenquimais
CD73 e CD105; negativas para o marcador hematopoiético CD45; negativas para o

marcador endotelial CD31; positivas para o marcador de complexo de imuno-
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histocompatibilidade (MHC) classe | HLA-ABC e negativas para o marcador de MHC

classe Il HLA-DR, conforme demonstrado na figura 5. Assim, com estes parametros

identificados, podemos defini-las como células do tipo mesenquimais.
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Figura 5. Imunofenotipagem das células aderentes obtidas do tecido adiposo
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Os histogramas em cinza representam a populacdo de células nédo
marcadas com anticorpos (controle negativo). Os histogramas em vermelho
representam a populacéo de células marcadas com os respectivos anticorpos descritos
em cada linha. Os gréficos mostram o numero de células versus intensidade de

fluorescéncia. Al, A2, A3, A4 e A5 correspondem as cinco amostras.

4.2.2 Ensaios de diferenciacao

A plasticidade das células aderentes obtidas a partir do tecido
adiposo foi avaliada quanto a sua capacidade de gerar pelo menos trés linhagens
celulares de origem mesodérmica, o que confirma o seu potencial in vitro de CTM.
Assim, as células foram cultivadas nos meios indutores para os tipos celulares:
adipécitos, condrécitos e ostedcitos. As inducdes osteogénica (Figura 6), adipogénica
(Figura 7) e condrogénica (Figura 8) foram confirmadas pela presenca de depésitos de
calcio, vacuolos lipidicos e pela metacromasia caracteristicas da matriz extracelular
rica em mucopolissacarideos, respectivamente. Juntos, estes resultados indicam a
origem mesenquimal das células aderentes isoladas e o potencial de diferenciacédo

multipotente in vitro.®"

Al A2 A3 A4 A5

INDUZIDA

NAO INDUZIDA

Figura 6. Potencial de diferncia(;éo oseogénico das células aderentes isoladas do tecido
adiposo

A primeira linha representa as células tratadas com meio de inducéo
osteogénico por 21 dias e, a segunda linha, as células ndo induzidas a diferenciacédo

(controle negativo). A diferenciacdo foi confirmada pela presenca de depdésitos de
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calcio (vermelho escuro) através da coloracdo com AlizarinRed S, em microscopio

Optico com aumento de 400x. Al, A2, A3, A4 e A5 correspondem as cinco amostras.
Al A2 A3 A4 A5

Figura 7. Potencial de diferenciagdo adipogénico das células aderentes isoladas do tecido
adiposo

INDUZIDA

NAO INDUZIDA

A primeira linha representa as células tratadas com meio de inducao
adipogénico por 14 dias e, a segunda linha, as células ndo induzidas a diferenciacdo
(controle negativo). A diferenciacdo foi confirmada pela presenca de goticulas de
lipidios citoplasmaticas (vermelho) através da coloragdo com OilRed O, em
microscopio Optico com aumento de 400x. Al, A2, A3, A4 e A5 correspondem as cinco

amostras.

A primeira linha representa as células tratadas com meio de inducao
condrogénico por 21 dias e, a segunda linha, as células ndo induzidas a diferenciacao
(controle negativo). A diferenciacdo foi confirmada pelo fenbmeno de metacromasia

através da coloragcdo com azul de toluidina, que indica a presengca de matriz
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extracelular rica em mucopolissacarideos, em microscépio Optico com aumento de

400x. A1, A2, A3, A4 e A5 correspondem as cinco amostras.

4.3 Ensaios de viabilidade

4.3.1 Interagdo célula + &cido hialurénico

O numero de células total por paciente e por tempo avaliado foi
variavel, de acordo com a quantidade de células por lamina, e a porcentagem de

células vivas (verde) foi contabilizada (Figura 9).

o

-

Figura 9. Observagéo das células vivas para célculo da viabilidade por momento

Os resultados encontrados no estudo demonstram que houve
diferenca na viabilidade celular de acordo com o AH utilizado para cultura celular em
comparacao ao grupo controle (PBS), conforme demonstrado na figura 10.

A porcentagem de células vivas variou entre pouco mais de 40 a
100%. As maiores variacOes sao observadas para AH 5 e 0 meio. Os maiores valores

sao observados para PBS.
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Ao comparar um mesmo material ao longo do tempo, identificamos

evidéncias de diferenca significativa entre (Tabela 2):

(p=0,038);

(p=0,002).

— Acido 1 entre 24 e 48 horas, com valor médio maior em 48 horas

— Acido 2 entre 24 e 72 horas, com valor médio menor em 72 horas

Tabela 2. Valores médios estimados por material e momento

Momento
Material (%)
24 horas 48 horas 72 horas

Acido1 92,34 (86,78; 95,56) 96,32 (92,67; 98,15) 92,56 (84,32; 96,47)
Acido2 94,75 (91,10; 96,90) 94,38 (90,73; 96,60) ' 92,75 (90,30; 94,59) *
Acido3 93,69 (91,74; 95,17) 94,09 (90,71; 96,24) 93,59 (90,22; 95,80)
Acido4 92,70 (86,35; 96,10) 95,27 (87,10; 98,26) 92,60 (83,62; 96,66)
Acido5 96,08 (91,93; 98,09) 95,94 (92,81; 97,70) 85,52 (70,31; 92,94)
Acido6 95,40 (87,33; 98,33) * 92,96 (84,02; 96,90) 94,37 (87,95; 97,37)
Acido7 95,49 (93,00; 97,09) 92,91 (84,58; 96,74) * 94,03 (91,20; 95,95)

Meio 86,80 (78,73; 91,81) *° 86,68 (81,38; 90,47) "%4° 85,39 (74,88; 91,50)

PBS 96,50 (83,83; 99,24) 8 98,06 (95,26; 99,21) 38 98,28 (94,50; 99,46) 238

& diferenca significativa em relacéo a 24 horas. PBS: tamp&o fosfato-salino (phosphate buffered saline).
-8, diferenca significativa.
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Ao comparar dois materiais em um mesmo momento de tempo,
identificamos evidéncias de diferenca significativa (Tabelas 3 e 4).

Em 24 horas entre:

— Acido 4 e Acido 6, com valor médio maior para Acido 6 (p<0,001);

— Acido 4 e Meio, com valor médio maior para Acido 4 (p=0,017);

— Acido 6 e Meio, com valor médio maior para Acido 6 (p<0,001).

Em 48 horas entre:

— Acido 1 e Acido 2, com valor médio maior para Acido 1 (p=0,044);
— Acido 1 e Meio, com valor médio maior para Acido 1 (p=0,001);

— Acido 2 e Meio, com valor médio maior para Acido 2 (p=0,001);

— Acido 2 e PBS, com valor médio maior para PBS (p=0,012);

— Acido 3 e PBS, com valor médio maior para PBS (p=0,010);

— Acido 4 e Acido 7, com valor médio maior para Acido 4 (p<0,001);
— Acido 4 e Meio, com valor médio maior para Acido 4 (p=0,028);

— Acido 5 e Meio, com valor médio maior para Acido 5 (p<0,001).

Em 72 horas entre:
— Acido 2 e PBS, com valor médio maior para PBS (p<0,001);
— Acido 3 e PBS, com valor médio maior para PBS (p=0,010).

Nos 3 momentos entre:
— Meio e PBS em 24, 48 e 72 horas, com valor médio maior para
PBS (p<0,001).

Tabela 3. Valores-p para as compara¢des entre momentos separadamente por material

Material Comparagao
24h x 48h 24h x 72h 48h x 72h

Acidol 0,038 0,872 0,095
Acido2 0,806 0,002 0,191
Acido3 >0,99 >0,99 >0,99
Acido4 0,287 0,959 0,360
Acido5 0,946 0,125 0,125
Acido6 0,416 >0,99 >0,99
Acido7 0,442 0,379 0,691

Meio >0,99 >0,99 >0,99

PBS 0,986 0,916 0,986

PBS: tampéao fosfato-salino (phosphate buffered saline).
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Tabela 4. Valores-p corrigidos pelo método de Bonferroni sequencial para a comparacdo entre materiais

Comparacéo Momento
24 horas 48 horas 72 horas

Acido 1 x Acido 2 >0,99 0,044 >0,99
Acido 1 x Acido 3 >0,99 >0,99 >0,99
Acido 1 x Acido 4 >0,99 >0,99 >0,99
Acido 1 x Acido 5 >0,99 >0,99 >0,99
Acido 1 x Acido 6 0,691 >0,99 >0,99
Acido 1 x Acido 7 >0,99 0,723 >0,99
Acido 1 x Meio 0,731 0,001 0,287
Acido 1 x PBS >0,99 0,797 0,307
Acido 2 x Acido 3 >0,99 >0,99 >0,99
Acido 2 x Acido 4 >0,99 >0,99 >0,99
Acido 2 x Acido 5 >0,99 >0,99 >0,99
Acido 2 x Acido 6 >0,99 >0,99 >0,99
Acido 2 x Acido 7 >0,99 >0,99 >0,99
Acido 2 x Meio 0,195 0,001 0,850
Acido 2 x PBS >0,99 0,012 <0,001
Acido 3 x Acido 4 >0,99 >0,99 >0,99
Acido 3 x Acido 5 >0,99 >0,99 >0,99
Acido 3 x Acido 6 >0,99 >0,99 >0,99
Acido 3 x Acido 7 >0,99 >0,99 >0,99
Acido 3 x Meio 0,596 0,355 0,975
Acido 3 x PBS >0,99 0,010 0,010
Acido 4 x Acido 5 >0,99 >0,99 >0,99
Acido 4 x Acido 6 <0,001 0,803 >0,99
Acido 4 x Acido 7 >0,99 <0,001 >0,99
Acido 4 x Meio 0,017 0,028 0,794
Acido 4 x PBS 0,185 >0,99 0,669
Acido 5 x Acido 6 >0,99 >0,99 >0,99
Acido 5 x Acido 7 >0,99 >0,99 >0,99
Acido 5 x Meio 0,443 <0,001 >0,99
Acido 5 x PBS >0,99 >0,99 0,143
Acido 6 x Acido7 >0,99 >0,99 >0,99
Acido 6 x Meio <0,001 >0,99 0,758
Acido 6 x PBS >0,99 0,468 0,794
Acido 7 x Meio 0,086 0,895 0,970
Acido 7 x PBS >0,99 0,510 0,186
Meio x PBS <0,001 <0,001 0,001

PBS: tampao fosfato-salino (phosphate buffered saline).

Para cada individuo, em cada momento e para cada tratamento,
calculamos a média e o desvio padrdao (DP) das porcentagens de células vivas

descritas (Tabela 5).
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Porcentagem vivas - média

Porcentagem vivas — DP

t Material o ] ) 30 N ] ) 30
Média + DP Mediana quartil  quartil Média + DP Mediana quartil  quarti
Acido 1 93,71 £ 4,44 93,59 89,82 97,60 2,70 £2,34 2,18 1,11 2,82
Acido 2 94,43 + 3,79 95,45 92,19 96,34 291+£2,70 1,62 1,01 5,31
Acido 3 93,36 + 2,55 92,94 91,89 93,43 2,05+ 1,85 1,04 0,75 3,25
9 Acido 4 92,90 + 5,89 95,47 90,98 96,62 3,71 £ 2,66 3,33 2,57 5,97
2 Acido 5 96,23 + 3,86 97,19 96,95 97,53 1,65+ 1,60 1,17 1,16 1,24
N Acido 6 95,30 + 5,65 97,14 93,16 99,72 2,22 +£2,33 1,83 0,27 3,39
Acido 7 94,75 + 3,30 94,45 93,79 96,88 2,46 + 2,56 1,67 1,01 1,72
Meio 88,21 + 5,37 87,23 86,25 89,40 3,77 £ 2,60 3,39 2,38 4,01
PBS 97,26 + 5,33 99,67 98,85 100,00 2,58 + 4,89 0,57 0,00 1,02
Acido 1 95,74 + 5,21 97,85 96,53 98,73 2,36 £ 3,49 0,89 0,76 1,29
Acido 2 94,46 + 4,21 95,34 94,55 96,76 1,20+ 0,70 1,19 0,74 1,80
Acido 3 94,07 + 3,16 93,33 92,66 97,12 2,61+1,38 2,38 1,43 3,11
9 Acido 4 95,04 + 5,78 96,64 95,93 98,54 2,98 +2,34 2,52 2,32 2,56
E Acido 5 95,81 + 3,11 96,39 94,16 97,54 2,82+2,26 2,39 1,64 2,78
X Acido 6 93,46 + 6,28 97,14 88,82 97,33 3,42+295 3,10 1,46 4,10
Acido 7 92,67 + 7,30 96,54 92,54 96,83 2,28 £ 0,69 2,04 1,79 2,85
Meio 86,06 + 5,38 87,23 81,05 89,35 5,68 +5,13 3,75 3,55 5,97
PBS 98,11 + 2,40 99,53 95,95 100,00 1,33+2,10 0,51 0,00 1,15
Acido 1 93,95+ 7,19 97,10 90,53 99,58 3,23 + 3,86 2,47 0,40 3,66
Acido 2 94,27 + 3,19 95,67 91,52 95,75 3,74 £ 2,07 4,16 3,49 5,19
Acido 3 93,57 + 2,35 93,98 91,84 94,04 5,63 £ 5,65 2,80 2,36 8,00
) Acido 4 91,64 + 6,43 90,54 87,56 96,90 3,08 +£2,78 3,61 0,51 4,41
S Acido 5 88,48 + 10,94 87,82 87,33 97,58 7,26 £ 7,09 5,37 0,79 13,93
N Acido 6 93,28 + 5,07 90,13 89,60 98,42 4,57 + 3,55 6,21 1,08 7,40
Acido 7 92,67 + 3,45 92,61 89,76 95,61 2,90 £ 0,92 2,71 2,52 3,02
Meio 82,65+ 17,12 91,20 85,03 91,40 4,39+2,79 4,97 2,54 6,05
PBS 98,63 + 1,86 99,31 98,93 99,55 2,05+ 3,35 0,71 0,64 0,90

t = momento da andlise; DP: desvio padrao; PBS: tampao fosfato-salino (phosphate buffered saline).

Observando-se os dados nos gréficos de linha, visualiza-se que, no

momento 24 horas, ha um individuo com variacdo discrepante se comparada aos

demais individuos (C), sendo este valor alto observado com PBS. Quanto a média,

este mesmo individuo apresenta o menor valor para PBS. No momento 48 horas,

vemos também um valor de DP discrepante para o individuo C, para o meio. Em 72

horas, o mesmo individuo se destaca dos demais, apresentando a menor média de

porcentagem de células vivas para o meio e para o Acido 5. Os individuos C e F

apresentam DP maiores que os demais individuos para o Acido 5 e o individuo MP

(amostra 3) apresenta DP alto para o Acido 3 (Figura 11).
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As diferencas entre os tratamentos com relacdo ao PBS para a
média de porcentagens, e também para o DP, foram avaliadas buscando identificar os
tratamentos com menor variabilidade (Tabela 6).

No momento 24 horas, o tratamento com valor médio de
porcentagens de células vivas mais préximo do PBS foi o Acido 5, com média estimada
96,2. Ndo ha evidéncias de diferencas entre PBS e Acido 1 (p=0,075), Acido 2
(p=0,169), Acido 3 (p=0,090), Acido 5 (p=0,704) e Acido 6 (p=0,084).

No momento 48 horas, o resultado mais préximo do PBS foi também
para o Acido 5, com média estimada 95,8. Neste momento ndo ha evidéncias de
diferencas entre PBS e Acido 1 (p=0,097), Acido 4 (p=0,059) e Acido 5 (p=0,089).

No momento 72 horas, todos o0s tratamentos apresentaram
evidéncias de diferenca significante em relacdo ao PBS quanto a média de
porcentagem de células vivas.

Com relacdo ao DP de porcentagem de células vivas, ho momento
24 horas, o tratamento mais proximo do PBS foi o Acido 1, com DP estimado 2,7 e
p=0,956. O DP para PBS foi 2,6. Neste momento ndo ha evidéncias de diferencas
significantes entre os DPs dos tratamentos em rela¢do ao PBS.

No momento 48 horas, o DP mais proximo do PBS foi o do Acido 2,
com DP 1,2 e p=0,865. O DP para PBS no momento 48 foi 1,3. Nao ha evidéncias de
diferencas entre os DPs estimados de PBS e Acido 1 (p=0,095), Acido 2 (p=0,965),
Acido 3 (p=0,272) e Acido 7 (p=0,173).

No momento 72 horas, o0 DP mais proximo de PBS foi para o Acido
7, com valor 2,9 e p=0,534. O DP para PBS foi 2,1. Neste momento ndo ha evidéncias
de diferencas de DP em relac&o & PBS quanto ao Acidol (p=0,105), Acido 2 (p=0,308),
Acido 3 (p=0,123), Acido 4 (p=0,299), Acido 6 (p=0,059), Acido 7 (p=0,534) e Meio
(p=0,091).
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Tabela 6. Valores médios estimados e comparacdes para as médias e desvios-padréo de porcentagens
de células vivas

Média de % de células vivas

DP de % de células vivas

Momento  Tratamento Média Valor-p Média Valor-p
(IC 95%) (IC 95%)
Acido 1 93,7 (90,3; 97,3) 0,075 2,7 (1,4;5,3) 0,956
Acido 2 94,4 (91,5; 97,5) 0,169 2,9 (1,4;6,0) 0,839
Acido 3 93,4 (91,4; 95,4) 0,090 2,1 (1,0; 4,2) 0,707
Acido 4 92,9 (88,4; 97,6) <0,001 3,7 (2,1; 6,5) 0,470
24 horas Acido 5 96,2 (93,3; 99,3) 0,704 1,7 (0,8; 3,5) 0,669
Acido 6 95,3 (91,0; 99,8) 0,084 2,2 (1,0;5,1) 0,854
Acido 7 94,7 (92,2; 97,4) 0,041 2,5(1,1;5,6) 0,908
Meio 88,2 (84,1; 92,5) <0,001 3,8 (2,2; 6,5) 0,276
PBS 97,3 (93,2; 100,0) Referéncia 2,6 (0,6; 11,4) Referéncia
Acido 1 95,7 (91,7; 99,9) 0,097 2,4(0,7;7,5) 0,095
Acido 2 94,5 (91,2; 97,8) 0,001 1,2 (0,8; 1,9) 0,865
Acido 3 94,1 (91,6; 96,6) <0,001 2,6 (1,7;4,0) 0,272
Acido 4 95,0 (90,6; 99,7) 0,059 3,0 (1,6; 5,5) <0,001
48 horas Acido 5 95,8 (93,4; 98,3) 0,089 2,8 (1,5; 5,3) <0,001
Acido 6 93,5 (88,7; 98,5) 0,003 3,4(1,7;6,7) <0,001
Acido 7 92,7 (87,1; 98,6) 0,011 2,3(1,8;2,9) 0,173
Meio 86,1 (81,9; 90,4) <0,001 5,7 (2,8; 11,5) 0,002
PBS 98,1 (96,2; 100,0) Referéncia 1,3 (0,4; 4,6) Referéncia
Acido 1 93,9 (88,5; 99,8) 0,049 3,2(1,3; 8,2) 0,105
Acido 2 94,3 (91,8; 96,8) <0,001 3,7 (2,4; 5,8) 0,308
Acido 3 93,6 (91,7; 95,4) <0,001 5,6 (2,6; 12,4) 0,123
Acido 4 91,6 (86,7; 96,8) 0,002 3,1(1,5;6,3) 0,299
72 horas Acido 5 88,5 (80,3; 97,5) 0,007 7,3(3,4; 15,6) 0,025
Acido 6 93,3 (89,4; 97,3) 0,002 4,6 (2,5; 8,4) 0,059
Acido 7 92,7 (90,0; 95,4) <0,001 2,9(2,3; 3,7) 0,534
Meio 82,6 (70,3; 97,2) 0,009 4,4 (2,7;7,2) 0,091
PBS 98,6 (97,2; 100,0) Referéncia 2,1(0,6;74) Referéncia

IC: intervalo de confianga; DP: desvio padrdo; PBS: tampdao fosfato-salino (phosphate buffered saline).

Calculou-se a diferenca de cada um dos acidos, por paciente, em

relacdo ao PBS, para identificar qual tem o comportamento mais parecido com o PBS,

Y

com relacdo tanto a média de porcentagem de células vivas como também com

relacdo ao DP de porcentagem de células vivas. Na figura 12 a linha de referéncia esta

no zero, e consideraram-se mais proximos de PBS os valores mais préoximos do zero.
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As diferencas em relagdo ao PBS foram avaliadas por meio de
modelos, e estimadas as médias e intervalos de confianga para a média e para a
variacdo das porcentagens de células vivas. No momento 24 horas, estdo mais
proximos do PBS (diferencas proximas de zero, com intervalos de confianca contendo
0 zero) os tratamentos com Acido 5, Acido 6, Acido 2, Acido 1 e Acido 3. Os valores-p
representam as comparagfes com o meio, e observamos que, no momento 24 horas,
todos os acidos apresentam diferencas menores em relacdo ao PBS quando

comparados com o meio (Tabela 7).

Tabela 7. Valores estimados e comparacdes para as diferencas dos acidos em relacdo ao tampéao
fosfato-salino

Média de % de células vivas - DP de % de células vivas -
diferenca em relacéo ao PBS diferenca em relacdo ao PBS
Momento Tratamento —— —
Méedia Valor-p Media Valor-p
(IC 95%) (IC 95%)
Acido 1 -3,6 (-7,5; 0,4) 0,001 0,1(-4,1;4,4) 0,378
Acido 2 -2,8 (-6,8; 1,2) 0,008 0,3 (-2,9; 3,5) 0,276
@ Acido 3 -3,9 (-8,4; 0,6) 0,001 -0,5(-3,3; 2,2) <0,001
g Acido 4 -4,4 (-6,6; -2,2) 0,010 1,1 (-1,9; 4,2) 0,944
fr Acido 5 -1,0 (-6,3; 4,3) 0,004 -0,9 (-5,2; 3,3) 0,113
N Acido 6 -2,0 (-4,2; 0,3) <0,001 -0,4 (-4,2; 3,4) 0,121
Acido 7 -2,5(-4,9; -0,1) 0,003 -0,1 (-2,0; 1,8) 0,013
Meio -9,1 (-12,5; -5,6) Referéncia 1,2 (-1,0; 3,4) Referéncia
Acido 1 -2,4 (-5,2; 0,4) <0,001 1,0 (-0,2; 2,2) <0,001
Acido 2 -3,7 (-5,8; -1,5) <0,001 -0,1(-1,6; 1,4) 0,016
§ Acido 3 -4,0 (-5,8; -2,3) 0,002 1,3 (-1,0; 3,6) 0,181
2 Acido 4 -3,1(-6,3; 0,1) <0,001 1,6 (1,0; 2,2) 0,038
X Acido 5 -2,3 (-5,0; 0,4) <0,001 1,5(1,0; 1,9) 0,029
Acido 6 -4,7 (-7,7; -1,6) 0,015 2,1(1,2; 3,0) 0,100
Acido 7 -5,4 (-9,6; -1,2) 0,017 0,9 (-0,4; 2,3) 0,091
Meio -12,1 (-16,5; -7,6) Referéncia 4,4 (1,6;7,1) Referéncia
Acido 1 -4,7 (-9,3; 0,0) 0,019 1,2 (-0,2; 2,6) 0,542
Acido 2 -4,4 (-6,7; -2,0) 0,070 1,7 (-1,6; 4,9) 0,694
g Acido 3 -5,1 (-6,8; -3,3) 0,100 3,6 (-1,0; 8,1) 0,562
2 Acido 4 -7,0 (-11,4; -2,6) 0,122 1,0 (-0,9; 3,0) 0,476
N Acido 5 -10,2 (-17,5; -2,8) 0,099 5,2 (0,6; 9,8) 0,198
Acido 6 -5,4 (-8,8; -1,9) 0,099 2,5(-0,1; 5,1) 0,927
Acido 7 -6,0 (-8,4; -3,5) 0,115 0,8 (-1,8; 3,5) 0,134
Meio -16,0 (-28,0; -4,0) Referéncia 2,3 (-0,4; 5,0) Referéncia

PBS: tampéo fosfato-salino (phosphate buffered saline); DP: desvio padréo; IC: intervalo de confianca.

No momento 48 horas, estdo mais préximos do PBS os Acidos 5, 1
e 4. Nota-se que nesse momento todos os acidos apresentam diferencas menores em

relacdo ao PBS quando comparados com o meio.
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No momento 72 horas, estad mais proximo do PBS o Acidol, sendo
que este € o Unico que apresenta evidéncias de valor mais proximo do PBS que o meio
(p=0,019).

Quanto a diferenca de DP, no momento 24 horas, os tratamentos
mais proximos do PBS sdo os &cidos: 1, 7, 2, 3, 6, nessa ordem. Apresentam
evidéncias de diferencas em relacdo ao meio os &acidos 3 e 7. No momento 48 horas,
estdo com DP mais proximo do PBS os acidos 1, 2 e 7. Apresentam evidéncias de
diferencas com relagédo ao meio os tratamentos com acido 1, acido 2, acido 4 e acido 5.

No momento 72 horas, as menores diferencas de DP em relagéo ao
PBS séo para os acidos 7 e 4. Nenhum dos tratamentos apresenta evidéncia de

diferenca significante em relacdo ao meio quanto a diferenca de DP do PBS.

4.3.2 Interagdo célula + 4cido hialurénico + membrana de colageno /11l

Apbs a avaliagdo dos resultados da primeira etapa (interagéo célula
+ AH) foram selecionados os acidos com melhor taxa de viabilidade (cinco diferentes
preparacdes de AH), além do meio e o PBS.

No momento inicial, sdo cinco medidas de porcentagens de células
vivas, com variacdo entre 87 e 99,96%, com média de 95,38% e DP de 4,9%. A
porcentagem de células vivas em 24 horas variou entre 41 e 100%. As maiores
variacfes sao observadas para os acidos 5, 2 e 1. Os maiores valores sdo observados
para o SBF e PBS (Figura 13).
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Figura 13. Porcentagem de células vivas por tratamento em 24 horas
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As médias estimadas mostram que os menores valores estimados
s&o para os Acidos 2 e 5. Nas comparagdes com PBS, a Gnica diferenca encontrada foi
com relacdo ao SBF, que apresenta porcentagem maior de células vivas (95,8%)
(Tabela 8). Nas comparacGes multiplas, observamos evidéncias de que o SBF também

é significativamente maior que os 4cidos 1, 4 e 5 (Tabela 9).

Tabela 8. Porcentagens de células vivas estimadas em 24 horas
Média estimada

Tratamento (IC 95%) Valor-p
SBF 95,8 (93,4; 97,4) <0,001
Acido 7 86,3 (77,7; 91,5) 0,826
Acido 5 81,3 (72,3; 87,3) 0,350
Acido 4 86,6 (81,8; 90,2) 0,801
Acido 2 81,2 (61,8; 90,7) 0,429
Acido 1 83,7 (74,4; 89,6) 0,555
PBS 87,8 (74,5; 94,1) Referéncia

IC: intervalo de confianca; SBF: soro bovino fetal; PBS: tampé&o fosfato-salino
(phosphate buffered saline).

Tabela 9. Comparac¢des mdltiplas entre tratamentos em 24 horas

Comparagao Valor-p corrigido
SBF x Acido 7 0,105
SBF x Acido 5 0,003
SBF x Acido 4 <0,001
SBF x Acido 2 0,497
SBF x Acido 1 0,028
Acido7 x Acido5 0,497
Acido7 x Acido4 >0,99
Acido7 x Acido?2 >0,99
Acido7 x Acido1 >0,99
Acido5 x Acido4 0,497
Acido5 x Acido?2 >0,99
Acido5 x Acido 1 >0,99
Acido4 x Acido?2 >0,99
Acido4 x Acido 1 >0,99
Acido2 x Acido 1 >0,99

SBF: soro bovino fetal.

Em 48 horas, a porcentagem de células vivas variou entre 65,8% e

100% e a maior variabilidade ocorreu com os &cidos 4, 5 e 7 (Figura 14).
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PBS: tampao fosfato-salino (phosphate buffered saline); SBF: soro
bovino fetal.
Figura 14. Porcentagem de células vivas por tratamento em 48 horas

As médias estimadas mostram que a maior porcentagem de células
vivas € observada para SBF (média 95,0) (Tabela 10) e que nas comparacdes
multiplas ha evidéncias de diferenca significante em relacdo aos acidos 1 (média 89,5)
e 5 (média 86,9). Nas comparacdes com PBS, os acidos 1 e 5 também apresentam
evidéncias de porcentagens menores de células vivas (Tabela 11).

Tabela 10. Porcentagens de células vivas estimadas em 48 horas
Média estimada

Tratamento (IC 95%) Valor-p
SBF 95,0 (93,3; 96,3) 0,395
Acido 7 93,0 (88,9; 95,5) 0,755
Acido 5 86,9 (79,3; 91,8) 0,017
Acido 4 88,6 (78,6; 93,9) 0,222
Acido 2 92,9 (89,8; 95,0) 0,699
Acido 1 89,5 (86,7; 91,7) 0,033
PBS 93,8 (90,9; 95,7) Referéncia

IC: intervalo de confianca; SBF: soro bovino fetal; PBS: tampéo fosfato-salino (phosphate
buffered saline).



Tabela 11. Comparacdes multiplas entre tratamentos em 48 horas

Comparacéo Valor-p corrigido
SBF X Acido 7 >0,99
SBF X Acido 5 0,017
SBF X Acido 4 >0,99
SBF X Acido 2 >0,99
SBF X Acido 1 0,033

Acido 7 X Acido 5 0,197
Acido 7 X Acido 4 >0,99
Acido 7 X Acido 2 >0,99
Acido 7 X Acido 1 >0,99
Acido 5 X Acido 4 >0,99
Acido 5 X Acido 2 >0,99
Acido 5 X Acido 1 >0,99
Acido 4 X Acido 2 >0,99
Acido 4 X Acido 1 >0,99
Acido 2 X Acido 1 0,204

SBF: soro bovino fetal.
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Em 72 horas, a porcentagem de células vivas variou entre 60 e

100% e as maiores variacdes sdo observadas para os acidos 1 e 5 (Figura 15). As

médias estimadas mostram que a maior porcentagem de células vivas é observada

para SBF (Tabela 12), sendo que as compara¢cfes multiplas mostram diferencas deste

tratamento em relacdo aos acidos 1, 5 e 7 (Tabela 13). Nao observamos evidéncias de

diferencas significantes entre os demais tratamentos.
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Figura 15. Porcentagem de células vivas por tratamento em 72 horas
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Tabela 12. Porcentagens de células vivas estimadas em 72 horas
Média estimada

Tratamento (IC 95%) Valor-p
SBF 95,6 (93,3; 97,0) 0,063
Acido 7 89,7 (84,8; 93,0) 0,765
Acido 5 86,1 (78,2; 91,1) 0,749
Acido 4 90,8 (81,7; 95,4) 0,674
Acido 2 92,5 (87,7; 95,4) 0,298
Acido 1 85,5 (79,7; 89,6) 0,671
PBS 88,4 (75,9; 94,4) Referéncia

IC: intervalo de confianca; SBF: soro bovino fetal; PBS: tampao fosfato-
salino (phosphate buffered saline).

Tabela 13. Comparacdes multiplas entre tratamentos em 72 horas

Comparagdao Valor-p corrigido
SBF x  Acido 7 0,002
SBF x  Acido 5 0,012
SBF x  Acido 4 >0,99
SBF x  Acido 2 >0,99
SBF x  Acido 1 <0,001

Acido 7 x  Acido5 >0,99
Acido 7 x  Acido 4 >0,99
Acido 7 x  Acido 2 >0,99
Acido 7 x  Acido 1 >0,99
Acido 5 x  Acido 4 >0,99
Acido 5 x  Acido 2 >0,99
Acido 5 x  Acido 1 >0,99
Acido 4 x  Acido 2 >0,99
Acido 4 x  Acido 1 >0,99
Acido 2 x  Acido 1 0,213

SBF: soro bovino fetal.

O numero total de células vivas observadas em cada momento nos

acidos PBS ou SBF esta demonstrado na tabela 14.



Tabela 14. Descricdo do niumero de células por tratamento
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24 horas 48 horas 72 horas
L1 Numero Numero Numero Numero Numero Numero
Tratamento Anélise . . .
células total células total células Total
vivas células vivas células vivas células

Mediana 91 107 135 150 122 134

1° quartil 83 96 104 116 103 106

PBS 3° quartil 111 132 155 167 180 195
Minimo 67 70 44 50 26 38

Maximo 177 192 180 187 288 297
Mediana 22 28 49 55 57 64

1° quartil 12 16 25 28 22 27

Acido 1 3° quartil 31 34 140 149 76 88
Minimo 9 12 7 8 14 19

Maximo 35 40 184 195 98 123

Mediana 26 34 50 50 68 74

1° quartil 21 28 31 34 29 33

Acido 2 30 quartil 36 38 136 144 100 118
Minimo 14 24 25 27 27 28

Maximo 50 54 188 198 207 208

Mediana 24 26 57 62 46 48

1° quartil 18 21 38 40 14 16

Acido 4 3° quartil 35 45 99 117 201 207
Minimo 7 8 17 20 6 9

Maximo 51 56 246 262 233 252

Mediana 15 18 50 57 29 34
1° quartil 13 14 33 39 20 21
Acido 5 3° quartil 26 34 69 77 36 41
Minimo 5 6 25 33 5 8

Maximo 30 43 121 124 44 46

Mediana 48 58 55 59 68 73

1° quartil 35 38 14 16 32 36

Acido 7 3° quartil 69 79 104 117 117 137
Minimo 10 13 7 7 3 4

Maximo 127 131 123 126 192 202

Mediana 118 127 159 164 182 195

1° quartil 98 107 114 122 143 146

SBF 3° quartil 151 159 194 200 260 281
Minimo 66 71 80 82 83 91

Maximo 193 197 257 266 417 428

PBS: tampao fosfato-salino (phosphate buffered saline); SBF: soro bovino fetal.

4.4 Expressao génica

N&o obtivemos sucesso na extracdo do RNA das células

mesenquimais cultivadas com as diferentes solu¢cdes de AH na membrana de colageno

por 28 dias.

Apés a tentativa de extracdo utilizando-se o procedimento com

Trizol, observamos uma contaminagdo de fenol na quantificagdo do RNA. Entéo,

optamos em realizar uma precipitacdo do RNA com solucdo de acetato de sodio.
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Entretanto, a concentragcdo obtida foi insuficiente para a continuidade para andlise de
expressao génica (Tabela 15).

Tabela 15. Absorbancia ap6s extragdo de RNA com Trizol durante toda a noite de uma das amostras

Amostra Co?gg?r;rffao 260/280nm 260/230nm
Acido 1 16,8 1,02 0,43
Acido 2 0,359 1,66 0,35
Acido 4 0,160 1,46 0,27
Acido 5 0,153 1,46 0,27
Acido 7 0,439 175 0,55

PBS 0,234 1,54 0,32
SBF 0,930 145 0,30
Referéncia 0,217 1,54 0,32

PBS: tampao fosfato-salino (phosphate buffered saline); SBF: soro bovino fetal.
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5 DISCUSSAO

Terapias biologicas, como o uso das ceélulas mesenquimais, tém
ganhado espaco e aceitacdo para o tratamento de condicfes inflamatorias, incluindo as
doencas musculoesqueléticas. A associacdo das CTM com AH e membranas de
coldgeno vem sendo estudada como provavel arsenal terapéutico para as lesdes da
cartilagem articular, razdo pela qual, no Brasil, iniciaram-se estudos in vitro visando o
uso clinico dessa combinacéo.

Como resultado principal desse estudo pode-se afirmar que o AH
comercial € um produto biocompativel com as células mesenquimais provenientes do
tecido adiposo, porém, a viabilidade celular variou muito, ndo sendo possivel
estabelecer relacdo entre a viabilidade e o tipo de preparacdo comercial do produto. A
manipulacdo celular também sofreu interferéncia de acordo com a viscosidade da
formulacdo, o que pode interferir nos futuros resultados de estudos clinicos. Esse
achado se manteve mesmo quando realizamos a associagdo da AD-CTM com AH e
membrana de colageno I/lll. O meio com SBF resultou na melhor taxa de viabilidade
nos tempos analisados (24, 48 e 72 horas), aproximadamente 95%, ou seja, henhum
acido conseguiu resultado semelhante ao SBF. Houve diferenca estatistica apenas em
24 horas (SBF versus PBS) e, nesse tempo, os &acidos testados apresentaram
desempenho semelhante ao PBS. Nos demais tempos, considerando-se o PBS como
referéncia, ndo encontramos diferenca.

O campo da medicina regenerativa tem apresentado grande
importancia na ortopedia, pois se tornou uma alternativa atrativa para o tratamento de
problemas crbnicos, como lesGes da cartilagem articular e processos inflamatorios,
como artrites. Isso ocorre devido ao fato de os tratamentos até entédo disponiveis serem
insuficientes para a cura completa das lesdes, resultando, muitas vezes, na diminuicéo
da mobilidade e na perda da autonomia do paciente. A regeneracédo tecidual utiliza
como estratégia a terapia celular, na qual células-tronco sao utilizadas para o reparo e
o tratamento de lesGes. Nesse contexto, por sua capacidade potencial de diferenciagcéo
em tecido 0sseo e cartilaginoso, as CTM sédo promissoras e podem ser isoladas de
varios locais do organismo humano, como medula Ossea, gordura, peridsteo,

membrana sinovial, entre outros.®”°%%"
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Além das células autdlogas, diversos estudos pré-clinicos utilizam
células alogénicas para evitar o procedimento invasivo da coleta celular, além de
facilitar a aquisicdo de células congeladas em banco de tecidos. Um desses estudos,
publicado por Li et al.”" realizou o tratamento da lesdo condral no joelho de um modelo
canino, em trés grupos distintos, possibilitando avaliar tanto o papel do AH isolado na
lesdo como a interagdo do AH com a célula alogénica derivada da medula éssea.
Concluiram que tanto o AH isolado como associado a CTM alogénica promoviam a
regeneracdo do tecido de cartilagem canino, mas que o efeito terapéutico mais
pronunciado ocorreu quando houve a interagdo entre AH e as células alogénicas. Os
resultados foram obtidos através da analise macroscopica, da avaliagdo da
ressonancia magnética e da avaliacdo histologica (preservacao da superficie, juncéo
osteocondral, morfologia celular, espessura da neocartilagem), apés 28 semanas da
injecdo intra-articular. Acredita-se que a vantagem de usar o AH € promover a
migragao celular para que a CTM alogénica se diferencie em linhagem condral.
Entretanto, apesar da melhora do reparo no grupo com células e AH associados, nao
se sabe se isso ocorre por acao direta das células ou como consequéncia da nutricdo
local.’” Assim, neste estudo pré-clinico sinaliza-se que o comportamento das células
in vivo pode ser diferente do comportamento das células in vitro. Dessa maneira, em
nosso estudo, o AH comercial ndo ofereceu vantagens bem definidas as AD-CTM, mas
por se tratar de um estudo in vitro, resultados diferentes podem ser alcancados em
estudos in vivo.

O tecido adiposo € considerado um 6timo candidato como fonte para
a terapia celular, pois € acessado por técnicas relativamente simples e pouco
invasivas, além de apresentar uma grande concentragcdo de CTM. O uso das CTM tem
sido explorado extensivamente como solugdo biologica para o alivio da dor dos
pacientes com artrose do joelho, mesmo que diferenciacdo especifica dessas células
em condrdcitos ndo seja bem estabelecida.® O tecido adiposo tem ganhado espaco
como fonte de células-tronco pela sua facilidade de aquisicdo, area disponivel e
guantidade de células-tronco. Além disso, a quantidade de células presentes nesse
tecido ndo varia de acordo com a idade, ao contrario da medula O0ssea, apesar de
haver reducdo na qualidade das células.”>" Neste estudo, convencionamos que a
fonte seria a gordura abdominal, entretanto, outras origens s&o conhecidas e
estudadas, por exemplo, a regido interna da coxa, os flancos, a gordura pré-patelar. A
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regido abdominal inferior € a que apresenta melhor qualidade das AD-CTM, contudo,
ndo ha alteracdo da viabilidade celular.

Acredita-se que o efeito paracrino e a acdo imunossupressora sejam
uma das ac¢des que influenciam na funcao terapéutica.’” Em uma reviséo sistematica
e uma metanalise publicada com 25 estudos (13 nivel | e 12 nivel Il de evidéncia),
totalizando 439 individuos, sobre o uso de CTM para artrose e lesdes condrais focais
do joelho, 14 estudos utilizavam a célula adquirida da gordura, denotando a
importancia que tem sido dada a esse tipo de célula, apesar dos estudos serem
heterogéneos. Como concluséo deste estudo, observamos que o tratamento com CTM
trouxe beneficio funcional e no volume da cartilagem significativamente relevante para
o tratamento da lesdo da cartilagem articular quando administrada em forma de
injecdo. Entretanto, a qualidade do tecido regenerado ndo se mostrou superior aos
controles.(

Assim, a busca pela formagcdo de um tecido condral mais
semelhante ao original traz os avancos da terapia celular, jA que a célula isoladamente
talvez ndo seja capaz de reparar os defeitos Osseos ou condrais de grandes
dimensbes. Nesse sentido, a engenharia de tecidos é vista como uma estratégia
promissora, utilizando scaffolds como biomateriais que imitam a arquitetura da matriz
extracelular do tecido especifico, induzindo o crescimento e a diferenciacao celular.
Este fato ja foi observado por Hidaka et al.,”® He et al."® e Marra et al.””,em 2007 e
2008, quando os mesmos obtiveram sucesso utilizando scaffolds com células
progenitoras para a substituicdo de tecido 6sseo, cutédneo e adiposo, respectivamente.
Pela necessidade de melhor compreender a interacdo dos biomateriais com as células
mesenquimais humanas, optamos por estudar as células provenientes do tecido
adiposo com dois potenciais biomateriais para uso clinico, o AH e a membrana de
colageno. A membrana de colageno utilizada no estudo foi selecionada por ser a
primeira disponibilizada no Brasil, desde 2015, e que apresenta 0 maior numero de
trabalhos publicados na literatura, desde 2005.""

O AH tem sido amplamente utilizado como biomaterial, por
apresentar caracteristicas de biocompatibilidade e biodegradabilidade exigidas a esses
materiais para tornarem-se compostos dos desenhos tridimensionais na engenharia
tecidual. Entretanto, na literatura, ha uma escassez de dados quanto ao efeito do AH in
vitro sobre as células mesenquimais.®®’®"® Neste estudo, optamos por selecionar

compostos disponiveis no meio nacional, com as formulagcdes mais influentes, que
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variassem quanto as caracteristicas fisico-quimicas e permitissem ampliar 0 uso
terapéutico de alguns compostos apds a unido com as células.

Na mesma linha, Jeong et al.®® em 2014, analisaram oito
compostos de AH com polietilenoglicol para aplicagdes em conjunto com as células e
na regeneracao de tecidos moles, mais especificamente, para avaliar o comportamento
na sintese da matriz e no comportamento de células do nucleo pulposo e anulo fibroso.
Nesse estudo foi possivel demonstrar como diferentes formulacbes de hidrogéis
compostos por AH podem influenciar o comportamento das células. Além disso, os
autores demonstraram que os hidrogéis injetaveis tém o potencial de apoiar as células
para a cultura celular in vitro, com potencial para servir como transportadores
tridimensionais para a entrega de células no futuro. Os resultados sugerem que o
ajuste cuidadoso das formulagdes para incorporar AH de baixo peso molecular (27kDa)
€ util para garantir a sobrevivéncia celular maxima e a producdo de
glicosaminoglicanos.

Ding et al. avaliaram o efeito sobre a proliferacdo celular das AD-
CTM provenientes da gordura pré-patelar e concluiram que a concentracdo entre 25-
75% de AH nao afeta a proliferacdo celular. Entretanto, nesse estudo, a viabilidade
celular n&o foi avaliada, apenas verificou-se um aumento da diferenciagéo celular das
células mesenquimais da gordura apdés duas semanas de cultivo na presenca do
acido.”® No presente estudo, também ndo conseguimos encontrar uma correlagéo
entre as diferentes caracteristicas dos produtos e a viabilidade celular.

Outro estudo avaliou in vitro os efeitos de um produto comercial de
AH nas AD-CTM, em doses diferentes (0,1; 0,3 e 1,0mg/mL), num periodo de sete dias
(avaliagdo com um, trés, cinco e sete dias). Concluiu-se que a presenca de AH néo é
toxica, ndo alterou a expressao do marcador CD44 (receptor de AH), nem tampouco
apresentou inducédo da diferenciacdo condrogénica das células no curto intervalo de
sete dias. Além disso, notou-se um aumento de duas vezes na expresséo da IL-10
(fator anti-inflamato6rio) e reducdo em quatro vezes da expressdo basal da IL-6
(marcador pré-inflamatério na artrose), denotando um estimulo ao perfil anti-
inflamatério dessas células.?” Assim como o nosso estudo, concluiu-se que o AH pode
ser considerado como veiculo adequado para a injecdo das AD-CTM, porém, como
ndo houve diferenca significativa em relacdo ao PBS, sugere-se que o acréscimo de
AH é desnecessario.
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Ainda no modelo in vitro,®” com células mesenquimais derivadas da
gordura em cocultura com hialuronato (Hilano G-F 20: Synvisc®) avaliou o perfil das
citocinas inflamatdrias no secretoma de trés grupos diferentes: 1) fracdo vascular
estromal da gordura (SVF — stromal vascular fractions), adquirida ap6s centrifugacéo
do conteudo lipoaspirado; 2) SVF com adipdcitos maduros; 3) AD-CTM cultivada e
purificada; todos os grupos com o AH. Os resultados encontrados seguem o que 0O
mesmo grupo de autores vem preconizando em outros trabalhos: a presenca de dois
tipos de células adiposas (SVF e adipécito, grupo dois) resulta em decréscimo das
citocinas pro-inflamatérias, associado a uma pior evolucdo da degeneracédo articular, e
produz um efeito terapéutico superior baseado na expressao das citocinas.®”

Outro estudo que procurou compreender como a concentragdo de
AH nos produtos comerciais pode interferir na interacdo com as AD-CTM alogénicas,
avaliou o efeito de diferentes concentracdes de AH de alto peso molecular (0,5mg/mL;
1,0mg/mL; 2,0mg/mL; 3,0mg/mL; 4,0mg/mL; 5,0mg/mL) nas células, mensurando a
aderéncia e a proliferacdo em superficie plastica e em ensaios de adesdo da
cartilagem.®” Uma das hipéteses dos autores é que a alta viscosidade do AH
influenciaria negativamente a ligacdo com as células, o que se confirmou ao se verificar
gue quanto maior a concentracdo, menor a aderéncia e que o hialuronato tem efeito
dose-dependente na cinética do crescimento celular nas concentracdes superiores a
1mg/mL. Em altas concentracgdes, o efeito da viscosidade supera a acao do hialuronato
e reduz o nimero de células aderidas.®” Ao longo da realizagdo do nosso estudo
percebemos a interferéncia negativa da viscosidade elevada dos produtos de AH na
manipulacdo das células, porém, ndo conseguimos estabelecer uma relagdo com a
concentracdo dos produtos. Vale ressaltar que os produtos com a menor concentracao
nao foram selecionados para a etapa de interacdo com a membrana por nao terem
demonstrado bons resultados iniciais, lembrando que os produtos selecionados para
segunda fase da avaliagdo nao eram conhecidos.

Com base em estudo prévio do mesmo grupo percebeu-se que a
viabilidade celular das CTM derivadas do tecido adiposo humano depende da selecao
do AH comercial selecionado para a cultura.®® Nesse contexto, acredita-se que o peso
molecular e a viscosidade possam ser os responsaveis pelas diferencas encontradas.
Dentre as marcas, o Suprahyal® apresentou a maior quantidade de células-tronco
viaveis no término do periodo analisado, e é o produto com o peso molecular mais

baixo, 0,75MDa, entre os grupos avaliados. Esse resultado pode ser explicado pela
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evidéncia de que o AH de alto peso molecular age como inibidor da angiogénese e da
proliferac&o celular, além de ter efeito anti-inflamatdrio e imunossupressor.®

Assim sendo, podemos sugerir que a viabilidade celular pode estar
diretamente relacionada com a concentracéo e o peso molecular do AH utilizado e que
isso pode ser um fator determinante no sucesso do tratamento cirdrgico da leséo
condral.

Entretanto, € importante salientar que os resultados discutidos acima
sao pertinentes a influéncia do AH nas células-tronco no contexto da engenharia de
tecidos e ndo a sua utilizagcdo como viscossuplementacdo no tratamento conservador
da OA, visto que, para esta finalidade, existem evidéncias do seu beneficio clinico e da
provavel superioridade do AH de médio e alto peso molecular. 8384

Além dos trabalhos in vitro, aproximadamente 110 trabalhos pré-
clinicos foram realizados com o uso de CTM. A maioria dos estudos baseia-se em
joelhos de coelhos e é controlado em laboratério.'” Entretanto, numa revisdo
sistematica de todos os trabalhos para regeneracédo e reparo da cartilagem, os autores
concluiram que ha falta de conectividade entre os dados in vitro, pré-clinicos e os
estudos em humanos, com falta de evidéncias sinérgicas.'” A conclusdo dessa
revisdo sinaliza a dificuldade de homogeneizar os grupos, os produtos, os critérios de
melhora e até os marcadores moleculares, retardando o uso clinico de muitos produtos
comerciais por falta de evidéncias clinicas.

Em 2019, um grupo chinés publicou um dos trabalhos para a
avaliacdo da seguranca e da eficacia das AD-CTM associadas ao AH para o
tratamento das lesdes condrais em humanos.® Nesse estudo fase lla, 30 pacientes
com lesdo no condilo femoral medial foram randomizados em trés grupos: 1)
microfratura artroscopica com infiltragdo de substancia salina; 2) microfratura
artroscopica com infiltracdo de AH; 3) microfratura artroscépica com infiltracdo de AH e
células mesenquimais progenitoras derivadas de tecido gorduroso (Re-Join®, Cellular
Biomedicine Group). Apds seis meses, houve uma segunda avaliacdo artroscopica,
para a coleta de bidpsia e avaliacdo histologica do tecido, além da avaliagdo funcional
e com ressonancia magnética. Todos esses critérios demonstraram a eficacia superior
do tratamento no grupo em que as microfraturas foram combinadas as células e ao
AH.(78'81‘86)

Em outro estudo clinico multicéntrico, realizado por autores da

Bélgica e da Grécia, porém, para lesbes focais, foram publicados os primeiros
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resultados da associacao das células com os biomateriais provenientes do AH. Foram
tratados 25 pacientes com les&o condral focal sintomatica do joelho (maior que 2cm?)
com AD-CTM em membrana de AH (Hyalofast®), evoluindo com melhora clinica,
funcional e radiolégica apos trés anos de tratamento.®” Portanto, demonstraram que o
procedimento em unico estagio, com AD-CTM expandidas em laboratorio e cultivadas
na membrana de AH, é seguro e eficiente.

Esse estudo foi importante para dar inicio a validacdo da
metodologia de cultivo das AD-CTM, porém, também tem limitacdes. A escolha dos
AHs foi feita de acordo com a diversidade dos produtos, mas muitas outras
formulacbes comerciais estdo disponiveis no mercado e a avaliacdo com
imunohistoquimica, apds alguns dias de interacdo, traria informagdes pertinentes sobre
0 secretoma e o desempenho celular.

Corroborando com o estudo de Kyriakidis,®” entendemos que a AD-
CTM pode ser fonte para a terapia celular em lesdes condrais quando associadas com

biomateriais, como a membrana de colageno.
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6 CONCLUSOES

1. O soro fetal bovino apresentou o melhor desempenho para a
manutencdo da viabilidade das células-tronco mesenquimais derivadas do tecido
adiposo humano, em comparacdo com as diferentes formulagbes comerciais de
acidos hialurdnicos analisadas, com e sem a membrana,

2. O acido hialurénico pode ser utilizado como carreador de

células-tronco mesenquimais do tecido adiposo.
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Abstract

Introduction: The definition of an ideal protocol is still necessary for the cultivation of
mesenchymal stem cells derived from adipose tissue for clinical application in articular
cartilage injuries. The use of suitable culture media associated with the use of collagen
membrane is recognized to enable the guidance of the process of chondrogenesis of
these cells for subsequent implantation in the articular chondral defect. Hyaluronic acid
has been used in a number of protocols due to be an excellent cell vehicle for its
physical-chemical properties and viscosity that helps the tissue repair process.
However, the analysis of the characteristics of adipose mesenchymal stem cells
exposed to different commercial products of hyaluronic acids associated with type /1l
collagen membrane has not yet been reported. Purpose: To evaluate in vitro the
viability of human adipose mesenchymal stem cells in different commercial solutions of
hyaluronic acid before and after cells being seeded in collagen I/lll membrane.
Methods: In the first stage, mesenchymal stem cells derived from adipose tissue were
exposed to 7 different commercial products of hyaluronic acid to phosphate-saline
buffer (negative control group), and to the medium (fetal bovine serum) for different
times. After 24, 48 and 72 hours, a counting was performed to estimate the number of
live and dead cells in each sample. For the second stage, the acids with the highest
number of live cells (5 types) were selected, the medium and the control maintained
and, after association with the mesenchymal stem cells derived from adipose tissue, the
cells with the vehicle were placed in a collagen I/lll membrane. Results: The results
clearly demonstrated a significant difference in cell viability when mesenchymal stem
cells derived from adipose tissue were exposed to different hyaluronic acids compared
with the control group. However, the medium with fetal bovine serum showed the
highest percentage of living cells in 24, 48 and 72 hours before and after the cells be
arranged in the membrane. Conclusion: Hyaluronic acid may be a vehicle for
mesenchymal stem cells derived from adipose tissue, however, the association of any
hyaluronic acid with mesenchymal stem cells derived from adipose tissue did not show

superiority in cell viability compared with fetal bovine serum.
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