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Cultura de fibroblastos dérmicos humanos
na presenca de acido hialurdnico e polietile-
noglicol: efeitos na proliferacao celular, pro-
ducao de colageno e enzimas relacionadas a
remodelacao da matriz extracelular

Culture of human dermal fibroblasts in the presence of hyaluro-
nic acid and polyethylene glycol: effects on cell proliferation,
collagen production, and related enzymes linked to the remo-

deling of the extracellular matrix

RESUMO

Introdugdo: Os preenchimentos cutaneos representam procedimentos comuns na dermatologia
atual, sendo a maioria realizada com 4acido hialuronico isolado ou associado a outras substancias.
Objetivo: Estudar os efeitos da adi¢io de acido hialuronico e polietilenoglicol a culturas de fibro-
blastos dérmicos humanos.

Métodos: Foram avaliados: proliferacio celular e producio de coligeno tipo 1 (COL1A1), na presen-
¢a ou nio de anticorpos antiCD44 (receptor de membrana de icido hialurdnico); sintese de metalo-
proteinasel (MMP-1), fator tecidual inibidor de metaloproteinasel (TIMP-1) e fator transformador
de crescimento B (TGF-P), pela anélise da expressio génica via PCR (polymerase chain reaction);
proliferacio celular através da detec¢do da incorporacgio de um anilogo da timidina no DNA celular.
Resultados: Observou-se aumento na proliferacio dos fibroblastos, bem como da sintese de cola-
geno nas culturas expostas ao acido hialuronico, inibido parcialmente pela presenca dos anticorpos
antiCD44 nas culturas. A exposicio das culturas ao acido hialurénico aumenta a produgio de
TIMP-1 e TGF-B e reduz a expressio de MMP-1. Esses efeitos nio foram notados nas culturas
expostas ao polietilenoglicol.

Conclusao: In vitro, a adicio de acido hialuronico a culturas de fibroblastos dérmicos humanos
aumenta a proliferacio e sintese de COL1A1, TIMP-1 e TGF-B, diminuindo a de MMP-1.A adi¢io
de antiCD44 as culturas reduz a proliferacio celular e sintese de colageno, podendo indicar o papel
desse receptor na mediacio desses eventos.

Palavras-chave: fibroblastos; dcido hialuronico; matriz extracelular.

ABSTRACT

Introduction: Cutaneous fillings are a common procedure in today’s dermatology, with the majority being car-
ried out with hyaluronic acid isolated or combined with other substances.

Objective: 10 study the effects of adding hyaluronic acid and polyethylene glycol to cultures of human dermal
fibroblasts.

Methods: The study evaluated: cell proliferation and production of type 1 collagen (COL1A1) in the presence
or absence of anti-CD44 antibodies (membrane receptor for hyaluronic acid); the synthesis of metalloproteina-
se-1 (mmp-1), of tissue factor inhibitor of metalloproteinase-1 (TIMP-1) and of transforming growth factor-&
(TGF-&) through the analysis of gene expression via PCR (polymerase chain reaction); cell proliferation
through the detection of the incorporation of a thymidine analogue in the cellular DNA.

Results: Increased proliferation of fibroblasts and collagen synthesis were observed in the cultures exposed to
hyaluronic acid, partially inhibited by the presence of anti-CD44 antibodies in the cultures. The exposure of
cultures to hyaluronic acid enhances the production of TIMP-1 and TGF-&, and reduces the expression of
MMP-1. These effects were not noticed in the cultures exposed to polyethyene glycol.

Conclusion: In an in vitro setting, the addition of hyaluronic acid to cultures of human dermal fibroblasts
increases proliferation and synthesis of COL1A1, TIMP-1 and TGF-&, decreasing that of MMP-1. The addi-
tion of anti-CD44 to the cultures reduces cell proliferation and collagen synthesis, which may indicate the role
of that receptor in mediating those events.

Keywords: fibroblasts; hyaluronic acid; extracelular matrix.
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INTRODUCAO

Os preenchimentos cutaneos representam um dos proce-
dimentos mais comuns na dermatologia cosmiatrica moderna. A
maioria dos preenchimentos ¢ feita com a utilizagio do acido
hialurdnico, em apresentacdes variadas. Mais recentemente, foi
introduzido um novo material para esse uso, o polietilenoglicol
(PEG). Torna-se necessario avaliar o efeito da exposicio de cul-
turas de fibroblastos dérmicos humanos a dois tipos de acido
hilaurénico (AH), um deles associado a um agtcar e ao PEG.
Além disso, experimentos iguais foram realizados com a adi¢do
de um anticorpo antiCD44 as culturas. O AH ¢ um glicosami-
noglicano que naturalmente compde a matriz extracelular dos
tecidos conectivos, estando presente no humor vitreo, liquidos
sinoviais, cartilagens e fiscias. E constituido pela repeticio polia-
nionica de unidades dissacarideas do 4cido glucoronico e
N-acetil glucosamina, conectados por ligacoes alternadas.’

A fim de aumentar a capacidade de preenchimento cuta-
neo e longevidade dos resultados, as empresas utilizam substan-
cias para ligar os polimeros de AH, denominados agentes de
cross-link, que prolongam o tempo de degradacio do AH na
pele.” O mais comumente utilizado é o BDDE (1-4 butanediol
diglicil éter).

O PEG ¢ material sintético que vem tendo varias aplica-
¢des em medicina, entre elas como base para a liberacio de bio-
moléculas e como arcabouco para a integracio de células em
medicina regenerativa.>*

Recentemente foi introduzido em nosso meio, um novo
produto para preenchimento, composto por um hidrogel de
PEG, cujo agente de cross link é o diacrilato.

Finalmente, é importante ressaltar que neste estudo utili-
zamos anticorpos antiCD44 adicionados as culturas, para inves-
tigar se a interacdo do AH com os fibroblastos através de seu
receptor (CD44) teria alguma interferéncia nos parametros ava-
liados.

O CD44 faz parte de uma familia de glicoproteinas
transmembrana que medeiam as respostas celulares a0 microam-
biente, mais especificamente a interacio entre as células e a
matriz extracelular. As proteinas da familia CD44 estio envolvi-
das nos processos de crescimento, diferenciacio, sobrevivéncia e
motilidade celular. Uma das interacdes celulares mediadas pela
proteina CD44 é a que ocorre com o AH presente na matriz
extracelular.®

O objetivo deste estudo in vitro foi avaliar os efeitos da
adi¢io de compostos usados em preenchimentos cutaneos em
culturas de fibroblastos dérmicos humanos. Para avaliar tais efei-
tos, optamos por eleger como parametros a proliferacio celular,
bem como a expressio de colageno tipo 1 (COL1A1), fator ini-
bidor tecidual de metaloproteinases (TIMP1), metaloproteinase
1(MMP-1) e fator transformador de crescimento (TGF-B) por
essas c€lulas. A proliferacio celular e a producio de colageno
também foram avaliadas na presenca de anticorpos antiCD44,
que funciona como receptor de icido hialuronico na membrana
celular dos fibroblastos.

Na literatura, encontramos referéncias”® indicando que o
uso de acido hialuronico em preenchimentos pode induzir os
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fibroblastos locais a aumentar sua sintese de colageno por meca-
nismos ainda nao totalmente conhecidos. Neste estudo, a adi¢ao
de antiCD44 as culturas reduziu a proliferacio celular, bem como
a producio de colageno. Esse resultado sugere que o receptor
CD44 possa estar envolvido no mecanismo de estimulagio da
producio de colageno pelos fibroblastos na presenca de AH.

METODOS

Fibroblastos dérmicos humanos comprados da ATCC
foram incubados durante uma hora em atmosfera com 5% de CO2
a 379C em DMEM suplementado com 10% de soro bovino fetal
(FBS), 100U/ml de penicilina e 100dg/ml de estreptomicina.

Os fibroblastos foram incubados (10° células/comparti-
mento) com produto a base de polietilenoglicol diacrilato
(PEG) — (Scientech. Corp., Italia)1/10 (v/v); acido hialurdnico
isolado (HA) (Allergan, Santa Barbara-CA) 0,1mg/ml ou icido
hialurénico estabilizado com DEAE Sephadex A25 —Prollenium
(HA+D) (MEDICAL Technologies Inc, Ontario, Canada)
0,1mg/ml durante 24 horas a 37°C, e parametros foram compa-
rados a culturas-controle.

Os parametros estudados apds 24 horas de incubagio
foram a expressio génica de:

COL1A1 (colageno tipo 1)

TIMP-1 (fator inibidor tecidual da metaloproteinase 1),

MMP-1 (metaloproteinasel) e

TGF B (fator de transformacio de crescimento [3).

Apbs 96 horas em cultura, avaliamos a proliferagio celu-
lar dos fibroblastos na presenca dos materiais ¢ quando incuba-
dos com anticorpos antiCD44 (Clone DF1485) da Dako comp.

A expressio do gene COL1A1 foi analisado por PCR
com auxilio dos primers 5’~-GGGATTCCCTGGACCTAAAG-
3’ (forward primer) e GGAACACCTCGCT-CTCCAG (reverse
primer). A expressao do gene MMP1 foi analisada por PCR com
auxilio dos primers 5’~-GCTAACCTTTGATGCTATAACTAC-
GA-3" (forward primer) ¢ TTTGTGCGCATGTAGAATCTG
(reverse primer). A expressio do gene TIMP1 foi analisada com os
primers 5’~-GAAGAGCCTGAACCACAGGT-3’ (forward primer)
e CGGGGAGGAGATGTAGCAC (reverse primer); finalmente, a
expressao do gene TGF-B3 foi analisada com auxilio dos primers
5'-GAATTCTATGCACTTGCAAAGGGCTCTGG-3" (for-
ward primer) ¢ GTCGACTTATTATCAGCTGCACTTACAC
(reverse primer).

Para avaliar a produ¢io de coligeno, MMP, TIMP e TGF
b, o RNA total foi isolado (Trizol, Invitrogen) das células na
confluéncia de 70%, trascrito reversamente e amplificado usando
Tagman Assay-on-Demand primers (Applied Byosystems) e o
One-Step Master Mix (Applied Byosystems). As sequéncias
amplificadas foram detectadas usando o detector ABI Prism
7900HT (Perkin-Elmer-Cetus) de acordo com as instrucdes do
produto.

A expressio dos genes de colageno tipo 1, MMPI,
TIMP1, TGFb3 foram avaliadas através da técnica de Real Time
PCR, e a proliferacio celular, medida pela incorporacio de
BrdU no DNA e subsequente avaliacio por detec¢io com qui-

Surg Cosmet Dermatol 2013;5(3):222-5.



224 Monteiro MR, Tersario ILS, Lucena SV, Moura GEDD, Steiner D

mioluminescéncia usando o kit Cell Proliferation Elisa BrdU
(Roche). As células foram incubadas com os compostos durante
48 horas em 96-Black-F-Bottom well plates (Nunc, Roskilde,
Denmark).

Experimentos de quantificagao por PCR em tempo real

Esses experimentos foram usados para medir a taxa de
expressio dos genes de COL1, TIMP1, MMP-1 e TGF B3 das
culturas de fibroblastos expostas aos produtos (AHs e PEG) em
relacio as culturas nio expostas. Os resultados foram apresenta-
dos em termos de taxas de variacio de expressio génica ou pro-
liferacdo celular (aumento ou diminui¢io) das culturas expostas
em relacio as ndo expostas. A expressio dos genes de B-actina e
GAPDH foi usada como controle da variabilidade de quantifi-
cacio experimental.

Anailise estatistica

A anilise da expressio génica e da proliferacio celular
entre amostras tratadas e nio tratadas foi feita em termos de
razio de aumento (media +- SD) de experimentos independen-
tes, realizados trés vezes, através do teste Tukey’s post hoc
(ANOVA) com P < 0.05. A analise estatistica foi realizada com
o programa GraphPad Prism 5® software.

RESULTADOS
Avaliacdo da sintese de colageno tipo 1 através da
expressdo do gene COL1A1

Apbs 24 horas, observamos aumento estatisticamente sig-
nificativo na expressio do gene COL1A1 nas culturas expostas
a todos os compostos estudados em relacdo aos controles. As cul-
turas expostas ao composto de AH (a) foram as que apresenta-
ram maior aumento na expressio génica de coligeno em relacio
as culturas-controle, seguidas pelas culturas expostas a0 compos-
to de acido hialuronico associado ao dextranomero (b).

Quando adicionamos anticorpos antiCD44 as culturas,
observamos reduc¢io significativa da expressio do gene
COL1A1 apenas para as culturas expostas (¢, d) aos compostos
de AH.

Proliferacao de fibroblastos dermicos humanos
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GRrAFICO 1: Composto com polietilenoglicol (PEG); Composto acido hilaurd-
nico isolado (AH) e Composto com AH associado a dextranémero (AH+D).
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Producio de MMP-1, TIMP-1 e TGF-B

Apbs 24 horas, observamos aumento estatisticamente sig-
nificativo na expressio génica de TIMP-1 (a) e TGF-B (b) ape-
nas nas culturas em que se adicionou AH.

Da mesma forma, apds 24 horas, hi reducio estatistica-
mente significativa na expressio génica de MMP1 apenas nas
culturas expostas aos AHs (c).

Esses parametros nio apresentaram alteracio significativa
nas culturas expostas ao composto de PEG, quando comparadas
aos controles.

(Grifico 1 TIMP-1, TGF-3, MMP-1)

Proliferacao celular

Em relagio a proliferacio celular, apos 48 horas observa-
mos aumento dos fibroblastos, estatisticamente significativo em
relacdo aos controles, apenas nas culturas com AH (c). Esse resul-
tado se acentuou ap6s 96 horas (d).

A proliferacio dos fibroblastos expostos aos compostos
com AH, apds 96 horas, mostrou reducio significativa quando as
culturas eram incubadas com anticorpos antiCD44 (e). No
entanto, apesar desse efeito, a proliferagio celular dessas culturas
ainda era maior do que a apresentada nas culturas-controle ou
nas culturas expostas ao PEG (a).

As culturas expostas ao PEG (b) apresentaram reducio
inicial da proliferacio de fibroblastos (48h), comparadas aos con-
troles. Apds 96 horas, ocorreu proliferacio comparavel a encon-
trada nos controles (a).

A proliferacio dos fibroblastos ap6s 96 horas (com e sem
adicio de antiCD44) foi semelhante nos controles e nas culturas
expostas ao PEG.

DISCUSSAO

Este estudo in vitro mostrou que a exposi¢io durante 24
horas de culturas de fibroblastos dérmicos humanos a diferentes
compostos utilizados em preenchimentos levou a aumento na
producio de coliageno, evidenciada pelo aumento da expressio
do gene COL1A1, em relacio aos controles. Observamos tam-
bém que o aumento na expressio de coligeno foi mais acentua-
do nas culturas expostas aos compostos com AH.

Paralelamente, a expressio génica foi inibida quando as
culturas expostas aos AHs eram tratadas com o anticorpo
antiCD44, receptor de membrana celular ao AH. Esse resultado
sugere que o receptor CD44 possa estar envolvido no mecanis-
mo de estimulacio da produ¢io de colageno pelos fibroblastos
na presenca de AH.

Uma observagio interessante € a de que a exposi¢io das
culturas a0 AH aumenta a producio de TIMP-1 e TGF-f e
reduz a expressio de MMP-1. Tais dados podem indicar que o
aumento da expressio de colageno nas culturas expostas a AH se
deva a0 maior estimulo por meio de fatores de crescimento, alia-
do a reducio da degradacio (diminuicio da MMP-1 e aumento
do TIMP-1).

Os resultados obtidos com este estudo in vitro estio de
acordo com o que encontramos na literatura.®”’
mostram que a utilizagdio de AH para preenchimento cutaneo
parece estimular a producio de colageno no local de sua aplica-

Outros estudos
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¢a0.° Existem especulacdes a respeito de quais seriam os meca-
nismos envolvidos nesse processo. Ha evidéncias de que a dis-
tensio mecanica dos fibroblastos no local de aplicacio do AH
seria um dos estimulos.*’

CONCLUSAO

Este é um estudo in vitro em que culturas de fibroblastos
dérmicos humanos foram expostas a diferentes compostos dis-
poniveis para preenchimento. Estudamos a expressio génica de
colageno tipo I, metaloproteinase I, fator tecidual inibidor de
metaloproteinase e TGF-B, bem como a proliferacio dos fibro-
blastos nessas condic¢des.
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Observamos que a adi¢io de AH nas culturas promoveu
aumento da proliferacio dos fibroblastos e maior expressao géni-
ca de colageno, TGF-B e TIMP-1, e reduziu a expressio de
MMP-1.

Um dado importante deste trabalho associa a redu¢io da
prolifera¢io dos fibroblastos e da produ¢iao de colageno a adi¢io
dos anticorpos CD44 as culturas expostas a AH, indicando que
esse receptor pode estar envolvido no mecanismo que leva a
esses efeitos.

A adi¢io de PEG as culturas nio levou a aumento na
proliferacio dos fibroblastos, tampouco alterou a expressio géni-
ca das proteinas estudadas.

Novos estudos sio necessarios para aprofundar o enten-
dimento do papel de macromoléculas usadas em preenchimen-
tos cutaneos na biologia dos fibroblastos. ®
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