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Resumo

A bichectomia é um procedimento que se constitui na remocdo da porgdo anterior do corpo adiposo de Bichat
(paCAB). O extrato celular obtido ap6s o processamento por meio de digestdo enzimatica desse tecido é chamado de
fracdo vascular estromal (FVE). A natureza das células que compdem a FVE qualifica esse produto para uma ampla
gama de aplicacdes clinicas, especialmente em procedimentos de estimulo a renovacdo e a reparacdo tecidual,
incluindo-se os fins estéticos de rejuvenescimento em face. Entretanto, o aproveitamento desse material bioldgico
vivo esta diretamente relacionado ao seu adequado manejo e transporte, desde sua coleta, processamento e envio para
aplicacdo clinica. Este trabalho teve como objetivo caracterizar a FVE obtida a partir da paCAB, e também verificar
se 0 plasma pobre em plaqueta (PPP) autélogo é eficiente na manutencdo da viabilidade celular, podendo ser uma
opcdo de meio para transporte até sua aplicacdo clinica mediata. Trés pacientes com indicacdo da realizacdo de
bichectomia participaram da pesquisa. Antes da remocéo da paCAB foi realizada a coleta sanguinea venosa para a
obtencdo do PPP. A paCAB bilateral coletada foi enviada para o Centro de Processamento Celular Curityba Biotech e
submetida ao protocolo para desagregar as células da matriz extracelular. Ao final, a FVE foi fracionada em aliquotas
que foram acondicionadas em seringas e em placas de cultivo, e impostas a ensaios para se avaliar a viabilidade
celular nos tempos 0, 24 e 48 h. A viabilidade celular e a caracterizacdo das células presentes na FVE foram avaliadas
por microscopia de luz e imunofenotipagem por citometria de fluxo. Uma amostra foi mantida em garrafa de cultivo
até atingir 7x108 células. Apds, foram impostas a comprovacdo da presenca de células-tronco mesenquimais (CTM)
capazes de se manter em cultivo padrdo. A amostra analisada por imunofenotipagem confirmou a existéncia das
seguintes células: células-tronco mesenquimais e hematopoiéticas, células endoteliais e células T.

Palavras-chave: Corpo adiposo; Bochecha; Células do tecido conjuntivo; Transplante autdlogo; Adesédo celular.

Abstract

Bichectomy is a procedure that consists of removing the anterior portion of the Bichat adipose body (apBAB). The
cell group obtained after processing through enzymatic digestion of this tissue is called the stromal vascular fraction
(SVF). The nature of the cells that make up the SVF qualifies this product for a wide range of clinical applications,
especially in procedures to stimulate renewal and repair, including the aesthetic purposes of rejuvenation in the face.
However, the use of this living biological material is directly related to the proper handling and transport, from its
collection, processing and return for clinical application. This study aimed to characterize the SVF obtained from
apBAB, and also to verify whether autologous platelet-poor plasma (PPP) is efficient in maintaining cell viability, and
can be a means of transport to its mediated clinical application. Three patients with indication for having a bichectomy
participated in the study. Before removing the apBAB, venous blood collection was performed to obtain the PPP. The
bilateral apBAB collected was sent to the Cell Processing Center Curityba Biotech and submitted to the protocol for
separation of cells from its matrix. In the end, the SVF was divided into aliquots that were packed in syringes and in
culture plates and evaluated for cell viability at times 0, 24 and 48 h. Cell viability and the characterization of cells
present in SVF were evaluated by means of immunophenotyping by flow cytometry and by light microscopy. A
sample was kept in a culture bottle until it reached 7x10° cells to prove the presence of mesenchymal stem cells
capable of remaining in standard culture. The viability presented in the PPP medium remained constant and with a
viability of 70% in up to 48 h. In addition, the sample analyzed by immunophenotyping confirmed the existence of:
mesenchymal and hematopoietic stem cells, endothelial cells and T cells.

Keywords: Fat body; Cheek; Connective tissue cells; Autologous transplant; Cell adhesion.

Resumen

La bichectomia es un procedimiento que consiste en extirpar la porcion anterior del cuerpo adiposo de Bichat
(paCAB). El grupo celular obtenido tras el procesamiento mediante digestion enzimética de este tejido se denomina
fraccion vascular estromal (FVE). La naturaleza de las células que componen la FVE califica este producto para una
amplia gama de aplicaciones clinicas, especialmente en procedimientos para estimular la renovacion y reparacion,
incluidos los fines estéticos de rejuvenecimiento del rostro. Sin embargo, el uso de este material biol6gico vivo esta
directamente relacionado con el correcto manejo y transporte, desde su recoleccién, procesamiento y retorno para su
aplicacion clinica. Este estudio tuvo como objetivo caracterizar el FVE obtenido de paCAB, y también verificar si el
plasma autdélogo pobre en plaquetas (PPP) es eficiente para mantener la viabilidad celular, y puede ser un medio de
transporte para su aplicacion clinica mediada. Participaron en el estudio tres pacientes con indicacion de bichectomia.
Antes de retirar el paCAB, se realizd una extraccion de sangre venosa para obtener el PPP. ElI paCAB bilateral
recolectado fue enviado al Centro de Procesamiento Celular Curityba Biotech y sometido al protocolo de separacién
de células de su matriz. Al final, la FEVI se dividi6 en alicuotas que se empaquetaron en jeringas y en placas de
cultivo y se evalué la viabilidad celular en los tiempos 0, 24 y 48 h. La viabilidad celular y la caracterizacion de las
células presentes en la FEV se evaluaron mediante inmunofenotipificacion por citometria de flujo y microscopia
Optica. Se mantuvo una muestra en una botella de cultivo hasta que alcanz6 7x106 células para demostrar la presencia
de células madre mesenquimales capaces de permanecer en cultivo estdndar. La viabilidad presentada en el medio
PPP se mantuvo constante y con una viabilidad del 70% hasta en 48 h. Ademas, la muestra analizada por
inmunofenotipificacion confirmd la existencia de: células madre mesenquimales y hematopoyéticas, células
endoteliales y células T.

Palabras clave: Cuerpo adiposo; Mejilla; Células del tejido conectivo; Autotrasplante; Adhesion celular.
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1. Introducéo

Alguns procedimentos cirtrgicos tém sido alvo de atencdo nos Ultimos anos devido a rapida transformacdo que
proporcionam e ao curto periodo de recuperacdo, como é o caso das bichectomias. A bichectomia é uma técnica cirargica que
consiste na retirada da porgdo anterior do corpo adiposo de Bichat (paCAB), localizado nas bochechas em frente a margem
anterior do musculo masseter, e superficialmente a fascia do musculo bucinador. Este tecido é composto por uma massa de
gordura envolta por uma fina camada de tecido conjuntivo e € normalmente descartado, logo ap6s a cirurgia (Bernardino
Junior et al., 2008).

Sabe-se que o tecido adiposo, especialmente o visceral e o subcutaneo, possui células-tronco mesenquimais (CTM).
Tais células tém sido bastante estudadas (Fruhbeck et al., 2001) devido ao seu potencial clonogénico e, portanto, a sua
capacidade de proliferacdo (Carvalho e Goldenberg, 2012). No tecido adiposo essas células estdo presentes na fragcdo vascular
estromal (FVE), que pode ser usada em varias aplicacdes clinicas, incluindo procedimentos estéticos, tais como a diminuigéo
de cicatrizes e rugas (Massumoto et al., 2014; Thomas-Porch et al., 2018).

Uma técnica muito popular usada na minimizacdo de linhas de expressdo é a injegdo de &cido hialurénico (AH), um
produto consumido na aplicacdo clinica com a finalidade de preenchimento e rejuvenescimento facial (Almeida e Sampaio
2016; Thomas-Porch et al., 2018). No entanto, além de existir a possibilidade de rea¢des indesejaveis (necrose superficial),
esse biomaterial preenchedor pode ndo permanecer por muito tempo no local, uma vez que ndo possui atividade biol6gica
celular de reparo (Crocco et al., 2012).

Por outro lado, além dos beneficios de preenchimento, a FVE tem como vantagens: 1) ndo provocar necrose e, 2)
desencadear uma resposta bioldgica positiva - exatamente por apresentar em sua composicdo células capazes de promover a
renovacdo de uma maneira autéloga, levando ao rejuvenescimento tecidual local (Cohen, 2015; Moseley et al., 2015;
Zwingenberger et al., 2013).

Assim, a separagdo das células da FVE presentes no meio do tecido gorduroso da paCAB pode viabilizar sua
aplicacdo clinica. O procedimento de separacdo pode ser realizado mediante a digestdo enzimatica pelo uso de colagenases,
que possuem a capacidade de degradacdo da matriz extracelular composta de fibras reticulares, desaderindo as células da
mesma (Massumoto et al., 2014).

A finalidade do isolamento da FVE é a sua utilizagdo como enxerto autdgeno, no intuito de recuperar uma funcédo de
preenchimento e induzir o reparo tecidual (Stroparo et al., 2021; Thomas-Porch et al., 2018). Entretanto, os meios (veiculos)
ideais para a entrega dessas células ndo devem conter produtos xendgenos e a0 mesmo tempo devem garantir a viabilidade
celular. Embora haja limitagdes de volume do material de origem autéloga, o uso da FVE pode ser importante no que se refere
a seguranca do processo de retorno celular ao paciente. Entre os veiculos empregados como meios de sobrevivéncia das
células, subprodutos obtidos do sangue aut6logo tém demonstrado bastante eficiéncia (Villiers et al., 2011; Felthaus et al.,
2017). A coleta sanguinea venosa é uma forma simples de se obter um meio de transporte autdlogo seguro para as células. O
plasma pobre em plaquetas (PPP), por exemplo, pode ser obtido a partir da centrifugacdo do sangue coletado, em tubo
(vacutainer) adicionado de anticoagulante (citrato de sédio) (Ministério da Salde, 2010).

A literatura suporta boas evidéncias de sobrevivéncia e crescimento das CTM quando em contato com o soro autdlogo
e/ou com o PPP. J4 o plasma rico em plaquetas (PRP), outra preparacdo sanguinea bastante popular, obtida do sangue por
centrifugagdo, ndo apresenta bons resultados como carreador celular. A alta concentragdo de plaguetas no meio de cultivo ou
de transporte (acima de 20%) possui efeitos inibitorios, capazes de interferir negativamente na manutengdo das células
(Almeida et al., 2008; Felthaus et al., 2017).
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Por outro lado, a Sociedade Internacional para Terapia Celular (International Society for Cellular Therapy — ISCT)
padronizou os critérios minimos para a confirmacédo da presenca de CTM nas amostras o que inclui trés etapas: 1) aderéncia ao
plastico; 2) expressar antigeno de superficie especificos; e 3) diferenciacdo multipotente (Dominici et al., 2006).

Quando em condigBes de cultivo, as células podem ser classificadas em aderentes e ndo aderentes. As células
aderentes possuem a caracteristica de adesdo a placas ou garrafas de cultivo celular padrdo. J& as ndo aderentes ndo conseguem
essa adesdo e ficam em suspensdo no meio de cultivo. Entre as células aderentes estdo os fibroblastos e, na sua maioria, apds
algumas semanas de cultivo, as CTM. A adesdo das células se da pela carga negativa que a placa ou a garrafa de cultivo
possui, sendo que esta carga estimula a producdo de proteinas de adesao e proteoglicanos, iniciadores da ancoragem celular
(Peres e Curi, 2005).

Assim, o objetivo do presente trabalho foi verificar a viabilidade das células que compdem a FVE obtida a partir da

paCAB em um meio de manutenc¢do visando sua aplicacdo clinica, o PPP, por até 48 h.

2. Metodologia

Apds a aprovacdo do Comité de Etica em Pesquisa da Universidade Positivo (protocolo 2.597.562), trés pacientes
com indicacdo de remocgdo da paCAB foram convidadas a participar da pesquisa. Apds a apresentacdo da proposta do estudo,
aceitaram participar de forma voluntaria. O Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) foi lido e assinado e entdo as
pacientes foram submetidas aos procedimentos cirdrgicos. O material biolégico doado foi processado no Centro de
Processamento Celular da Curityba Biotech, localizado em Curitiba, Parana, Brasil.

O presente trabalho, de natureza qualitativa, foi realizado baseado em metodologias previamente descritas, como a
obtencdo do PPP (Marques et al., 2014), a obtencéo da FVE (Zuk et al., 2001; Dongen et al., 2016), o acondicionamento em
seringas (Almeida et al., 2008; Andia et al., 2019; Asri et al., 2005), as analises de citometria de fluxo e devidas
imunomarcacdes (Meirelles et al., 2006; Dominici et al., 2006), proliferacdo de células aderentes (Yang et al., 2008), e 0 ensaio

de avaliagdo da diferenciacdo celular ou potencial multipotente (Dominici et al., 2006; De Souza et al., 2018).

2.1 Obtencéo do Plasma Pobre em Plaquetas (PPP)

A obtencdo do PPP usado no experimento seguiu a metodologia descrita por Marques et al. (2014). Trinta e dois tubos
tipo vacutainer contendo o anticoagulante citrato de sodio foram usados para a coleta de sangue por meio de venopuncéo
periférica, os quais foram centrifugados a 200 x g por 5 minutos (Centrifuga EBA — 200; Andreas Hettich GmbH & Co. KG,
Tuttlingen, Alemanha).

Apos essa primeira centrifugacdo, o conteido total do plasma sanguineo (aproximadamente 44 mL) foi removido dos
vacutainers com o auxilio da pipeta Pasteur (BD® Falcon; Corning, Nova York, EUA) e o volume de 11 mL foi alicotado em
quatro tubos de centrifugacdo (Greiner Bio-One GmbH, Kremsmiinster, Austria). Apds, esses quatro tubos foram levados a
centrifuga e os conteddos foram submetidos a uma segunda centrifugacdo a 200x g por 10 minutos.

Apo0s a segunda centrifugacdo, a metade superior (PPP) de todos os tubos foi coletada e transferida para um Unico
tubo Falcon de 50 mL, deixando disponivel para o experimento um total aproximado de 22 mL de PPP. Células residuais e

plaquetas permaneceram na metade inferior do tubo Falcon, produzindo o PRP, sendo este descartado (Figura 1A).

2.2 Isolamento da Fracdo Vascular Estromal (FVE) e avalia¢do por citometria de fluxo
Apos a remocao bilateral da paCAB dos pacientes, realizado no Centro Cirdrgico da Clinica de Odontologia do Curso
de Odontologia da Universidade Positivo, o material biolégico doado foi enviado ao Centro de Processamento Celular

Curityba Biotech devidamente acondicionado em tubos Falcon de 50 mL, contendo como meio para transporte: meio para
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cultivo (DMEM low glucose; Gibco, Waltham, EUA), antifingico 250 pg/mL (anfotericina B), antibi6tico (penicilina 100
Ul/mL e estreptomicina 100 mg/mL (Gibco, Waltham, EUA). A manipulacdo do material biolégico em sistema aberto ocorreu
em cabine de seguranca bioldgica (Telstar Bio Il Advance, FACScalibur, BD, Franklin Lakes, EUA) instalada em sala limpa
ISO 7.

Conforme metodologia previamente descrita (Dongen et al., 2016), o tecido adiposo coletado de cada doadora foi
lavado individualmente em uma solucdo salina tamponada com fosfato (PBS; Gibco, Waltham, EUA) e, em seguida foi
realizada a digestdo enzimatica por 30 minutos com 0,075% de colagenase do tipo-1 (Gibco, Waltham, EUA) na propor¢do 1:1
em volume (colagenase/CAB) a 37 °C em banho-maria (BM-0112; Parsec, Curitiba, Brasil). Apds a incubacdo, a atividade
enzimatica foi neutralizada com DMEM + 10% de Soro Fetal Bovino (SFB — Gibco, Waltham, EUA) na proporcao 1:1 em
volume. Subsequente a neutralizacdo, a solugdo passou pela centrifugacao a 1500 rpm por 10 minutos. Apds esse processo, 0
sobrenadante foi descartado e o pellet foi ressuspenso em 10 mL de cloreto de amdnio (NH4CL) 160 mM em temperatura
ambiente (25 £ 2 °C), por 10 minutos. Passado esse tempo, o contetido foi centrifugado novamente em 1500 rpm por 10
minutos, o sobrenadante foi descartado e o0 novo pellet ressuspenso em 4 mL de PPP aut6logo, e depois filtrado em membrana
com poro de 70 um (Easy Strainer; Greiner Bio-One GmbH, Kremsmiinster, Austria). Ap6s a filtracdo, esses 4 mL foram
divididos em 10 aliquotas de 400 pL (amostras de FVE total). Duas dessas aliquotas de 400 puL de FVE total foram para
avaliacdo da viabilidade celular por citometria de fluxo (800 L, os quais foram testados em triplicata) (Muse® Count &
Viability; Luminex, Austin, EUA) (TO = Teste em Tempo 0) (Figura 1B).

2.3 Desenho experimental por doador

A partir de trabalhos anteriormente descritos (Almeida et al., 2008; Andia et al., 2019; Asri et al., 2005) e visando
uma possivel aplicacdo clinica, seringas convencionais de 1 mL (polipropileno, BD, Curitiba, Brasil) foram utilizadas no
acondicionamento das células presentes na FVE em PPP. Quatro aliquotas de FVE total (400 L cada) foram diluidas em 2,6
mL de PPP cada e, subdivididos em 12 seringas de 1 mL, mantidas em temperatura ambiente (25 £ 2 °C) nas seguintes
condicBes: trés seringas por 24 h (TS24) e trés seringas por 48 horas (TS48) que ap6s este periodo foram submetidas as
analises sem prévio cultivo. As outras trés seringas por 24 h (TSP24) e trés seringas por 48 horas (TSP48) foram
posteriormente cultivadas em trés pocos em placa de 24 pocos e impostas as analises.

As células dos grupos TSP24 e TSP48 foram cultivadas em duas placas de cultivo de 24 pocos: uma placa ocupando
trés pogos de 1 mL por 24 h (TSP24) e outra ocupando trés pocos de 1 mL por 48 h (TSP48), mantidos em incubadora (37 °C,
5% de CO, (Panasonic Corporation, Osaka, Japdo) até atingirem a confluéncia celular - esse teste foi realizado para se
conhecer 0 nimero de células aderentes os tempos de 24 e 48 h, e ao meio (PPP) (Figura 1C).

As outras quatro aliquotas restantes de FVE total foram diluidas da mesma forma que os grupos anteriores; no
entanto, o PPP foi substituido por meio de cultivo convencional DMEM (DMEM; Gibco, Waltham, EUA) e os grupos foram
denominados de CS24 e CS48 para DMEM sem cultivo e, CSP24 e CSP48 para DMEM com cultivo. O DMEM foi utilizado

para um controle in vitro, uma vez que ndo pode ser utilizado para aplicagdo clinica (Figura 1D).
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Figura 1 - Desenho do estudo.
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Fonte: Autores.

Na Tabela 1 estdo representados os procedimentos executados e devidos processos da pesquisa.

Tabela 1 - Procedimento por doador, replicado aos trés doadores.

Grupos

FVE Total

Diluicao Local Tempo Tipo de teste
(volume) (2,6 mL) (h)
TO 2 x 400 pL - Mistura para “n” de 3 Imediato
TS24 400 pL PPP 3 seringas (1 mL) 24
TS48 400 pL PPP 3 seringas (1 mL) 48 Viabilidade celular
por citometria de
CS24 400 pL DMEM 3 seringas (1 mL) 24 fluxo
cs48 400 pL DMEM 3 seringas (1 mL) 48
TSP24 400 pL PPP 3 pocos (placa de 24) 24
até confluéncia
TSP48 400 pL PPP 3 pogos (placa de 24) 48 Avaliagio em
até confluéncia microscopio
invertido +
CSP24 400 pL DMEM 3 pogos (placa de 24) 24 citometria de fluxo
até confluéncia
CSP48 400 pL DMEM 3 pocos (placa de 24) 48

até confluéncia

TO: tempo zero (teste imediato); TS: grupos teste seringa (células que estavam nas seringas com o meio plasma
pobre em plaqueta (PPP) nos tempos propostos 24 e 48 h); CS: controle seringas (células que estavam nas seringas
com o0 meio DMEM nos tempos propostos 24 e 48 h); TSP: teste seringa placa (sdo as células que estavam nas
seringas com o PPP e foram para as placas de cultura celular); CSP: controle seringa placa (séo as células que
estavam nas seringas com 0 DMEM e foram para as placas de cultura celular até a confluéncia).

Fonte: Autores.
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Para a avaliacdo da viabilidade celular das aliquotas ndo cultivadas (grupos: TS24, TS48, CS24 e CS48), o contedo
de cada seringa foi transferido para um tubo de ensaio (um tubo para cada grupo) (Labor; Osasco, S&o Paulo). Retirou-se 50
ML tubos respectivos tubos, ap6s foram transferidos para um tubo de mini-centrifuga de 1,5 mL (Eppendorf, Hamburg,
Alemanha), e posteriormente adicionados de 450 pL do reagente do kit (Muse® Count & Viability; Luminex, Austin, EUA), a
fim de se obter 500 pL de volume para analise.

Antecedendo o ensaio de viabilidade celular, as amostras cultivadas em placas de 24 pocos (TSP24, TSP48, CSP24 e
CSP48) foram avaliadas em microscopia de luz para confirmar confluéncia celular. Para a avaliacdo da viabilidade celular o
meio foi retirado das placas (PPP e DMEM-controle), em seguida adicionado 1 mL de tripsina (Trypsin, EDTA 0,025%,
Gibco) e incubado por 5 minutos a 37 °C. Apo6s incubagdo, a tripsina foi inativada com mesmo volume de meio DMEM
acrescido de 10% de SBF. A seguir as células foram transferidas para tubos de centrifugacéo de 15 mL (cada tubo pertencente
a um grupo) e centrifugadas a 200x g por 5 minutos. O pellet foi ressuspenso em 4mL de DMEM + 10% SFB mantido em
garrafa de cultivo celular para isolamento de MSC e cumprimento de protocolo de validagdo para células-tronco (Dominici et
al., 2006).

O restante do contetdo foi acomodado em quatro tubos Falcon de 15 mL e foram centrifugados a 200x g por 10
minutos. O pellet formado foi ressuspendido em 450 pL de reagente (Muse® Count & Viability; Luminex, Austin, EUA), para
anélise no citdmetro de fluxo.

Os dados gerados no citbmetro de fluxo foram provenientes do Médulo de Software de Viabilidade e Conteudo
Muse® intuitivo, que fornece uma anélise detalhada sobre a contagem de células viaveis, ou seja, células vivas com capacidade
proliferatica e uma contagem total celular, além de fornecer a percentagem de viabilidade da amostra. Por fim, as informacGes
obtidas nos tempos de 24 h e 48 h de todos os grupos foram comparadas com a porcentagem de viabilidade celular inicial do
tempo O (citometria de fluxo imediatamente apés o isolamento da FVE).

As células mantidas em cultivo (incubadora, 37 °C, 5% de CO.. Panasonic Corporation, Osaka, Japdo) foram
constantemente acompanhadas, diariamente, por microscopia de luz invertida (Motic AE31E Series, Vancouver, Canada)
durante sete dias para a confirmagdo da aderéncia celular, bem como da morfologia destas células e sua confluéncia,

posteriormente foram tripsinizadas, e avaliadas por citometria de fluxo.

2.4 Imunofenotipagem por citometria de fluxo

A analise da FVE por meio da imunofenotipagem foi realizada pelo Instituto de Pesquisa Pelé Pequeno Principe.
Empregou-se citdmetro de fluxo FACSCANTO Il (Becton; Dickinson, EUA) e a analise foi realizada com auxilio do software
Infinicyt versdo 1.6.0 (Cytognos, Santa Marta de Tormes, Espanha). Este ensaio teve como propdsito identificar diversas
populacGes celulares presentes na FVE, detectando diferentes fen6tipos.

Esta andlise foi realizada em um painel de seis fluoréforos (FITC/PE/PERCP/PECY-7/APC/APC-CY7). Cada
amostra foi acondicionada em cinco tubos de 5 mL, sendo eles: 1) s6 células da FVE (sem marcagdo); 2) controle isotipico
para delimitar as populac@es negativas (controle de ligacoes inespecificas), tubo 3) marcadores de CTM e CTH; 4) marcadores
de células endoteliais; e 5) marcadores de células T.

No tubo 1 foi delimitada a populagdo celular de interesse e retirados os debris. O limite da marcagdo negativa foi
estabelecido pelo controle isotipico (tubo 2). Nos demais tubos (3, 4 e 5) também foi necessario retirar os debris e as células
mortas (marcacdo com 7-AAD) para em seguida ser realizada a analise das marcacgdes celulares. No tubo 3 havia anticorpos
anti-CD90 FITC/CD105 PE/7-AAD/CD34 PE-CY7/CD73 APC/CD45 APC-CY7; no tubo 4 havia anticorpos anti-CD146
FITC/CD31 PE/CD45 APC-CY7; e no tubo 5, CD3 FITC/CD4 PE/CD56 APC/CD45 APC-CY7.
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2.5 Ensaio de diferenciacéo celular— avaliacio do potencial multipotente

Antes do processamento do tecido adiposo para obtencdo da FVE, uma parte da paCAB de cada paciente foi utilizada
para o ensaio de diferenciacdo celular, de acordo com metodologias previamente descritas (Dominici et al., 2006; De Souza et
al., 2018), aplicando-se as coloragfes correspondentes ao tipo celular diferenciado: na adipogénese foi utilizado o corante Qil
Red, que evidencia goticulas lipidicas, as quais sdo acumuladas nas células adiposas. Na osteogénese foi utilizado o Alizarin
Red, que vai corar a deposicdo de calcio na matriz extracelular. Na condrogénese foi utilizado o Azul de Toluidina, que marca
grupos acidos de componentes celulares, como a regido do nucleo celular e tem afinidade por mucopolissacarideos encontrados

na matriz extracelular cartilaginosa.

2.6 Analise estatistica
Os dados de viabilidade celular de todos os grupos foram submetidos ao teste de normalidade de Shapiro-Wilk
(0=0,05), e em seguida aos testes t de Student ou Kruskal-Wallis, conforme distribuicdo normal ou ndo-normal. Os testes

foram realizados no GraphPad Prism (versdo 5.01, Windows, San Diego, USA).

3. Resultados

Esta pesquisa analisou a viabilidade celular da FVE nos tempos 0, 24 e 48 h em meio autélogo (PPP) e meio controle
(DMEM), simulando uma situagdo de transporte, capaz de avaliar a durabilidade e o potencial de eficiéncia do material.

Uma aliquota dessas células foi colocada em cultivo e analisada por microscopia de luz invertida, confirmando a
existéncia de células aderentes, com morfologia fibroblastéide e capazes de gerar confluéncia celular. Essas células também
foram avaliadas com relagdo a sua capacidade de se diferenciar em, no minimo, trés linhagens celulares (adipécitos, ostedcitos
e condrécitos) comprovando, desta forma, sua caracteristica de CTM.

Células da FVE também foram submetidas & anélise por citometria de fluxo para a caracterizacdo e quantificacdo de

CTM e CTH, células endoteliais e células T, além da confirmacédo da presenca de CTM ativas.
3.1 Citometria de fluxo para viabilidade celular
Ao final da leitura dos tempos 0 h, 24 h e 48 h dos grupos que utilizaram os meios 1) PPP e 2) DMEM, foram realizadas

as médias dos resultados obtidos da triplicata (Tabela 2).

Tabela 2 — Resultados da porcentagem média da viabilidade celular por citometria de fluxo.

Tempo Doadorl1l  Doador 2 Doador 3 Meédia total

TO 58,90% 54,73% 65,87% 59,83%
TS24 74,07% 82% 75% 7%

TS48 72,52% 76% 70,77% 73,10%
CS24 90,76% 84% 78,92% 84,56%
CS48 83% 64% 60,54% 69,18%

Nota: TO: tempo zero (teste imediato); TS: grupos teste seringa; CS: grupos controle
seringas.
Fonte: Autores.
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Apo6s analise estatistica, a viabilidade celular em TO foi significativamente menor quando comparada aos grupos
TS24PPP, TS48PPP e CS24DMEM. Acredita-se que isso ocorreu devido ao fato das células do TO ndo possuirem tempo de se
adaptar ao meio imediatamente ap6s seu processamento, além do estresse sofrido devido a recém digestdo enzimatica com a
colagenase tipo 1 (Marques et al., 2014) (Tabela 3). O grupo CS24DMEM obteve o melhor resultado de viabilidade celular
dentre todos os grupos (84,56%). Entretanto, seu percentual em 48 h (grupo CS48DMEM) foi similar ao grupo T0. O grupo
CS48DMEM se igualou com o TO pés-processamento (Tabela 3) mostrando diferenca significativa entre os tempos, pois em
48h obteve uma diminui¢do da viabilidade celular. Ainda, o grupo CS24DMEM apresentou a melhor viabilidade e por isso
estatisticamente diferiu dos grupos TS48PPP, CS48DMEM e TO (Tabela 3).

Tabela 3 - Resultados da analise de viabilidade celular conforme os grupos.

Tratamento Viabilidade

TO 0,5983222222
CS48 (DMEM) 0,691066667%°
TS48 (PPP) 0,729611111°
TS24 (PPP) 0,770344444bc
CS24 (DMEM) 0,845011111°

Letras minusculas diferentes expressam diferenca
significativa entre os grupos (p < 0,05).
Fonte: Autores.

As células armazenadas em seringas por 24 h e 48 h, e posteriormente cultivadas até atingirem confluéncia celular de
(80%) foram submetidas a citometria de fluxo, em que foi obtida uma média de viabilidade celular de 96,34%. Embora as
células do grupo CS48DMEM tenham apresentado uma baixa viabilidade, quando colocadas em cultivo, estas células foram
capazes de proliferar tanto quanto as células do grupo CS24DMEM. Este teste foi realizado para simular in vitro a proliferacéo

e viabilidade, apenas das células aderentes (Yang et al., 2008).

3.2 Microscopia de luz invertida - Células provenientes de seringa e cultivadas

A Figura 2 mostra as células em condices ideais de cultivo (CO- controlado e troca de meio DMEM regular), ainda
em subconfluéncia. Observa-se células esparsas por sobre o cultivo celular, aderentes ao substrato, de morfologia alongadas, e
pouco espraiadas (Figura 2A). Na Figura 2B vé-se um maior nimero de células, estando estas ainda subconfluentes, aderidas e
espraiadas por sobre o substrato. Ha maior expansdo do corpo celular, emitindo caracteristicas projeces membranares, de

aspecto morfologico semelhantes e fibroblastéide.
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Figura 2 — Imagens em microscopia de luz invertida do cultivo celular em condicdes ideais. A) Células em cultivo celular de
trés dias (DMEM, condices ideais de cultivo) (barra = 11,99 um; B) Células em cultivo de sete dias (DMEM, condigdes
ideais de cultivo)(barra = 16,34 pm).

|:> Células esparsas por sobre o cultivo celular

> > Células aderentes ao substrato

|1> Morfologia de células alongadas, pouco espraiadas
@ Maior nimero de células, subconfluentes

— Expanséo do corpo celular

<« Projecdes membranares

@ Morfologicamente semelhantes a fibroblastoides

Fonte: Autores.

3.3 Imunofenotipagem por citometria de fluxo das células aderentes
Na anélise da imunofenotipagem os resultados sdo apresentados na Tabela 4. A porcentagem das células foi baixa (maior
populagdo de células endoteliais foi 1,61%). As células endoteliais e as células T da FVE proveniente da bola de Bichat

apresentaram porcentagem acima de 1%; ja as células-tronco apresentaram uma porcentagem menor que 1%.

Tabela 4 - Imunofenotipagem dos tipos celulares por citometria de fluxo da FVE em TO.

Tipo celular Porcentagem
Células endoteliais 1,61%
CTMeCTH 0,08%
Células T 1,06%

CTM: células-tronco mesenquinais; CTH: células-tronco hematopoiéticas.
Fonte: Autores.

Os marcadores CD3-FITC/CD4 PE/CD56-APC/CD45-APC — CY7 fornecem diversas informaces, entre as quais a
percentagem de cada populacao, tamanho e granulosidade das células de linfocitos T (Ercole et al., 2003; Rothenberg 1992).
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As CTH sdo caracterizadas pelo marcador CD34; ja o marcador CD45+ é um marcador PAN-leucocitario, ou seja,
marca todos os leucocitos. A combinagdo do anticorpo anti-CD90/CD105/CD73 e CD34+/CD34- marcam as células-tronco.

Resultados realizados com o controle isotipico e células com populacéo igual as CTM pelo marcador CD105-.
3.4 Citometria de fluxo — Caracterizacéo celular
A analise foi realizada de acordo com os parametros da ISCT. Sendo assim, houve a confirmacdo da existéncia de

CTM na amostra mantida em cultura celular proveniente da bola de Bichat (Tabela 5).

Tabela 5 - Resultados da caracterizagdo imunofenotipica das células aderentes.

Fenotipo
Positivo > 70% Negativo < 10%
CD105 - 97,2% CD45 - 0,42%
CD73-92% CD34-9,97%
CD90 - 96,3% CD14 - 0,49%

CD19 - 0,52%

HLA - 3,15%

Fonte: Autores.

3.5 Citometria de fluxo — Viabilidade celular 11

A citometria de fluxo para viabilidade celular das CTM em meio de cultivo padrdo DMEM, apresentando como
resultado células com viabilidade de 98,93%, ou seja, células vivas e com capacidade de se dividir.

Foram também utilizados dois marcadores para a confirmacgéo da viabilidade: o 7-AAD (7 Amino Actinomycin D),
marcador de necrose celular que apresentou 1,07% como resultado e Anexina VV com 0,65%, que marca fosfatidilserina na

superficie celular, que indica apoptose.

3.6 Ensaio de diferenciacéo celular — avaliacdo do potencial multipotente

Obteve-se a diferenciacdo das células, comprovando a origem das mesmas como células-tronco mesenquimais,
conforme potencial multipotente capaz dar origem a células de tecido adiposo, ésseo e cartilaginoso (Dominici et al., 2006; De
Souza et al., 2018) (Figura 3).

11
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Figura 3 - Potencial de diferenciacdo adipogénica (Oil Red), osteogénica (Alizarin Red) e condrogénica (Azul de Toluidina)

das células-tronco obtidas em 400x.
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A, B e C) Células-tronco antes das diferenciagdes. D) Setas apontando para as células diferenciadas em adipdcitos com granulos de gordura em seu interior
(coloragdo vermelha). E) Triangulos apontando para a matriz calcificada corada em vermelho (Alizarina). F) Asteriscos evidenciando os mucopolissacarideos
corados em azul na matriz extracelular cartilaginosa. Barra = 100 pm.

Fonte: Autores.

4. Discussao

Durante os Gltimos anos ocorreu um crescimento na busca da terapia baseada em células na prética clinica, com
destaque para as CTM, em razdo da sua alta capacidade proliferativa, potencial de diferenciacdo em outros tipos celulares e
pelos baixos riscos de efeitos adversos, tais como rejeicdes, ja que essas células podem ser obtidas de forma autdloga (Rigotti
et al., 2016).

No corpo humano existem diferentes tecidos que podem servir de fonte de CTM adultas, dentre os mais populares e
de uso pratico tem-se a medula 6ssea e o tecido adiposo, com destaque para o Gltimo, pois a coleta de gordura é menos
invasiva e dolorosa (Andia et al., 2019). As CTM adultas derivadas do tecido adiposo podem ser divididas em formas néo
expandidas de cultura - FVE e formas expandidas de cultura (Bongson e Lee, 2005; Pak, et al., 2017), sendo que a escolha do
tipo celular estd4 diretamente relacionada a sua aplicacdo clinica de interesse, tendo hoje uma maior busca para 0 uso em
procedimentos dermatoldgicos (Otero-Vifias et al., 2016). Conforme relatado por Yun et al. (2012), uma melhoria da cor e
maleabilidade da pele, além da reducédo da cicatriz pelo uso de células tronco derivadas do tecido adiposo foram obtidas, assim
como Cohen et al. (2017) investigaram o potencial da FVE em enxerto facial para fins de rejuvenescimento. Diante do sucesso
empregado pelas diferentes formas de CTM oriundas do tecido adiposo, e dos diferentes sitios em que podem ser encontradas,
o0 presente estudo verificou a existéncia de CTM na bola de Bichat, mais especificamente na por¢do FVE. Demonstrou-se que a
técnica utilizada foi capaz de isolar, multiplicar e promover a diferenciacdo dessas células em trés tipos celulares
especializados com éxito.

Antes da aplicacdo propriamente dita, é necessario fazer um procedimento de expansdo ex vivo, pois na clinica é
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necessario um nimero maior de células do que aquele obtido a partir do isolado do tecido (Mushahary et al., 2018) e, para esse
procedimento, é fundamental o uso de insumos ideais, como um meio basal e uma suplementacéo que contenha componentes
essenciais para sobrevivéncia e proliferacdo celular. Dentre os reagentes disponiveis, 0 SFB tem sido usado como padrdo-ouro
(Asri et al., 2019) de suplementacéo, e 0 meio DMEM como veiculo. Entretanto, 0os meios comerciais e suas suplementagdes
ndo sdo recomendados para préatica clinica, pois se tratam de materiais xenogénicos, com riscos de efeitos adversos e sujeitos a
contaminacdo por patégenos e endotoxinas (Saeed et al. 2017). Para contornar esse problema, pesquisadores tém buscado por
meios alternativos, como os meios autélogos - soro humano, lisado de plaquetas (hPL) e até soro sanguineo do cordao
umbilical (Mushahary et al., 2018). Dentre os meios autélogos de destaque provenientes do soro humano, ha o PRP e o PPP,
sendo que a escolha entre eles esta intimamente relacionada a aplicagdo clinica de interesse.

Rigotti et al. (2016) demonstraram que o uso do meio autdlogo PRP gera infiltrados inflamatérios e maior
permeabilidade vascular, além de promover uma reatividade do componente nervoso, caracteristicas essas desejaveis em
situacOes patoldgicas em que se requer uma maior angiogénese ou reparo nervoso, sendo desfavoravel para aplicagdo estética.
Dados semelhantes apresentados por Felthaus et al. (2017) justificaram o ndo uso do PRP para fins estéticos, no qual eles
demonstraram que o PRP acaba inibindo a proliferacdo e diferenciacdo celular, diferentemente do PPP que, por apresentar
baixas concentracBes de plaquetas, acaba permitindo o crescimento e diferenciacdo celular. Esses resultados sdo condizentes
com o0 aqui achado, no qual mediante a citometria de fluxo, observou-se que até 70% das células da FVE se mantiveram vivas
em um periodo de até 48 h quando cultivadas em PPP.

No presente estudo ficou evidente que o PPP ¢ ideal para ser utilizado como veiculo para armazenar as células durante
transporte, pois as amostras cultivadas em meio PPP tiveram uma viabilidade satisfatéria semelhante ao grupo cultivado em
DMEM (24 h) que é o meio ideal de cultivo. Notoriamente, 0 meio PPP conservou a viabilidade celular até 48 h,
diferentemente do meio DMEM, que revelou viabilidade celular insatisfatdria apos 48 h. Isso é explicado pelo fato desse meio
precisar de trocas para manter as condi¢Oes ideais para célula (composi¢do gasosa e temperatura adequada). Como foi
simulado um transporte por 48 h, fora das condi¢des (com exposicdo a temperatura ambiente e auséncia de CO>) ocorreu
alteracdo do pH com consequente morte celular. Segundo Amirkhani et al. (2016), o tecido gorduroso humano é formado por
adipdcitos, macrdéfagos, mondcitos, linfdcitos T e B, células endoteliais e CTM, e este conjunto celular é chamado de FVE.
Desta forma, apds o isolamento é necessaria uma caracterizacdo do perfil celular obtido da amostra para se certificar que a
populacéo celular de interesse foi adquirida. Para tanto, organiza¢cbes como a Federacdo Internacional de Terapia e Ciéncia
Adiposa (IFATS) e a ISCT visam a caracterizagdo celular via antigenos de superficie, tendo o antigeno CD34 como um
importante marcador de células regenerativas juntamente a marcadores classicos de MSC como CD73 e CD90 (Bora et al.,
2017). Neste estudo foi constatada a presenga de todo o nicho celular que compde o FVE — células endoteliais, CTH e células
T, bem como a caracterizagdo celular de CTM se deu de acordo com a classificacdo das organiza¢fes. Curiosamente, nesta
amostra houve elevada presenca de células T, fato explicado pela hip6tese de Silva (2017), em que o ASC derivado de
diferentes sitios anatdmicos na regido abdominal pode ter caracteristicas morfo-fenotipicas distintas, portanto o contetido
celular do tecido gorduroso varia tanto com base na regido de isolamento quanto pelo protocolo de processamento (Andia et
al., 2019; Condé-Green et al., 2016; Dongen et al., 2016; Oberbauer et al., 2015). Sendo assim, o conhecimento do perfil

celular de cada sitio anatdmico favorece um melhor direcionamento de uso clinico.

5. Concluséo
Com base nos resultados obtidos foi possivel concluir que a FVE é um produto biolégico que pode ser obtido de
tecido gorduroso destinado ao descarte, mostrando-se ser um produto vidvel para aplicacdo clinica quando utilizado o PPP

como meio para transporte, por um periodo até 48 h. Ainda, este estudo comprovou que a FVE contém inimeros tipos
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celulares de interesse para situagBes onde um reparo seja desejavel, entre eles as células T, células endoteliais, CTM e CTH,
células tdo desejadas inclusive para procedimentos de rejuvenescimento autélogo. Diferentes métodos de obtengdo das células
com processamento minimo precisam ser testados de modo a otimizar o tecido coletado visando aumentar a disponibilidade

das células.
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