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SANTOS-SOUZA, Marta Aparecida dos. Emprego de um sistema
semiautomatizado para o isolamento e proliferacdo de células estromais
mesenquimais de tecido adiposo humano. 2019. f. 89. Dissertacéo
(Mestrado em Biociéncias). Faculdade de Ciéncias e Letras, Universidade
Estadual Paulista (UNESP), Assis, 2019.

RESUMO

O emprego de células estromais mesenquimais (MSC) tem sido
considerado como uma alternativa terapéutica promissora em diversos estudos
pré-clinicos e clinicos. Neste contexto, o tecido adiposo tem se destacado
como uma das mais importantes fontes de MSC. Ha uma série de propriedades
que fazem do tecido adiposo uma alternativa altamente exequivel e eficiente
para obtencao, isolamento e proliferagcédo de MSC, entre as quais vale ressaltar
a abundancia de material disponivel, que pode ser obtido do préprio paciente
(autélogo), em procedimentos pouco invasivos e diferenciagdo multipotencial
(ostedcitos, condrécitos e adipdécitos). Em funcdo destes aspectos, as células
estromais mesenquimais derivadas do tecido adiposo (ADSC) tém adquirido
um papel relevante para a medicina regenerativa e translacional. Ao longo dos
anos um grande numero de variantes metodoldgicas tém sido propostas para
isolamento e proliferacdo de ADSC. Mais recentemente tém sido testados
diversos sistemas automatizados e semiautomatizados de diferentes
fabricantes para isolamento da SVF e posterior proliferagcdo das ADSC. Neste
contexto, pretendeu-se com este projeto realizar uma analise comparativa
quanto a eficiéncia e capacidade proliferativa de ADSC, empregando-se a
metodologia convencional ou classica e metodologia semiautomatizada usando
0 aparato Kiso Processor, (Keai Bioreserarch Inc., Vancouver, Canada). Foram,
também, realizadas andlises comparativas quanto & viabilidade, proliferacao
celular e manutencdo dos atributos celulares das ADSC resultantes dos
procedimentos de obtencéo por convencional e semiautomatizada. Além disso,
foram feitas analises qualitativas quanto a capacidade de diferenciacdo das
ADSC in vitro, bem como, empregou-se, também, citometria de fluxo para
caracterizacdo imunofenotipica, para determinagdo quantitativa de marcadores

antigénicos de superficie (CD) nas células cultivadas até a 52 passagem. Os



resultados permitiram estabelecer um protocolo eficiente e reprodutivel para
extracdo e proliferacdo de ADSC para o meétodo semiautomatizado. Este
sistema também apresentou, em relacdo a metodologia convencional, uma
reducgéo significativa no tempo de isolamento da fragdo estromal vascular, bem
como menor manipulacdo das amostras, por ser um sistema fechado e,
conseguentemente, apresenta, potencialmente, menos risco de contaminacao
das amostras. Tanto nos sistema convencional quanto no semiautomatizado
foram mantidos os atributos celulares, como marcadores de superficie
caracteristicos de MSC e capacidade de diferenciacdo in vitro, permitindo a
validacdo da natureza mesenquimal das células obtidas pelos dois métodos de
isolamento. N&o se obteve, no entanto, diferenca quanto a viabilidade e
capacidade proliferativa das ADSC entre convencional e semiautomatizado.
Apesar das citadas vantagens apresentadas pelo sistema semiautomatizado, a
partir dos resultados obtidos nao foi possivel validar a hipétese formulada e que
orientou o0 desenvolvimento deste projeto, qual seja, que o0 sistema
semiautomatizado (Kiso), representaria uma alternativa vantajosa em relacéo
ao método convencional no que concerne a maior viabilidade e potencial

proliferativo das ADSC.

Palavras-chave: células-tronco, metodologia, cultivo, imunofenotipagem,

citometria de fluxo, diferenciacéo.
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the isolation and proliferation of mesenchymal stromal cells from human
adipose tissue. 2019. f. 89. Dissertation (Master in Biosciences). Sado Paulo
State University (UNESP), School of Sciences, Humanities and Languages,
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ABSTRACT

The use of mesenchymal stromal cells (MSC) has been considered as a
promising therapeutic alternative in several preclinical and clinical studies. In
the context, the adipose tissue has emerged as one of the most important
sources of MSC. There are a number of properties that make adipose tissue a
highly feasible and efficient alternative for obtaining, isolating and proliferating
MSC. Among these properties, it is worth mentioning the abundance of
available material, which can be obtained from the patient (autologous), in non-
invasive procedures, high proliferative capacity and differentiation in osteocytes,
chondrocytes and adipocytes. Due to these aspects, adipose-derived
mesenchymal stromal cells (ADSC) have acquired a prominent role for
regenerative and translational medicine. In this context, it was intended with this
project to perform a comparative analysis regarding the efficiency and
proliferative capacity of ADSC, using two methods for isolation of the vascular
stromal fraction (FEV) and subsequent proliferation of ADSC: the classical or
conventional methodology and the semi-automated method using the Kiso
Processor (Keai Bioreserarch Inc. Vancouver, Canada). In both procedures
human adipose tissue was obtained by human liposuction procedures. The
results allowed to establish a viable and reproducible protocol for extraction and
proliferation of ADSC for the semiautomated methodology. In addition,
comparative analyzes were carried out on the proliferation capacity and viability
of the ADSC between the two methods. Analyzes were also performed for the
adipogenic differentiation capacity and in vitro and immunophenotyping by flow
cytometry, quantitatively evaluating the antigenic markers the cells cultured until
the 5th passage. The results obtained allow us to conclude that it was not

possible to elaborate more consistent propositions regarding the hypothesis that



guided the objectives of this project, that is, that the semiautomated system
(Kiso) would represent an advantageous alternative to the conventional method,
handling of the process, reduction of the stromal fraction isolation time and,

consequently, lower risk of biological contamination.

Key words: stem cells, methodology, culture, immunophenotyping, flow

cytometry, differentiation
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1. INTRODUCAO

1.1. Células-tronco

As Células-tronco podem ser definidas como células indiferenciadas com
capacidade de autoduplicacdo e de dar origem a células diferenciadas (NIH,
2001). Segundo Melton e Cowan (2004) uma célula-tronco é um tipo especial
de célula, que tem a capacidade peculiar de autorrenovacdo e dar origem a
tipos celulares especializados. Apesar das variacbes conceituais, ha duas
propriedades fundamentais que caracterizam as células-tronco: autorrenovacao
e diferenciacdo (NIH, 2001; MELTON; COWAN, 2004; RIBEIRO-PAES, 2009;
YARAK; OKAMOTO, 2010; ERIDANI, 2014; ORGUN; MIZUNO, 2017). De
acordo com os tecidos de origem, podem ser classificadas em dois grandes
grupos: Células-tronco embrionéarias (ESC) e as Células-tronco adultas (ASC)
(NIH, 2001; LAKSHMIPATHY; VERFAILLIE, 2005; ROOBROUCK et al., 2008;
BRUNT et al., 2012; ROCHA et al., 2012).

As Células-tronco embrionéarias (ESC) séo derivadas da massa celular
interna do blastocisto (4 a 5 dias apds a fecundacéo). Estabelecem linhagens
de células pluripotentes, com grande potencial de diferenciacdo, podendo dar
origem a todos os diferentes tipos celulares, derivados dos trés folhetos
embrionérios (NIH, 2001; AMORIN et al., 2012; ERIDANI, 2014; FUOCO et al.,
2016). As ESC foram, pioneiramente, isoladas em 1981, por dois grupos
independentes de pesquisadores. O grupo da Universidade de Cambridge
(Reino Unido) liderado por Martin J. Evans, que, em colaboragdo com Mathew
Kaufman, estabeleceram a primeira cultura de células-tronco de embrides de
ratos. O grupo liderado por Gail R. Martin, pesquisadora da Universidade da
Califérnia (USA) que obteve uma linhagem de células pluripotentes a partir da
massa celular interna de blastocistos de camundongos (EVANS; KAUFMAN,
1981; MARTIN, 1981).

As Células-tronco adultas (ASC) podem ser definidas, como um tipo
celular que apresenta o potencial de autorrenovagéo, por longos periodos de

tempo e capacidade de originar todos os tipos celulares especializados do
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tecido do qual se originaram (NIH, 2001; MERCIER et al., 2012). S&o
encontradas em diversos tecidos diferenciados e sdo fundamentais nos
processos de renovacao tecidual e regeneracdo em processos degenerativos e
traumas. Dessa forma desempenham papel fundamental na manutencédo da
homeostasia e integridade tecidual (NIH, 2001; HORWITZ, 2003; FUOCO et
al., 2016).

Em funcdo do seu potencial as ASC podem, por sua vez, ser
subdivididas em dois grupos gerais: Células-tronco hematopoiéticas (HSC) e as
Células-tronco mesenquimais (MSC) (NIH, 2001; GIMBLE, 2003; BIANCO et
al., 2008; BUNNELL et al., 2008; ERIDANI, 2014).

1.2. Células-tronco Hematopoiéticas (HSC)

O conceito de célula-tronco foi estabelecido a partir dos trabalhos
pioneiros de Till e McCulloh, no inicio dos anos 60 do século passado (TILL;
MCCULLOG, 1961). Foi observado, pelos autores, a reconstituicdo do sistema
hematopoiético de animais submetidos a doses letais de radiacdo apds o
transplante de medula 6ssea proveniente de animais saudaveis e singénicos.
Verificou-se, posteriormente, que essas células eram oriundas de células
fenotipicamente distintas, capazes de repovoar o sistema hematopoiético por
longo periodo (ABRAMSON, et al., 1977).

Em individuos adultos, estas células estariam quiescentes na maior
parte do tempo e seriam responsaveis por manter a populacdo de células
progenitoras do tecido hematopoiético durante a vida do individuo. Receberam,
assim, a denominagdo de células-tronco hematopoiéticas (HSC) (EAVES,
2015). Esses resultados abriram novas perspectivas de estudo e o avango no

conhecimento das propriedades de autorrenovacao e diferenciagcao das HSC.

As HSC tém sido utilizadas com sucesso em pacientes com faléncia
medular ou leucemia (HIRAO et al., 2004; WILSON et al., 2006).

Funcionalmente as HSC tém a capacidade de reconstituir o sistema

hematopoiético em animais imunodeficientes ou de iniciar e sustentar por longo
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periodo e hematopoese em cultura. Fenotipicamente, sdo caracterizadas pela
presenca dos marcadores (antigenos) de superficie CD34, CD49f, CD90,
CD117, CD133, e sao desprovidas de marcadores especificos para células de
linhagens negativas (Lineage-negative cells - Lin) (FLORES-GUZMAN, et al.,
2013).

Apoés a identificacdo das HSC, foi isolado outro tipo de célula tronco
adulta de origem ndo hematopoiética, as células estromais mesenquimais
multipotentes ou células-tronco mesenquimais. Receberam essa denominacao,
porque derivavam do folheto embrionario intermediario, 0 mesoderma, que é
responsavel pela formacdo dos tecidos 6sseo, cartilaginoso e adiposo
(SINGER et al., 2011).

1.3. Células estromais mesenquimais (MSC)

As Células estromais mesenquimais (MSC) foram, pioneiramente,
identificadas por Friedenstein e colaboradores na década de 60. Os autores
verificaram a presenca de um pequeno grupo celular oriundo da medula 6ssea,
composto por células aderentes a superficie plastica, com formato fusiforme,
formadoras de colénias e com capacidade de diferenciacdo em 0sso e
cartlagem (FRIEDENSTEIN et al., 1968). Inicialmente, estas células foram
denominadas de Unidades formadoras de colbnias fibroblastoides (CFU-F,
colony forming unit fibroblast) (FRIEDENSTEIN et al., 1968; FRIEDENSTEIN et
al.,, 1976). A partir dos trabalhos de Friedenstein varios estudos foram
realizados com a finalidade de caracterizar e identificar o grupo de células

aderentes de origem mesenquimal.

Ao longo dos anos receberam diferentes denominagbes. Em 1988,
Maureen Owen, propds a denominagéo de células-tronco estromais da medula
e aventou a possibilidade de que o sistema estromal da medula seria parte de
um sistema de células estromais. Investigacdes preliminares in vitro, também
corroboram a hipétese e mostraram que a CFU-F é uma populagéo

heterogénea de células-tronco e progenitoras.
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Em 1991, Arnold Caplan propdés a denominacdo Células-tronco
Mesenquimais (Mesenchymal Stem Cells), referindo-se as células que
formavam tecido 0sseo e cartilaginoso no embrido e o reparo e renovagao no
adulto. A progénie tornava-se comprometida com uma via fenotipica especifica
e distinta, uma linhagem com etapas discretas e, finalmente, células de estagio
final, envolvidas com a fabricacédo de um tipo de tecido unico (CAPLAN, 1991).
Darwin J. Prockop, em 1997, propdem a denominacéo de células estromais da
medula, que poderiam ser isoladas de outras células na medula, pois possuiam
a tendéncia em aderir ao plastico de cultura. Além disso, apresentavam muitas
das caracteristicas das células-tronco, que as definiam como mesenquimais,
como a diferenciacdo em osteoblastos, condrécitos, adipécitos e até
mioblastos. Portanto, as células estromais da medula Ossea apresentavam
varias caracteristicas que os tornavam potencialmente caracterizadas e Uteis

para terapia celular e genética (PROCKOP, 1997).

Em 2005, a Sociedade Internacional para Terapia Celular - ISCT
(International Society for Cellular Therapy) propés a denominacdo Células
Estromais Mesenquimais Multipotentes (Multipotent Mesenchymal Stromal
Cells) para designar a populacdo de células ndo hematopoiéticas,
fibroblastéides, isoladas dos mais diversos tecidos, que aderem a superficie
plastica e apresentam capacidade de diferenciacdo multipotencial in vitro. A
ISCT recomendou, no entanto, que mantivesse o acronimo MSC para se referir

as células estromais mesenquimais multipotentes (HORWITZ et al., 2005).

Em 2006, a ISCT estabeleceu critérios minimos para definicdo e
caraterizacdo das MSC. Assim, para que uma célula seja definida como tal
(MSC), devem apresentar aderéncia a superficie plastica dos frascos de
cultura, presenca (= 95%) de marcadores de superficie CD105, CD73 e CD90,
e auséncia (< 2) dos CD45, CD34, CD14 ou CD11b, CD79a ou CD19 e HLA
classe Il. Além disso, deveriam apresentar potencial de diferenciacdo em 0sso,
cartilagem e tecido adiposo sob determinadas condi¢cées de inducao in vitro
(DOMINICI et al., 2006).

Em um artigo publicado em 2017, Caplan propés a mudanca da
nomenclatura das células-tronco mesenquimais, proposta pelo préprio autor em
1991 (CAPLAN, 1991), para “Medicinal Signaling Cells” (Células de Sinalizagao
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Medicinais), argumentando que essas ceélulas localizavam-se nos locais de
lesédo ou doenca e secretavam fatores bioativos que sdo imunomoduladores e
troficos (regenerativos), o que significa que essas células produzem drogas

terapéuticas in situ, que sdo medicinais (CAPLAN, 2017).

Embora a medula 6ssea tenha sido a primeira e, ainda, representa a
mais classica fonte de obtencdo de MSC, uma série de outros tecidos tém sido
utilizados, com excelentes resultados, como fontes de MSC, tais como: cordéo
umbilical, placenta, polpa de dente, pele, musculo esquelético, liquido
amniotico, feto, baco, pulméo, pancreas, rins e, em especial, o tecido adiposo,
que representa uma abundante fonte em seres humanos (LINDROOS et al.,
2011; BOURIN et al., 2013; GALIPEAU et al., 2016; ORGUN; MIZUNO, 2017
NAJI et al., 2017; GALIPEAU; SENSEBE, 2018; NAJI et al., 2019).

1.4. Células estromais mesenquimais derivadas do tecido adiposo (ADSC)

Os métodos de isolamento de tecido adiposo foram descritos por Martin
Rodbell e colaboradores em 1960. Os autores propuseram o0 método de
isolamento in vitro de adipdcitos maduros e progenitores adipogénicos do
tecido adiposo de ratos (RODBELL et al., 1966).

A metodologia para o emprego do tecido adiposo como fonte de ADSC
foi pioneiramente estabelecido por Zuk e colaboradores, em 2001 (ZUK et al.,
2001). Desde entdo, o tecido adiposo tem se destacado como uma das mais
importantes fontes para isolamento e proliferacdo de ADSC. H& uma série de
propriedades que fazem do tecido adiposo uma alternativa altamente exequivel
e eficiente para obtencéao, isolamento e proliferacdo de ADSC. Entre as quais,
vale ressaltar: a abundancia de material disponivel, que pode ser obtido do
préprio paciente (autdlogo), em procedimentos pouco invasivos e, além disso,
as ADSC apresentam grande capacidade proliferativa e diferenciacdo em
ostedcitos, condrocitos e adipocitos (GIMBLE et al.,, 2007; BUNNELL et al.,
2008; ZUK et al., 2010; BOURIN et al., 2013; ORGUN; MIZUNO, 2017).

Em funcdo destes aspectos, as ADSC tém adquirido um papel de

destaque no contexto da engenharia de tecidos e medicina regenerativa
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(TERM). Como decorréncia, ha uma vasta literatura quanto ao emprego das
ADSC em modelos experimentais pré-clinicos e protocolos clinicos em
diferentes tipos de doencas agudas ou cronico-degenerativas em pacientes
humanos (GIMBLE et al., 2007; ZUK, 2010; RIBEIRO-PAES et al.,, 2011;
MIZUNO et al., 2012; STESSUK et al., 2013; DE FRANCESCO et al., 2015;
MARCELINO et al, 2015; FELIX et al., 2016; ORGUN; MIZUNO, 2017;
LONGHINI-DOS-SANTOS et al., 2018).

Entre os diferentes procedimentos para isolamento de ADSC, vale
destacar a obtencéo de fragmentos de tecido adiposo ou a lipoaspiragdo. O
procedimento de lipoaspiracdo pode ser realizado para obter quantidades
significativas de ADSC. O lipoaspirado € digerido com a enzima colagenase,
resultando em uma mistura de células heterogéneas que é referido como
fracédo vascular estromal (SVF) (ORGUN; MIZUNO, 2017).

As células que compdem a SVF séo identificadas como sendo negativas
para CD235a e com menor frequéncia, CD31, mas positivas para CD34 ou
CD45. Ao longo do cultivo celular, o imunofenoétipo celular é alterado, em
funcdo da auséncia de células hematopoiéticas e a populacao celular da SVF
sera constituida, principalmente, de ADSC (ORGUN; MIZUNO, 2017). As
culturas expandidas ADSC, ap0s as passagens, sao positivas para CD34,
CD44, CD73, CD90 e CD105 como outras MSC e negativas para CD31 e
CD45, conforme demonstrado na figura 1 (MINTEER et al., 2015; BAJEK et al.,
2016).
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Figura 1. Diferencas fenotipicas, ao longo do cultivo, entre as células da
SVF e ADSC expandidas em cultura. ADSC (ASC): Células estromais
mesenquimais derivadas do tecido adiposo; SVF: fracdo vascular do estromal

Fonte: proprio autor.

O lipoaspirado tem sido empregado em grande numero de trabalhos
para a obtencédo da Fracdo Estromal Vascular e posterior isolamento e cultivo
de ADSC. Ha ensaios clinicos que investigaram os efeitos da administracéo
das ADSC ou SVF em diversas patologias e projeta-se, ainda, um grande
potencial de aplicabilidade no que concerne ao emprego da SVF ou ADSC
cultivadas na engenharia de tecidos e medicina regenerativa (ORGUN;
MIZUNO, 2017).

Neste contexto, ha um grande interesse na adequacdo de novas
metodologias que permitam associar facilidade de obtencdo, bem como
reprodutibilidade, viabilidade e boa capacidade proliferativas das células
obtidas a partir de fragmentos de tecido adiposo ou lipoaspirado.
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1.5. Fracao Vascular Estromal (SVF)

As ADSC podem ser isoladas da fracdo vascular estromal (SVF) do
tecido adiposo lipoaspirado. A SVF é composta por ADSC, células precursoras
endoteliais (EPC), células endoteliais (EC), macréfagos, células musculares
lisas, linfocitos, pericitos e pré-adipocitos, entre outros (Ml et al., 2006;
CASTEILLA, 2011).

O isolamento de SVF a partir de lipoaspirado é realizado por digestao da
por¢cdo gordurosa com colagenase, separando, apds centrifugacdo ou
decantacdo, o conteudo em duas fases distintas: a fracdo de adipdcitos
maduros do sobrenadante e os outros tipos celulares situados na fase inferior
(ZUK et al., 2001; MATSUMOTO et al., 2006). Esta separacédo é mais eficiente

por centrifugagdo, porém todas as células sofrerdo sedimentacéo.

Pode ser obtida, também, por fases, baseada em gravidade e filtracdo,
que permite separar as células com base no tamanho, enriquecendo assim, 0
coquetel celular especifico. A centrifugacdo da SVF produz um pellet que
contém varios tipos celulares, como as ADSC e os eritrécitos. Os eritrocitos sao
um dos principais contaminantes presentes na SVF e podem ser lisados para
isolar uma populacdo mais pura de células ADSC e / ou SVF (BUNNELL et al.,
2012; SUNDARRAJ et al., 2015; BORA; MAJUMDAR, 2017).

Para caracterizar o conteudo celular da SVF sao utilizados combinactes
de antigenos de superficie (cluster of differentiation - CD). Trata-se de um tema
controverso e ainda ndo bem definido quando & caracterizacao imunofenotipica
dos diferentes tipos celulares presentes na SVF, considerando que ha
diferencas metodoldgicas entre diferentes laboratérios e grupos de pesquisa.
Uma lista de marcadores positivos e negativos, comumente usados, identificam
diferentes populagbes celulares da SVF (ZUK et.al., 2001; BOURIN et.al.,
2013; SUNDARRAJ et. al., 2015), conforme apresentado na tabela 1, citada em
BORA; MAJUMDAR, 2017, com modificacdes.
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Tabela 1: Componentes da SVF e marcadores de superficie celular modificada
de BORA; MAJUMDAR, 2017.

Componentes Tamanhos celulares (pm) Marcadores moleculares
celulares SVF
Positivos Negativos
ADSC ~10-25 pm CD34, CD73, CD90, CD105 CD31, CD45, CD144
EPC ~7-8 pm CD34, CD31, CD133, CD1486 CD45
EC ~10-30 pm CD31, FVII CD34
MACROFAGOS ~20 pm CD45, CD14, CD34, CD206 -
PERICITOS Até ~70 pm CD146, CD90, CD73, CD44, CD34, CD45, CD56
CD29, CD13

Entre os marcadores estudados, o CD34 é destacado, pois ainda é
amplamente considerado um marcador de HSC, devido & sua associacao
histérica com o enriquecimento de tais células para transplante de medula
O0ssea e de sangue de corddo umbilical. A hipotese pericitica relacionada a
MSC e ADSC apresenta diferentes investigacdes (SZOKE; BRINCHMANN,
2012). Enquanto Crisan e colaboradores caracterizam o CD34— dos pericitos,
como sendo os progenitores das células do estroma (CRISAN et al., 2008),
Traktuev e colaboradores demonstraram uma identidade pericitica CD34+ para
ADSC (TRAKTUEV et al.,2008). Maumus et al. em 2011, investigaram que
CD34+ das ADSC nao exibiam marcadores periciticos in vivo, mas foram

observados ao longo do processo de cultivo celular.

Dados comparativos em diferentes métodos de isolamento, como o
método convencional, que sdo os procedimentos de isolamento de ADSC
executados por manipulagdo do técnico ou pesquisador, sem uso de aparatos
desenhados especificamente para isolamento das ADSC. Os métodos
automatizados ou semiautomatizados sédo procedimentos de isolamento com o
uso de aparatos especificos para o isolamento das ADSC. Pelo aparato
Stempeutron (Bangalore, india) mostraram que SVF contém uma populagio
pericitica CD146+ que é majoritariamente (> 90%), sugerindo que a SVF
recém-isolada contenha uma populacdo pericitica que ndo expressam o0s

marcadores CD34 e CD31 (SUNDARRAJ et al., 2015).

A partir de uma analise comparativa sobre vantagens e desvantagens
guanto ao emprego da SVF e ADSC, no que concerne aos atributos celulares e
capacidade de estimulagdo da regeneracdo celular ndo se estabeleceu até os

dias atuais uma posicéo consensual entre diferentes grupos de pesquisa. S&o
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atribuidas duas vantagens da SVF sobre ADSC. Em primeiro lugar, embora
semelhante em propriedades como imunomodulacdo, anti-inflamatéria e
angiogénese, a composicado celular distinta e heterogénea da SVF pode ser
responsavel pelo melhor resultado terapéutico observado em estudos animais
comparativos (VAN DIJK et al., 2011; YOU et al., 2015). Em segundo lugar,
diferentemente das ADSC, a SVF é muito mais facilmente obtida, sem a
necessidade de qualquer separacdo e, posterior cultivo celular. Assim, o
produto celular terapéutico é obtido instantaneamente, com manipulacdo
minima com os reagentes, tornando-o comparativamente mais seguro (BORA;
MAJUMDAR, 2017). Por outro lado deve-se considerar, que, enquanto as
ADSC podem ser utilizadas em tratamentos alogénicos e autblogos, a SVF,
devido a presenca de varios tipos celulares e, portanto, com diferentes

propriedades antigénicas podem desencadear respostas imunoldgicas. E

indicada, apenas, para tratamentos autologos.

1.6 — Métodos de Extracdo de células estromais mesenquimais derivadas
do tecido adiposo (ADSC)

Ao longo dos anos, varios métodos tém sido propostos para o
isolamento e proliferacdo de ADSC. Metodologias para a extracao celular sem
a presenca de enzimas digestivas ou com enzimas digestivas; o uso de
técnicas convencionais ou com aparatos automatizados e semiautomatizados.
Abordagens metodolégicas propostas para aumentar a eficiéncia dos
procedimentos e, como consequéncia, ampliar as alternativas das terapias

celulares no contexto da medicina regenerativa e translacional.

Francis, et al., 2010 e Sach et al.,, 2012 realizaram o isolamento de
ADSC de material lipoaspirado na auséncia da enzima colagenase. O resultado
foi um nimero menor de células quando comparado a extracao na presenca da
enzima. Uma das hipdteses, o rendimento celular a partir de procedimentos
mecanicos € muito menor em comparacado com os métodos enzimaticos, ja que
as células do tecido adiposo, firmemente ligadas pelo colageno, ndo serdo

facilmente liberadas pela acdo mecénica isolada (ARONOWITZ et al., 2015).
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Em 2013, um novo método de agitagdo mecanica foi proposto por
Tonnard e colaboradores. O produto, denominado “nanofat”, foi obtido por
emulsificacao e filtracdo do lipoaspirado. Embora denominado como enxerto de
“‘nanofat”, de fato nenhuma célula adiposa viavel sobreviveu ao processo de
emulsificacdo, mas, este, era rico em CD34+ ADSC (TONNARD et al., 2013).

Schipper et al., 2008 investigaram se a regido de origem do tecido ou a
idade do doador teriam efeito nas funcbes que poderiam interferir nos
mecanismos de acdo das ADSC. Os resultados desse estudo mostraram que
houve variabilidade em funcdo de ADSC nas regifes coletadas. Além disso,
foram identificadas mudancas relacionadas a idade na funcdo das ADSC.
Estes dados ajudaréo a selecionar pacientes e locais de coleta de células mais

adequados para engenharia de tecidos e terapias celulares.

Gnanasegaran et al.,, 2014 realizaram um estudo para comparar e
contrastar a producédo das ADSC coletadas em relacédo a- usar crase - cinética
de crescimento, capacidade de diferenciacdo in vitro e perfil de expressao
génica. Concluiu-se que as células coletadas de material lipoaspirado teriam
propensdo para dar origem a tecidos da camada endodérmica, enquanto que
células coletadas de material proveniente de fragmentos teriam propenséo para

linhagens mesodérmicas e ectodérmicas.

Um método inovador “cell-assisted lipotransfer” (CAL), introduzido por
Matsumoto et al., em 2006, propde aumentar a relacdo ADSC/adip6citos
combinando o transplante de gordura aspirada e extirpada com ADSC isoladas
enzimaticamente. Neste procedimento os autores constataram, ao isolar a
SVF na mesma quantidade de tecido adiposo aspirado e extirpado, que o
namero de ADSC aderentes apds o cultivo por uma semana da SVF, foi maior

na gordura extirpada do que na gordura aspirada.

No entanto, deve-se salientar que o uso de enzimas como colagenase,
tripsina ou dispase, implica em altos custos e pode impactar na seguranca e na
eficacia da extracdo. Desta forma, trés métodos ndo enzimaticos, foram
propostos por Bellei et al., 2017, para melhorar a relacdo ADSC/adipdcitos:

decantacédo (sedimentacao por gravidade), centrifugacgao e filtracao.



22

Outros métodos foram propostos, como alternativa, para evitar a
digestdo enzimatica, como a dissociacdo mecanica de tecido em um sistema
fechado para reduzir o volume dos lipoaspirados (BIANCHI et al., 2012;
REINHARDT et al., 2015) e um método simples de lavagem do tecido adiposo
para isolar e caracterizar as células, que tem sido denominado lavagem
lipoaspirada (SHAH et al., 2013). No entanto, ambos os métodos propostos
requerem grandes quantidades de lipoaspirados e, mesmo que esses sistemas
extraiam uma porcdo significativa de ADSC, h& dados da literatura que
sustentam que a eficicia é significativamente menor do que aquela obtida em
protocolos enzimaticos. Além disso, a aplicacdo de uma forca externa, como
proposta no caso de dispositivos mecanicos, poderia ser muito traumatica para
as ceélulas (BELLEI et al., 2017).

Visando a eficiéncia no processo de isolamento da SVF e posterior
extracdo de ADSC, métodos automatizados e semiautomatizados, tém sido
propostos. Estudos realizados com diversos modelos de aparatos buscam
melhorar a eficiéncia na recuperagcdo celular, diminuicdo no tempo do
processo, a facilidade de uso e configuragdo do sistema. Dos pontos
analisados, os mais relevantes sao a viabilidade celular e a resposta do
sistema na extracdo de ADSC a partir da SVF, sem danos as células. Este é
um fator importante, visto que, para a terapia celular é necesséario, nao
somente um grande numero de células, mas, também, a manutencdo da
integridade genética e funcional, para que se possa otimizar os resultados

terapéuticos.

As diferentes etapas de isolamento da fracdo estromal vascular e
POSTERIOR cultivo das células estromais, a partir do tecido adiposo
(fragmento ou lipoaspirado), tém sido classicamente conduzidas, desde o
trabalho pioneiro de Zuk e colaboradores (2001), conforme esquematicamente
apresentado na Figura 1, que serdo aqui denominados de procedimento
convencional ou classico. Ha, no entanto, diferentes empresas que tém
apresentado ao mercado novas opc¢oes para isolamento da SVF com emprego
de sistemas automatizados ou semiautomatizados (Tabela 2), mas ha ainda
poucos centros de pesquisa e unidades clinicas, que dispdem de

equipamentos automatizados ou semiautomatizados.
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Tais sistemas estdo em desenvolvimento ha algum tempo, embora a
maioria ainda esteja em fase de testes. O Celution da Cytori (San Diego, EUA)
foi pioneiro em aparato como sistema de automacédo para isolamento da SVF
(FRASER et al.,, 2014). Atualmente, cerca de 30 sistemas automatizados e
semiautomatizados diferentes estdo em desenvolvimento (OBERBAUER et al.,
2015). As tecnologias e metodologias utilizadas variam entre os diferentes
equipamentos. A Stempeutics (Bangalore, india) desenvolveu um desses
sistemas, o Stempeutron, cuja prova de conceito foi relatada em SundarRaj e
colaboradores (SUNDARAJ et al., 2015). O Stempeutron utiliza o método de
digestdo enzimatica convencional e a separacdo ativada por gravidade da
fracdo gordurosa e aquosa, seguida por filtracdo da fracdo aquosa para obter

isolamento de SVF.

Outros sistemas disponiveis comercialmente foram testados. O Multi
Station (PNC International, Gyeonggido, Republica da Coreia), um sistema de
processamento manual aberto que inclui agitador, aquecedor e centrifuga de
alta capacidade incorporada sob um capd de biosseguranca com filtragem de
ar particulada de alta eficiéncia e luz ultravioleta. H4 ainda, o Cha-Station,
(CHA Biotech, Kangnamgu, Republica da Coreia), um sistema fechado de
processamento semiautomatizado e o Lipokit com MaxStem (Medi-Khan, West
Hollywood, Califérnia), um sistema fechado de processamento
semiautomatizado (ARONOWITZ; ELLENHORN, 2013).

Rodriguez et al., 2017 descreveram trés sistemas semiautomatizados
gue buscam diminuir a manipulacdo e, como decorréncia, a contaminacdo do
material utilizado. O aparato GID SVF 1 (GID Europe LTD, Londres, Inglaterra)
foi projetado para isolar as células SVF do lipoaspirado humano em até 350 g
de tecido adiposo seco (livre de fluidos). Permite a colheita do lipoaspirado do
paciente diretamente no dispositivo, em um sistema estéril fechado e seguro.
Faz uso de uma mistura de colagenase otimizada para dissociar a tecido
adiposo. Um outro, Puregraft 250 (GC Aesthetics, Irlanda) € uma bolsa de
gordura purificadora projetada para lavar e filtrar a gordura antes de ser
injetada. Ha ainda, Stem.pras com Duografter Il (Proteal, Espanha) que utiliza

um kit que permite a coleta do tecido adiposo e o isolamento de células SVF
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diretamente no paciente. Este dispositivo € um prot6tipo em desenvolvimento e

nao esta disponivel comercialmente.

Alguns autores, como Aronowitz et al., 2013 e Fraser et al.,, 2014
realizaram analises comparativas entre sistemas semiautomatizados, sendo
que, entre os diferentes aparatos analisados, o Sistema Kiso (Keai
Bioreserarch Inc., Vancouver - Canada) forneceu os melhores e mais
consistentes dados na extracdo e recuperacdo de ADSC. Dados comparativos
entre quatro equipamentos, em relacdo ao numero de células viaveis e a
recuperacdo de ADSC, apos a extracdo da Fracdo Vascular Estromal (SVF),

mostraram melhores resultados quando empregado o Sistema Kiso.

Considerando a necessidade de otimizacéo do processo de isolamento e
proliferagcdo de ADSC a fim de que se possam obter resultados mais efetivos e
consistentes nos procedimentos de terapia celular e medicina translacional com
ADSC, buscou-se, com este projeto, realizar uma analise comparativa entre
dois métodos de isolamento, para posterior cultivo e proliferacdo de ADSC a
partir de material obtido da Fracdo Estromal Vascular de mulheres em bom
estado geral de saude, submetidas a procedimentos de lipoaspiracdo estética.

Foram comparados os métodos de isolamento convencional (ou
classico) e o método semiautomatizado Sistema Kiso (Keai Bioreserarch Inc.,
Vancouver - Canada). Foram, também, realizadas analises comparativas
quanto & eficiéncia, viabilidade, proliferacao celular e manutencao dos atributos
celulares das ADSC resultantes dos procedimentos de obtencdo pela

metodologia convencional (classica) e pelo método semiautomatizado.
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Tabela 2. Diferentes sistemas automatizados e semiautomatizados para

isolamento de ADSC.

Aparato Fabricante/ Processo Referéncia
Pais
. Cytori, San Diogo, Automatizado Fraser et al., 2014
Celution EUA
Stempeutron, Automatizado Sundaraj et al., 2015
Bangalore, India
Stempeutron
PNC International, Semiautomatizado | Aronowitz et al., 2013
. . Republica da Coreia
Multi Station
Cha Biotech,
Republica da Coreia | semiautomatizado | Aronowitz: Ellenhorn,
Cha-Station 2013

Lipokit / MaxStem

Gid SVF 1

Puregraft 250

Stem.pras / Duografter I

Sistema Kiso

Medi-Khan,
West Hollywood,
Califérnia

Gid Europe LTD,
Londres

GC Aesthetics,
Irlanda

Proteal, Espanha

Keali Bioreserarch
Inc., Vancouver,
Canada

Semiautomatizado

Semiautomatizado

Semiautomatizado

Semiautomatizado

Semiautomatizado

Aronowitz; Ellenhorn,
2013

Rodriguez et al., 2017

Rodriguez et al., 2017

Rodriguez et al., 2017

Aronowitz et al.,
2013; Fraser et al.,
2014
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Figura 2. Diferentes sistemas Automatizados e Semiautomatizados:

(A) Celution (Cytori, San Diogo, EUA); (B) Stempeutron (Stempeutron,
Bangalore, india); (C) Multi Station (PNC International, Republica da Coreia);
(D) Cha-Station (Cha Biotech, Republica da Coreia); (E) Lipokit/ MaxStem
(Medi-Khan, West Hollywood, Califérnia) ; (F) Gid SVF 1 (Gid Europe LTD,
Londres, Inglaterra); (G) Puregraft 250 (GC Aesthetics, Irlanda) ; (H) Stem.pras
/ Duografter 1l (Proteal, Espanha); (I) Sistema Kiso (Keai Bioreserarch Inc.,

Vancouver, Canada) .
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2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo Geral

Pretendeu-se com este projeto analisar a eficiéncia de isolamento da
SVF, e posterior, capacidade proliferativa e viabilidade das células estromais
mesenquimais derivadas do tecido adiposo (ADSC), empregando-se a
metodologia convencional (classica) e, comparativamente, um procedimento de
isolamento semiautomatizado - Sistema Kiso (Keai Bioreserarch Inc.,

Vancouver, Canada).

2.2. Objetivos Especificos

e Adequar, as condi¢bes do laboratério, um protocolo para isolamento da
fracdo estromal vascular (SVF) e posterior cultivo e proliferacdo das
ADSC obtidas a partir de procedimentos de lipoaspiragédo, empregando-
se um processo semiautomatizado - Sistema Kiso (Keai Bioreserarch

Inc., Vancouver, Canadd).

e Realizar analises comparativas quanto a capacidade de proliferacdo e
viabilidade das ADSC obtidas a partir da metodologia convencional

(classica) e pelo processo semiautomatizado.

e Avaliar, qualitativamente, a capacidade de diferenciacdo induzida in vitro
das ADSC cultivadas a partir isolamento pelo procedimento

convencional (classico) e semiautomatizado.

e Realizar imunofenotipagem por citometria de fluxo e avaliar,
quantitativamente, marcadores antigénicos de superficie nas células
cultivadas até a 52 passagem, obtidas a partir do procedimento

convencional (classico) e sistema semiautomatizado.
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RESUMO

O emprego de células estromais mesenquimais (MSC) tem sido
considerado como uma alternativa terapéutica promissora em diversos estudos
pré-clinicos e clinicos. Neste contexto, o tecido adiposo tem se destacado
como uma das mais importantes fontes de MSC. H& uma série de propriedades
que fazem do tecido adiposo uma alternativa altamente exequivel e eficiente
para obtencéo, isolamento e proliferacdo de MSC, entre as quais vale ressaltar
a abundancia de material disponivel, que pode ser obtido do proprio paciente
(autdlogo), em procedimentos pouco invasivos e diferenciacdo multipotencial
(ostedcitos, condrécitos e adipdécitos). Em funcdo destes aspectos, as células
estromais mesenquimais derivadas do tecido adiposo (ADSC) tém adquirido
um papel relevante para a medicina regenerativa e translacional. Ao longo dos
anos um grande namero de variantes metodoldgicas tém sido propostas para
isolamento e proliferagdo de ADSC. Mais recentemente tém sido testados
diversos sistemas automatizados e semiautomatizados de diferentes
fabricantes para isolamento da SVF e posterior proliferacdo das ADSC. Neste
contexto, pretendeu-se com este projeto realizar uma andlise comparativa
quanto a eficiéncia e capacidade proliferativa de ADSC, empregando-se a
metodologia convencional ou classica e metodologia semiautomatizada usando
o aparato Kiso Processor, (Keai Bioreserarch Inc., Vancouver, Canada). Foram,
também, realizadas andlises comparativas quanto & viabilidade, proliferacao
celular e manutencdo dos atributos celulares das ADSC resultantes dos
procedimentos de obtencédo por convencional e semiautomatizada. Além disso,
foram feitas analises qualitativas quanto a capacidade de diferenciacdo das
ADSC in vitro, bem como, empregou-se, também, citometria de fluxo para
caracterizacdo imunofenotipica, para determinagcdo quantitativa de marcadores
antigénicos de superficie (CD) nas células cultivadas até a 52 passagem. Os
resultados permitiram estabelecer um protocolo eficiente e reprodutivel para
extracdo e proliferagdo de ADSC para o método semiautomatizado. Este
sistema também apresentou, em relacdo a metodologia convencional, uma
reducao significativa no tempo de isolamento da fracdo estromal vascular, bem
como menor manipulacdo das amostras, por ser um sistema fechado e,

consequentemente, apresenta, potencialmente, menos risco de contaminacao



38

das amostras. Tanto nos sistema convencional quanto no semiautomatizado
foram mantidos os atributos celulares, como marcadores de superficie
caracteristicos de MSC e capacidade de diferenciacdo in vitro, permitindo a
validacdo da natureza mesenquimal das células obtidas pelos dois métodos de
isolamento. Nao se obteve, no entanto, diferenca quanto & viabilidade e
capacidade proliferativa das ADSC entre convencional e semiautomatizado.
Apesar das citadas vantagens apresentadas pelo sistema semiautomatizado, a
partir dos resultados obtidos nédo foi possivel validar a hipétese formulada e que
orientou o desenvolvimento deste projeto, qual seja, que o0 sistema
semiautomatizado (Kiso), representaria uma alternativa vantajosa em relacéo
ao método convencional no que concerne a maior viabilidade e potencial
proliferativo das ADSC.

Palavras-chave: células-tronco, metodologia, cultivo, imunofenotipagem,

citometria de fluxo, diferenciacéo.
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ABSTRACT

The use of mesenchymal stromal cells (MSC) has been considered as a
promising therapeutic alternative in several preclinical and clinical studies. In
the context, the adipose tissue has emerged as one of the most important
sources of MSC. There are a number of properties that make adipose tissue a
highly feasible and efficient alternative for obtaining, isolating and proliferating
MSC. Among these properties, it is worth mentioning the abundance of
available material, which can be obtained from the patient (autologous), in non-
invasive procedures, high proliferative capacity and differentiation in osteocytes,
chondrocytes and adipocytes. Due to these aspects, adipose-derived
mesenchymal stromal cells (ADSC) have acquired a prominent role for
regenerative and translational medicine. In this context, it was intended with this
project to perform a comparative analysis regarding the efficiency and
proliferative capacity of ADSC, using two methods for isolation of the vascular
stromal fraction (FEV) and subsequent proliferation of ADSC: the classical or
conventional methodology and the semi-automated method using the Kiso
Processor (Keai Bioreserarch Inc. Vancouver, Canada). In both procedures
human adipose tissue was obtained by human liposuction procedures. The
results allowed to establish a viable and reproducible protocol for extraction and
proliferation of ADSC for the semiautomated methodology. In addition,
comparative analyzes were carried out on the proliferation capacity and viability
of the ADSC between the two methods. Analyzes were also performed for the
adipogenic differentiation capacity and in vitro and immunophenotyping by flow
cytometry, quantitatively evaluating the antigenic markers the cells cultured until
the 5th passage. The results obtained allow us to conclude that it was not
possible to elaborate more consistent propositions regarding the hypothesis that
guided the objectives of this project, that is, that the semiautomated system
(Kiso) would represent an advantageous alternative to the conventional method,
handling of the process, reduction of the stromal fraction isolation time and,

consequently, lower risk of biological contamination.

Key words: stem cells, methodology, culture, immunophenotyping, flow

cytometry, differentiation
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INTRODUGCAO

As Células estromais mesenquimais ou células-tronco mesenquimais
(MSC) foram, pioneiramente, identificadas por Friedenstein e colaboradores na
década de 60. Os autores verificaram a presenca de um pequeno grupo celular
oriundo da medula 6ssea, composto por células aderentes a superficie plastica
de formato fusiforme, formadoras de colénias e com capacidade de
diferenciacdo em o0sso e cartilagem. Inicialmente, estas células foram
denominadas de unidades formadoras de colénias de fibroblastos (CFU-F,
colony forming unit fibroblast) ' 2 e ao longo dos anos receberam diferentes
denominacfes. Em 2006, a Sociedade Internacional de Terapia Celular (ISCT)
propds a denominacéo células estromais mesenquimais, mantendo o acrénimo
MSC 34,

Embora a medula 6ssea tenha sido a primeira e, ainda, representa a
mais classica fonte de obtencdo de MSC, uma série de outros tecidos tém sido
utilizados, com excelentes resultados, como fontes de MSC, entre os quais vale
citar: corddo umbilical, placenta, polpa de dente, pele, musculo esquelético,
liguido amnidtico, feto, baco, pulméo, pancreas, rins e, em especial o tecido

adiposo % 6,

O emprego do tecido adiposo como fonte de MSC foi pioneiramente
proposto por Zuk e colaboradores, em 2001 °. Desde entdo, o tecido adiposo
tem se destacado como uma das mais importantes fontes para isolamento e
proliferacdo de MSC. Ha uma série de propriedades que fazem do tecido
adiposo uma alternativa altamente exequivel e eficiente para obtencéo,
isolamento e proliferagdo de ADSC. Entre as quais, vale ressaltar: abundancia
de material disponivel, que pode ser obtido do préprio paciente (autdlogo), em
procedimentos pouco invasivos e, além disso, as ADSC apresentam grande

capacidade proliferativa e diferenciacdo em ostedcitos, condrdcitos e adipécitos
4,5,6,8,9.

Ao longo dos anos, varios meétodos tém sido propostos para o
isolamento e proliferacdo das células estromais mesenquimais do tecido
adiposo 4 21 9, Visando melhorar a qualidade na extracdo e maior viabilidade
celular, métodos automatizados e semiautomatizados, tém sido propostos para

aumentar a eficiéncia do processo de extracdo da SVF e posterior extracao de
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ADSC. Estudos realizados com diversos modelos de aparatos, como Celution
(Cytori, San Diogo, EUA), Gid SVF (Gid Europe LTD, Londres, Inglaterra),
Puregraft 250 (GC Aesthetics, Irlanda), Stem.pras / Duografter Il (Proteal,
Espanha) e Sistema Kiso (Keai Bioreserarch Inc., Vancouver, Canadg) 4 1. 10
buscam melhorar a eficiéncia na recuperacao celular, diminuicdo no tempo do
processo, a facilidade de uso e configuracdo do sistema. A manutencdo da
viabilidade celular, bem como a efetividade do processo na obtencéo da fracéo
estromal vascular (SVF) do tecido adiposo, seguido do cultivo e proliferacéo
das ADSC sé&o atributos fundamentais para os procedimentos de terapia
celular, visto que ndo s6 um grande numero, mas, também, que as células
mantenham a integridade genética e funcional para que se possa otimizar 0os

resultados terapéuticos.

A partir de dados prévios da literatura acerca da eficiéncia e
exequibilidade de procedimentos semiautomatizados para isolamento de SVF e
posterior extracdo e proliferagdo de ADSC 10 11,12, 13, 14 formulou-se a hip6tese
que o emprego de um método semiautomatizado seria vantajoso em termos de
eficiéncia e viabilidade celular comparativamente 4 metodologia classica ou
método convencional. Entendendo-se aqui como método convencional, 0s

métodos apresentados em trabalhos classicos da literatura 7 615,

A fim de testar essa hipotese, buscou-se, neste trabalho, realizar uma
analise comparativa entre a metodologia convencional (classica) e o emprego
de um processo semiautomatizado para o isolamento das ADSC a partir da
fracdo estromal vascular, oriunda do tecido adiposo de mulheres submetidas
ao procedimento de lipoaspiracdo estética da regido abdominal. A partir de
uma serie de adequacdes metodoldgicas para obtencdo da Fracdo Estromal
Vascular (SVF), para posterior cultivo e proliferacdo das ADSC, foi possivel
estabelecer, &s condi¢cdes operacionais do Laboratdrio de Genética e Terapia
Celular — GenTe Cel (UNESP), um protocolo para extracdo de ADSC
empregando-se o sistema Kiso (Keai Bioreserarch Inc.), que consiste numa

plataforma semiautomatizada para isolamento de SVF.

Como referido acima, para estabelecer o protocolo semiautomatizado
foram testados diferentes parametros experimentais, entre os quais, ressalte-

se, a concentracdo da enzima colagenase. Estabelecido um protocolo
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reprodutivel para o processo semiautomatizado, foram analisados, de forma
comparativa entre os dois métodos (convencional e semiautomatizado),
diferentes parametros, como viabilidade celular e parametros de validacdo de
células estromais mesenquimais (MSC), como imunofenotipagem por

citometria de fluxo e potencial de diferenciagéo celular in vitro.

Os resultados de proliferacao celular, analisados comparativamente para
os dois procedimentos (convencional e semiautomatizado) dentro de uma
perspectiva descritiva analitica, mostram semelhanca e sobreposicdo em
alguns segmentos da curva de proliferacdo ao longo do tempo. N&o foi possivel

0 emprego de nenhum teste estatistico inferencial em uma Gnica amostra.

Os resultados referentes a cultura e caracterizacdo das ADSC mostram
que, tanto para as células obtidas pela metodologia convencional, quanto pelo
sistema Kiso - semiautomatizada, as células apresentaram os trés critérios
minimos definidos, pela Sociedade Internacional de Terapia Celular — ISCT,
quais sejam aderéncia a superficie plastica dos frascos de cultura, presenga (=
95%) de marcadores de superficie CD105, CD73 e CD90, e auséncia (< 2) dos
CD45, CD34 e HLA classe Il e apresentaram potencial de diferenciacdo em

ostedcitos sob determinadas condi¢cées de inducéo in vitro 4 7.

Em sintese, apesar da limitacdo da amostragem, os resultados
disponiveis sugerem que o emprego do sistema semiautomatizado, no caso o
sistema Kiso, representaria uma alternativa vantajosa em relagdo ao método
convencional, sobretudo quanto a menor manipulacédo do processo, diminuicdo
do tempo de isolamento da fracdo estromal e, consequentemente, menor risco

de contaminagéo bioldgica.
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METODOS
Obtencéao do tecido adiposo

As ADSC foram obtidas de tecido adiposo humano proveniente de
quatro individuos do sexo feminino (n=4), a partir de procedimentos de
lipoaspiracdo (abdominoplastia) executados na clinica de cirurgia estética
Maison das Flores da cidade de Assis, SP. O material foi proveniente de
procedimentos eletivos de lipoaspiracdo, em mulheres, com idade entre 30 e
60 anos (Tabela 3), mediante concordancia das doadoras e autorizacao de uso
do material biolégico por meio de assinatura do termo de consentimento livre e
esclarecido (CAAE: 09531618.4.0000.5401/ Parecer: 3.520.931).

Apos o procedimento cirdrgico, o material bioldgico foi acondicionado em
frasco estéril tubo Falcon (BD, Nova Jersey, EUA) e imediatamente
transportado a temperatura ambiente para o Laboratério de Genética e Terapia
Celular da UNESP — Campus Assis, para a realizacdo do isolamento celular

convencional e semiautomatizado.

Isolamento de células estromais mesenquimais oriundas de tecido
adiposo humano (ADSC) empregando-se 0 método convencional

(classico)

O isolamento das ADSC foi realizado conforme o método descrito por
Zuk e colaboradores (2001), com pequenas modificacdes, pelo Laboratério de
Genética e Terapia Celular — GenTe Cel (UNESP — Campus de Assis). A
coleta de tecido adiposo foi realizada por meio de procedimento cirargico de
lipoaspiracdo abdominal. Aproximadamente, 50 mL de material lipoaspirado
foram transferidos para dois tubos Falcon de 50 mL (BD, Nova Jersey, EUA),
contendo em cada tubo 25 mL do material lipoaspirado. Adicionou-se, para
digestdo do tecido adiposo, colagenase tipo | a 0,075% (Gibco, New York,
USA), cerca de 6 mL, para cada 25 mL de material lipoaspirado, mantendo-se
0 processo de digestdo enzimatica por 2 horas em banho-maria a 37°C, com

agitacdo manual constante, para homogeneizacao.

ApOs essa etapa, adicionou-se 6 mL de tampao fosfato (phosphate-

buffered saline — PBS 1X - LGC Biotecnologia, Brasil). O material contido nos
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tubos foi centrifugado por 10 minutos a 400g. Em seguida, o sobrenadante foi
descartado. O precipitado dos diferentes tubos foi reunido em um Unico Falcon
(BD, Nova Jersey, EUA). Foram adicionados 10 mL de solucéo de lise (NH4Cl),
por 10 minutos em temperatura ambiente. Apés este periodo, o material foi
inativado, acrescentando- se PBS (1x) e 10% Soro Fetal Bovino - SBF (LGC

Biotecnologica, Brasil), e novamente, centrifugado por 10 minutos a 400 g.

Apoés o descarte do sobrenadante, o pellet foi ressuspenso em 4 mL de
meio Alpha MEM (LGC Biotecnologica, Brasil) e filtrado em uma malha de 70
pm (Cell Strainer — BD, New Jersey, USA). No volume final, contendo as
células, foi adicionado meio Alpha MEM (LGC Biotecnologica, Brasil
suplementado com 1% de antibidtico penicilina (Gibco, New York, USA), 1% de
antibiético gentamicina (Sigma-Aldrich, Missouri, USA) e 1% de anfotericina 3
2,5 pg/ml (Sigma-Aldrich, Missouri, USA), e cultivadas, inicialmente, em frascos
de cultura T25 (BD, New Jersey, USA). A concentracao celular foi mantida em
estufa de CO2 a 5% e 37°C. A primeira troca de meio de cultura (50% do meio)
foi feita apdés 72 horas e as trocas seguintes, a cada 48 horas ou quando
necessario até atingir 80% a 100% de confluéncia em relacdo a superficie dos
frascos de cultura. Com a utilizacdo de Tripsina (Gibco, Nova lorque, EUA) as
células sofreram desprendimento da placa de cultura (Biofil, Ribeirdo Preto,
Brasil) e foram transferidas para um novo frasco T25 (BD, Nova Jersey, EUA),

e cultivadas, assim, até a quinta passagem (Figura 3).

Avaliacéo da viabilidade celular

Para averiguar o percentual de células vidveis nas culturas, foi retirada
uma aliquota de 10 pL para contagem de células viaveis no inicio da
proliferacdo celular e a cada passagem, empregando o método de coloracéo
com Azul de Trypan. A contagem de células com incorporagédo ou exclusdo do
corante foi realizada em modelo camara de Neubauer, em microscopio 6tico

(Olympus CX 31, Olympus Corporation, Tokyo, Japao).
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Isolamento de fragcdo estromal vascular (SVF) e cultivo e proliferacéo de
células estromais mesenquimais oriundas de tecido adiposo humano

(ADSC) empregando-se o Método Semiautomatizado

Para o isolamento de SVF, pelo processo semiautomatizado, foi
empregado o protocolo proposto pelo fabricante Sistema Kiso (Keai
Bioreserarch Inc., Vancouver - Canada), com pequenas modificacdes 7. Apds
a coleta do tecido adiposo, o material lipoaspirado foi acondicionado em dois
tubos Falcon de 50 mL. Cerca de 60 mL deste tecido foi aspirado por uma

seringa modelo cateter (BD, Nova Jersey, EUA) e reservada.

Conectou-se a bolsa uma Solucado de Ringer Lactato (Solucéo de cloreto
de célcio 2H20 a 0,02%, cloreto de potassio a 0,03%, cloreto de sodio a 0,6%,
JP Industria Farmacéutica S.A., Ribeirdo Preto, Brasil) de 500 mL na Bandeja

Buffer, compartimento superior que aloja a bolsa de Solucdo de Ringer Lactato.

A bolsa processadora Kiso (Keai Bioreserarch) foi conectada ao aparato.
Duas seringas foram encaixadas em seus respectivos lugares, uma com 6 mL
da enzima colagenase tipo | a 0,15% (Gibco, Nova lorque, EUA) e uma outra
para succao da solucdo de Ringer Lactato durante o processamento.

A amostra de 50 mL de tecido adiposo, previamente reservada, foi
injetada na bolsa de processamento, lentamente. O processamento de
extracdo da SVF teve a duracdo de aproximadamente 50 minutos. Apos
término do processo, o volume final, cerca de 60 mL de SVF, foi dividida em
dois tubos Falcon de 50 mL e adicionada solucéo lise (NH4Cl) por 10 minutos,

a temperatura ambiente.

Em seguida, o material foi inativado, acrescentando PBS (1x) e 10%
Soro Fetal Bovino - SBF (LGC Biotecnologica) e novamente, centrifugado por

10 minutos a 400 g. O sobrenadante descartado.

Adicionou-se 1 mL de meio Alpha MEM (LGC Biotecnologica)
suplementado com 1% de antibiotico penicilina / antimicotico estreptomicina
(AA) (Gibco, New York, USA), 1% de antibiético gentamicina (Sigma-Aldrich,
Missouri, USA) e 1% de anfotericina 2,5 pg/ml (Sigma-Aldrich, Missouri, USA)
ao pellet para ser homogeneizado e plaqueadas em garrafas de cultura de 25
cm? (T25) (BD, Nova Jersey, EUA).
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As células foram dissociadas ao atingir de 80% a 100% de confluéncia,
com a utilizacdo de tripsina (Gibco) e transferidas para um frasco T25 (BD,
New Jersey, USA), e cultivadas, assim, até a quinta passagem. A primeira
troca do meio de cultura (50% do meio) foi feito ap6s 72 horas e as trocas
seguintes, a cada 48 horas (Figura 4).

Para averiguar o percentual de células viaveis nas culturas, foi retirada
uma aliquota de 10 pyL para contagem de células viaveis, vivas e mortas, no
inicio da proliferacdo celular e a cada passagem, empregando o método de
coloracdo com Azul de Trypan. A contagem de células com incorporacdo ou
exclusdo do corante foi realizada em modelo camara de Neubauer, em

microscopio otico (Olympus CX 31, Olympus Corporation, Tokyo, Japao).

Teste de Viabilidade Celular: Proliferag&o Celular

A partir da contagem das MSC foi determinada a concentracdo celular
de 1 x 10%cm? e semeadas em placas de 32 pocos (Biofil, Ribeirdo Preto,
Brasil) em triplicatas e feita a contagem celular diariamente durante 10 dias. As
células foram tripsinizados e a contagem das células vivas e mortas foi

realizada em modelo camara de Neubauer, coradas com Azul de Trypan.

Com o conjunto de dados gerados foi realizada a construcdo da curva de
crescimento, para efeito comparativo do perfil observado para os trés conjuntos

de amostras.

A equacdao, abaixo representada, foi aplicada para contagem das células

onde, fd representa o fator de diluicdo da amostra:

X células / mL = total de células | n° de quadrantes contados X fdx10*

Imunofenotipagem por citometria de fluxo

Foram realizados ensaios com o objetivo de caracterizar fenotipicamente
as subpopulacdes celulares presentes na cultura das ADSC. As células foram
analisadas por citometria de fluxo em FACS Calibur (Becton Dickinson, Nova
Jersey, EUA) usando os anticorpos contra os marcadores de superficie CD73,
CD90, CD105, CD34, CD45 e o antigeno leucocitario humano (HLA)-DR
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(Becton Dickinson Pharmigen, Nova Jersey, EUA) 16.

As células foram incubadas com os anticorpos monoclonais seguindo
recomendacdo do protocolo do fabricante. Foram analisados 10.000 eventos

para cada amostra.

Analise do potencial de diferenciacdo das ADSC
Diferenciacdo Adipogénica

Com o propésito da diferenciacdo adipogénica, as ADSC foram
semeadas a uma concentragdo 1 x 10* células/cm? e cultivadas em meio Alpha
MEM (LGC Biotecnologica) suplementado com 1% do antibiético penicilina /
antimicético estreptomicina (AA) (Gibco, New York, USA), 1% de antibiético
gentamicina (Sigma-Aldrich, Missouri, USA) e 1% anfotericina B 2,5 pg/ml
(Sigma-Aldrich, Missouri, USA).

ApoOs 24 horas de cultivo, 0 meio foi retirado e as células foram lavadas
com tampéao fosfato (phosphate-buffered saline — PBS 1X - LGC Biotecnologia)
e cultivadas durante oito dias na presenca do meio de inducao de diferenciacao
adipogénica StemPro (Gibco, Nova York, USA), segundo a metodologia

proposta pelo fabricante.

A presenca de adipdcitos foi confirmada mediante coloracéo das células
com Oil Red O (Sigma-Aldrich, Missouri, USA).

Aspectos éticos

O projeto foi submetido ao Comité de Etica em Pesquisa (CEP) da
Faculdade de Ciéncias e Letras de Assis — UNESP, e registrado pela
Plataforma Brasil (CAAE: 09531618.4.0000.5401/ Parecer: 3.520.931).

O experimento foi conduzido de acordo com o0s parametros legais,
definidos na resolugédo 196/96 do Conselho Nacional de Saude — Ministério da

Saude.

Apos informacgdes sobre a pesquisa os doadores voluntarios assinaram

o termo de consentimento livre esclarecido (TCLE), anexado a este projeto.
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RESULTADOS
Padronizacéo do Isolamento das ADSC pelo Método Semiautomatizado

Sendo, o processador Sistema Kiso (Keai Bioreserarch Inc., Vancouver -
Canadd) semiautomatizado, o Unico encontrado no Brasil, foi necessario a
padronizacdo de um protocolo para o isolamento das ADSC oriundas de tecido

adiposo, adequando-se as condicdes do laboratorio.

Para comprovar, a eficiéncia de extracdo pelo processador Kiso,
realizou-se a extracdo celular do material de descarte lipoaspirado de quatro
pacientes do sexo feminino com idade entre 30 e 60 anos (Tabela 3).

Inicialmente, foi utilizada a enzima colagenase tipo | (Gibco, New York,
USA) a uma concentracdo de 0,075%, a mesma concentracdo utilizada no
protocolo para extracdo no método convencional. Apos a realizacdo de testes
de extracbes com o processador Kiso semiautomatizado com material de
descarte das pacientes 1 e 2 (Tabela 3) e semeadura do material pos-
centrifugacdo, verificou-se que o rendimento celular com concentracéo
enzimatica adotada na metodologia convencional para as ADSC era
extremamente inferior aos valores obtidos para as extracdes pela metodologia
convencional. Nao foi observada a formacao de colbnias de células similares a

fibroblastos, conforme padréo descrito na literatura 4 5 6.9,

Posteriormente, diante dos resultados, novos testes foram realizados
com material de descarte das pacientes 3 e 4 (Tabela 3), porém utilizando a
enzima colagenase tipo | na concentracdo de 0,150%, o que correspondia ao

dobro da concentracdo enziméatica do protocolo convencional.

Foi realizada a centrifugacdo da SVF (Figuras 3 A, B) e semeadura do
pellet. Apés 48 horas foram observadas células aderidas a superficie plastica, e
em 72 horas, a formacdo de colbnias de células com aspecto fibroblastoide,

conforme padrdo descrito na literatura 4.

A partir desses resultados foi possivel estabelecer que a concentracéo
da enzima colagenase tipo | (Sigma), da ordem de 0,150%, foi adequada para
isolamento e posterior cultivo das ADSC a partir do processamento

semiautomatizado adotado neste trabalho, o Sistema kiso (Figura 4).
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Imediatamente apds o isolamento e a cada passagem foi realizada a
determinacdo do numero de células viaveis, em camara de Neubauer,
empregando-se, como descrito em material e métodos, o0 método de exclusdo
de azul de Trypan. Os resultados de viabilidade celular s&o apresentados nas
tabelas 4 e 5 e figuras 7 e 8.

Os resultados obtidos, em termos de rendimento, conforme
apresentados na tabela 4 e figura 7 (paciente 3) mostraram que o isolamento
pelo método convencional apresentou maior eficiéncia quanto ao numero de

células viaveis, relativamente ao método semiautomatizado.

Conforme apresentado na tabela 4 e figura 8 (paciente 4) observa-se
uma discreta diferenca quantitativa de células entre os métodos convencional e

semiautomatizado.

Em funcdo de um ndmero pequeno de amostras, nao foi possivel aplicar
nenhum teste estatistico, mas apenas realizar, por ora, uma analise descritiva
dos resultados, discutindo como as variaveis (amostras das pacientes) se

comportaram.

Caracterizacdo das Células estromais mesenquimais derivadas do tecido
adiposo (ADSC)

A fim de validar se as células empregadas para analise comparativa dos
diferentes parametros entre 0 método convencional e semiautomatizado, eram
realmente células estromais mesenquimais, foram aplicados os critérios
preconizados pela associacdo internacional de terapia celular (ISCT), conforme
publicado por Dominici et al., (2006) 16, capacidade de adesdo & superficie
plastica das garrafas de cultura, potencial de diferenciacéo e imunofenotipagem

por citometria de fluxo.

As cultura primarias de ADSC foram semeadas a uma densidade de 1 x
10° células/cm?. Ap6s 48 horas foi verificada a aderéncia celular na superficie
das culturas. A partir de 72 horas, foi possivel observar a presenca de colonias
celulares com morfologia fusiforme. Estas caracteristicas foram verificadas

para as culturas oriundas das extragdes convencional e semiautomatizada.
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Conforme apresentado na figura 9, para metodologia convencional, em
A, no 7° dia de cultivo, foram observadas células com morfologia fusiforme,
semelhante a fibroblastos. Em B, apds 12 dias do inicio do cultivo, verifica-se

uma confluéncia de 80% a 90%.

Na figura 10, que apresenta células cultivadas ap0s o processamento
pelo método semiautomatizado, pode-se verificar que as células no 7° dia de
cultivo, em A, apresentam aspecto fibroblastéide. Em B, no 12° dia de cultivo é
mantido o aspecto fibroblastoide, e uma area de confluéncia de,
aproximadamente 70 a 80 %.

Para verificar se as células isoladas do tecido adiposo se adequavam
aos requisitos preconizados pela Sociedade Internacional de Terapia Celular
para validacdo das MSC 6, foram realizados testes de diferenciacéo in vitro
das MSC para obtencéo de adipécitos.

E possivel observar na figura 11, para metodologia convencional (A) e
para metodologia semiautomatizada (B), a ocorréncia de vacuolos lipidicos
corados, em vermelho, com Oil Red, indicando a diferenciacdo a diferenciacao
das ADSC em adipdcitos.

Teste de Viabilidade Celular e proliferacao Celular

A proliferacdo celular entre o0s métodos convencional e
semiautomatizado foram realizados e os resultados utilizados para comparar o

potencial de proliferacdo entre as culturas.

A proliferacdo celular a partir do método convencional revelou um
crescimento inicial lento (fase lag) nos primeiros cinco dias de cultivo, 0 que
representa o periodo de adaptacdo metabdlica das células apés a semeadura.
Apds o sexto dia, as células apresentaram uma fase de crescimento
exponencial (fase log), tendo o pico de crescimento no 7° dia de cultivo. Apds
esse periodo o crescimento teve um decréscimo significativo. Comparando ao
método semiautomatizado, a proliferacdo demonstrou um crescimento lento
(fase lag) nos primeiros cinco dias de cultivo, igualmente como visto no
convencional, o que representa o periodo de adaptagdo metabdlica das células

apo0s a semeadura. Posteriormente, no sexto dia, as células apresentaram uma



o1

fase de crescimento exponencial (fase log), tendo o pico de crescimento no 8°
dia de cultivo, um dia depois, do visto na convencional. Apos esse periodo 0

crescimento teve um decréscimo significativo (Figura 12).

Imunofenotipagem por citometria de fluxo

A analise de citometria de fluxo confirmou a caracterizacao da populacéo
celular composta por células mesenquimais. A estratégia de distribuicdo foi

projetada para excluir detritos e agregados.

Para metodologia semiautomatizada, amostras 8marC (001, 002, 003),
os marcadores de superficie (CD) apresentaram valores positivos acima de
90% para CD 73 (99.58%), CD 90 (99.98%) e CD 105 (92.96%) e negativos
para CD 34 (0.06%), CD 45 (3.33%) e HLA classe Il (0.27%), conforme
apresentado na tabela 6 e figura 15. Estes dados sdo compativeis com 0s
critérios de validacdo para células estromais mesenquimais, conforme
preconizado pela Sociedade Internacional de Terapia Celular 6. Os gréficos da
figura 14 mostram as porcentagens, citadas na Tabela 6, para metodologia

semiautomatizada, referentes aos marcadores de superficie.

Para metodologia convencional, foi confirmada nas amostras 8marA
(001, 002, 003) a caracterizacdo da populacdo celular composta por células
mesenquimais, apresentando marcadores de superficie positivos para CD 73
(96.58%), CD 90 (88.96%) /e CD 105 (37.42%) e negativos para CD 34
(0.27%), CD 45 (11.94%) e HLA classe 1l (0.31%), conforme a tabela 7 e figura
15. Os graficos da figura 14 mostram as porcentagens, citadas na Tabela 7,

para metodologia convencional, referentes aos marcadores de superficie.
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DISCUSSAO

Desde os trabalhos pioneiros de Zuk e colaboradores *: 2, grande nimero
de artigos tém sido publicados com diferentes proposi¢cdes metodolégicas para
isolamento e proliferagdo de células estromais mesenquimais de tecido adiposo
- ADSC 45618,

Ainda, a partir de dados prévios da literatura acerca da eficiéncia e
exequibilidade de procedimentos semiautomatizados para isolamento da fracédo
estromal vascular (SVF) e posterior proliferacdo de ADSC, formulou-se a
hip6tese que o emprego de um método semiautomatizado seria vantajoso em
termos de eficiéncia e viabilidade celular, comparativamente & metodologia
cladssica ou método convencional. Entendendo-se aqui, como método
convencional ou classico, o conjunto de procedimentos que correspondem a
padrées metodolégicos bem estabelecidos, aplicados ao isolamento de ADSC,
para posterior proliferacdo, executados por meio de manipulacdo das amostras
e controlados diretamente pelo préprio pesquisador ou técnico, seguindo, em
linhas gerais, o conjunto de procedimentos estandartizados e incorporados a
rotina de isolamento das ADSC, conforme trabalhos classicos publicados

previamente 76 15,

A fim de testar essa hipdtese, buscou-se, neste trabalho, realizar uma
analise comparativa entre a metodologia convencional (classica) e o emprego
de um processo semiautomatizado para o isolamento de fracdo estromal
vascular e posterior proliferacdo das ADSC, oriunda do tecido adiposo, de
mulheres submetidas ao procedimento de lipoaspiracdo estética da regido

abdominal.

A partir de uma serie de adequacdes metodologicas para obtencdo da
fragcdo estromal vascular, para posterior cultivo e proliferacdo das ADSC, foi
possivel estabelecer, &s condi¢cdes operacionais do Laboratorio de Genética e
Terapia Celular — GenTe Cel (UNESP), um protocolo eficiente e reprodutivel
para extracdo de SVF empregando-se o sistema Kiso (Keai Bioreserarch Inc.),
que consiste numa plataforma semiautomatizada para isolamento de SVF.
Como referido acima, para estabelecer o protocolo semiautomatizado foram
testados diferentes parametros experimentais, entre 0s quais, ressalte-se, a

concentragéo da enzima colagenase.
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Estabelecido um protocolo exequivel para o processo semiautomatizado,
foram analisados de forma comparativa entre os dois métodos (convencional e
semiautomatizado), diferentes parametros, como viabilidade celular e
parametros de validacdo de células estromais mesenquimais (MSC), como
imunofenotipagem por citometria de fluxo e potencial de diferenciacao celular in

vitro.

No que se refere ao emprego da colagenase, a concentracéo de 0,075%
(em PBS) tem sido classicamente adotada, desde os trabalhos pioneiros de
ZUK et al, 2001/2002 e ORGUN; MIZUNO, 2017 # 5 7, Essa concentracdo
enzimatica nao foi, no entanto, efetiva para isolamento e cultivo de ADSC a
partir da SVF do lipoaspirado pelo sistema semiautomatizado. ApdOs varios
testes, com concentragcdes crescentes de colagenase, obteve-se proliferacao
celular de forma eficiente e reprodutivel na concentragdo de 0,150% de
colagenase, que corresponde ao dobro da concentracdo empregada no método
classico ou convencional. Entendendo-se, neste caso, por eficiente, os
resultados de proliferacdo celular que apresentaram um perfil muito similar
aquele obtida para o cultivo pelo método convencional, conforme os resultados

apresentados na figura 12.

O processo de isolamento da fracdo estromal vascular pelo processo
semiautomatizado ocorre em temperatura ambiente, ou seja, no projeto original
do equipamento Kiso nédo foi incorporado um sistema para registro e controle
de temperatura. Dessa forma pode-se aventar, entre outras hipoteses, que a
manutencdo do processo em uma temperatura que nao corresponderia a
condicao ideal, ou pico de atividade enzimética da colagenase (37°C), seria
um dos fatores determinantes do baixo rendimento e proliferacdo celular
guando se empregou a mesma concentracdo de colagenase (0,075%), adotado
na metodologia convencional, na qual a temperatura € mantida constante a
37°C, durante o processo de digestdao enzimatica, por um periodo que varia,

entre diferentes laboratorios, numa faixa de 30 a 90 minutos & 7. 15,

Os procedimentos adotados em outros laboratérios tém empregado a
enzima Liberase (Roche Applied Science, USA) na proporcao de 5mg para 60
ml de lipoaspirado. A liberase corresponde a um complexo enzimatico

composto por colagenase I, colagenase Il altamente purificadas e thermolisina
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uma protease neutra ndo clostridial. Esta combinagdo enzimética apresenta
maior estabilidade térmica em relacdo a colagenase tipo |. Neste contexto, o
emprego de outras enzimas proteoliticas, como a liberase (Roche), que
apresentam maior estabilidade térmica, representaria um complexo enzimético
mais adequado as condi¢cbes experimentais do processador Kiso, cujo método
de isolamento da SVF ocorre a temperatura ambiente. Condicdo que poderia
acometer o sitio (ou sitios) catalitico da colagenase, afetando o mecanismo de
acado da enzima e consequentemente, um menor rendimento no processo de

isolamento e proliferagéo celular.

Os resultados do perfil quantitativo de proliferacdo celular, analisados
comparativamente para 0s dois procedimentos (convencional e
semiautomatizado) dentro de uma perspectiva descritiva analitica, mostram
semelhanca e sobreposicdo em alguns segmentos da curva de proliferacdo ao
longo do tempo. N&o foi possivel o emprego de nenhum teste estatistico
inferencial, considerando que o grafico de proliferacdo celular, conforme
apresentado na Figura 12, corresponde aos resultados de uma Unica amostra,
proveniente de apenas uma paciente. Neste contexto, devido as limitagdo das
amostras, os resultados disponiveis sugerem que o emprego do sistema
semiautomatizado, no caso o sistema Kiso, representaria uma alternativa
vantajosa em relacdo ao método convencional, sobretudo quanto a menor
manipulagdo do processo, diminuicdo do tempo de isolamento da fragéo

estromal e, consequentemente, menor risco de contaminacéao biologica.

Um aspecto a ser ressaltado, refere-se a emergéncia da terapia celular
no contexto da engenharia de tecidos e medicina regenerativa, areas que tém
sido denominadas internacionalmente pelo acronimo TERM (engenharia de
tecidos e medicina regenerativa). A decorréncia dessa expansao tem
provocado a geracdo de novas alternativas e demandas na area de saude. A
expectativa € que o mercado de engenharia de tecidos e medicina regenerativa
(TERM) deverad movimentar na proxima década cifras da ordem de bilhdes de
dolares. Neste cenario, com o propésito de aprimorar a qualidade, viabilidade
celular e eficacia terapéutica, varias empresas tém se dedicado ao
desenvolvimento de sistemas automatizados ou semiautomatizados para

isolamento e cultivo de ADSC 19,
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No final do primeiro semestre de 2016, recebemos da empresa Keai
Bioreserarch Inc. (Vancouver, Canadda), fabricante do equipamento Kiso, a
proposta para testar o sistema Kiso para isolamento da fracdo estromal
vascular de tecido adiposo obtido a partir de procedimento de lipoaspiragao em
humanos. Em outubro do mesmo ano, recebemos o aparato vindo diretamente
de Vancouver e no inicio de 2017 passamos a realizar os primeiros testes para
adequacdo da metodologia de isolamento da SVF e cultivo de ADSC. O
equipamento recebido em nosso laboratério, em regime de comodato, € o
anico em operagcdo no Brasil. Para adequacdo da metodologia de isolamento
da SVF, seguido do cultivo celular para proliferacdo das ADSC foram
necessarios ajustes, sobretudo quanto a adequacdo da concentracdo de
colagenase, conforme comentado anteriormente. O equipamento apresentou,
em duas ocasidoes um problema no sistema de infusdo do tampéao, contendo
colagenase. A correcdo foi resolvida seguindo instrucdes online da equipe
técnica da Keai Bioreserarch, em Vancouver. Apos esses dois episodios o
aparato tem se mostrado estavel e com funcionamento adequado, o que
permite afirmar que se trata de um sistema robusto e que exige pouca

manutencao.

Os resultados referentes a cultura e caracterizacdo das ADSC mostram
que, tanto para as células obtidas pela metodologia convencional, quanto pelo
sistema Kiso - semiautomatizada, as células apresentaram os trés critérios
minimos definidos, pela Sociedade Internacional de Terapia Celular — ISCT 16,
As células em cultivo apresentaram aderéncia a superficie plastica das garrafas
de cultura e morfologia fibroblastoide, conforme apresentado nas Figuras 9 e
10. Dentro dos critérios de validagdo, os resultados de imunofenotipagem por
citometria de fluxo, mostram a ocorréncia de antigenos de superficie (CD)
acima 90 % para CD 73, CD 90 e CD 105 e percentagem abaixo de 2 % para
CD 34 e CD 45 416, Os resultados mostram ainda que as células em cultivo na
quinta passagem apresentaram potencial de diferenciacdo in vitro em

adipdcitos.

Apesar de avancos tecnolOgicos recentes, 0s sistemas automatizados
ou semiautomatizados para isolamento e proliferacdo de ADSC nao estéo,

ainda, amplamente incorporados e ocupam uma parcela, que podemos
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considerar, ainda, incipiente na rotina dos laboratérios de pesquisa com
engenharia de tecidos, medicina regenerativa e translacional. Ndo se dispde,
também, de uma vasta literatura relativa ao tema. Em publicagdes anteriores,
como o trabalho de Aronowitz e colaboradores (2012) apresentado na reunido
da “International Federation for Adipose Therapeutics and Science”, foram
comparados quatro aparatos. Cada aparato produziu células autdégenas viaveis
para uso clinico em aproximadamente 120 minutos 2. H4, como apresentado,
na Tabela 2, varias empresas produzindo diferentes tipos de aparatos que
empregam sistemas automatizados ou semiautomatizados para isolamento da

fracdo vascular estromal. Muitos sdo ainda protétipos em fase de testes.

CONCLUSAO

Os resultados disponiveis até o momento, apesar da limitacdo de
amostras, sugerem que o emprego do sistema semiautomatizado, no caso o
sistema Kiso, representaria uma alternativa vantajosa em relacdo ao método
convencional, sobretudo quanto a menor manipulacéo do processo, diminuicdo
do tempo de isolamento da fragdo estromal e, consequentemente, menor risco

de contaminacao biologica.

Ha& uma série de questdes e aspectos metodoldgicos a serem revistos
como a ampliacdo da amostra de tecido adiposo proveniente de maior numero
de doadores. Sera importante a realizacdo de culturas em triplicata, para cada
tempo de analise nos experimentos de proliferacdo celular. Sera importante,
também, estabelecer, quando possivel, condicbes experimentais pareadas ou
aproximadas entre os procedimentos testados, como, por exemplo, o tempo de
tratamento com a enzima colagenase. A nossa sugestdo para um
aprimoramento no equipamento seria a incorporacdo de um sistema de
controle e manutencdo da temperatura durante o processo de isolamento da

fracéo estromal.



Declaracéo de interesse

Os autores declaram nao haver conflito de interesse.

S7



58

REFERENCIAS

1. Friedenstein, JA, et al. Osteogenesis in transplants of bone marrow cells.
Embryol. Exp. Morph., 1966; 16(3): 581-390.

2. Friedenstein AJ, et al. Heterotopic of boné marrow. Analysis of precursor
cells for osteogenic and hematopoietic tissues. Transplantation; 1968; 6: 230-
47.

3. Horwitz, EM, et al. Clarification of the nomenclature for MSC: The
International Society for Cellular Therapy position statement. Cytotherapy,
2005; 7(5):393-395.

4. Orgun D, Mizuno H. Multipotency and secretome: the mechanisms behind
the regenerative potential of adipose-derived stem cells. Plastic and Aesthetic
Research. 2017; 4: 32-40.

5. Bourin, P, et al. Stromal cells from the adipose tissue-derived stromal
vascular fraction and culture expanded adipose tissue-derived stromal/stem
cells: a joint statement of the International Federation for Adipose Therapeutics
and Science (IFATS) and the International Society for Cellular Therapy
(ISCT). Cytotherapy, 2013; 15: 641-648.

6. Bunnell, B, et al. Adipose-derived stem cells: isolation, expansion and
differentiation. Methods, 2008; 45(2), 115-120.

7. Zuk PA, et al. Multilineage cells from human adipose tissue: implications for
cell-based therapies. Tissue Eng., 2001; (2): 211-28.

8. Gimble, J, et al. Adipose-derived stem cells for regenerative medicine.
Circulation. Research, 2007; 100: 1249-1260.

9. Zuk P.A. The Adipose-derived Stem Cell: Looking Back and Looking Ahead.
Mol Biol Cell., 2010; 21:1783-87.

10. Aronowitz, JA, Ellenhorn, JD. Adipose stromal vascular fraction isolation: a
head-to-head comparison of four commercial cell separation systems. Plast
Reconstr Sur. 2013; 132(6): 932e-9e.



59

11. Fraser, JK, et. al. The Celution System: Automated Processing of Adipose-
Derived Regenerative Cells in a Functionally Closed System. Adv Wound Care
(New Ronchelle), 2014; 3(1):38-45.

12. Oberbauer, E, et al. Enzymatic and non-enzymatic isolation systems for
adipose tissue-derived cells: current state of the art. Cell Regeneration, 2015;
4(1), 7.

13. Sundarraj S, et al. Development of a system and method for automated
isolation of stromal vascular fraction from adipose tissue lipoaspirate. Stem
Cells Int., 2015; 1-11.

14. Rodriguez, J, et al. Evaluation of three devices for the isolation of the
stromal vascular fraction from adipose tissue and for ASC culture: a

comparative study. Stem cells international, 2017.

15. Zuk PA, et al. Ashjian P. Human Adipose Tissue Is a Source of Multipotent
Stem Cells. Mol. Biol. Cell, 2002; 13:12.

16. Dominici M, et al. Minimal criteria for defining multipotent mesenchymal
stromal cells. The International Society for Cellular Therapy position statement
Cytotherapy, 2006; 8(4): 315-7.

17. Manual de uso do Sistema Kiso. Keai Bioresearch Inc, 2015.

18. Fuoco, NL, et al. Proposi¢cdo de uma nova metodologia para isolamento e
cultivo de células-tronco mesenquimais derivadas do tecido adiposo. Rev.
Interdisciplinar de Estudos Experimentais. 2016; 8: 7-14.

19. Syed, BA, Evans, J B. Stem cell therapy. Nature Reviews; 2013.

20. Aronowitz, JA, et al. Mechanical versus enzymatic isolation of stromal

vascular fraction cells from adipose tissue. Springerplus, 2015; 4(1), 713.

21. Matsumoto, D. et al. Cell-Assisted Lipotransfer: Supportive Use of Human
Adipose-Derived Cells for Soft Tissue Augmentation. 2006; 12(12).


https://www.molbiolcell.org/doi/abs/10.1091/mbc.e02-02-0105
https://www.molbiolcell.org/doi/abs/10.1091/mbc.e02-02-0105
https://www.molbiolcell.org/doi/full/10.1091/mbc.e02-02-0105
https://www.molbiolcell.org/doi/full/10.1091/mbc.e02-02-0105
https://www.molbiolcell.org/journal/mboc
https://www.molbiolcell.org/toc/mboc/13/12

TABELAS

60

Tabela 1: Componentes da SVF e marcadores de superficie celular modificada
de BORA; MAJUMDAR, 2017.

Componentes
celulares SVF

Tamanhos celulares (pm)

Marcadores moleculares

ADSC

EPC

EC
MACROFAGOS
PERICITOS

~10-25 pm
~7-8 pm
~10-30 pm
~20 pm
Ate ~70 pm

Positivos

Negativos

CD24, CD73, CD90, CD105
CD34, CD31, CD133, CD146
CD31, FVIII

CD45, CD14, CD34, CD206

CD146, CD90, CD73, CD44,
CD29, CD13

CD31, CD45, CD144
CD45
CD34

CD34, CD45, CD56
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Tabela 2. Diferentes sistemas automatizados e semiautomatizados para

extracdo de ADSC.
Aparato Fabricante/ Processo Referéncia
Pais
. Cytori, San Diogo, Automatizado Fraser et al., 2014
Celution EUA
Stempeutron, Automatizado Sundaraj et al., 2015
Bangalore, India
Stempeutron
ENC, Lr}_tem;ticc’:nalf_ Semiautomatizado Aronowitz et al., 2013
. . eplblica da Coreia
Multi Station
Cha Biotech,
Republica da Coreia | semiautomatizado | Aronowitz; Ellenhorn,
Cha-Station 2013

Lipokit / MaxStem

Gid SVF 1

Puregraft 250

Stem.pras / Duografter Il

Sistema Kiso

Medi-Khan,
West Hollywood,
Califérnia

Gid Europe LTD,
Londres

GC Aesthetics,
Irlanda

Proteal, Espanha

Keali Bioreserarch
Inc., Vancouver,
Canada

Semiautomatizado

Semiautomatizado

Semiautomatizado

Semiautomatizado

Semiautomatizado

Aronowitz; Ellenhorn,
2013

Rodriguez et al., 2017

Rodriguez et al., 2017

Rodriguez et al., 2017

Aronowitz et al.,
2013; Fraser et al.,
2014
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Tabela 3. Pacientes submetidos a abdominoplastia quanto ao género e idade.

Paciente Género Idade Doenca Uso de
(Anos) Cronica medicamento
Croénico
1 Feminino 51 - -
2 Feminino 38 Hipertensdo Antidepressivo
Hipotireoidismo Hipotireoidismo
3 Feminino 57 - -
4 Feminino 50 - -

Tabela 4. Determinacéo de células viaveis, por meio da metodologia de azul de

Trypan, para o paciente 3, imediatamente apds processamento do lipoaspirado

e nas passagens 2 e 5.

Isolamento | Passagem 2 (P2) | Passagem 5 (P5)
Convencional 3,2 x 106 2,2 x 106 1,7 x 10°
Automatizada 7,7 x +10° 5,8 x 10° 6,7 x 10%
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Tabela 5. Determinacao de células viaveis, por meio da metodologia de azul de

Trypan, para a paciente 4, imediatamente apds processamento do lipoaspirado

e nas passagens 2 e 5.

Isolamento Passagem 2 (P2) | Passagem 5 (P5)
Convencional 2,3 x 106 2,8 x 10° 1,0 x 10°
Automatizada 2,2+106 3,9x10° 1,9 x 10°

Tabela 6. Marcadores de Superficie CD para metodologia semiautomatizada.

Marcadores. CD 73 CD 90 CD 105 CD 34 CD 45 HLA Classe Il
de Superficie
Porcentagem % 99.98% |99.98% |92.96% |0.06% |3.33% |0.27%

Tabela 7. Marcadores de Superficie CD para metodologia convencional.

Marcadores CD 73 CD 90 CD 105 CD 34 CD 45 HLA Classe Il
de Superficie
Porcentagem % 96.58% | 88.96% |37.42% | 0.27% |11.94% |0.31%
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FIGURAS

[Tecido Adiposo apés acédo enzimatical

Centrifugagao: 400g por 10 min olamento ADSC]| (7°. e 12°. Dias)
de culivo) \ /
[CD7a(m) |
- CD90(+)
CD105(+)
CD34 ()
— --..'. HLAClasse Il
Cultura
CDI1 (47}
CDY¥(+)
CD45 (+)
iy | CDT3 ()
|: nanu ,m‘,
Pellet SVF (EC; HSC; linhagens estromais) Lo

Figura 1. Diferengas fenotipicas, ao longo do cultivo, entre as células da
SVF e ADSC expandidas em cultura. ADSC (ASC): Células estromais
mesenquimais derivadas do tecido adiposo; SVF: fragdo vascular do estromal

Fonte: proprio autor.
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Figura 2. Diferentes sistemas Automatizados e Semiautomatizados:

(A) Celution (Cytori, San Diogo, EUA); (B) Stempeutron (Stempeutron,
Bangalore, india); (C) Multi Station (PNC International, Republica da Coreia);
(D) Cha-Station (Cha Biotech, Republica da Coreia); (E) Lipokit/ MaxStem
(Medi-Khan, West Hollywood, Califérnia) ; (F) Gid SVF 1 (Gid Europe LTD,
Londres); (G) Puregraft 250 (GC Aesthetics, Irlanda) ; (H) Stem.pras /
Duografter Il (Proteal, Espanha); () Sistema Kiso (Keai Bioreserarch Inc.,

Vancouver, Canada) .
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Figura 3. Etapas de isolamento convencional (classico) e cultivo de ADSC.

A) Tecido adiposo lipoaspirado (25 mL cada tubo Falcon). B) e C)
fragmentacao e limpeza do tecido adiposo, D) tecido fragmentado, E) tecido
adiposo submetido a digestdo enzimatica com colagenase, F) filtragdo, G)
centrifugacéo apos lise das heméacias, H) formacéo do precipitado e Pellet, 1)
cultivo em frascos de cultura. (Adaptado de Malagutti-Ferreira, 2016).
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Figura 4. Etapas de isolamento de ADSC semiautomatizado Sistema Kiso

(Keai Bioreserarch Inc., Vancouver - Canada).

(A) Processador Kiso (Keai Bioreserarch Inc., do Canada). (B) Preparacao para
inicio de processamento. (C) e (D) Andamento do processo. (E) Finalizacdo do
processo, apos 50 minutos. (F) SVF extraida apds termino do processo.

Figura 5. Precipitado (pellet) apds centrifugacdo da SVF da paciente 4. ApOs
centrifugacdo do lipoaspirado submetido ao processamento pelo método
semiautomatizado - Sistema Kiso. A e B — correspondem aos mesmos frascos

a partir de fotos obtidas de diferentes aproximacoes.
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Figura 6. Célula estromal mesenquimal derivada do tecido adiposo (ADSC).
Extracdo pelo método semiautomatizado, processador Sistema Kiso -
lipoaspirado obtido da paciente 3 (Tabela 2) — Célula em 32. Passagem.
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Figura 7. Rendimento celular na extragdo entre os meétodos convencional e

Automatizado na obtencao de ADSC para a Paciente 3.



70

1x107

1x10?

Mimero de células

Paciente 4

1 P5

B Convencional M Semiautomatizado

SVE P

Legenda: SVF = Fracao Vascular Estromal

P1 = Passagem 1

P5 = Passagem 5

Figura 8. Rendimento celular na extracdo entre os métodos convencional e

semiautomatizado na obtencédo de ADSC para a Paciente 4.
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Figura 9. Cultura celular de ADSC provenientes do paciente 4 - metodologia

convencional: A: células no 7° dia de cultivo. B: células aos 12 dias de cultivo.

Figura 10. Cultura celular de ADSC da paciente 4, obtidas a partir do
processamento semiautomatizado, sendo em: A: células no 7° dia de cultivo. B:

células no 12° dia de cultivo, com uma area de confluéncia de 70 a 80%.



72

Figura 11. Diferenciacado Adipogénica de ADSC da paciente 4: (A) para método

convencional e (B) método semiautomatizado.
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Figura 12. Proliferacdo das ADSC da paciente 4, a partir do isolamento pelo

método convencional e semiautomatizado.
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Figura 13. Andlise das ADSC da paciente 4 por citometria de fluxo a partir do
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Figura 14. Analise das ADSC da paciente 4 por citometria de fluxo a partir do

isolamento das células pelo método convencional.
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Figura 15. Analise comparativa das ADSC da paciente 4 por citometria de fluxo
(% of vis), a partir do isolamento das células pelo método semiautomatizado

(amostras 8marC) e convencional (amostras 8marA).
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Termo de Consentimento Livre Esclarecido (TCLE) para coleta de tecido adiposo
(Capltulo IV, Itens 1 a 3 da Resolugdo 196/96 ~ Conselho Nacional de Saide)

A Senhara esta sendo convidada a paricipar da pesquisa “Andise comparativa sobre 8
eficiéneia e capacidada de desenvolvimento de calulas mesenguimas multipotentes onginacas de
lecdo 8dposo aravs de metodologla dassica e prooesse automatizada”, sob a responsabilidade
da pesquisadara Marta Aparecida dos Sarios Souzs, RG n® 23.700.751-4, da Universidade Estadual
Paulista - UNESP - Assis, Laboratdno de Gendtica e Terapa Celular

A pesquisa serd realizada com calulas-tronco retiradas ¢o tecico adiposo (gordura) Sers
utiizado apenss Lma parte do matenal rebrado da regido da barnga, O restante, corforme o
procedimenta que a Senhora corversau com sau médico, serd descartado.

A Qordura coletada serd levada para 0 nosso laborattrio, que estd gualficado para a
separagdo das odlulas-ronco. As céluas serdo ocblidas por dois métodee. um manusl @ outro
sutomatizado. Estas serdo cullivadas, & depos. analisadas de forma comparativa entre s métodes.
Testaremas @ eficdncia no cultivo @ possivels danos celulares. Estas informacdes sdo imporantes
para que, & partir deste eatudo, seja possivel ou a0 WIIZar 05588 CAMIas depols de exiraidas ¢
mantkias am 'aborasdno para tratamento de algumas doengas.

O seu médico b ascianacau 80 Sanhora os rscos & beneficas do procedmaenio de retirada
da gordura. Nds n&a participaremos casta etapa, apanas utiizaremes parte do material coletado pelo
medico crurgdo. Se a Senhors concordar em doar parte da gordura relicada da bamiga, ndo havera
risco nenhum para & sua saude @ ntegridade flsica, pos todo o estudo serd feito em laboratdrio,
apos o procedimento cirlrgice. O Gnico risco aparene pods ser de cunho psicokigico, ¢aso sinla que
U8 privacigade possa estar sando iInvadida

Sua identidade serd mantida em sigio pelos pesquisadores, sendo ulilzades spenas o dado
necessdnio pars astg pesquss; falxe elada. Informamas ainda que os resultadas deste estudo sordo
publicados em uma revista cientifica. mas, repetindo, sua demtidade sard mantida em sigilo.

A Senhora pede a quakjuer momanto desistir da coacao do material, mesmo cepos de ter
235Nado este termo de consentimento

A Senhora deve estar & vontande para fazer qualquer pargunia sobre este astude, podendo
antrar @m contalo, a qualquer momento, com a pesquisadara responsdvel cuo nome, telefone &
andereco esld abaixo colocados

Pesquisadora responsivel. Marta Aparecida dos Santos Souza
Fone (18) 33025848

Endereco: Av. Dom Amtério, 2100

Cap. 19.806-900

Assis! SP
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CONSENTIMENTO

Eu, , RiG: . COm

idadeds  anos, abako sssinedo, concordo am participar, coma sujaits, da pasquisa;
"Bnalize comparativa sobre a eficéincia ¢ capacdade de desenvolimento de oéulas
masenquimats multipatentes originadas de lecido adigoss alravés de matadalogia clissica
g processo aulomalizads®. Ful devidamerte informeda e esclarecida pelo pesquisadora
Marta Aparecida dos Santos Souzs sobre a pesquise, o8 procedmentos nala anvolvidos,
assim como of possiveis riscos e beneficios decorrentes de minha paricipagao. Foi-ma
garantido. ainda, que posso metrar mey consentiments a qualjuer moments, sem que isto
leve & quakiuer penalidade,

Declars, sinda, que concordo com a8 publicesdo dos resulisdos desta pesquisa,
ciente da garantis quante a0 siglo das minhas informacdas pessoais & B0 meu anonimato,

i de da 218

Assinatura

Eu, Marta Aparecida dos Santos Souzs, pesquisadora responedvel pelo estugo,
obtive de forma voluntaria o Corsentimento Livee @ Esclarecido do sujeic/represantants
legil pifa & partcpacho na pesquish

Marta Aparecida dos Santos Souza
Mestranda
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Questionario

Responda, por favor, as questdes abaixo, que servirdo para dados

estatisticos.

1. Qual a sua idade? anos.

2. Faz uso de algum medicamento crénico?
( )sim ( ) nao

Quais?

( ) Corticoides

() Contraceptivos

( ) Reposicao hormonal

() Antidepressivos

() Ansioliticos

() Outros?

3. E portadora de alguma doenca crénica?

( )sim ( ) nao
Quais?
( ) Alcool

( ) Tabagismo
() Diabetes
() Hipertenséo

() Outros?
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Maison Das Flores®

Hospital de
Cirurgia Plastica
Dr. Renée Louzada

AUTORIZAGAO E EXISTENCIA DE INFRAESTRUTURA NECESSARIA
PARA O DESENVOLVIMENTO DA PESQUISA.

Eu, Renée Louzada de Oliveira, CPF: 017.722.338-38 autorizo a
realizagdo da pesquisa “Analise comparativa sobre a eficiéncia e capacidade de
desenvolvimento de células mesenquimais multipotentes originadas de tecido
adiposo através de metodologia cléssica e processo automatizado" nesta
instituicao, sob a responsabilidade da pesquisadora Marta Aparecida dos Santos
Souza, RG n° 23.700.751-4, da Universidade Estadual Paulista — UNESP — Assis,
Laboratério de Genética e Terapia Celular,

Informo que o local dispde de infraestrutura necessaria e que esta sera
disponibilizada ao pesquisador para atendimento ao projeto, bem como para
atender eventuais problemas dela resultantes, atendendo plenamente o
Regimento do Comité de Efica da Faculdade de Ciéncias e Letras -
UNESP/Campus de Assis e normas complementares ao mesmo.

Assis-SP, 12 de janeiro de 2018.

P [~

/ o

Av, Dr. Déria,575 Dr. Renée Louzada de Oliveira

CEP 19816-230

Assis - SP

Fone/Fax (18) 3323-3000

E-mail: maisondasflores@uol.com.br

Clrurgla Plastica
CRM 56.203




