NATALIA LANGENFELD FUOCO

DIFERENTES METODOLOGIAS PARA ISOLAMENTO, EXPANSAO E
CARACTERIZACAO DE CELULAS-TRONCO DERIVADAS DE TECIDO
ADIPOSO HUMANO

Dissertacdo apresentada ao Programa de
Pds-Graduacao Interunidades em
Biotecnologia USP/Instituto Butatan/IPT,
para obtencdo do Titulo de Mestre em
Biotecnologia

Séo Paulo
2014



NATALIA LANGENFELD FUOCO

DIFERENTES METODOLOGIAS PARA ISOLAMENTO, EXPANSAO E
CARACTERIZACAO DE CELULAS-TRONCO DERIVADAS DE TECIDO
ADIPOSO HUMANO

Dissertacdo apresentada ao Programa de Pos-
Graduagdo Interunidades em Biotecnologia
USP/Instituto Butatan/IPT, para obtencdo do
Titulo de Mestre em Biotecnologia

Area de concentracdo: Biotecnologia
Orientador: Prof. Dr. Jodo Tadeu Ribeiro Paes

Versdo corrigida. A versdo original eletrénica
encontra-se disponivel tanto na Biblioteca do
ICB quanto na Biblioteca de Teses e
Dissertacdes da USP (BDTD)

Séao Paulo
2014



DADOS DE CATALOGACAQ NA PUBLICACAO (CIP)
Servigo de Biblioteca e Informagao Biomédica do
Instituto de Ciéncias Biomédicas da Universidade de S&o Paulo

© reproducao total

Fuoco, Natalia Langenfeld.

Diferentes metodologias para isolamento, expansao e caracterizacéo
de células-tronco derivadas de tecido adiposo humano / Natalia
Langenfeld Fuoco. -- Sao Paulo, 2014.

Orientador: Prof. Dr. Jodo Tadeu Ribeiro Paes.

Dissertacao (Mestrado) — Universidade de S3o Paulo. Instituto de
Ciéncias Biomédicas. Programa de P6s-Graduagéo Interunidades em
Biotecnologia USP/IPT/Instituto Butantan. Area de concentracao:
Biotecnologia. Linha de pesquisa: Terapia celular.

Verséo do titulo para o inglés: Different methodologies for isolattion
and cultivation human adipose-derived stem cells.

1. Células-tronco 2. Tecido adiposo 3. Lisado de plaquetas 4. Soro
fetal bovino 5. Digestdo enzimatica 6. Dissociagdo mecanica |.
Paes, Prof. Dr. Jodo Tadeu Ribeiro ll. Universidade de Sac Paulo.
Instituto de Ciéncias Biomédicas. Programa de P6s-Graduacdo
Interunidades em Biotecnologia USP/IPT/Instituto Butantan lil. Titulo.

ICB/SBIB0133/2014




UNIVERSIDADE DE SAO PAULO
Programa de Pés-Graduagao Interunidades em Biotecnologia
Universidade de Sao Paulo, Instituto Butantan, Instituto de Pesquisas Tecnoldgicas

Candidato(a): Natalia Langenfeld Fuoco.

Titulo da Dissertacdo: Diferentes metodologias para isolamento, expanséo e
caracterizac@o de células-tronco derivadas de tecido adiposo
humano.

Orientador(a): Prof. Dr. Jodo Tadeu Ribeiro Paes.

A Comissao Julgadora dos trabalhos de Defesa da Dissertacao de Mestrado,

em sessao publica realizada a ................. / —— 7 A—— , considerou

( ) Aprovado(a) ( ) Reprovado(a)

Examinador(a): Assinatura:

Examinador(a): Assinatura:

Presidente: Assinatura:



AR ey

-~ )

ey FACULDADE DE CIENCIASE
ﬁ:.x?’ LETRAS - UNESP/ CAMPUS DE ‘G 28l
L ASSIS

. o
“par -

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: Diferentes metodologias para isolamento, expansdo e caracterizagdo das células-
tronco derivadas de tecido adiposohumano

Pesquisador: Jodo Tadeu Ribeiro Paes

Area Tematica: Genética Humana:
(Trata-se de pesquisa envolvendo Genética Humana que n&o necessita de analise
ética por parte da CONEP;);

Versdo: 3

CAAE: 16624813.1.0000.5401

Instituicdo Proponente: Faculdade de Ciéncias e Letras - UNESP/ Campus de Assis
Patrocinador Principal: Financiamento Proprio

DADOS DO PARECER

Numero do Parecer: 472.051
Data da Relatoria: 16/10/2013

Apresentagao do Projeto:

No presente projeto serdo comparados dois métodos distintos para isolamento de células-tronco do tecido
adiposo: a digestéo enzimatica que sera realizada com colagenase e a dissociagdo mecanica. Serédo ainda
avaliados no estudo o potencial de expansdo das células em meio de cuitura supiementados com soro
bovino fetal (comumente empregado) ou lisado de plaquetas. Com a finalidade de verificar as diferentes
metodoiogias empregadas, as culturas serdo submetidas a uma cinética de crescimento durante 15 dias. As
células utilizadas serdo caracterizadas a partir de citometria de fluxo e diferenciagdo nas linhagens

adipogénica, condrogénica e osteogénica.

Objetivo da Pesquisa:

A proposta tem por objetivo analisar diferentes parametros metodolégicos para isolamento, expanséo e
caracterizacé@o das células-tronco derivadas de tecido adiposo humano. Para tanto, o pesquisador ira se
utilizar de 04 amostras de tecido adiposo, obtidas de individuos sadios que tenham se submetido ac
procedimento de dermolipectomia abdominal no interior de hospitais e/ou clinicas de cirurgia plastica
autorizadas para a realizagdo de tais procedimentos cirtrgicos. De posse das amostras, elas serdo

colocadas na presenga de diferentes meios de cultura para
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diferenciagéo e enriquecimento de células-tronco. Um destes meios de crescimento sera obtido através do
lisado de plaquetas humanas oriundas de bolsas de concentrado de plaquetas com prazo de validade
expirado, que serdo cedidas pelo Hospital Regional de Assis.

Avaliagdo dos Riscos e Beneficios:

O pesquisador informa:

Riscos: "No presente projeto serdo utilizadas bolsas de sangue com prazo de validade expirado e tecido
adiposo proveniente de cirurgias eletivas de dermolipectomia abdominal, que seriam descartados. Desta
forma, os materiais biologicos empregados no projeto n&o acarretardo nenhum risco aos doadores, uma vez
que nado haverd nenhum procedimento adicional para obtengdo dos materiais. O material obtido sera
manipulado no Laboratério

de Genética e Terapia Celular ;Gente Cel - UNESP (Assis). Tanto o sangue com prazo de validade
expirado quanto o tecido adiposo de origem humana, representam materiais potencialmente contaminantes
e, como tal, exigem cuidados especificos na sua manipulagdo. Assim, para protegdo individual dos
pesquisadores e/ou técnicos de laboratorios envolvidos do projeto, as medidas de seguranca sugeridas pelo
Ministério da Saude para

manipulagdo de materiais bioldgicos, deste tipo, serdo rigorosamente seguidas. Desta forma, serdo
utilizados Equipamentos de ProtegZo Individual (EPI), como jalecos, luvas, mascaras e sapatos adequados,
com finalidade de reduzir a exposi¢ao do profissional ao material organico, e todo o material perfuro-cortante
utilizado sera devidamente manipulado e descartado, ainda conforme as normas sugeridas pelo Ministério
da Satide. Toda a manipulagdo do material orgénico seré realizada em camara asséptica, a fim de evitar a
contaminagéo da amostra por qualquer contaminante presente no meio externo, bem como, impedindo a
contaminagéo do meio externo por qualquer contaminante desconhecido da amostra. Ap6s o término da
pesquisa, todo o material biolégico utilizado sera devidamente acondicionado e descartado.”

Beneficios: "Fundamentado na necessidade de ampliar o conhecimento acerca da seguranca e eficacia das
ASC, o presente projeto pretende aprimorar a técnica de isolamento e expans&o de células tronco derivadas
do tecido adiposo, uma vez que propde uma metodologia que elimina as componentes xenobibticos,
normalmente empregados neste tipo de cultura. Sendo assim, o procedimento apresentado podera tornar-se
um promissor substituinte da metodologia usual, impedindo, dessa forma, reacées imunolégicas e
transmissdo de doengas infecto-contagiosas. Aiém disso, estara seguindo a resolugdo da Agéncia de
Vigiléncia Sanitaria ; ANVISA (RDC n° 9, de 14 de margo de 2011), que preconiza a nao utilizacso de
produtos de origem ndo humana.”
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Comentarios e Consideragoes sobre a Pesquisa:

A pesquisa de grande relevancia e impacto para a area de saude humana. De acordo com a Resolucéo
CNS 441/2011, ha a necessidade de ser observada aos Direitos Humanos na

coleta, depésito, armazenamento, utilizagéo e descarte de material biolégico humano. Sendo assim, héd a
necessidade de consentimento do sujeito para utilizagdo do material biolégico humano descartado para
pesquisa.

Além disso, o pesquisador solicita modificagéo na Area Tematica Especial do projeto para a area de
"Pesquisa Envolvendo Genética Humana que ndo necessita de analise ética por parte da CONEP.” A
respeito do assunio, este CEP consultou os seus membros especialistas na area de genética e em reunigo
deliberou acatar a solicitacdo do pesquisador, considerando a seguinte legislacao:

- Resolugéo 466, 2012 do CONEP: Das atribuicdes do CONEP, caberd andlise da CONEP quando o projeto
envolver projetos de pesquisa que envolvam organismos geneticamente maodificados (OGM), células-tronco
embionarias e organismos que representem alto risco coletivo, incluindo organismos relacionados a eles,
nos ambitos de: experimentacéo, construcao, cultivo, manipulagéo, transporte, transferéncia, importacao,
exportagdo, armazenamento, liberagdo no meio ambiente e descarte.

- Resolugao - RDC no.9, de 14 de margo de 2011 (ANVISA), que dispde sobre o funcionamento dos Centros
de Tecnologia Celular para fins de pesquisa clinica e terapia e da outras providéncias, o Artigo no.7 diz
"Células humanas e seus derivados s6 poderao ser disponibilizados para pesquisa clinica e/ou terapia pelos
CTCs, mediante a comprovacdo de aprovacgdo da pesquisa clinica pelo sistema CEP/CONEP ou
comprovagdo de que o procedimento terapéutico & autorizado pelo Conselho Federal de Medicina (CFM) ou
Conselho Federal de Odontologia (CFO). O mesmo documento define pesquisa clinica como: estudo
sistematico que segue métodos cientificos aplicaveis a experimentagdes com células humanas e seus
derivados em seres humanos, de acordo com exigéncias legais e éticas”.

Consideragdes sobre os Termos de apresentagio obrigatéria:

O pesquisador anexa o TCLE que é apresentado para o doador de sangue no momento da triagem no
Banco de Sangue. Segundo o item 4 deste documento, o doador assina:

"4 Autorizo a utilizagdo do meu sangue para estudos e pesquisas, devidamente autorizados por uma

comiss&o de ética e desde que durante o estudo ou publicagdo minha identidade seja
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preservada.”.

No entanto, o documento é apresentado no formato DOC e nao apresenta qualquer identificagdo do Banco
de Sangue do Hospital Regional de Assis.

Recomendacdes:

nihl

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequacées:

As pendéncias apontadas pelo CEP foram devidamente justificadas e/ou atendidas.

Situacdo do Parecer:
Aprovado

Necessita Apreciagdo da CONEP:

Nao

Consideragées Finais a critéric do CEP:

- O Regimento Interno do CEP prevé que o pesquisador apresente relatdrios, de acordo com as datas
estabelecidas pelo CEP. O ndo encaminhamento dos relatérios implicarda no impedimento temporario da
apresentagéo de novos protocolos, até que este regularize a situagsio pendente. O RELATORIO devera ser
apresentado em ABRIL/2014. Neste relatorio devera se informado como foi realizada a devolutiva do
resultado da pesquisa aos sujeitos. ATENCAO: QUALQUER ALTERACAO NO PROJETO DEVE SER
INFORMADA AO CEP COMO EMENDA AO PROJETO.

ASSIS, 28 de Novembro de 2013

Assinador por:
Regiani Aparecida Santos Zacarias

{Coordenador)
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RESUMO

Fuoco NL. Diferentes metodologias para isolamento, expansdo e caracterizacdo de
células-tronco derivadas de tecido adiposo humano. [dissertacdo (Mestrado em
Biotecnologia )]. Séo Paulo: Instituto de Ciéncias Biomédicas, Universidade de Séo
Paulo; 2014.

A utilizagdo de tecido adiposo para obtencdo células-tronco mesenquimais (CTM)
tem aumentado consideravelmente, sobretudo nos ultimos 10 anos. No entanto, 0s
procedimentos para uso clinico exigem, grandes quantidades de células, por isso, em
geral os protocolos envolvem procedimentos de expansédo e cultura celular in vitro. As
metodologias utilizadas rotineiramente para o cultivo celular de células-tronco
derivadas do tecido adiposo (CT-TA) envolvem a utilizacdo de componentes
xenobioticos, como por exemplo, a colagenase (de origem bacteriana) e o soro fetal
bovino (SFB), que podem conter quantidades consideraveis de contaminantes, como
endotoxinas e outros peptideos, que representam riscos potencias de reacoes
imunoldgicas e transmissdo de doencas infecciosas. Sendo assim, pretendeu-se no
presente estudo analisar diferentes pardmetros metodoldgicos para isolamento e
expansdo de CT-TA, na auséncia de componentes xenobioticos. Para tanto, as células-
tronco foram isoladas do tecido adiposo por digestdo enzimatica (utilizando colagenase)
e dissociacdo mecanica. Em seguida, as células foram submetidas a expansdo na
presenca de SFB ou lisado de plaquetas humano (LP). Procedeu-se a analise
comparativa do métodos por meio de curvas de crescimento. A caracterizacdo celular
foi realizada por citometria de fluxo e diferenciacdo em condrdcitos, adipécitos e
ostedcitos. Os resultados mostraram que a metodologia de dissociacdo mecanica
representa uma alternativa viavel e eficiente para cultivo de CT-TA, e que 0 emprego de
LP como suplemento para o meio de cultura aumentou de forma significativa a
proliferacdo celular. Entretanto, foram observadas diferencas na morfologia das células
cultivadas com LP. A capacidade de diferenciacdo das células foi mantida em todos os
grupos e a caracterizacdo por citometria de fluxo mostrou baixa contaminacdo das
culturas por outros tipos celulares, exceto para o grupo isolado por digestdo enzimatica
e cultivado com SFB. Em funcdo desses resultados, pode-se concluir que € possivel a
implementacdo de técnicas de isolamento e expansdao de CT-TA, prescindindo-se de
componentes xenobidticos. Além de que essa abordagem metodoldgica, coloca-se em
consonancia com as recomendacbes da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria
(ANVISA), quando preconiza que se evite 0 emprego de produtos xenobidticos para a
cultura de células-tronco provenientes de tecido adiposo, sobretudo quando as células
em cultura tenham por finalidade procedimentos de terapia celular em pacientes
humanos.

Palavras chave - Células-tronco. Tecido Adiposo. Lisado de Plaquetas. Dissociac¢do
Mecanica. Digestdo Enzimatica. Soro Fetal Bovino (SFB). Colagenase.



ABSTRACT

Fuoco NL. Different methodologies for isolattion and cultivation human adipose-
derived stem cells [Masters thesis (Biotechnology)]. S&o Paulo: Instituto de Ciéncias
Biomédicas, Universidade de So Paulo; 2014.

The use of adipose tissue for obtaining mesenchymal stem cells (MSC) has increased
substantially, especially in the last 10 years. However, the procedures for clinical use
require large quantities of cells so that protocols generally involve isolation and in vitro
expansion of MSC. The methods routinely used for the culture of adipose-derived stem
cells (ASC) involve the use of xenobiotic components, such as collagenase (bacterial
origin) and fetal bovine serum (FBS), which may contain large amounts of
contaminants, xenoproteins, endotoxins and other peptides representing potential risk of
immunological reactions and risk of transmission of infectious diseases. Accordingly, in
the present study it was intended to analyze different methodological parameters for the
isolation, expansion and characterization of ASC in the absence of xenobiotic
components. Therefore, stem cells were isolated from adipose tissue by enzymatic
digestion (using collagenase) and mechanical dissociation. Then, the cells were
submitted to expansion in the presence of FBS or human platelet lysate (PL). A
comparative analysis was made by means of growth curves and the cell characterization
was performed by flow cytometry and differentiation into chondrocytes, adipocytes and
osteocytes. The results presented that the mechanical dissociation method represents an
effective and practicable alternative in ASC’s growth and that the use of PL as a
supplement to the culture medium has significantly increased the cellular proliferation.
The ability of cells to differentiate into adipocytes, osteocytes and chondrocytes was
maintained in all groups and characterization by flow cytometry showed Ilow
contamination rates by other cell types except for the group isolated by enzymatic
digestion and cultured with FBS. Thus, we may conclude that it is possible to
implement techniques of isolation and expansion of ASC dispensing Xxenobiotic
components for obtaining and cultivating stem cells from adipose tissue, in consonance
with the recommendations of the National Health Surveillance Agency (ANVISA),
avoiding the use of xenobiotic materials with purposes of cell therapy in human
patients.

Keywords - Stem Cell. Adipose Tissue. Platelet Lysate. Fetal Bovine Serum.Enzymatic
Digestion. Mechanical Dissociation.
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1 INTRODUCAO

1.1 Células-tronco

As células-tronco sdo definidas como células indiferenciadas, que apresentam como
caracteristicas fundamentais: (1) a auto renovacéo e (2) a capacidade de dar origem a células
diferenciadas (Amorin et al., 2012; Melton, Cowan, 2004; NHI, 2001; Ribeiro-Paes et al.,
2009; Rocha et al., 2012; Yarak, Okamoto, 2010). As ceélulas-tronco tém sido, classica e
convencionalmente, classificadas em dois grupos gerais: células-tronco embrionarias e
células-tronco adultas (Amorin et al., 2012; Maron-Gutierrez et al., 2009; Rocha et al., 2012;
Silva, Leoi, 2010; Yarak, Okamoto, 2010) Considerando-se, por sua vez, o potencial de
diferenciacdo, as células-tronco podem ser consideradas: totipotentes, pluripotentes,
multipotentes e unipotentes: (Bongso, Richards, 2004; Maron-Gutierrez et al., 2009; Rocha
etal., 2012; Silva, Leoi, 2010; Souza et al., 2003; Yarak, Okamoto, 2010). Sendo:

e Totipotentes: células capazes de originar todos os tipos celulares, sendo encontradas

apenas nas primeiras etapas da divisdo embrionéria (quando o embrido tem de 3 a 4

dias). Ex: zigoto e células embrionérias na fase de morula.

e Pluripotentes: apresentam capacidade de originar todos os tipos celulares

provenientes das trés camadas germinativas (endoderma, mesoderma e ectoderma).

Entretanto sdo incapazes de diferenciar-se nos anexos embrionarios (placenta, amnion e

corion). Ex: AS células presentes na massa celular interna do blastocisto.

e Multipotentes: células encontradas em diversos tecidos e Orgdos que apresentam

capacidade de originar tipos celulares do mesmo folheto embrionario. Ex: células-tronco

hematopoéticas

e Unipotentes: células capazes de originar apenas um tipo celular de um mesmo folheto

embrionario. Ex: ceélulas da camada germinativa da epiderme, eritroblastos e

espermatogonias dos testiculos.

1.1.1 Células-tronco Embrionarias

As células-tronco embrionarias (CTE) s@o células pluripotentes, ou seja, capazes de
originar virtualmente, todos os tecidos do corpo, excetuando-se a placenta e anexos
embrionarios. Correspondem &s células presentes na massa celular interna do blastocisto e

apresentam capacidade de auto-renovacdo e manutengdo do estado indiferenciado in vitro.
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(Amorin et al., 2012; Aragéo, Bezerra, 2012; Barbosa et al., 2013; Bongso, Fong, 2013;
Bringnier, Gewirtz, 2010; Rocha et al., 2012; Yarak, Okamoto, 2010).

As células-tronco embrionérias foram, pioneiramente isoladas, em 1981, por dois grupos
independentes de pesquisadores. O grupo da Universidade de Cambridge (Reino Unido)
liderado por Martin J. Evans em colaboragdo com Mathew Kaufman, estabeleceram a
primeira cultura de células-tronco de embriGes de ratos. Paralelamente, no mesmo ano de
1981, a pesquisadora Gail R. Martin, da Universidade da Califérnia (Estados Unidos da
Ameérica), obteve uma linhagem de células pluirpotentes a partir da massa celular interna de
blastocisto de camundongos (Evans, Kaufman, 1981; Martin,1981). Estes trabalhos abriram
caminho para o desenvolvimento das técnicas de modificagdo gene-especificas em
camundongos utilizando células-tronco embrionarias. Por essa razdo, Martin John Evans, foi
agraciado, em 2007, juntamente com Mario Capecchi e Oliver Smithies, com o Prémio
Nobel de Medicina.

A partir dos trabalhos pioneiros de isolamento e cultivo de células embrionarias da
massa celular interna de blastocistos, abriram-se inUmeras novas linhas de pesquisa e grande
numero de grupos de trabalho passaram a se dedicar as pesquisas basicas e aplicadas com
CTE. As pesquisas visam principalmente: a aplicacdo de CTE para reparacdo de tecidos e
orgdos lesados, testes de novas drogas in vitro, producdo de gametas e embriGes, estudos
sobre cancer, desenvolvimento embrionéario e anomalias congénitas (Barbosa et al., 2013;
Bongso, Richards, 2004; Ramirez, Balea, 2004; Rocha et al., 2012).

Apesar dos avancos nas pesquisas, a utilizacdo de embrides para extracdo de CTE tém
sido limitada por uma série de questdes éticas e religiosas. A Lei de Biossegurancga
(11.105/05), autorizou a utilizacdo de CTE oriundas de embrides humanos armazenados ha
mais de trés anos em clinicas de fertilizacdo, exclusivamente para fins de pesquisa (Aragao,
Bezerra, 2012; Barbosa, Carvalho, 2013; Gerecht-Nir, Itskovitz-Eldor, 2007; Sipoli et al.,
2013).

A possibilidade de emprego terapéutico de células-tronco embrionarias em pacientes
humanos encontram limitagdes ndo apenas no que se refere a aspectos éticos e religiosos,
mas também, em questbes de ordem técnica, uma vez que, ainda ndo se dispde de
conhecimento técnico que permita o controle da diferenciagdo das CTE, que sendo
pluripotentes, poderiam se diferenciar em qualquer tecido derivado dos trés folhetos
embrionarios (endoderme, mesoderme e ectoderme), e como consequéncia, levar ao

desenvolvimento de teratomas (Rocha et al., 2012; Tavares, 2011).



20

1.1.2 Celulas-tronco adultas

O conceito de células tronco adultas foi proposto no final do século XIX, como resposta
a tentativa de elucidar a capacidade regenerativa do corpo humano para reparar e substituir
células de tecidos e 6rgdos em situacdo de lesdo e de manutencdo da homeostase normal
(Bianco et al., 2008; NIH, 2001).

Define-se as células-tronco adultas (CTA) como um grupo celular que apresenta o
potencial de auto-renovacéo, por longos periodos de tempo e capacidade de originar todos 0s
tipos celulares especializados do tecido do qual se originaram (NHI, 2001) Podem ser
encontradas na maioria dos tecidos e 6érgdos, incluindo placenta, tecidos fetais e sangue de
corddo umbilical (Lindroos et al., 2011; Raff 2003; Young, Black, 2004). H& dois grupos
gerais de CTA: células-tronco hematopoiéticas e as células-tronco mesenquimais (Bianco et
al., 2008; NIH, 2001)

A presenca das CTA nos diversos tecidos justifica-se pela sua capacidade de manter a
homeostase tecidual, visto que repde as células que sofreram injurias ou apoptose (Amorin et
al., 2012; Cabral et al.,2008; Pereira, 2008; Raff, 2003; Ramirez, Balea, 2004). Apesar das
CTA apresentarem uma capacidade de diferenciacdo mais limitada, as possibilidades de
terapia empregando esse tipo celular consolidam-se progressivamente em termos
terapéuticos e vem sendo, cada vez mais utilizada por diferentes grupos de pesquisadores
com a finalidade de regenerar tecidos lesados ou corrigir funcionalmente 6rgaos
primariamente acometidos por diferentes patologias (Alves-de-Morais et al., 2013; Amorin
etal., 2012; Faria et al., 2012; Ribeiro-Paes et al., 2009; Ribeiro-Paes et al., 2014 ).

A Tabela 1 apresenta as diferencas entre as células-tronco embrionarias e as células-

tronco adultas.



21

Tabela 1 - Diferencgas entre células-tronco adultas e células-tronco embrionarias

Células-tronco Embrionérias Células-tronco Adultas
Pluripotente/ Totipotente Multipotente
Auto-renovagdo ilimitada Auto-renovagdo limitada
Apoptose tardia Apoptose rapida
Oferece riscos de formacdo de teratomas N&o oferece risco de formacdo de
apos transplante teratomas ap0s transplante
Uso limitado por questdes éticas Seu uso nédo envolve questdes éticas
Utilizacdo em transplantes heter6logos Utilizacdo em transplantes aut6logos e

heter6logos

Fonte: Modificado de Bongso e Richards, 2004

1.1.2.1 Células-tronco Hematopoiéticas

As CTA primariamente identificadas, isoladas e empregadas clinicamente foram as
células-tronco hematopoiéticas (CTH). A implementacdo do uso dessas células foi
pioneiramente elucidada por Thomas em 1956, quando os autores observaram a remissao de
leucemia em pacientes apdés a infusdo de medula dssea. No entanto inicialmente o0s
transplantes so tiveram sucesso entre gémeos idénticos devido a ocorréncia de rejeicdo em
pacientes ndo gémeos. Apds o desenvolvimento de estudos de histocompatibilidade iniciados
por Jean Dausset em 1952 (Dausset, 1954), Thomas realizou com éxito em 1969 o primeiro
transplante de medula 6ssea onde o receptor e o doador ndo eram gémeos (Thomas, 2000).
Por conta, destes trabalhos de imenso impacto cientifico e repercussdo clinica Edward D.
Thomas foi, juntamente com Joseph E. Munrray, agraciado, em 1990, com o Prémio Nobel
de Fisiologia e Medicina.

Os trabalhos de Till e McCulloch, em 1961, foram determinantes para estabelecer o
conceito de células-tronco. Os autores observaram a reconstituicdo do sistema
hematopoiéetico de animais submetidos a doses letais de radiacdo apos o transplante de
medula 0ssea proveniente de animais saudaveis e singénicos. Essas observacdes resultaram
mais tarde no entendimento das propriedades de autorenovacéo e diferenciacdo das CTH.
Posteriormente, foram realizados varios avancos que culminaram na purificacdo e
reconhecimento dos antigenos de superficie das CTH (Baum et al., 1992), na identificacéo
de celulas precursoras do sistema hematopoético (Morrison, Weissman 1994) e na

caracterizagdo de uma série de citocinas e fatores de crescimento (Moore, 2002).
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1.1.2.2 Células-Tronco Mesenquimais

Apos a identificagdo das CTH, foi demonstrada a existéncia de outros tipos de células-
tronco adultas de origem ndo-hematopoiética (Amorin et al., 2012). Essas células foram
pioneiramente identificadas por Friedenstein et al. (1966). Neste estudo, observou-se a
presenca de um pequeno grupo celular oriundo da medula dssea, composto por células
aderentes de formato fusiforme e com capacidade de diferenciagdo em osso e cartilagem
(Friedenstein et al., 1968). Desde entdo, baseado nas consideracGes iniciais de Friedenstein
et al. (1966), uma seérie de estudos passaram a ser realizados com a finalidade de identificar e
caracterizar este tipo celular (Owen, 1988; Piersma et al., 1985).

Ao longo dos anos, foram propostas uma série de nomenclaturas para essas células tais
como Unidades Formadoras de Coldnias Fibroblastéides (CFU-F — Colony Forming Until
Fibroblast), Células-tronco ou Progenitoras Mesenquimais e Células Estromais de Medula
Ossea (Caplan, 1991; Horwitz et al., 2005; Owen et al., 1988; Prockop et al., 1997). Neste
contexto, em 2005 a Sociedade Internacional de Terapia Celular (International Society for
Cellular Therapy — ISCT) propds a denominacdo Células Estromais Mesenquimais
Multipotentes, para referir-se a esse grupo de células-tronco ndo-hematopoiéticas. (Dominici
et al., 2006).

As células-tronco mesenquimais (CTM) constituem uma subpopulagdo de células
estromais, multipotentes ndo-hematopoiéticas, que apresentam aspecto fibroblastéide
alongado, com nucleo eucromatico, oval, grande e central e citoplasma abundante (Amorin
et al., 2012; Shi et al., 2012). Segundo a ISCT ha 3 critérios minimos para que uma célula
seja considerada mesenquimal: capacidade de aderéncia a superficie plastica; presenga (>
95%) de marcadores de superficie CD105, CD73 e CD90 e auséncia (< 2) dos CD45, CD34,
CD14 ou CD11b, CD79a ou CD19 e HLA classe IlI; potencial de diferenciacdo em 0sso,
cartilagem e tecido adiposo, sob determinadas condicdes in vitro (Dominici et al., 2006).

O emprego das CTM tem sido considerado como uma alternativa terapéutica promissora
em diversos estudos pre-clinicos e clinicos (Frenette et al., 2013; Longhini-dos-Santos et al.,
2013; Marcelino et al., 2014; Meirelles et al., 2009; Ren et al., 2012; Yarak, Okamoto,
2010). Segundo Frenette et al. (2013) ha cerca de 220 estudos clinicos em andamento
utilizando células-tronco mesenquimais para terapia de diversas doengas como: Alzheimer,
doenga de Parkinson, anemias, cardiopatia dilatada, cirrose hepatica, diabetes tipo 1 e 2,
doenca de Crohn, esclerose multipla, doenca enxerto-versos-hospedeiro, infarto do

miocardio, osteoartrite, reparos 6sseos e de cartilagem entre outras.
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O grande interesse nas CTM para a terapia celular deve-se ao fato: de que sé&o
facilmente obtidas, muitas vezes do proprio paciente, em quantidades adequadas para
transplante ou facilmente expandidas in vitro; e apresentam com baixa expressdo de
antigenos de histocompatibilidade (HLA) (Shi et al.,, 2011) possibilitando, assim,
transplantes alogénicos. Além disso, possuem, segundo alguns autores, a capacidade de
integracdo no tecido hospedeiro e interagdo com o tecido circunjacente (Escobedo-Lucea et
al., 2013; Baer, Geiger, 2012;Yarak, Okamoto, 2010).

Outra vantagem da utilizacdo de CTM é que podem ser isoladas de varias fontes
bioldgicas, como medula éssea, corddo umbilical, placenta, polpa de dente, pele, musculo
esquelético, liquido amnidtico, feto, baco, pulmao, pancreas, rins e em especial o tecido
adiposo (Amorin et al., 2012; Baer, Geiger, 2012; Chase et al., 2010; Escobedo-Lucea et al.,
2013; Filho et al., 2013; Lindroos et al., 2011; Moroni, Fornasari, 2012;).

1.1.2.3 Células-tronco derivadas do tecido adiposo

As células-tronco derivadas de tecido adiposo (CT-TA) representam um tipo de CTM,
obedecendo os mesmos critérios de aderéncia, diferenciacdo (nas linhagens adipogénica,
condrogénica e osteogénica) e caracterizacdo por meio de marcadores de superficie (Bourin
et al., 2013; Filho et al., 2013; Gimble et al., 2011; Patrikoski et al., 2013).

A acdo das CT-TA na regeneracdo de tecidos também é semelhante a das CTM. Ambas
parecem agir secretando citocinas e fatores de crescimento que apresentam propriedades
anti-inflamatorias, anti-apoptéticas e que estimulam a angiogénese. (Longhini-dos-Santos et
al., 2013; Mizuno et al., 2012)

Neste contexto, a utilizacdo de tecido adiposo para obtencdo CTM tem aumentado
substancialmente, sobretudo nos Gltimos 10 anos (Bourin et al., 2013; Eslaminejad et al.,
2011; Mizuno, 2009; Niemeld,et al., 2008; Zhu et al., 2008;). Uma série de vantagens
podem ser relacionadas para justificar a escolha dessa fonte. Entre elas esta o fato de que o
tecido adiposo pode ser extraido em quantidades abundantes, por meio de cirurgias eletivas
como abdominoplastias e lipoaspiragdes, que sdo pouco invasivas e apresentam baixos
indices de morbi-mortalidade (Baer, Geiger, 2012; Broccaioli et al., 2013; Dromard et al.,
2011; Filho et al., 2013; Ginani et al., 2013; Mizuno, 2009; Moroni et al., 2012).

Embora a medula 6ssea (MO) seja considerada a principal fonte ndo-hematopoética de
células-tronco mesenquimais, € possivel verificar que a quantidade de CTM no tecido

adiposo (TA) é superior a encontrada na MO (Baer, Geiger, 2012; Bourin et al., 2013
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Escobedo-Lucea et al., 2013; Mizuno, 2009; Yarak, Okamoto, 2011). Segundo Baer e Geiger
(2012) na medula 6ssea sdo extraidas aproximadamente 6x10° células nucleadas, sendo que
0,001- 0,01% sdo mesenquimais, enquanto no tecido adiposo podem ser isoladas
aproximadamente 0,5x10* a 2x10° células mesenquimais por grama de tecido adiposo.

Fundamentada nas caracteristicas apresentadas, a pesquisa clinica envolvendo CT-TA
vem aumentando progressivamente e muitos estudos vém sendo realizados com o proposito
de analisar o emprego dessas células na medicina regenerativa e engenharia tecidual (Baer,
Geiger, 2012; Bassi et al., 2012; Broccaioli et al., 2013; Casteilla et al., 2013; Filho et al.
2013; Gimble et al., 2011; Lorico et al., 2012; Song et al., 2013; Yang et al., 2012;)

1.2 Isolamento das Células-Tronco Derivadas de Tecido Adiposo

O tecido adiposo € constituido por diferentes tipos celulares: adipdcitos (1/3 a 2/3 do
total de células do TA), fibroblastos, células musculares lisa, fibras nervosas, células imunes
(leucdcitos e macrogafos), nddulos linfaticos, pericitos, células endoteliais, pequenos vasos
sanguineos, pré-adipdcitos (células progenitoras adipogénicas) e células-tronco
mesenquimais (Ginani et al., 2012; Rada et al., 2009; Trayhurn et al., 2013; Yarak,
Okamoto, 2010). Devido a complexa composicdo do tecido adiposo, com diferentes tipos
celulares é necessario o emprego de técnicas especiais de isolamento das CT-TA antes do
processo de cultura e expansdo (Bassi et al., 2012; Bourin et al., 2013; Choi et al., 2012;
Yang et al., 2012).

As CT-TA sdo classicamente isoladas a partir de digestdo enzimatica. A utilizacdo desse
método foi sugerido pela primeira vez por Rodbell et al., em 1966. Nesse trabalho os autores
isolaram células da fracdo estromal do tecido adiposo de ratos, empregando a enzima
colagenase. Posteriormente, em 2001, Zuk et al. empregaram uma metodologia semelhante,
com 0 mesmo tipo de enzima (colagenase) , para isolar células de tecido adiposo humano, .
Neste trabalho, os autores demonstraram que as células isoladas de tecido adiposo podem ser
mantidas in vitro durante periodos prolongados. Propuseram, também, que as células
isoladas sdo, em sua maioria, de origem mesenquimal (com baixos niveis de contaminagdo
por pericitos, células endoteliais e musculares lisas) e que apresentam capacidade de
diferenciacéo nas linhagens adipogénica, condrogénica e osteogénica.

A técnica de isolamento por digestdo enzimatica, classicamente empregada para o

isolamento e cultivo de CT-TA, consiste, de modo geral, na lavagem do tecido, seguida de
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digestdo com a enzima colagenase, isolada da bactéria Clostridium histolyticum (Bourin et
al., 2013; Lindroos et al., 2011; Mizuno, 2009; Yarak, Okamoto, 2010).

Uma série de variacdes da metodologia original tem sido propostas, visando
principalmente a retirada de componentes de origem animal (xenobioticos - como a
colagenase), maior rendimento e menor custo (Gimble et al., 2011; Jung et al., 2013;
Patrikosk et al., 2013). As alteraces podem ser encontradas nas diversas etapas do
procedimento, tais como: local e forma de extracdo do tecido, periodo e método de
desinfeccdo, quantidade de lavagens a que o tecido é submetido, utilizacdo de diferentes
tipos de enzimas, velocidade e tempo de centrifugacéo, inclusédo de processo de filtracéo e
utilizacdo de substancias para lise dos glébulos vermelhos (Bourin et al., 2013; Broccaioli et
al.,2013 Choi et al., 2012; Fan et al., 2013; Leslie et al., 2013)

A utilizacdo da enzima é o aspecto mais importante do procedimento. Como
anteriormente mencionado, a metodologia original utiliza colagenase, que representa
atualmente a opc¢do classica para isolamento de CT-TA. Entretanto, é possivel observar
trabalhos que apresentem alternativas metodoldgicas, utilizando enzimas como tripsina,
dispase e hialuronidase, ou solu¢des contendo combinacdes de mais de um desses tipos
enzimaticos (Bourin et al., 2013; Ginani et al., 2013; Leslie et al., 2013).

Ainda que a digestdo enzimatica seja rotineiramente empregada para o isolamento de
CT-TA, trata-se de uma metodologia com algumas limitacdes. As enzimas utilizadas no
processo podem, eventualmente, conter quantidades consideraveis de contaminantes,
xenoproteinas, endotoxinas e outros peptideos. Além disso, a inclusdo dessas enzimas
digestivas aumenta substancialmente o custo da técnica (Carvalho et al., 2013; Escobedo-
Lucea et al., 2013; Gimble et al., 2011; Williams et al., 1995)

Neste contexto, o desenvolvimento de um procedimento de isolamento que torne
prescindivel o uso de enzimas de origem bacteriana mostra-se extremamente atraente. Na
literatura sdo apresentadas algumas alternativas para a retirada dos componentes enzimaticos
usualmente empregados. Destacam-se o isolamento por diferenca de densidade ou por
centrifugacdo direta (Carvalho et al., 2013; Gimble et al., 2011; Yoshimura et al., 2006; Wu
etal., 2013).

1.3  Lisado de Plaquetas
As plaquetas sdo elementos sanguineos anucleados, provenientes da fragmentacdo de

megacariocitos. Representam de 0,1 a 0,25% do sangue total e persistem de 5 a 10 dias na
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circulagdo sanguinea (Copland et al., 2013; Fernandez-Delgado et al., 2012). No citoplasma
plaguetario encontram-se grénulos-a, que contém proteinas, citocinas e fatores bioativos
(Copland et al., 2013; Flaumechaft, 2012; Kon et al., 2011; Vendruscolo et al., 2012).

A existéncia de fatores de crescimento contidos nas plaquetas foi sugerida pela primeira
vez por Balk (1971), quando o autor promoveu o crescimento de fibroblastos de frango em
meio suplementado com 5% de plasma de galinha. Atualmente, sabe-se que as plaquetas
representam uma rica fonte de fatores de crescimento e citocinas que atuam como peptideos
sinalizadores, responsaveis pela regulacdo do metabolismo celular e pela interagdo com um
organizado complexo de receptores de superficie celular. Esta interagdo resulta no aumento
da transcricdo génica e consequentemente na producdo de proteinas que desencadeiam a
proliferacdo e diferenciacao celular, além do aumento da producdo da matriz extracelular e
angiogénese (Bosch et al., 2011; Kon et al., 2011; Schliephake et al., 2013; Vendruscolo et
al., 2012)

Neste contexto, a utilizacdo de plaquetas e seus derivados, como o plasma rico em
plaquetas (PRP), o lisado de plaquetas (LP) e gel de plaguetas (GP), tem sido objeto de uma
série de estudos, apresentando resultados promissores na regeneracdo de diferentes tecidos e
na substituicdo de soros de origem animal, como o soro fetal bovino, em procedimentos de
cultura celular (Anitua et al., 2013; Burnouf et al., 2013; Hernandez, 2012; Metcalf et a.,
2013; Smyth et al., 2013; Suzuki et al., 2012; Vetrano et al., 2013; Villa-Diaz et al., 2013)

A Tabela 2 sintetiza os principais fatores plaquetarios e suas fungoes:
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Tabela 2 - Principais fatores de crescimento plaquetérios e suas funcoes

Fator de Crescimento

Atividade da Molécula

Fator de crescimento derivado de
plaquetas (Platelet Derived Growth Factor
- PDGF)

Fator de crescimento endotelial vascular
(Vascular Endothelial Growth Factor -
VEGF)

Fator de transformacéo do crescimento
beta (Transforming Growth Factor Beta-
TGF-B)

Fator Basico de Crescimento de
Fibroblastos (Basic Fibroblast Growth
Factor - bFGF)

Fator de Crescimento epidérmico

(Epidermal Growth Factor - EGF)

Fator de Crescimento do Tecido
Conjuntivo (Connective Tissue Growth
Factor - CTGF)

Mitogénico para células
mesenquimais e osteoblastos; estimulante
da quimiotaxia e
mitogénese em fibroblastos, células
musculares lisas, células da glia; regulador
da secrecédo e sintese de colageno e
estimulante da quimiotaxia de macréfagos
e neutrofilos
Aumenta a angiogénese e
permeabilidade vascular; estimulante da
mitogénese de células endoteliais
Estimulante da proliferacdo de células
mesenquimais indiferenciadas; regulador
da mitogénese endotelial fibroblastica e
osteobléstica; estimulante da quimiotaxia
e angiogenese; inibidor da proliferacdo de
macrofagos e linfécitos.
Promove o crescimento e
diferenciacdo dos condrocitos e
osteoblastos; mitogénico para células
mesenquimais, condrocitos e osteoblastos.
Estimulante da quimiotaxia e
angiogénese endotelial; regulador da
secrecdo de colagenase; e estimulante da
mitogénese epitelial e mesenquimal
Promove a angiogénese e regeneracao

da cartilagem

Fonte: Adaptada de Fernandez-Delgado et al., 2012.



28

1.4 Cultura de células-tronco derivadas de tecido adiposo

Apesar do elevado rendimento de CTM derivadas do tecido adiposo, os procedimentos
para uso clinico, requerem quantidades expressivas de células (variando entre 10" a 10°
células por kg do paciente). Dessa forma, os protocolos para emprego terapéutico
experimental envolvem metodologias de cultura celular, onde uma pequena fragcdo de células
isoladas do tecido adiposo é expandida com o propdsito de se obter um nimero adequado e
suficiente de células que possua efetividade clinica (Baer, Geiger, 2012; Bassi et al., 2012;
Bieback et al., 2012 A; Bieback et al., 2012 B; Escobedo-Lucea et al., 2013; Jung et al.,
2012; Yang et al., 2012).

No processo de cultivo, € necessaria a utilizacdo de suplementos que enriquecem o meio
de cultura a fim de sustentar a expansdo celular (Bernardi et al., 2013; Bieback et al., 2012
B). Os suplementos fornecem fatores de crescimento, nutrientes para a proliferacdo e
diferenciacdo, fatores de ligacdo e de inativacdo de compostos toxicos. Além disso, também
regulam a permeabilidade da membrana celular e servem como veiculo para a entrada de
lipidios, enzimas, micronutrientes e oligoelementos na célula. Apresentam ainda,
caracteristicas que sustentam as propriedades fisicas do sistema de cultura, tais como o pH,
viscosidade, pressdo osmética e troca gasosa (Bieback et al., 2012 B; Jung et al., 2012;
Stein, 2007)

Frequentemente, utiliza-se de 10-20% de soro fetal bovino (SFB) ou soro de vitelo para
suplementacdo do meio (Fan et al., 2013; Fraziera et al., 2013; Hutton et al., 2013; Santos et
al., 2011; Villa-Diaz et al., 2013). Essas substancias contém mais de 1000 diferentes
componentes, incluindo proteinas, eletrolitos, lipidios, carboidratos, horménios, enzimas e
outros componentes indefinidos (Burnouf et al., 2013; Stein, 2007)

Embora o soro seja de importancia vital para o crescimento das células em cultura
alguns aspectos limitam a sua utilizagdo (Bassi et al., 2012; Bernardi et al., 2013; Bieback et
al., 2012 B; Burnouf et al., 2013; Carvalho et al., 2013; Escobedo-Lucea et al., 2013; Hanley
etal., 2013; Jung et al., 2012). Estre os fatores limitantes pode-se destacar:

¢ Risco de contaminacdo das células por patdégenos, como virus, micoplasmas, prions,

ou agentes zoono6ticos, ndo identificados;

¢ Elevado teor de proteinas xenogénicas que podem ser associadas as células durante o

periodo de cultura e posteriormente causar rea¢fes imunolégicas no paciente;

e Variacdo de lote para lote, causando inconsisténcia na qualidade das células,

tornando a padronizacéo da producao celular um processo dificil.
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e Presenca de inibidores de crescimento, substancias citotoxicas e agentes de

diferenciacao;

e Exigéncia de um controle de qualidade rigoroso para minimizar o risco de

contaminacdo e para selecionar lotes adequados para promover o crescimento de células

mantendo suas propriedades bioldgicas;

e Presenca de fatores ainda n&o identificados, como hormdnios e fatores de

crescimento que podem causar interferéncias;

e Disponibilidade limitada;

e Questdes éticas.

Neste contexto, varios grupos de pesquisa vém se dedicando ao desenvolvimento de
suplementos alternativos para o meio de cultura, baseados em derivados sanguineos. Na
literatura é possivel encontrar trabalhos utilizando: soro humano, plasma rico em plaquetas,
plasma ativado com trombina, lisado de plaquetas, soro do sangue de corddo umbilical e
plasma sanguineo (Bernardi et al., 2013; Bieback et al., 2012 A; Burnouf et al., 2013; Jung et
al., 2012; Lindroos et al., 2009; Patrikson et al., 2013; Rajala et al., 2010).

Diante disso, o presente estudo pretende analisar diferentes parametros metodoldgicos
para isolamento e expansdo de células-tronco derivadas de tecido adiposo humano, com o
proposito de elaborar um protocolo para isolamento e cultivo de células-tronco de tecido
adiposo (CT-TA) na auséncia de componentes como a colagenase e o soro fetal bovino de
forma que a capacidade de crescimento e as caracteristicas bioldgicas das células sejam
mantidas, porém minimizados 0s riscos eventuais de contaminacdo, que podem estar

vinculados ao emprego desses produtos de origem bacteriana e/ou animal.



30

2 OBJETIVOS

2.1  Objetivo Geral
Analisar diferentes parametros metodoldgicos para isolamento, expansdao e

caracterizagdo das células-tronco derivadas de tecido adiposo humano.

2.2  Objetivos Especificos

« Determinar um protocolo eficiente para a producéo de lisado de plaquetas.

e Comparar as técnicas de isolamento de CT-TA por meio de digestdo enzimatica e
dissociagdo mecéanica.

e Comparar as técnicas de cultivo de CT-TA com meio suplementado com soro fetal
bovino e lisado de plaquetas.

 Caracterizar a populacdo celular isolada através da analise de antigenos de superficie.

e Avaliar o potencial de diferenciagdo das CT-TA nas linhagens osteogénica,
adipogénica e condrogénica

e Determinar um protocolo para cultura e expansdo da CT-TA que apresente boa
proliferacéo celular e reprodutibilidade de resultados eliminando-se produtos como a
colagenase e o soro fetal bovino.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1  Obtencao e Descarte dos materiais biologicos

3.1.1 Obtencao e Descarte do Tecido Adiposo

O tecido adiposo humano foi obtido de individuos em bom estado geral de saude, do
sexo feminino com idade entre 53 e 56 anos, por meio de procedimento de dermolipectomia
abdominal. O material foi cedido pelo Instituto de Atendimento Médico Hospitalar (IAM),
que esta devidamente autorizado para realizacao do procedimento. O doador foi devidamente
esclarecido a respeito da pesquisa e, estando de acordo, assinou o termo de consentimento
livre e esclarecido, em anexo, autorizando a utilizacdo do material bioldgico.

O material biol6gico foi transportado para o Laboratorio de Genética e Terapia Celular
da Unesp - Campus Assis para processamento. Apés a utilizacdo, o descarte dos residuos
bioldgicos foi realizado de acordo com as normas estabelecidas pela Agéncia Nacional de
Vigilancia Sanitaria (ANVISA), Resolucdo da Diretoria Colegiada — RDC n° 306, de 07 de
dezembro de 2004.

3.1.2 Obtencdo e Descarte do Concentrado de Plaquetas

Foram utilizadas bolsas de concentrado de plaquetas com prazo de validade expirado
(ap6s a data permitida para utilizacdo das plaquetas para transfusdo). As bolsas foram
cedidas pelo Hospital Regional de Assis. O material foi processado no Laboratério de
Genética e Terapia Celular da Unesp - Campus Assis

Apos a utilizacdo, o descarte das bolsas de sangue vazias e das bolsas com material ndo
utilizado, também foi realizado de acordo com as recomendacgdes da ANVISA (RDC n° 306,
de 07 de dezembro de 2004).

3.2 Preparo do lisado de plaquetas para teste de adi¢io de heparina

O lisado de plaquetas foi preparado a partir de bolsas de concentrado de plagueta com
prazo de validade expirado (apés a data permitida para utilizacdo das plaquetas para
transfusdo). As bolsas contendo aproximadamente 8,5x10° plaquetas/mL foram inicialmente

divididas em quatro grupos (grupos A, B, Ce D).
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Foi adicionado heparina (Hemofol® - Cristalia, S&o Paulo, Brasil) aos grupos A e B na
concentracdo de 100Ul/ml de lisado. Em seguida o material de todos os grupos, contendo ou
ndo heparina, foi submetido a quatro processos consecutivos de congelamento, a -80 °C por
6 horas, e descongelamento, em banho-maria a 37 °C por 15 minutos, para promover a lise
celular.

Apo6s o processo de lise, as solucBes obtidas foram centrifugadas 4 vezes a 3600g
durante 30 minutos, para remocdo dos restos celulares. Nos intervalos entre as
centrifugacdes as amostras foram fotografadas e observadas quanto ao volume do
sobrenadante, formacdo de coagulos, precipitados, sedimentacdo e agregados de superficie,
para registrar a possivel ocorréncia de diferencas entre os lisados de plaquetas que
continham ou ndo heparina. Por fim, os contetdos foram filtrados em filtros de 0,22um (Jet
Biofil, Sdo Paulo, Brasil) e congelados a -20 °C até 0 momento do uso.

Para a preparacdo dos meios de cultura contendo os lisados de plaquetas pertencentes
aos grupos A e C, foi adicionada 2Ul/ml de meio de heparina.

A Tabela 3 indica a 0 momento e a concentracdo de heparina adicionada em cada um

dos grupos.

Tabela 3 - Adicéo de heparina na preparacédo dos lisados de plaquetas

Grupos Adicdo de heparina antes  Adicdo de heparina ap6s o
do processo de lise processo de lise
A 100 Ul/ml 2 Ul/ml
B 100 Ul/ml -
C - 2 Ul/mi

D (Controle) - -

3.3  Desinfeccao do Tecido Adiposo

Apbs o procedimento cirdrgico, o tecido adiposo obtido foi acondicionado em recipiente
estéril contendo Tampédo Fosfato pH: 7,2 (PBS - LGC®, Sdo Paulo, Brasil) suplementado
com 2% de uma solucdo de antibiotico-antimicotico (Penicilina, Streptomicina e Fungizona;

Gibco®, New York, USA), permanecendo em repouso por 24h a 4 °C, para desinfeccao.
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3.4 Isolamento das células-tronco derivadas do tecido adiposo

34.1 Fluxograma

Figura 1 - Fluxograma
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Curva de crescimento, Diferencia¢do, Citometria de fluxo.

3.4.2 Digestdo enzimatica

Para digestdo enzimatica foi empregado o método proposto por Zuk et al. (2001) com
pequenas modificacdes. Apds o periodo de desinfec¢do, 100 g de tecido adiposo foram
triturados e submetidos a digestdo enzimatica com colagenase tipo | (Gibco, New York,
USA), isolada de Clostridium histolyticum, a uma concentragdo de 0,25%. A suspensao
obtida foi incubada a 37 °C por 1h e 30 minutos. Em seguida, a enzima foi neutralizada
mediante adi¢do de meio de cultura Dulbecco’s Modified Eagle Medium — F12 (DMEM-F12
- Gibco, New York, USA) suplementado com 10% de soro fetal bovino (SFB - Gibco, New
York, USA) ou lisado de plaquetas, conforme apresentado na Figura 1. Posteriormente, o
material foi filtrado, em filtro de 70 um (Cell Strainer — BD, New Jersey, USA) para
separacdo dos restos celulares. A suspensdo celular resultante foi centrifugada durante 10
minutos a 900 g. O precipitado (pellet) obtido foi ressuspenso e uma aliquota de 10 pL foi

retirada para contagem e determinacdo da viabilidade. Finalmente, as células foram
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semeadas em frascos de cultura celular (BD, New Jersey, USA), a uma concentragéo de 1 x
10° células/cm?, em meio de cultura DMEM —F12 (Gibco, New York, USA) suplementado
com 1% de uma solucdo de antibidtico-antimicotico (Penicilina, Streptomicina e Fungizona;
Gibco®, New York, USA) e 10% de SFB (Gibco, New York, USA) ou 10% de lisado de
plaquetas. Posteriormente, as células foram incubadas em estufa a 37 °C e 5% de CO..

3.4.3 Dissociacdo mecanica

Posteriormente ao processo de desinfec¢cdo, 100 g do tecido adiposo foram colocados
em uma placa de Petri, contendo meio DMEM-F12 (Gibco, New York, USA). O tecido foi
submetido a dissociacdo mecéanica com o auxilio de duas agulhas de seringa (BD, New
Jersey, USA) dobradas em forma de L, para separacdo das células (conforme apresentado na
Figura 2). O meio contendo as células dissociadas foi colocado em seringas que
permaneceram em posicao vertical, por cerca de dez minutos. Em seguida, a solugéo celular
foi filtrada em um filtro de 70 um (Cell Strainer — BD, New Jersey, USA) para a separagédo
de restos celulares e de adipocitos maduros. O material coletado foi centrifugado durante 10
minutos a 900 g. O precipitado (“pellet”) obtido foi ressuspenso em 1 mL de meio de cultura
e uma aliquota de 10 pL foi retirada para contagem e determinacdo da viabilidade.
Finalmente, as células foram semeadas em frascos de cultura celular (BD, New Jersey,
USA), a uma concentracdo de 1 x 10° células/cm?, em meio de cultura DMEM —F12 (Gibco,
New York, USA) suplementado com 1% de uma solucdo de antibidtico-antimicoético
(Penicilina, Streptomicina e Fungizona; Gibco®, New York, USA) e 10% de SFB (Gibco,
New York, USA) ou lisado de plaquetas. Posteriormente, as células foram incubadas em
estufa a 37 °C e 5% de CO..
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Figura 2 - Dissociagdo mecénica das células-tronco derivadas de tecido adiposo.
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A: desinfeccdo do tecido; B e C: limpeza do tecido adiposo; D e E: dissociagdo mecanica; F:
separacao de células e restos celulares por diferenca de densidade; G: filtracdo; H: formacgdo de
precipitado ap6s centrifugacao; I: incubacdo em estufa de CO,.

3.5  Manutencéo das Culturas Celulares

O meio de cultura, das células provenientes de ambos os processos de isolamento, foi
trocado pela primeira vez apds 72h de incubacdo. As demais trocas de meio foram realizadas
a cada 48h durante todo o processo de cultivo.

Ao atingirem 70-80% de confluéncia as células foram dissociadas com a utilizacdo de
Tryple™ (Gibco, New York, USA), uma enzima recombinante de origem nao xenogénica,
contadas em camara de Neubauer, com a utilizacdo de Azul de Trypan e novamente
semeadas em placas de cultura na concentracdo de 1x10° células/cm?. As culturas foram
mantidas até a quinta passagem.
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3.6  Ensaio com 2-(4,5-dimetil-2-tiazol)-3,5-difenil (MTT)

O ensaio envolve a conversdo do sal hidrossolivel MTT em um material insolavel de
formazan, formando um produto colorido que é proporcional a atividade de desidrogenase
das mitocondrias. O formazan solubilizado tem a concentracdo determinada por densidade
Optica a 540 nm, tornando possivel a mensuragdo da proliferacdo celular.

Para a realizacdo do ensaio foi utilizado o Vybrant® MTT Cell Proloferation Assay Kit
(Gibco, New York, USA) seguindo as instrucbes do fabricante, e as leituras de absorbancia
foram realizadas em espectrofotdmetro (Multiskan FC Versdao 1.0079 — Thermo Fisher

Scientific) no comprimento de onda de 540nm.

3.6.1 Teste do cultivo de células-tronco do tecido adiposo (CT-TA) usando como
suplemento lisados de plaquetas preparados por meio de diferentes metodologias

Células na 3% passagem de cultivo isoladas por colagenase foram plaqueadas em
triplicata a uma densidade de 1x10° células/cm? em placa de cultura de 96 pogos (BD, New
Jersey, USA) com meio DMEM-F12 suplementado com 10% dos lisados de plaqueta A, B
ou C (conforme citado no item 2) e 1% de uma solucdo de antibi6tico-antimicético
(Penicilina, Streptomicina e Fungizona; Gibco®, New York, USA). Testes de MTT foram
aplicados as amostras com 24, 48 e 72 horas de incubacdo, para observacdo do crescimento
celular. As células foram fotografadas para analise da morfologia celular.

O teste foi repetido, utilizando-se trés lotes distintos de concentrados de plaquetas

provenientes de diferentes pacientes.

3.6.2 Cinética de Crescimento das CT-TA

Células cultivadas até a 5% passagem foram semeadas em triplicata a uma densidade de
1x10° células/cm?® em placa de cultura de 96 pocos (BD, New Jersey, USA) com meio
DMEM-F12 suplementado com 10% de SFB ou 10% de lisado de plaquetas e 1% de uma
solugdo de antibiotico-antimicdtico (Penicilina, Streptomicina e Fungizona; Gibco®, New
York, USA). Os testes de MTT foram iniciados ap6s 24h de incubacdo, e realizados
conforme instrugdes do fabricante (Gibco, New York, USA). A cada dia, 3 pocos foram
submetidos a leitura de absorbancia (540nm). Esse procedimento foi repetido durante 10 dias

consecutivos, possibilitando a construcéo de curvas de crescimento.
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3.7  Calculo do Tempo de Dobramento da Populacédo Celular

O tempo de dobramento da populacdo (PDT — Population Doubling Time), periodo em
que a populacédo celular duplica, foi calculado de acordo com a seguinte formula: PDT=
txIn(2)/In(N/NO), onde: t: tempo, N: nimero de células final e NO: nimero de células inicial,

conforme descrito por Arrigoni et al., 2009.

3.8  Citometria de fluxo

Foram realizados ensaios para caracterizar as subpopulacfes celulares presentes na
cultura das CT-TA. Os anticorpos monoclonais selecionados para a marcagdo das células
foram dirigidos contra proteinas de superficie caracteristicas de células-tronco mesenquimais
e “gate” de exclusdo, conforme proposto pela Sociedade Internacional de Terapia Celular
(Dominici et al., 2006). As células cultivadas até a 62 passagem foram marcadas com CD90,
CD73, CD105, CD45, CD34, HLA-DR, CD19 e CD11b (BD, New Jersey, USA) A técnica
de marcacdo consiste em lavagens da amostra com PBS e aquisicdo (5000 eventos). no
Citdmetro de Fluxo FACSCalibur® (BD, New Jersey, USA).

3.9  Capacidade de diferenciacao das células-tronco derivadas do tecido adiposo

3.9.1 Diferenciacdo Condrogénica

Para induzir a diferenciacdo condrogénica, as CT-TA cultivadas até a 5% passagem
foram semeadas a uma concentragdo de 1x10° células/cm?® e cultivadas até atingirem uma
confluéncia de 60-80%. Em seguida, as células foram cultivadas durante 14 dias em
presenca do kit de diferenciacdo condrogénica StemPro® (Gibco®, New York, USA),
segundo a metodologia proposta pelo fabricante. A diferenciagdo condrogénica foi

confirmada pela anélise da coloracdo com Alcian Blue (Sigma-Aldrich®, Missouri, USA).

3.9.2 Diferenciacdo Osteogénica

Para induzir a diferenciagdo osteogénica, as CT-TA cultivadas até a 5% passagem foram
semeadas a uma concentracdo de 1x10° células/cm? e cultivadas até atingirem uma
confluéncia de 60-80%. Em seguida, as células foram cultivadas durante 21 dias na presenca
do kit de diferenciacdo osteogénica StemPro® (Gibco®, New York, USA), segundo a
metodologia proposta pelo fabricante. A diferenciacdo condrogénica foi confirmada pela

analise da coloracdo com Alizarin Red S (Sigma-Aldrich®, Missouri, USA).
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3.9.3 Diferenciacdo Adipogénica

Para induzir a diferenciacdo adipogénica, as CT-TA cultivadas até a 52 passagem foram
semeadas a uma concentracdo de 1x10°células/cm?® e cultivadas até atingirem uma
confluéncia de 60-80%. Em seguida, as células foram cultivadas durante 7 dias na presenca
do kit de diferenciacdo adipogénica StemPro® (Gibco®, New York, USA), segundo a
metodologia proposta pelo fabricante. A diferenciacdo adipogénica foi confirmada pela

andlise da coloracdo com Qil Red O (Sigma-Aldrich®, Missouri, USA).

3.10 Aspectos Eticos

O projeto foi registrado na Plataforma Brasil e aprovado pelo Comité de Etica em
Pesquisa — CEP da Faculdade de Ciéncias e Letras de Assis - UNESP — Campus de Assis
(Assis, Séo Paulo, Brasil) sob o nimero de registro CAAE: 16624813.1.0000.5401.
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4 RESULTADOS

4.1  Teste da adicéo de heparina

A fim de testar a acdo da heparina na formacéo de gel e de coagulos no meio de cultura,
a heparina foi adicionada: 1) antes e ap0s a lise das plaquetas (grupo A), 2) somente antes da
lise (grupo B) e 3) somente depois da lise (grupo C), nas concentracfes indicadas na Tabela
3, e comparadas com os resultados obtidos com o grupo D (controle) isento de heparina.

Os grupos foram analisados quanto ao volume de sobrenadante, formacdo de coagulos,
precipitados, sedimentacdo e agregados de superficie entre cada centrifugacdo. As
observagdes evidenciaram:

e Auséncia da formacdo de coagulos

e Agregados de superficie nas 2 primeiras centrifugacdes.

e Residuos em suspensdo presentes nos 4 ciclos de centrifugacdo, em quantidades

iguais, ndo sendo dependente da dose ou momento de adi¢do da heparina (Figura 3)

e Presenca de botdo celular, sendo que este diminuiu progressivamente entre as

centrifugacdes, tornando-se praticamente ausente na ultima (Figura 3)

e Pequena diminuicdo no volume de sobrenadante entre a primeira e segunda

centrifugacdo e uma diminuicdo progressiva entre as demais centrifugacdes.

Resultados semelhantes foram observados em todos os grupos. Ndo houve mudanca digna
de nota decorrente do momento de adicdo e concentracdo de heparina, com exce¢do do
grupo controle (grupo D) onde observou-se a formacdo de gel quando o lisado de plaquetas
foi colocado em contato com o meio de cultura. Este efeito deve, provavelmente, ser
decorrente do contetdo de calcio, ativando a cascata de coagulacdo. Desta forma, esse
grupo foi descartado como alternativa para utilizacdo em cultura. A auséncia na formacéao de
coagulos e géis nos demais grupos indica que mesmo no grupo C, onde havia uma
concentracdo menor de heparina, foi possivel impedir o processo de coagulagdo. A presenca
de agregados de superficie, residuos em suspensédo e botdo celular, bem como a diminuicéo
no volume de sobrenadante, que ocorreram de forma semelhante em todos 0s grupos,
indicam que o processo de lise celular ocorreu de forma similar nos grupos A, B,C e D

independentemente da adi¢cdo ou ndo de heparina.
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Figura 3 - Fomacédo de botdo e celular e residuos de superficie durante o preparo do
lisado de plaquetas.

Fomacédo de botdo e celular (A) e residuos de superficie (B) durante o preparo do lisado de
plaquetas.

4.2  Teste do Cultivo de Células-tronco Derivadas do Tecido Adiposo (CT-TA) em
Lisados de Plaquetas com Diferentes Concentragfes de Heparina

Os lisados de plaquetas A, B e C, utilizados no teste de heparina (item 1), foram
avaliados no cultivo de CT-TA, buscando verificar a ocorréncia de diferencas na adeséo e
crescimento celular. O teste de cultivo celular ndo revelou diferencas no crescimento e
adesdo das CT-TA, conforme ilustrado na Figura 4. Desta forma a metodologia de preparo
de lisado de plaquetas C foi escolhida para os demais testes, por conter uma concentragdo
menor de heparina e impedir, de forma semelhante aos demais grupos, a formacdo de

coagulos.
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Figura 4 - Gréfico do crescimento da populagdo de CT-TA cultivadas nos lisados de
plaguetas com adi¢do de heparina antes e depois, somente antes e somente depois do

processo de lise celular

Cultivo Celular em Lisados de Plagquetas com
Diferentes Concentracoes de Heparina
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A B C
Tipo de Lisado de Plaguetas

Grupo A: adicdo de heparina antes e depois do processo de lise celular; Grupo B: adi¢do de
heparina somente antes do processo de lise celular; Grupo C: adicdo de heparina somente
depois do processo de lise celular. Todos os grupos foram analisados em triplicata.

4.3  Isolamento e expansao celular

As células isoladas por digestdo enzimatica ou por dissociacdo mecénica foram
inicialmente plaqueadas a uma densidade de 1x10° células/cm®. Em todos 0s grupos de
cultivo foi possivel observar a adesdo celular ap6s 2 dias de incubacdo e a formacdo das
primeiras coldnias de aspecto fibroblastdide ap6s 3 a 5 dias.

A confluéncia de 70-80% para a primeira dissociacdo com Tryple (Gibco, New York,
USA) foi atingida no 8° dia para as culturas isoladas por digestdo enzimética e no 10° dia de
cultivo para as culturas celulares isoladas por dissociacdo mecénica. As demais passagens
ocorreram no mesmo tempo para ambos o0s grupos, levando entre 4 a 5 dias de cultivo. Todas
as culturas foram mantidas até a 5 passagem.

Na cultura primaria, observou-se hemécias e adipdcitos maduros, em todos 0s grupos,
com maior incidéncia nas culturas isolados por dissociacdo mecénica. Estas células foram

eliminadas ao longo do cultivo, durante as trocas de meio e dissociacbes com Tryple, de
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forma que, na terceira passagem todas as culturas apresentavam aspecto de monocamada
homogénea de células, com morfologia fibroblastdide que foi mantida até o fim do cultivo
(Figura 5).



Figura 5 - Caracteristicas das células isoladas de tecido adiposo ao longo do cultivo

Dissociacéo Dissociacao Dissociacdo Dissociacdo
Enzimatica Mecénica + Soro Enzimatica Mecénica + Lisado
(Colagenase) + Soro fetal bovino (Colagenase) + de plaguetas
fetal bovino (DM+SFB) Lisado de plaquetas (DM+LP)
(DE+SFB) (DE+LP)

1a
Passagem

2a
Passagem

3a
Passagem

4a
Passagem

5a
Passagem

S

Células isoladas por digestdo enzimatica e cultivas com SFB (DE+SFB), células isoladas pr
dissociagdo mecanica e cultivadas com SFB (DM+SFB), células isoladas por digestdo enzimatica e
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cultivadas com lisado de plaquetas (DE+LP) e células isoladas por dissociacdo mecéanica e cultivadas
com lisado de plaquetas (DM+LP) (Aumento original de 4X).-

O aspecto fibroblastoide, caracteristico das CT-TA, pode ser observado em todos 0s
grupos. Entretanto, a culturas mantidas com lisado de plaquetas apresentaram células
maiores e com citoplasma com melhor defini¢o, quando comparadas As células cultivadas
com SFB (Figura 6).

Figura 6 - Microscopia das células cultivadas em com soro fetal bovino e lisado de

plaquetas, evidenciando as diferencas morfologicas

A: células cultivadas com soro fetal bovino; B: células cultivadas com lisado de plaquetas.
(Aumento original 4x).

4.4  Curva de Crescimento

Para investigar o potencial de adesdo e proliferacdo das células isoladas por dissociacéo
mecanica (DM) ou digestdo enzimatica (DE) e cultivadas com soro fetal (SFB) ou lisado de
plaquetas (LP), foi realizada, por meio da leitura de MTT, uma curva de crescimento com
duracéo de 10 dias. As curvas de crescimento estdo ilustradas na Figura 7.

Inicialmente todos 0s grupos apresentaram uma fase de crescimento lenta (fase lag) que
representa o periodo de adaptacdo metabolica das células apds o plagueamento, para que
haja a adesdo, alongamento e a produgdo dos componentes necessarios para a expansao
celular. Nos grupos isolados por dissociagdo mecanica (DM+LP e DM+SFB) essa fase pode
ser observada apenas nas primeiras 24 horas de cultivo, porém nos grupos isolados por
digestdo enziméatica (DE+LP e DE+SFB), a fase lag se estendeu durante as primeiras 48
horas apds o plaqueamento.
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Posteriormente a esse periodo de crescimento lento, as células apresentaram uma fase de
crescimento exponencial (fase log). Durante essa fase 0s grupos apresentaram
comportamentos diferentes. Comparando-se os tipos de suplemento, observa-se na Figura 7,
que 0s grupos que tiveram meio de cultura suplementado com lisado de plaquetas (DE+LP e
DM+LP) apresentaram um crescimento inicial superior aos grupos suplementados com SFB
(DM+SFB e DE+SFB). Entretanto, a fase log dos grupos DE+LP e DM+LP manteve-se por
apenas 6 e 5 dias respectivamente, enquanto os grupos DM+SFB e DE+SFB, apesar do
crescimento mais lento, mantiveram a proliferacdo celular até o 8° e o 9° dias
respectivamente. N&o foi possivel observar, no entanto, com relacdo as técnicas de
isolamento, diferencas na fase log dos grupos DE+LP e DM+LP, porém foi possivel
observar um crescimento mais acentuado no grupo DM+SFB quando comparado com
DE+SFB. Apos a fase log nenhum dor grupos apresentou fase estacionaria todos entraram
na fase de declinio.

De forma geral, foi possivel observar que todas as técnicas empregadas mostraram
viabilidade para o cultivo de CT-TA, porém as curvas mostraram uma taxa proliferativa

maior nas células pertencentes aos grupos suplementados com LP.

Figura 7 - Curva de crescimento das CT-TA isoladas por digestdo enzimatica (DE) ou
dissociacdo mecénica (DM) e cultivadas com soro fetal bovino (SFB) ou lisado de plaquetas
(LP).
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45  Tempo de Dobramento da Populacéo Celular (PDT)

Com base na curva de crescimento foi calculado o tempo de dobramento da populacao
celular (PDT), que representa um importante marcador da capacidade proliferativa das
células, os resultados estdo sintetizados na Tabela 4. As médias do tempo de dobramento da
populagéo celular refletem comportamento semelhante , conforme se observava nas curvas
de crescimento. Quando comparados os tipos de suplemento, evidencia-se um processo
proliferativo acentuado nos grupos suplementados com lisado de plaquetas. Quando se
compara 0s tipos de isolamento, verifica-se uma proliferacdo mais acentuada nos grupos

decorrentes da dissociacdo mecénica.

Tabela 4 - Tempo de dobramento da populacéo celular das CT-TA

Grupo PDT (horas)
DE+SFB 59.59
DM+SFB 49.75
DE+LP 39.96
DM+LP 20.69

Onde: DE+SFB= Células isoladas por digestdo enzimatica e cultivas com SFB
DM+SFB= Células isoladas por dissociacdo mecanica e cultivadas com SFB

DE+LP= Células isoladas por digestdo enzimatica e cultivadas com lisado de plaquetas
DM+LP= Células isoladas por dissociagdo mecénica e cultivadas com lisado de plaquetas

46  Citometria de Fluxo

Com o proposito de analisar as subpopulacdes celulares que foram isoladas por cada
uma das técnicas de cultivo empregadas, as amostras foram submetidas a citometria de
fluxo. Os resultados obtidos estéo sintetizados na Tabela 5 e na Figura 8 e mostram que, de
forma geral, os grupos cultivados com lisado de plaquetas apresentam, para os diferentes
marcadores, valores proximos aqueles preconizados pela Sociedade Internacional de
Terapia Celular (International Society for Cellular Therapy — ISCT), conforme reportado por
Dominicci at al. , (2006). Esses resultados indicam um baixo indice de contaminagdo por
outros tipos celulares. Entretanto, as amostras cultivadas com soro fetal bovino
apresentaram, para 0s antigenos de superficie CD73/CD105 e CD90/CD105, valores
inferiores a 95 %, conforme os resultados apresentados na Tabela 5 e Figura 8, estando,

portanto, 0s valores percentuais dos marcadores obtidos nos grupos experimentais
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cultivados com SFB, aquém daqueles (acima de 95 %) propostos pela ISCT (Dominicci et
al., 2006).

Tabela 5 - Caracterizacdo das CT-TA por citometria de fluxo

Marcadores DE+SFB DM+SFB DE+LP DM+LP
CD73/CD90 (>95%) 98,39% 88,07% 99,62% 93,12%
CD73/CD105 (>95%) 64,43% 79,82% 97,11% 92,5%
CD90/CD105 (>95%) 60,46% 77,98% 98,93% 98,12%
CD34 (22%) 0% 0% 0% 0%
CD11b (<2%) 0,10% 1,17% 0,06% 1,05%
HLA-DR (<2%) 0,8% 1,79% 0,3% 0%
CD19 (2% 0% 0,39% 0,1% 0%
Total de CT-TA 60,46% 77,98% 97,11% 92,5%

Onde: DE+SFB= Células isoladas por digestdo enzimatica e cultivas com SFB
DM+SFB= Células isoladas por dissociagcdo mecanica e cultivadas com SFB

DE+LP= Células isoladas por digestdo enzimatica e cultivadas com lisado de plaquetas
DM+LP= Células isoladas por dissociagdo mecénica e cultivadas com lisado de plaquetas



Figura 8 - Graficos representativos da citometria de fluxo
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4.7  Diferenciacdo das células-tronco do tecido adiposo (CT-TA)

O potencial de diferenciacdo das CT-TA em adipdcitos, ostedcitos e condrdcitos, foi
investigado com o intuito de averiguar se as células isoladas pelos diferentes métodos
descritos na metodologia apresentam o0s requisitos basicos para que possam ser definidas e
caracterizadas como células-tronco mesenquimais. Conforme os resultados apresentado na
Figura 9, todos os grupos demonstraram o potencial de diferenciagéo nas trés linhagens. A
diferenciacdo adipogénica foi confirmada por meio da presenca de vacuolos lipidicos
indicados pela coloracdo com Oil Red O. A osteogénese foi verificada mediante coloragédo
da matriz 6ssea com Alizarin Red S. Finalmente, confirmou-se a diferenciagdo condrogénica

com o corante Alcian Blue. O azul indica a sintese de proteoglicanos pelos condrdcitos.
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Figura 9 - Diferenciacéo das CT-TA em adip6citos, condrdcitos e ostedcitos

Adipogénica Condrogénica Osteogénica

Digestdo Enzimatica
com Soro Fetal
Bovino

Dissociagéo
Mecéanica com Soro
Fetal Bovino

Digestdo Enzimatica
com Lisado de
Plaquetas

Dissociagéo
Mecénica com
Lisado de Plaquetas

Adipdcitos: coloragcdo com QOil Red; Condrécitos: coloracdo com Alcian Blue; Ostedcitos: coloracdo
com Alizarin Red. Aumento original de 20x.
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5 DISCUSSAO

O transplante de CT-TA representa uma nova alternativa terapéutica com grande
potencial de aplicabilidade no reparo e regeneracdo de 6rgaos e/ou tecidos lesados aguda ou
cronicamente (Bourin et al., 2013; Eslaminejad et al., 2011; Marcelino et al., 2014). Desta
forma, torna-se necessario ampliar o conhecimento acerca das caracteristicas das CT-TA,
bem como sobre as técnicas de manipulacdo do tecido adiposo e seus constituintes celulares,
adequando o cultivo celular para a prética clinica de forma que os métodos adotados sejam,
ndo apenas eficazes para emprego em terapia celular, mas também, seguros e idealmente,
isentos de efeitos adversos.

As recomendacOes preconizadas pela ANVISA, na Resolucdo da Diretoria Colegiada -
RCD n° 9, de 14 de marco de 2011, postulam que se evite o emprego de produtos de origem
animal (xenobidticos) em cultura de células para terapia celular em pacientes humanos.
Assim, justifica-se a introducdo de novas metodologias de cultivo que permitam e viabilizem
a substituicdo dos componentes xenobidticos, tais como a colagenase bacteriana e 0 soro
fetal bovino (SFB), rotineiramente empregados, nos processos de isolamento e expansdo de
CT-TA. (Bassi et al., 2012; Bernardi et al., 2013; Bieback et al., 2012 B; Burnouf et al.,
2013; Carvalho et al., 2013; Escobedo-Lucea et al., 2013; Hanley et al., 2013; Jung et al.,
201, Marcelino et al., 2014).

Neste contexto, o lisado de plaquetas (LP) representa uma alternativa promissora para
substituicdo do soro fetal bovino (Anitua et al., 2013; Bournof et al., 2013; Hernandez, 2012;
Metcalf et a., 2013; Smyth et al., 2013; Suzuki et al., 2012; Vetrano et al., 2013; Villa-Diaz
et al., 2013). Os resultados obtidos neste trabalho decorrentes de diferentes metodologias
empregadas para a producdo do lisado de plaguetas, mostraram que ndo houve diferencga
qualitativas quanto ao volume do sobrenadante, formacdo de coagulos, precipitados,
sedimentacdo e agregados de superficie entre os grupos tratados com heparina, conforme
apresentado na Figura 3. Esses resultados corroboram aqueles descritos anteriormente por
outros autores, como Yoshito (2011) e Altran (2011), que também avaliaram 0s mesmos
pardmetros para comparagdo de lisado de plaqueta com adicdo de heparina antes ou depois
processo de lise celular. O preparo de lisado de plaquetas, sem adi¢cdo de heparina, no
entanto, demonstra que a suplementacdo de meio de cultura com lisado de plaquetas, na
auséncia de heparina, determina a formagdo de um composto de aspecto gelatinoso, o que
torna, portanto, essa metodologia inviavel para a utilizacdo do lisado em cultivo celular. A

partir desses resultados esta variante metodoldgica para producdo e emprego de LP em
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substituicdo ao SFB foi, portanto, descartada nos experimentos subsequentes de cultura
celular.

Diante dos resultados encontrados no teste de adicdo de heparina, avaliou-se o
crescimento celular em meio de cultura suplementado com 10% de lisado de plaquetas dos
grupos A (adicdo de heparina na concentragdo de 100 Ul/ml de lisado de plaquetas antes do
processo de lise celular e 2 Ul/ml de meio depois), B (adigédo de heparina de 100 Ul /ml
somente antes da lise) e C (adicdo de heparina de 2 Ul/ml de meio de cultura somente apds a
lise celular). Reiteradamente, ndo foram observadas diferencas significativas. Os parametros
de adesdo, crescimento e morfologia celular foram mantidos de forma semelhante nos trés
grupos. Deve-se ressaltar que, ao comparar o desenvolvimento de CT-TA em meio de
cultura suplementado com lisado de plaguetas contendo diferentes doses de heparina (0,61
Ul/ml e 156 Ul/ml), Hemada et al., (2013) relataram diminuicdo na expansdo e capacidade
de formacdo de coldnias e aumento no tempo de dobramento da populacdo de CT-TA
quando utilizadas concentragfes mais altas de heparina (156 Ul/ml).

Em decorréncia dos resultados encontrados, nos testes anteriores (teste de adicdo de
heparina e cultivo de células em meio suplementado com lisado de plaquetas contendo
diferentes doses de heparina) e, em conformidade com os resultados obtidos por Hemada et
al., (2013), padronizou-se o preparo do lisado de plaquetas com adigdo de heparina na
concentracdo de 2 Ul/ml de meio de cultura apds o processo de lise celular (metodologia
utilizada no grupo B), uma vez que, essa €, entre todas as variantes testadas, a metodologia
que utiliza menor dose de heparina sem que haja formacéao de gel ou coagulo.

Além de substituir o SFB utilizado nas culturas, pretendeu-se, também, no presente
trabalho a eliminacdo de outra componente de origem xenobidtica: a colagenase (obtida da
bactéria Clostridium histolyticum). Neste sentido, propbs-se a dissociacdo mecanica como
método alternativo para o isolamento das CT-TA. O emprego desta variante metodoldgica
apresentou resultados promissores, mostrando eficiéncia no isolamento de CT-TA. Esses
resultados estdo em conformidade com aqueles reportados outros autores, como Bianchi et
al., (2013) e Shah et al., (2013), que propuseram diferentes metodologias de isolamento de
CT-TA sem emprego de enzimas. No trabalho de Shah et al., (2013) a metodologia proposta
baseia-se na lavagem de lipoaspirado com tampdo fosfato e posterior centrifugacdo do
sobrenadante, ja no trabalho de Bianchi et al., (2013) os autores propuseram um aparato
fechado para imersédo do lipoaspirado, contendo pequenas esferas de aco inoxidavel, que, sob

agitacdo, aumentam progressivamente a fragmentacdo do tecido, liberando,
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consequentemente, as CT-TA. Apesar de se tratar de metodologias distintas, tanto o
presente trabalho quanto os trabalhos de outros autores, reportados anteriormente, permitem
concluir que o isolamento das CT-TA prescindindo-se do uso de enzimas, representa uma
alternativa viavel e exequivel, mostrando resultados reprodutiveis e conferindo sustentacao
as recomendacOes preconizadas pela ANVISA, para que se evite por completo ou tanto
quanto possivel, o emprego de produtos xenobidticos em cultivo de células, que tenham por
finalidade o emprego em procedimentos de terapia celular de pacientes humanos.

Com relacdo as taxas proliferativas das células isoladas por métodos ndo-enzimaticos, os
resultados observados na curva de crescimento e no tempo de dobramento da populacéo
celular sdo discordantes Aqueles descritos por Shah et al., (2013), esses autores, observaram
que as células isoladas pelo método de lavagem de lipoaspirado, apresentam capacidade de
proliferacdo 19 vezes inferior a taxa encontrada para células isoladas por colagenase. O
mesmo, ndo ocorre com a metodologia de dissociagdo mecénica, proposta no presente
estudo, que exibe crescimento superior ao encontrado em células isoladas por digestdo
enzimatica, conforme os resultados apresentados na Figura 7 e na Tabela 4.

A utilizacdo de lisado de plaquetas como suplemento para 0 meio de cultura também
alterou o crescimento celular, resultando em uma taxa proliferativa superior aquela
encontrada nos grupos suplementados com SFB. Essas observacfes séo concordantes com as
encontradas na literatura, Lindroos et al., (2010), Bieback et al., (2012), Blande et al., (2009)
e Shih et al.,, (2010) descreveram, também resultados muito semelhantes, quando
compararam o crescimento de CT-TA cultivadas em meio suplementado com 10% de SFB
ou LP. Entretanto, conforme os resultados obtidos neste trabalho verifica-se que apesar do
crescimento acelerado as células cultivadas com LP apresentaram diferencas na morfologia
celular (Figura 6). Estes resultados também estdo de acordo e corroboram as observacdes de
outros autores como Bieback et al., (2010), Bieback et al., (2012), Kocaoemer et al., (2007) e
Kolle et al., (2013) que tambem verificaram a ocorréncia de células com citoplasma maior e
mais bem definido quando cultivadas com 10% de LP .

Apbs analisar a capacidade proliferativa das células isoladas e cultivadas nas diferentes
condigdes propostas, foi realizada a caracterizagdo celular (imunofenotipagem) por meio de
citometria de fluxo. Os resultados (Tabela 5) mostraram que as células cultivadas com lisado
de plaquetas apresentaram baixos niveis de contaminacdo por outros tipos celulares
atendendo as proposi¢des da Sociedade Internacional de Terapia Celular (ISCT) (Dominici

et al,. 2006) para caracterizacdo de células-tronco mesenquimais, onde os marcadores
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CD105, CD73 e CD90 devem apresentar valors percentuais acima de 95% das células
Enquanto para os antigenos de superficie CD34, CD11b, CD19 e HLA-DR os valores
percentuais devem estar abaixo de 2%. Mais recentemente, a ISCT estabeleceu diretrizes
mais especificas para a caracterizacdo de celulas-tronco mesenquimais isoladas de tecido
adiposo, determinando que os marcadores CD105, CD90, e CD73 deveriam estar presentes
em mais de 70% das células (Bourin et al., 2013), desta forma, o grupo DM+SFB também
inclui-se entre 0s grupos que atendem aos critérios sugeridos pela Sociedade Internacional de
Terapia Celular — ISCT (Bourin et al., 2013). Deste modo, 0 Unico grupo gque nao atingiu 0s
percentuais propostos pela ISCT foi o grupo DE+SFB, que apresentou marcagédo positiva de
64,43% para CD73/CD105 e 60,46% para CD90/CD105. Resultados semelhantes foram,
também, reportados por outros grupos de pesquisa (Koacamer et al., 2007; Patrikoks et al.,
2013) que descreveram diminuicdo dos marcadores CD73 e CD105 quando células isoladas
por colagenase e cultivadas com SFB foram analisadas ap6s a 52 passagem. O mesmo pode
ter ocorrido no presente estudo uma vez que as células foram analisadas apenas na 72
passagem.

Por fim, para completar a caracterizacdo celular, as células foram induzidas a
diferenciacdo nas linhagens adipogénica, condrogénica e osteogénica. Conforme os critérios
recomendados pela ISCT (Dominicci et al., 2006) e adotados por diferentes autores (Blande
et al., 2009; Kocaoemer et al., 2007; Kolle et al., 2013; Lindroos et al., 2009; Patrikosk et al.,
2013; Rajala et al., 2010), tanto as células cultivadas com SFB quanto as células cultivadas
com lisado de plaquetas apresentaram capacidade de diferenciacdo nas linhagens

condrogénica, osteogénica e adipogénica, conforme apresentado na figura 9.
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6 CONCLUSOES

Os resultados obtidos neste estudos permitem concluir que o lisado de plaquetas é
eficiente para manter a expansdo de CT-TA, substituindo o uso de SFB, que pode,
eventualmente, representar riscos potencias de reacGes imunoldgicas e transmissdo de
zoonoses, Vvirus ou prions. Estudos adicionais, no entanto, sdo necessarios com relagdo a
padronizacdo da metodologia de obtencdo do lisado de plaquetas, sobretudo no que diz
respeito a quantidade de heparina utilizada.

Considerando, ainda os resultados obtidos é possivel concluir que a metodologia de
dissociacdo mecénica e o emprego de lisado de plaquetas representam alternativas viaveis,
reprodutiveis e eficientes para isolamento e cultivo de CT-TA, tornando, como
consequéncia, prescindivel o emprego de xenobidticos, como a colagenase e 0 SFB sem, no
entanto, comprometer a eficiéncia do processo. Esses resultados representam uma alternativa
metodoldgica extremamente promissora e constituem suporte experimental para
implementacdo das recomendagdes da ANVISA, no sentido de, além de diminuir os custos,
conferir maior seguranca aos procedimentos de terapia celular prescindindo-se do emprego
de produtos xenobidticos para cultivo de células tronco provenientes de tecido adiposo,
particularmente quando se pretende o posterior emprego das células em procedimentos de

terapia celular em pacientes humanos.
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ANEXO
Termo de Consentimento Livre Esclarecido (TCLE) para coleta de tecido adiposo

(Capitulo 1V, itens 1 a 3 da Resolucdo 196/96 — Conselho Nacional de Saude)

O(a) Senhor(a) esta sendo convidado(a) a participar da pesquisa “Diferentes
metodologias para isolamento, expansdo e caracterizacdo das células-tronco derivadas de
tecido adiposo humano”, sob a responsabilidade do pesquisador Dr. Jodo Tadeu Ribeiro
Paes, RG n° 709035-0.

Este termo devera ser elaborado em duas vias. Depois de lido, rubricado e assinado, uma
via ficard em poder do sujeito ou de seu representante legal e a outra via em poder do
pesquisador responsavel.

Esta pesquisa foi aprovada pelo Comité de Etica da Faculdade de Ciéncias e Letras —
UNESP/Campus de Assis. Qualquer dlvida quanto aos aspectos éticos poderdo ser
esclarecidas no telefone (18) 3302-5607 ou pelo e-mail cep@assis.unesp.br, ou diretamente

com o pesquisador no telefone (18) 3302-5856 ou e-mail jtrpaes@yahoo.com.br

A pesquisa sera realizada com células-tronco retiradas do tecido adiposo (gordura). Sera
utilizado apenas uma parte do material retirado da regido da barriga. O restante, conforme o

procedimento que o(a) Senhor(a) conversou com seu médico, seré descartado.

A gordura coletada sera levada para o nosso laboratério, que esta qualificado para a
separagdo das células-tronco. As células obtidas serdo cultivadas por metodos diferente e
depois serdo analisadas para avaliar qual métodologia utilizada é mais eficiente para o
cultivo, bem como se essas células mantem suas caracteristicas apds o cultivo. Estas
informacdes sdo importantes para que, a partir deste estudo, seja possivel ou néo utilizar

essas células depois de mantidas em laboratorio para tratamento de algumas doencas.

O seu médico ja esclareceu ao Senhor(a) os riscos e beneficios do procedimento de
retirada da gordura. NOs ndo participaremos desta etapa, apenas utilizaremos parte do
material coletado pelo médico cirurgido. Se o(a) Senhor(a) concordar em doar parte da
gordura retirada da barriga, ndo havera risco nenhum para a sua salude e integridade fisica,

pois todo o estudo sera feito em laboratorio, apds o procedimento cirurgico.


mailto:cep@assis.unesp.br
mailto:jtrpaes@yahoo.com.br
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Sua identidade ser4 mantida em sigilo pelos pesquisadores, sendo utilizados apenas 0s
dados necessarios para esta pesquisa, tais como, faixa etéria. Informamos ainda que os
resultados deste estudo serdo publicados em uma revista cientifica, mas, repetindo, sua

identidade serd mantida em sigilo.

O(a) Senhor(a) pode a qualquer momento desistir da doacdo do material, mesmo depois

de ter assinado este termo de consentimento.

O(a) Senhor(a) deve estar a vontande para fazer qualquer pergunta sobre este estudo,
podendo entrar em contato, a qualquer momento, com o pesquisador responsavel cujo nome,

telefone e endereco esta abaixo colocado:

Pesquisadores responsaveis: Dr. Jodo Tadeu Ribeiro Paes
Fone (18) 33025848

Endereco: Av. Dom Ant6nio, 2100 — Assis/ SP, cep: 19806900

CONSENTIMENTO

Eu, ., RG: , abaixo

assinado, concordo em participar, como sujeito, da pesquisa “Diferentes metodologias para
isolamento, expansdo e caracterizacdo das células-tronco derivadas de tecido adiposo
humano”. Fui devidamente informado(a) e esclarecido pelo pesquisador Dr. Jodo Tadeu
Ribeiro Paes sobre a pesquisa, 0s procedimentos nela envolvidos, assim como 0s possiveis
riscos e beneficios decorrentes de minha participacdo. Foi-me garantido, ainda, que posso

retirar meu consentimento a qualquer momento, sem que isto leve a qualquer penalidade.

Declaro, ainda, que () concordo / () ndo concordo com a publicacdo dos resultados
desta pesquisa, ciente da garantia quanto ao sigilo das minhas informagdes pessoais e a0 meu
anonimato.

Local e data , de de
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Assinatura

Eu, Dr. Jodo Tadeu Ribeiro Paes, pesquisador responsavel pelo estudo, obtive de forma
voluntaria o Consentimento Livre e Esclarecido do sujeito/representante legal para a

participacdo na pesquisa.

Assinatura do Pesquisador



