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RESUMO

A ferida profunda da pele representa uma condicdo clinica que
determina a incapacidade de regeneracdo espontanea, determinando graves
consequéncias fisicas aos seus portadores. Atualmente, resultados
promissores relacionados ao uso da fracdo vascular estromal (FVE) derivada
do tecido adiposo sobre o reparo de feridas vém sendo evidenciados.
Entretanto, mais estudos sdo necessarios para caracterizar 0s mecanismos
modulatérios envolvidos no processo. Esta pesquisa teve como objetivo
estabelecer uma prova de conceito a respeito da influéncia modulatéria da FVE
derivada do tecido adiposo humano, cultivada como esferdides multicelulares
(EM), sobre o modelo in vitro para cicatrizacdo de feridas. Para tal, uma
amostra de tecido adiposo de uma voluntaria foi extraida por lipoaspiracao e
processada para obtencdo da FVE. O contingente celular foi semeado em
contramoldes contendo micropogos para a constituicdo dos esferoides
celulares. Posteriormente, foi realizada a avaliacdo dos efeitos modulatério e
imuno-modulacéo da FVE, através da dosagem de fatores de crescimento e do
ensaio de migracdo celular. A andlise estatistica dos resultados utilizou os
procedimentos de estatistica qualitativa descritiva e o teste de analise ANOVA,
com significancia estatistica adotada de 5% (p<0,05). Os resultados
apresentaram a formacdo dos EM pela FVE com o método de cultura em
superficie ndo aderente, evidenciaram positivamente o conceito inicial deste
estudo e a capacidade de povoamento e desagregacdo celular dos EM em
modelo in vitro, identificando o perfil indicativo de viabilidade celular. Concluiu-
se, a capacidade da FVE derivada do tecido subcutdneo humano em constituir
os EM influenciaram positivamente nos efeitos modulatérios do microambiente,
atraves das citocinas e fatores de crescimento presentes no meio condicionado

secretados durante a cultura 3D.

Palavras-chave: Fracdo Vascular Estromal; Lesdes cutaneas; Reparo epitelial;

Esferoide Multicelular; Cultivo 3D; Medicina Regenerativa.
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ABSTRACT

Extensive tissue or organ injuries represent conditions capable of
exceeding the intrinsic repair potential and determining undesirable physical,
social, and economic consequences. To improve this potential, regenerative
medicine advances as an applied science. One recent and promising strategy
foresees using the stromal vascular fraction (SVF). On the other hand, few
studies characterize application parameters, mechanisms of action, and
therapeutic efficacy. This research aimed to establish a proof of concept
regarding the constitution of multicellular spheroids (MS) from SVF derived from
adipose tissue (AT) and to establish its regenerative and modulatory potential in
vitro. For this purpose, a 50 mL sample of fat from a volunteer was extracted by
liposuction and processed to obtain the SVF. The cell contingent was used for
the constitution of MS by the non-adherent surface method. After five days of
cultivation, the MS was transferred, cultured in plates, and submitted to
morphological characterization by light, fluorescence, and scanning electron
microscopy. The modulatory and regenerative potentials were established
through the measurement (ELISA) of Interleukin (IL-6) and Transforming
Growth Factor-B1 (TGF-B1) in the MS culture medium, the morphological
characterization of its integration after the transfer (settlement potential) and the
wound healing assay. The results of this analysis were submitted to statistical
procedures (ANOVA). The morphological results validated the concept of
obtaining MS and demonstrated its adhesion, disaggregation, and settlement
potential. The presence of IL-6 and TGF-B1, as well as the higher rate of groove
closure compared to controls in the wound healing assays (p<0.05),
demonstrate the modulatory and reinforce the regenerative potential. The
validation of the proof of concept and the demonstration of the biological
potential allows for including this technique in the arsenal of procedures used by

regenerative medicine.

Keywords: Stromal Vascular Fraction, Skin lesions, Epithelial repair,

Multicellular Spheroid, 3D Cultivation, Regenerative Medicine
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1. INTRODUCAO

A pele é considerada o maior 6rgdo do corpo humano e a sua principal
funcéo é defesa e protecdo de todos os 6rgédos e tecidos internos (CHURCH et
al., 2006). A pele é constituida por trés camadas, sendo a camada superficial
denominada de epiderme, a intermediaria denominada de derme e a profunda
denominada de hipoderme/tecido subcutaneo (SHPICHKA et al., 2019).

Um dano tecidual pode ser causado por agentes de natureza fisica,
térmica ou quimica, gerando a exposi¢ao dos tecidos subjacentes, resultando
em uma ferida (CHURCH et al., 2006; GONZALEZ et al., 2016). A gravidade da
lesdo depende do comprometimento gerado no revestimento epitelial que pode
ser classificado quanto a profundidade, local e extensdo (COLTRO et al.,
2011). Nas lesdes profundas ocorre a destruicdo de todas as camadas da pele
com acometimento do tecido subcutaneo e de outros tecidos mais profundos
como fascias, masculos, tenddes e 0sso (SINGER E CLARK, 1999).

Em contrapartida, o potencial de reparo intrinseco da pele nas feridas
profundas € quase inexistente, incapaz de promover a regeneracao total e
espontanea dos tecidos (TREICHEL et al., 2011; GONZALEZ et al., 2016). E o
tratamento para haver a restauracdo do tecido e minimizar as consequéncias
limitantes de reparo € o enxerto (COLTRO et al., 2011). O reparo por meio da
cicatrizacdo apos o enxerto, geralmente ndo devolve a funcdo normal do
tecido. Ha riscos de ndo integracdo do enxerto, desde a nao cicatrizacao,
rejeicdo do enxerto, sepse, presenca de isquemia e necrose (DUARTE et al.,
2005; TREICHEL et al., 2011).

Embora a medicina convencional, mesmo contendo diversas
complicagbes, seja eficaz, a medicina regenerativa é uma alternativa para os
distarbios incuraveis, apresentando procedimentos terapéuticos inovadores no
campo da terapia celular (MAO; MOONEY, 2015). A medicina regenerativa é
uma ciéncia promissora, com ampla integracdo de conhecimentos por meio do
tripé: célula, suporte e biomoléculas (HSU et al., 2018). E uma area emergente
gue associa tecnologias avancadas e influencia positivamente no tratamento de

doencas com o intuito de restaurar varios 6rgaos e tecidos, tais como: 0sso,
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tendao e pele através da terapia celular (COLOMBO et al., 2017; HSU et al.,
2020).

A terapia celular trouxe perspectivas positivas com o0 uso de células-
tronco (CT), apresentando o isolamento de células, promovendo a sinalizacao
autocrina e paracrina, no intuito de repovoar a regido lesada (PITTENGER et
al.,, 1987). As células-tronco mesenquimais derivadas do tecido adiposo
(CTMDTA) ganham destaque sendo extraidas de um material de descarte
biolégico através de procedimentos minimamente invasivos (HYNDS;
BONFANTI; JANES, 2018; SANANTA et al., 2020b; MAQSOOD et al., 2020).
As CT se localizam em um microambiente dinamico, denominado nicho de
células e uma das estratégias atuais ndo € somente o uso de células isoladas e

sim o uso das células que constituem o nicho delas (RASOULI et al., 2021).

A fracdo vascular estromal (FVE) € um pool de células que inclui as CT,
as células precursoras endoteliais, as células T reguladoras, os histidcitos,
pericitos e os pré-adipécitos. A FVE tem efeito anti-apoptético e imuno-
modulatorio (ATALAY; CORUH; DENIZ, 2014; LAIDDING et al., 2021). Esses
efeitos modulatérios ocorrem devido a proliferacdo celular, a sintese de
colageno pela atividade dos fibroblastos e das interleucinas, a regulacédo
positiva da expresséo génica e fatores de crescimento (NGUYEN et al., 2016).
A FVE tem demonstrado um grande potencial terapéutico com aplicacbes
clinicas em disfuncdes relacionadas a diabetes, em regeneragéo nervosa e na
regeneracao de feridas de queimaduras (ATALAY; CORUH; DENIZ, 2014;
GUO et al., 2016; LAIDDING et al., 2021).

Embora os recentes estudos sobre o uso da FVE demonstrem
resultados clinicos promissores em lesdes cutaneas, ainda ndo foi investigada
a influéncia modulatéria apresentada pela IL-6 e o TGF-B1 resultantes da
administracdo de FVE na cultura tridimensional na forma de esferdides

multicelulares (EM).



18

2. REVISAO DA LITERATURA

2.1. Estrutura e Funcéao da Pele

A pele € uma estrutura primordial para o ser humano, sendo o maior
orgéo de todo o organismo e é o alvo precipuo de fenbmenos patoldgicos. A
hidratacdo, inicio da sintese de vitamina D, excre¢do, regulacdo térmica e
protecdo contra fatores externos: fisicos, quimicos e biolégicos sdo as
principais funcbes do tecido epitelial (VATER et al., 2022; TOTTOLI et al.,
2020).

O tegumento é uma estrutura anatbmica complexa, € composto por trés
camadas, sendo elas: a epiderme, a derme e o tecido subcutdneo ou
hipoderme. E fundamental considerar os aspectos miméticos estruturais da
pele, pois, a recapitulacdo de um modelo in vitro continua sendo desafiador nas
tentativas de simular o sistema tegumentar com toda a sua caracteristica
anatomica (ROGER et al., 2019) (Figura 1).

Figura 1. Estrutura tridimensional da pele, evidenciando as trés camadas do tecido epitelial:

epiderme (camada superficial), derme (segunda camada), hipoderme (terceira camada) e seus
anexos.

Poro da Glandula
Sudoripara

Terminagdes
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Melanécitos Estrato Cérneo

Estrato Granuloso
Estrato Espinhoso
Estrato Basal
Camada Papilar
Fibras Elasticas

Camada Reticular

Musculo Piloeretor Ecrina

2° Plexo Vascular ' . /
Artéria

Corpusculo de Meissner
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Corpusculo de Vater-Pacini

(Hipoderme

Fonte: Propria autora.

Entretanto, a epiderme contém um epitélio estratificado queratinizado, é
subdividida em quatro camadas, sendo elas: basal, espinhosa, granular e
cornificada (TAVAKOLI; KLAR, 2020).
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Roger e colaboradores (2019) relatam que a camada basal € composta
pela membrana basal, encontrada na juncdo dermo-epidérmica (separa a
derme da epiderme, facilitando a troca de substancias e a polaridade dos
queratinécitos basais). Na camada espinhosa, as células colunares ativas se
proliferam e migram para a superficie até atingir a conexdo intercelular e
constituir a epiderme estratificada. JA na camada granular, os granulos
intracelulares de querato-hialina e corpos lamelares proporcionam a perda dos
ndcleos e organelas principais e forma o estrato cérneo, sendo a camada mais
externa da pele. O estrato corneo tem como funcédo de barreira da pele contra
danos externos (ROGER et al., 2019; TAVAKOLI; KLAR, 2020).

A derme fornece o suporte crucial para a epiderme, € composta por
vasos sanguineos e linfaticos, apéndices como os foliculos capilares,
terminacBes nervosas e glandulas secretoras. As células encontradas nesta
camada sdo: as células do sistema imune, os melandcitos e os fibroblastos,
responsaveis pela producdo de proteinas da matriz extracelular, como o
coldgeno, a fibronectina e a elastina, que promovem a densidade e
elasticidade, assim como, a forca de tracdo cutanea permite que o tecido volte
no seu aspecto original. Ademais, coordenam todo o processo de cicatrizacao
de feridas em trés estagios: inflamacdo, proliferacdo e remodelacdo. O
colageno tipo |, lll, IV e as integrinas sdo componentes fundamentais da
membrana basal, que também contribui para a integridade mecéanica da pele
(SHPICHKA et al., 2019; TAVAKOLI; KLAR, 2020).

Abaixo da derme esta conectada a hipoderme ou denominado também
como tecido subcutaneo. E um tecido conjuntivo que contém fibroblastos,
tecido adiposo (adipdcitos), nervos, vasos linfaticos que formam uma rede
micro vascularizada, e as artérias e veias que garante a oxigenacgao e nutricdo.
Além de ser um reservatério de energia, o tecido subcutaneo protege os
tecidos internos e 6érgdos do frio e do trauma, servindo como um amortecedor
contra choques e/ou impactos fisicos. A hipoderme é formada por células
adiposas estruturadas em l6bulos que constituem todo o tecido adiposo e essa
estrutura fornece energia e participa na sintese hormonal, por exemplo: atua no
estroma desde a fase inicial do desenvolvimento do ser vivo e nha secre¢cao de
leptina (SHPICHKA et al., 2019; PLEGUEZUELOS-BELTRAN et al., 2022).
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2.2. Reparo epitelial e as limitacdes do processo de reparo

O reparo tecidual e os processos de regeneracdo ocorrem através de
eventos sequenciais com liberagdo de mediadores moleculares e celulares logo
apos um dano tecidual e tem como intuito promover a restauracado do tecido
lesado (GONZALEZ et al., 2016).

Apods uma leséo, se iniciam 0s processos para restaurar a integridade da
area lesionada que contém quatro distintas fases, sendo elas: a fase de
hemostasia (coagulacdo), fase inflamatéria (infiltracdo de células
mononucleares), a fase de proliferacdo ou fibroproliferativa que consiste na
epitelizacdo, fibroplasia e angiogénese (sintese de uma nova rede vascular), e
a fase de maturacdo (depdsito de coladgeno) que promove a remodelacdo e
formacao do tecido cicatricial (VATER et al., 2022; SHPICHKA et al., 2019).

Na fase de hemostasia, os componentes do sangue, tais como 0s
macrofagos, neutréfilos e as plaquetas, comecam a migrar para o local da
ferida. As plaquetas sinalizam e estimulam o coladgeno, resultando em sua
ativacdo e agregacdo. Contudo, a trombina produz e catalisa o comego da
cascata de coagulacdo, que sintetiza e ativa a fibrina, formando uma malha que
estanca o0 sangramento. Ademais, as plaquetas também promovem o
recrutamento de leucécitos, iniciando o progresso da inflamacéao (VATER et al.,
2022).

Na fase inflamatéria, as células imunes (leucdcitos, neutréfilos e
macrofagos) estdo presentes para fagocitar as bactérias, patdégenos ou detritos
celulares. As células inflamatorias, como as plaquetas, liberam diversos fatores
de crescimento para combater os microrganismos no sitio da leséo, auxiliam na
migracdo dos fibroblastos para o local da ferida e ativa a angiogénese que da
continuidade ao processo (TAVAKOLI; KLAR, 2020).

Na fase de proliferacdo, os fibroblastos reconstituem o tecido de
granulacdo, amplifica a angiogénese (suporte de oxigénio e nutrientes para as
células), deposita proteinas da matriz extracelular e modula o processo de
epitelizagdo, onde as células epiteliais se deslocam para as bordas da leséo
para cobrir o dano (SHPICHKA et al., 2019; TAVAKOLI; KLAR, 2020).
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Em seguida, inicia a fase de maturacdo da ferida onde ocorre a
remodelacdo com a degradacdo do excesso das fibras coldgenas na derme,
atingindo o pico de contracdo mecéanica maxima formando as linhas de Langer.
O resultado é de uma cicatriz com até 80% de resisténcia comparada a pele
original (HSU et al., 2018; VATER et al., 2022).

A ferida é considerada complexa e de dificil resolugdo nas seguintes
situacOes: lesbes cutaneas extensas, sepse, comprometimento dos tecidos
com inviabilidade (presenca de isquemia e/ou necrose, tais como diabetes e
patologias vasculares), impedindo o0s processos normais de cicatrizacao
(TOTTOLI et al., 2020).

Tavakoli & Klar (2020), propuseram alguns critérios para categorizar as
feridas, baseados no processo de reparo e divididos em duas partes: a primeira

parte em feridas agudas e a segunda parte em feridas cronicas.

A primeira parte € classificada como feridas agudas consegue cicatrizar
completamente o leito da lesdo, sdo classificadas como mecanica, quimica,
elétrica, radioativa e por altas temperaturas, pode haver minimas cicatrizes no

periodo de 8 a 12 semanas, exemplificado na Tabela 1.
Tabela 1: Classificacdo das feridas agudas segundo o agente causal.

Classificacdo das Feridas Agudas Exemplo

E causado pelo atrito da pele, através do contato
friccional em superficies rigidas e materiais perfuro-

Mecéanica ~ P
cortantes (facas, penetracdo de projéteis de arma
de fogo e incisdes cirlrgicas).

Quimica Quando o individuo fica exposto a substancias

quimicas corrosivas.

Ocorre com o0 contato direto com a corrente
Elétrica elétrica, logo apds a lesdo pode se manifestar em
qualquer parte do corpo.

Ocorre a lesdo quando o individuo fica exposto a

Radiagao radiagdo de alta poténcia ou por longo periodo.

E causada quando o individuo se expde a altas

Altas Temperaturas
temperaturas.

Fonte: Dados coletados em TAVAKOLI & KLAR (2020)
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A segunda parte € classificada como feridas crénicas sé@o lesdes com a
cicatrizacdo retardada de 12 semanas, ap0s o inicio da lesdo. Essas feridas
sdo causadas principalmente por repetidos insultos teciduais ou condi¢cdes
fisiologicas subjacentes, tais como: infec¢des, tratamento primario inadequado
e outros fatores de malignidades relacionados ao paciente que prejudica a
inervacdo e a migracédo celular (TAVAKOLI; KLAR, 2020; TOTTOLI et al.,
2020).

2.3. Tratamentos e consequéncias ao paciente e ao leito da ferida

Ao longo dos tempos, as feridas, pela sua grande prevaléncia nos
hospitais e nos ambulatérios em geral, sdo consideradas um grave problema
de saude publica, apresentando dificuldades em relacdo ao tratamento de seus
danos (COLTRO et al., 2011).

A excisdo precoce tangencial ou total de feridas extensas e profundas
com fechamento imediato por transplante de pele autdlogo é o padréo principal,
sendo utilizadas para diminuir a mortalidade, morbidade, complicacdes e reduz
o tempo de todo o tratamento e internacdo (ATALAY; CORUH; DENIZ, 2014).

Consequentemente, a necessidade de intervengbes com tratamentos
inovadores para as doencas cutaneas, requer uma urgéncia para promover o
reparo, por exemplo, cirurgias com o uso de tecidos autélogos ou mesmo a
substituicdo por alo-enxertos, precisa de mais aprimoramento para as lesdes
por queimaduras profundas e extensas, epidermdlise bolhosa, cancer e entre
outras doencas (NIl; KATAYAMA, 2021; YAMADA; BEHFAR; TERZIC, 2021)
(Figura 2).

Figura 2: Esquema de retalho de tecido epitelial autdlogo transplantado na &area lesionada. —

Uma das técnicas denominadas como enxerto, é utilizada para tratamento de lesdes cutaneas
profundas.

Fonte: Propria autora.
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Para tratar doencas epiteliais e melhorar a condigdo do tecido, existem
muitos tratamentos, desde os cuidados com o uso de curativos biolégicos,
fotobiomodulacdo, medicamentos, cirurgia e terapia celular (XIONG et al.,
2021). Entretanto, ainda ndo ha tratamento eficiente e de baixo custo para
acelerar a cicatrizacao da ferida, reduzir o tamanho da érea de leséo e evitar a
necrose tecidual (ATALAY; CORUH; DENIZ, 2014).

De acordo com Atalay e colaboradores (2014), ainda ha poucos estudos
e tratamentos definitivos comprovados para diminuir o tamanho e acelerar o
processo de cicatrizacdo de feridas extensas e profundas na prética clinica
moderna. H& inUmeros métodos de tratamento que carecem da falta de
evidéncia cientifica. Muitas condutas estdo baseadas em empirismo ou em
pequenas séries clinicas. Faltam parametros para avaliacdes mais apropriadas
dos resultados obtidos e de possiveis comparacbes entre terapias (TETE
EDEM et al., 2021).

Nas ultimas décadas, estudos com o uso da FVE vém sendo abordados,
por ser um conjunto de células autélogas, possui beneficios com os seus
efeitos mudltiplos comprovados em diferentes tipos de feridas (ATALAY;
CORUH; DENIZ, 2014).

2.4. Medicina Regenerativa

Desde 1970, a busca pelo progresso no tratamento das feridas cronicas,
permaneceu vivaz até a atualidade, ainda como alvo de estudos. Entretanto, as
intervencdes clinicas evidenciadas naquela época, eram somente capazes de
tratar os sinais e sintomas (JACQUES; SUURONEN, 2020).

O indice de morbidades relacionado aos processos degenerativos e
incuraveis do tecido cutaneo gera uma urgéncia dos cuidados na fase cronica,
pois predispde a mortalidade. Neste contexto, ha barreiras que desafiam o
meio cientifico, visto que, ainda ndo ha resultados que apresentam
competéncias suficientes para sanar esta problematica (YAMADA; BEHFAR;
TERZIC, 2021).

A ciéncia buscou aprimorar o sistema de saude com propostas

enriquecedoras atraves de pesquisas inovadoras que introduz a medicina
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regenerativa como uma alternativa de terapia escalavel e acessivel, para
restabelecer a integridade fisica e funcional nos distarbios incuraveis. A
medicina regenerativa (MR) é uma area multidisciplinar que promete a
restauracdo de O6rgdos e tecidos, solucionando de forma permanente as
disfungdes por deformidades, traumas, doengas e degenerag¢fes no individuo
humano (JACQUES; SUURONEN, 2020; PETIT-ZEMAN, 2001).

A medicina regenerativa € uma alternativa auspiciosa para o futuro.
Apoiada pelo rigor da ciéncia e pesquisa, sendo executada por uma forca de
trabalho objetiva, que propde tratamentos inovadores para atender as
necessidades dos pacientes e da populacao. Os seus principios sdo baseados
no seguinte tripé: células, biomoléculas e suporte (Figura 3). Por conseguinte, a
terapia celular e a engenharia de tecidos in vitro, promovem o uso de células e
podem controlar a inducdo de biomoléculas ativas com o intuito de regenerar
células, tecidos e 6rgaos, restaurando as suas funcdes de forma in vivo, para
melhorar a qualidade de vida dos pacientes (SAMPOGNA; GURAYA;
FORGIONE, 2015; JACQUES; SUURONEN, 2020; YAMADA; BEHFAR,;
TERZIC, 2021).

No decorrer dos ultimos tempos, a medicina obteve sucesso nas areas
de terapia com o uso de antibibticos, anestésicos e esterilizacdo, mas ainda
continua na tentativa de preservar os 6rgdos acometidos. Todavia, ainda
existem muitas patologias que ndo conseguem ser tratadas. Contudo, a area
danificada tem baixo potencial de regeneracdo, devido a incapacidade da
migragdo celular, proliferagdo e liberacdo de citocinas a area lesionada fica
exposta, proporcionando risco de desenvolver uma infeccdo generalizada
(SAMPOGNA; GURAYA; FORGIONE, 2015).

Neste aspecto, a medicina convencional enfrenta problemas prementes
que exigem uma evolucdo dos tratamentos médicos e a MR traz conquistas
relevantes, gerando uma esperanca para oS quadros que necessitam de
regeneracao dos tecidos danificados, oferecendo o caminho para a cura, em
vez de apenas tratar os sintomas (SAMPOGNA; GURAYA; FORGIONE, 2015;
NII; KATAYAMA, 2021).
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Figura 3: Tripé da Medicina Regenerativa. — Apresentam-se o0s principios da Medicina
Regenerativa que sdo baseados no seguinte tripé: células, biomoléculas e suporte, estédo
interligados para promover a qualidade de vida aos individuos.

A\
/ MEDICINA \
/REGENERATIVA",

Fonte: Propria autora.

2.5. Terapia Baseada em Transplante de Células e Tecidos

Quando um orgao tem a funcdo severamente prejudicada, geralmente,
depende de transplante para atingir a sua restauracdo (MASSARO et al.,
2021). Devido a escassez de doadores humanos, gera-se uma necessidade de
encontrar outra maneira para obtencdo de O6rgdos, necessitando assim, o
desenvolvimento de outros materiais ou métodos na engenharia de tecidos, por
exemplo, o uso de suportes poliméricos, bioimpressdo de érgaos e tecidos,
transplante de células, e também, a utilizacdo de doadores animais, que sao
considerados como possibilidades favoraveis para o tratamento de diversas

doencas que eram consideradas irreversiveis (MANSOURABADI et al., 2021).

As praticas preventivas e as estratégias terapéuticas variam de acordo
com a necessidade apresentada, seguindo uma abordagem pragmatica para a
sobrevivéncia do transplante, sendo o principal desafio: a tolerancia dos auto-
antigenos e controle das respostas imunolégicas (MANSOURABADI et al.,
2021; MUSHTAQ et al., 2021).

O uso de 6rgéos de doadores proporciona um alto risco de rejeicao do
individuo receptor, devido a resposta imunoldgica a algo conflitante no

organismo, provocando uma incompatibilidade gerada apds o transplante e as
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drogas utilizadas, por exemplo, os imunossupressores pode sobrecarregar o
metabolismo, causando uma deficiéncia para outras terapias. Todavia, isso
promove o aumento da morbidade e da mortalidade. Entretanto, o adiamento
do transplante ou da terapia celular afeta negativamente o cenario clinico,
causando um mau prognoéstico no individuo (MASSARO et al., 2021;
MUSHTAQ et al., 2021).

Na terapia celular, os tipos de células e tecidos utlizados sé&o
caracterizados em homotopicas (quando tém a mesma finalidade histoldgica) e
heterotopicas (quando s&o de tecidos diferentes com potencial de

diferenciacéo), identificadas e exemplificadas na Tabela 2 (CHU et al., 2018).

Tabela 2: Classificacao e exemplificagédo dos tipos de células e tecidos.

Classificacdo dos tipos ori
de células e tecidos rigem

Autblogos Proveniente do préprio individuo.

Alégenos Quando sdo da mesma espécie de individuos.
Xenogénicos Provenientes de individuos diferentes.
Por inducéo Sao células geneticamente modificadas.

Fonte: Dados coletados em (MASSARO et al., 2021),

Sorice e colaboradores (2016) relatam que ha quase uma década, a
terapia baseada em transplante de células vem exibindo resultados clinicos
positivos na reparacdo dos danos teciduais em diversos fenétipos patolégicos

de lesbes cutaneas.

Ademais, a terapia celular recombinante é de grande relevancia para as
pesquisas, a principal barreira € a identificacdo das células para a utilizacao,
gue sao dependentes de varias etapas com a capacidade de combinar o seu
uso, permitindo empregar 1 (um) ou 2 (dois) tipos de células recombinantes
para a construcdo de uma Unica camada ou bicamada. Logo, o
desenvolvimento dos veiculos eficientes como suporte, para a entrega de

células ou tecidos nos 6rgaos lesionados, esta cada vez mais promissor para
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conseguir propor a sua capacidade de regeneracdo (SORICE et al., 2016; CHU
et al., 2018).

2.6. Otecido adiposo como fonte da Fracdo Vascular Estromal

O tecido adiposo (TA) é dividido em dois tipos de tecidos principais, tais
como: tecido adiposo branco e tecido adiposo marrom. Ambos com suas
caracteristicas distintas, mas cooperam reciprocamente para atingir o seu
propdsito de armazenamento de energia, regulacdo da temperatura corporal,
protecdo contra choques e impactos de O6rgdos e estruturas
musculoesqueléticas (DRAGOO et al., 2021).

O tecido adiposo branco promove a nutricdo corporal e € 0o mais
abundante, sendo distribuida no corpo todo, sua fungcdo € controlar o
armazenamento e a liberacdo de &cidos graxos, tem um papel endocrino
destinado a fornecer homeostase para nossas necessidades bioenergética e
mais abundante no corpo todo. O tecido adiposo marrom é um sistema de
termogénese e garante a sobrevivéncia das espécies, liberando calor na
oxidacdo de acidos graxos sobre estimulacdo adrenérgica e é encontrado
principalmente na regido visceral do abdémen (ATALAY; CORUH; DENIZ,

2014; DRAGOO et al., 2021).

O tecido adiposo marrom também apresenta complicacdes metabdlicas
secundarias, devido a concentracdo da gordura mais acentuada na regiao
visceral, evidenciando diferentes expressfes genéticas, maior taxa lipolitica e
diminuicdo da sensibilidade a insulina (MEISSBURGER et al., 2016).

O TA também possui as fungBes metabdlicas, mecéanicas, imunoldgicas
com efeitos paracrinos, autécrinos e enddcrinos, contém uma variedade de
moléculas bioativas, tornando-se uma fonte abundante para aquisicdo de
células e fatores de crescimento, possibilita a regeneracdo no campo da
biologia e auxilia na renovacgao tecidual (DRAGOO et al., 2021; RAAJENDIRAN
et al., 2019).

O TA é um ¢6rgao enddcrino capaz de influenciar na massa e distribuicao

dos componentes celulares, funcdo hormonal, estado inflamatorio de
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homeostase e fibrotico. Além de interagir com outros 6rgaos, tecidos e tipos
celulares, afeta nas condi¢cdes relacionadas a idade e a outras patologias
provenientes do envelhecimento (DURAN-ORTIZ; BERRYMAN; KOPCHICK,
2019; FRIAS et al., 2023).

Antonyshyn e colaboradores (2022); Kuhlmann e colaboradores (2020)
relatam que o género do individuo, por exemplo, nas mulheres devido ao nivel
e 0s hormdnios femininos serem mais abundantes, ha uma afinidade mais
abrangente em comparagcdo ao sexo masculino. Assim como, a obesidade e
tabagismo do doador sdo parametros criticos que afetam a morfologia,
vitalidade, a capacidade de proliferacéo e o potencial das CT.

Devido as mudancas sofridas pela progressdo da idade, o individuo
diminui a capacidade do potencial das células de autorregeneracdo, sendo
diretamente ligado com o sistema endocrino, através das influéncias
hormonais, por exemplo, o horménio de crescimento e melatonina, que sao
secretados pelas glandulas hipoéfise e pineal, pois, gera o envelhecimento. A
progressdo das comorbidades relacionadas a idade acomete toda a
distribuicdo de gordura, a deposicao de lipidios, a sensibilidade a insulina, a
desregulacdo do processo inflamatdrio e a predisposi¢cdo ao desenvolvimento
de tecido fibrético (DURAN-ORTIZ; BERRYMAN; KOPCHICK, 2019).

2.7. Fragao Vascular Estromal

Para a obtencdo da fracdo vascular estromal (FVE), o tecido adiposo
passa por procedimentos, ou seja, ap0s a extracdo o conteudo de gordura
aspirado é levado ao processo de centrifugacdo e isolamento, onde sédo
utilizadas enzimas, por exemplo, a colagenase, para a separacdo das células
adiposas do tecido conjuntivo e das células sanguineas. Logo, gera um pellet
de células denominadas de FVE (CHU et al., 2018; HEARNDEN et al., 2021).

A FVE corresponde a uma populacdo heterogénea de células variadas,
por exemplo: fibroblastos, células-tronco hematopoiéticas, células endoteliais

progenitoras, células-tronco mesenquimais (CTM), células progenitoras,



29

pericitos, histiocitos, Células T, células B, e mastdocitos (PUISSANT et al., 2005;
HAN et al., 2015; BUNELL et al., 2021).

Esse pool de células produz e liberam fatores de crescimento que irdo
auxiliar no reparo do tecido acometido. Além disso, expressam caracteristicas
paracrinas, autocrinas e endocrinas, mediando, desta forma, o reparo dos
tecidos (TSUJI et al., 2014). Estes fatores de crescimento tém grande influéncia
angiogénica, sendo de grande importancia seu uso na MR e na Engenharia de
Tecidos (HSIAO et al., 2012; LIUBAVICIUTE; IVASKIENE; BIZIULEVICIENE,
2020).

A hiperplasia e a hipertrofia do tecido adiposo ocorrem através da
expansao das células de gordura (adipdcitos). Os adipdcitos sdo pos-mitéticos,
derivados da proliferacdo e diferenciacdo de pré-adipécitos ou de células
progenitoras de adipécitos (CPA), localizados na FVE do tecido adiposo, € um
evento importante para a cultura tridimensional, pois auxilia na constituicdo dos
esferéides multicelulares. Nas CPA contém proteinas de superficie celulares
variadas que sdo comumente relatadas e expressas em células da FVE que
podem sofrer adipogénese, tais como: CD34, CD29, CD13, CD44, CD73,
CD90, CD142 e CD9, evidenciando altas taxas de renovacao utilizadas em
estudos na medicina regenerativa (RAAJENDIRAN et al., 2019).

A FVE é angiogénica referente aos estimulos hipéxicos, pois, ao regular
a expressdao génica dos fatores de crescimento, também promove a
estimulacdo da sintese de colageno de fibroblastos dérmicos humanos e pode
ser uma alternativa de obtencdo comparada ao uso das células-tronco
mesenquimais derivadas da medula 6ssea (ATALAY; CORUH; DENIZ, 2014).

Li e colaboradores (2017) relatam que, durante muito tempo, o tecido de
gordura obtido através dos procedimentos de lipoaspiracdo foi descartado
como residuo cirargico. A FVE do tecido adiposo que atua como fonte de
CTMDTA, tem propriedades anti-apoptose, antioxidante, anti-inflamatoria e
imunomoduladora via capacidade de indugdo de tolerancia ou por supressao
imunologica direta. Porém, a angiogénese é um segmento critico da

cicatrizacao de feridas.
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A FVE é uma fonte rica de células-tronco mesenquimais derivadas do
tecido adiposo que se diferenciam em linhagens de adipdcitos, osteoblastos,
condrocitos, midcitos e células semelhantes a neurdnios (ATALAY; CORUH;
DENIZ, 2014).

As CTMDTA, devido a sua multipoténcia, capacidade de diferenciacéo e
auto renovacdo, sao amplamente utilizadas para a cicatrizagdo na MR
(SANANTA et al., 2020a).

E fundamental monitorar o processo da capacidade das CTM de se
diferenciarem em linhagens celulares e determinar o estagio de diferenciacéo,
além de enriguecer o conhecimento através de varias técnicas disponiveis que
promove a deteccdo de genes e/ou marcadores expressos (DRAGOO;
CHANG, 2017).

2.8. Terapia Celular por Células-tronco

Nos ultimos tempos, o uso de CT na terapia celular se tornou um foco,
pois apresenta beneficios como a habilidade de auto renovacgéo e proliferacéo,
possui um potencial de diferenciacdo em linhagens que modulam o ambiente
de reparo por meio de citocinas e contém fatores de crescimento, trazendo
perspectivas positivas em diversos estudos (SORICE et al., 2016; SANANTA et
al., 2020b). Além disso, a sua matriz extracelular integra uma multipoténcia que
regula o microambiente, sinalizando através de uma comunicacdo local via

liberacdo de mensageiros quimicos (MAQSOOD et al., 2020).

Entre as principais CT utilizadas na terapia celular estéo as totipotentes,
as embriondrias, as somaticas ou multipotentes (sdo consideradas CTM
adultas) e as pluripotentes induzidas (sdo células totalmente diferenciadas, que
foram reprogramadas por metodologias especificas para obterem as
caracteristicas semelhantes as células-tronco pluripotentes embrionarias), que
se diferenciam em hematopoiéticas e mesenquimais (SORICE et al., 2016;
HEARNDEN et al., 2021) (Tabela 3).
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Tabela 3. Tipo e Func¢éo Celular.

Tipo Celular Funcéo

Totipotentes A capacidade de uma Unica célula produzir todas as células.

A capacidade de diferenciacdo em uma célula dentre as trés camadas
Pluripotentes germinativas (Por exemplo: ectoderme, endoderme e mesoderme —
células-tronco embrionarias)

Oligopotentes | A capacidade de se diferenciar em células limitadas de um unico tipo.

A capacidade de diferenciacdo em apenas alguns tipos celulares é
Multipotentes responsavel pela renovacdo de certos 6rgdos (Por exemplo: medula
Ossea).

Onipotentes Um Unico tipo de tecido (Por exemplo: células progenitoras).

Fonte: Tabela desenvolvida de prépria autoria com base de dados em HSU et al., 2019;
ZAKRZEWSKI et al., 2019.

As preocupacfes na seguranca e das diretrizes éticas do uso das CT
embrionérias direcionaram ao aperfeicoamento das terapias regenerativas para
o uso das CT multipotentes, especialmente as células-tronco mesenquimais
adultas, pois conseguiram ser obtidas e isoladas de quase todos os tecidos do
corpo e sdo mais comumente encontradas na medula 6ssea, na polpa do dente
e no tecido adiposo, proporcionando maior facilidade na sua utilizacédo
(SORICE et al., 2016; SANANTA et al., 2020b) (Figura 4).

Figura 4: Categorizacdo de Células-tronco. — CT embrionarias (blastocisto ou embriéo) e CT
Somaticas que sado provenientes de tecidos maduros e tendem a diminuir com o efeito do
processo de envelhecimento sobre o organismo.

———— Células-Tronco Embrionarias

Blastécitos

Tecido
Nervoso o 9
e Cornea fs Polpa

Células-
tronco
Somaticas ou
Mesenquimais
Sangue
Periférico

Tecido
Adiposo

Menstruagéo Ossea

Corddo Umbilical
e Placenta

Fonte: Propria autora.
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Para que as células sejam consideradas CT, sdo propostos no minimo 3
(trés) critérios: as células devem ser aderentes ao plastico; as mesmas devem
expressar positivamente para CD105, CD73 e CD90 e negativamente para
CD45, CD34, CD14 ou CD11b, CD79a ou CD19 e HLA-DR e devem ter a
capacidade de diferenciacdo em adipdcitos, osteoblastos e condrécitos em
padrées de cultura in vitro (HYNDS; BONFANTI; JANES, 2018; SANANTA et
al., 2020a; MAQSOOD et al., 2020).

As CTMDTA se mostram promissoras, apresentam vantagens em
relacdo a outros métodos, principalmente na reparacdo de tecidos,
evidenciando baixo risco de rejeicdo. Resultando assim, em 35% a 56% da
regeneracao de alta qualidade e uma diminuicao significativa na formacao de
cicatrizes (PITTENGER et al., 1987; SORICE et al., 2016; TANI et al., 2022).

2.9. CTM extraidas da FVE

Atualmente, estudos relatam que as CTMDTA nao apresentam
diferencas na morfologia e fenétipo imune quando comparadas com as células-
tronco da medula 6ssea e do corddo umbilical, além de sua frequéncia ser
maior em CTMDTA do que nas outras regides, aproximadamente 500 vezes
maior que o numero de células obtidas da medula 6ssea, pode variar,
dependendo do método de isolamento (ALONSO-GOULART et al., 2018a).

Existem muitos processos para digestdo e isolamento da FVE, mas o
método enzimatico convencional para isolamento é amplamente utilizado com
as seguintes enzimas: colagenase, tripsina, dispase ou outras enzimas
relacionadas. Mantidas a temperatura de 37°C, com a duracdo da digestao
cerca de 30 a 60 minutos, uso de PBS (solucdo tampéao de fosfato salino),
processos de centrifugacdes, meio de cultura modificado de Dulbecco (DMEM)
com de 10% a 20% de soro fetal bovino e as relagbes com peso/volume de
tecido séo fracionados, e assim, conseguir 0 isolamento e cultivo das ceélulas
(LIUBAVICIUTE; IVASKIENE; BIZIULEVICIENE, 2020).

Entretanto, algumas metodologias com custos menores e mais eficazes
estdo sendo propostas por diferentes grupos de pesquisa. Alguns sao

baseados no uso de enzimas, outros em processos nao enzimaticos, mas em
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sua maioria, resolveram questdes como padroniza¢do do sistema operacional,
esterilidade e auséncia de toxinas e xenobioticos, normalmente exigidas pelas
autoridades reguladoras desse tipo de terapia. Embora, ainda ndo seja
acessivel em todos os hospitais, pois, é de alto custo e de dificil manuseio,
geralmente esses sistemas foram otimizados e s&o promissores para terapia
(ALONSO-GOULART et al., 2018b).

Um dos tratamentos inovadores sugeridas para feridas cutaneas
cronicas € a terapia celular com o transplante de CT, sendo uma opcao
promissora para pacientes em situag&o grave com transplantes ou enxertos de

pele, por ser uma abordagem menos invasiva (SANANTA et al., 2020a).

Entretanto, com os avancos tecnolégicos novos métodos para expansao
e cultivo celular foram desenvolvidos. Eles sdo usados para formacgédo de
esferdides tridimensionais, para atuar na regeneracdo e no reparo de lesdes
cutaneas, obtendo maior eficacia celular nos tratamentos propostos. (HYNDS;
BONFANTI; JANES, 2018; CHERNOFF; BRYAN; PARK, 2018; SUH et al.,
2019).

2.10. Esferdides Multicelulares

O método de entrega das células é o préximo passo e é o maior desafio
para a terapia celular. Foram efetivadas muitas tentativas para esta finalidade,
realizando a aplicacéo das células no local, pulverizacéo, injecéo direta na area
da ferida, associacfes com o uso de arcaboucos (scaffolds). A administracao e
a sobrevivéncia das células no ambiente sistémico, assim como 0 enxerto,
precisam estar preparadas para o microambiente biolégico, pois, o organismo

humano funciona de forma tridimensional (EL-SERAFI et al., 2017).

Em relacdo a cultura bidimensional convencional (2D), é a precursora
para a efetivacdo e transformacgéo do cultivo estatico. Entretanto, o cultivo 2D in
vitro € realizado em placas ou garrafas de cultura com material de plastico
tratado (poliestireno com tratamento especial que proporciona uma superficie
hidréfila com cargas negativas, facilitando a aderéncia e espraiamento celular),
as ceélulas se aderem no fundo da garrafa formando uma monocamada

(popularmente exemplificado como um tapete de células). Contudo, quando
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reproduzidas in vivo ndo é muito bem efetivada, ja que as células respondem
em 3D (WOAPPI et al., 2020).

A cultura dindmica em suspenséo tridimensional (3D) permite que as
células se adaptem a sua forma nativa, imitando o microambiente biolégico in
vivo, em relacdo a arquitetura celular do epitélio das células com mais preciséo
do que a cultura 2D. A cultura 3D se destaca com o cultivo das células em
contramoldes de agarose com porosidade, que contém micropogos e
proporciona um ambiente que regula positivamente o contato célula-célula,
através da interacdo célula-matriz extracelular que gera um aumento da troca
de liquidos, e assim, constitui os esferdides multicelulares (EM) (LASCHKE;
MENGER, 2017; YANAGI et al., 2021).

Os EM sao esferas 3D, formadas através da agregacdo celular, tém a
funcdo aprimorada de anti-apoptose para suportar o ambiente hostil in vivo,
promove a melhora da hipéxia, induzindo com eficacia a angiogénese por meio
da regulacao positiva de secre¢des paracrinas, autocrinas e endégenas. Assim,
a aplicacdo dos esferbides na lesdo, mostrou maior vascularizacdo e
fechamento da ferida em comparacdo com as CT dispersas, pois, os EM
imitam o complexo ambiente tridimensional dos tecidos naturais (ZHENG et al.,
2021; LASCHKE; MENGER, 2017).

A formacgao dos EM e os processos de agregacao celular envolvem trés
fases: a primeira fase é a semeacdo em ambiente ndo aderente, onde as
células se encontram soltas, a segunda fase € quando as células fazem o
agrupamento dando inicio ao aglomerado celular e a terceira fase ocorre
quando as células se auto-organizam para consolidar os EM (HAZRATI;

DAVARAN; OMIDI, 2022).

O EM contém trés camadas em sua estrutura, denominadas de: zona de
proliferacdo, zona de repouso e 0 nucleo necrdtico. A camada externa,
denominada de zona externa, consiste em ceélulas com nucleos normais e
intactos que apresentam proliferagdo e metabolismo ativo. A camada
intermediaria, denominada de zona intermediaria, € composta por cé€lulas com
nacleos encolhidos e a proliferacdo e atividade metabdlicas inalteradas. Na

camada interna mais centralizada do EM, é denominado de zona interna,
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corresponde as células com nucleos desintegrados, células envelhecidas e
apoptoéticas no ponto central do esferdide. As principais causas dessa necrose,
ocorrem devido ao acesso limitado dessas células aos nutrientes do meio de
cultura, apresentam também limitacdes de acesso ao oxigénio, falta de troca de
CO,, alteracdes no pH e acumulo de residuos metabdlicos préximo ao nucleo
celular (HAZRATI et al., 2022; VADILELU et al., 2017).

Portanto, os gradientes de concentracdo de nutrientes, oxigénio e
residuos dentro dos esferoides devem sempre ser considerados ao selecionar
a técnica ideal para gerar esferbides in vitro, para assim, alcancar maior
funcionalidade nas condi¢cdes in vivo (Figura 5) (HAZRATI et al., 2022,
LASCHKE; MENGER, 2017).

Figura 5: Imagem ilustrativa de um esquema de esferéide e o seu processo de formacgéo. a)
Células semeadas em ambiente ndo aderente; b) Formacdo dos esferéides baseada no
aglomerado celular por agrupamento; ¢) Padrdo do processo de consolidacdo do esferdide

(auto-organizacéo); d) Esfer6ide multicelular com a organizacdo concéntrica de células
proliferativas e necréticas.

a) b) c)

Zona Externa

Zona Interna

Zona Intermediaria

d)

Fonte: Adaptado VADIVELU et al., 2017.

Existem diversas estratégias para a obtencdo dos esferoides, tais como:
forca centrifuga, campo eletromagnético, ultra-som ou ondas acusticas e gota
suspensa que utilizam estimulos fisicos para promover a aglomeracao celular

(DECARLI et al., 2021). Entre as atuais técnicas utilizadas para a constituigcdo
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dos esferoides, o método de cultivo tridimensional em superficie ndo aderente
também € utilizado para a constituicdo de esferoides, caracterizado pela
formacdo de agregados de células nucleadas ndo aderidas em um ambiente
sem aderéncia por ligagdo integrina-matriz extracelular, formando esferoides
compactos por meio de interacdes hemofilicas caderina-caderina (KIM et al.,
2023; LASCHKE; MENGER, 2017).

Os EM apresentam variabilidade no diametro e na morfologia, que
influenciam no processo de formacéo, podem apresentar menor compactacao
e superficie irregular (DECARLI et al., 2021; LASCHKE & MENGER, 2017).
Contudo, a formacdo dos esferéides 3D é o método mais provavel para
proteger as células, prevenir as células individuais de tensdes fisicas e pode

gerar um enxerto capaz de cobrir uma ferida ampla (EL-SERAFI et al., 2017).
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3. OBJETIVO
3.1. Objetivo Geral

O objetivo desta pesquisa € estabelecer uma prova de conceito a
respeito da acéo da FVE derivada do tecido adiposo subcutaneo humano e
cultivada como esferéides multicelulares sobre o reparo da pele, utilizando um

modelo in vitro para a cicatrizacao de feridas.

3.2. Objetivos Especificos

v Verificar a possibilidade de constituicdo dos EM da FVE derivada do tecido

adiposo.

v"Avaliar o potencial de diferenciacdo das CT isoladas do pool de células da
FVE.
v" Analisar o potencial biol6gico da FVE em esferoide no processo de adesao,
desagregacao e migracado celular em modelo in vitro para a modulacdo do
nicho.
v" Analisar os efeitos modulatérios dos subprodutos dos EM de FVE na

cicatrizacdo e reparo de lesdo em modelo in vitro.
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4. MATERIAL E METODOS
4.1. SUJEITO

Uma voluntaria, do sexo feminino, com idade de 34 anos, clinicamente
saudavel foi submetida ao procedimento estético de lipoaspiragcdo. Previamente
ao procedimento cirdrgico, a candidata a voluntaria foi devidamente informada
sobre o0s beneficios e riscos relacionados ao estudo, bem como os
procedimentos realizados para a coleta e manutencdo do material para a

extracdo das células.

A participagdo como voluntaria foi confirmada apdés a assinatura do
Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (ANEXO | - item 10.1), seguindo
as normas previstas pela resolucdo 466/12 do Conselho Nacional de Saude.
Este trabalho foi submetido e aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da
Universidade de Araraquara (CEP-UNIARA), sob o numero do parecer
5.241.963 (ANEXO Il - item 10.2).

4.2. ESFEROIDES MULTICELULARES

4.2.1. Preparo dos moldes de agarose

Foi utilizado o protocolo modificado de Napolitano e colaboradores
(2007), para a constituicdo dos Esferéides Multicelulares (EM), baseado no

principio de cultivo 3D em superficie ndo aderente.

Para o preparo dos moldes, foi usado 2% de agarose (KASVI — K9-
9100) diluidos em solucdo tampéao de fosfato salino (PBS-1X — constituido por
NaCl 140 mM; KCI 2,5 mM; Na,HPO4 8 mM; KH,PO,4 1,4 mM; pH 7,4 — SIGMA-
Aldrich) e fundida em micro-ondas até ficar homogénea e transparente. A
agarose liquida foi inserida no interior do contramolde (2 mL) para solidificacéo
(Figura 6).
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Figura 6: Esquema representativo do preparo dos moldes de agarose. a) Contramolde de
agarose 3D. b) Insergdo da agarose liquida foi no interior do contramolde. ¢) Molde de agarose
solidificado.

Agarose Liquida

Contramolde 3D Contramolde 3D

Fonte: Prépria autora.

O contramolde utilizado, foi produzido por impresséo 3D e fornecido pelo
Centro de Tecnologia e Informacao Renato Archer (MORAES et al., 2022), que
gerou moldes contendo 164 micropogos com didmetro individual de 500 ym
(Figura 7).

Figura 7: Fotografia do contramolde desacoplado (*); contramolde acoplado (**) e do molde de
agarose pronto (***) contendo os micropogos de cultivo celular para formacéo dos EM.

Fonte: Prépria autora.

Para a esterilizacdo dos moldes, os mesmos foram imersos em alcool
(70%) por 30 minutos, lavados com PBS (1X) e mantidos em irradiacdo UV em

cabine biol6gica por 20 minutos. Em seguida, foi realizado o processo de
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maturacdo. Os moldes foram colocados em meio Dulbecco’s Modified Eagle
Medium (DMEM - Sigma-Aldrich), cinco trocas do meio foram realizadas a cada
15 minutos e as amostras do meio foram armazenados em um tubo falcon com

meio DMEM e mantidos na geladeira.

4.2.2. Extracdo da FVE

Durante a cirurgia, com a paciente sob anestesia geral, o médico
responsavel realizou o procedimento de lipoaspiracdo do tecido adiposo
subcutaneo da regido abdominal. A gordura extraida (50 mL) foi inserida e
armazenada em um tubo de ensaio estéril e encaminhado até o Laboratorio de
Ensaios Celulares e Engenharia Regenerativa da Universidade de Araraquara

(LECER/UNIARA), prosseguindo com 0s proximos passos da pesquisa.

A amostra de gordura foi fracionada em duas partes e inserida em dois
tubos de ensaio estéreis (22,5 mL). Em seguida, foi adicionado 20 mL de
solucéo de colagenase tipo Il (2 mg/mL — SIGMA-AIdrich) em cada tubo para a
realizacdo da digestdo enzimatica a 37°C, sendo homogeneizada manualmente
a cada 10 minutos durante 45 minutos (LAIDDING et al., 2021).
Posteriormente, foi realizada uma breve homogeneizacdo manual, os tubos
foram esterilizados externamente com alcool (70%) e introduzidos na cabine

biologica para que o contingente fosse dividido em trés partes.

Em seguida, a digestdo enzimatica foi inativada com a adi¢cdo de 24 mL
de meio de cultura suplementado com 10% de soro fetal bovino (SFB -
Vitrocell) e 1% dos antibidticos (Penicilina [100 U/mL - Vitrocell] e
Estreptomicina [100 pg/mL - Vitrocell]). Apds, foi realizada uma breve
homogeneizacdo manual e os tubos foram submetidos a centrifugacéo (CELM
— COMBATE) de 1500 rpm por 4 minutos a temperatura ambiente de 21°C. Os
componentes celulares foram fracionados e o conteldo de sobrenadante de
cada tubo foi desprezado (Figura 8) (CARVALHO et al., 2021; LAIDDING et al.,
2021).
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Figura 8: Processo de digestdo enzimatica. a) Quantidade de gordura antes da divisédo. b)
Fracionamento da gordura, contendo 40 mL total da amostra com 20 mL de gordura apés ser
homogeneizado com 20 mL de colagenase tipo Il. c) Amostras durante o periodo de digestao
enzimatica. d) Amostras apos os 45 minutos de digestdo enzimatica. €) Um dos Tubos Falcons
apo6s a inativagdo enzimatica com adigdo do meio de cultura apds o processo de centrifugagao.

\ .

——

) d)

e)

Fonte: Prépria autora.

Os pellets de células foram ressuspendidos em 1 mL de meio de cultura
em cada tubo, homogeneizados e transferidos para um unico tubo Falcon de
15 mL. O tubo foi centrifugado a 1500 rpm por 2 minutos a temperatura de
21°C, sendo o sobrenadante descartado e o pellet de células ressuspendido
em 3 mL de solucao tampédo de Cloreto de Amoénio para lise de hemacias por
10 minutos. Posteriormente, foi realizada uma breve homogeneizacdo com o
auxilio de um micropipetador e submetido a outra centrifugagéo a 1500 rpm por
2 minutos a 21°C para a obtencgéo do pellet da FVE com eritrécitos reduzidos
(Figura 9).

Figura 9: Obtencéo do pellet da FVE. a) Tubo Falcon apos a inativagéo da digestdo enzimatica
contendo a amostra com meio de cultura. b) Amostra com a Solu¢éo de Tampéo de Cloreto de
Aménio para lise de hemacias. ¢) ApGs o processo de centrifugacdo, evidenciando o pellet da
FVE.

i

FVE

Fonte: Prépria autora.
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Em seguida, o pellet da FVE foi ressuspendido em 1 mL de meio de
cultura, uma aliquota de 10 pL do conteudo foi transferida para um microtubo e
foi adicionado a 10 pL de Trypan Blue para a quantificacdo celular na camara
de Neubauer e visualizado pelo microscopio invertido (Nikon Eclipse — TS100)

na objetiva de 10x.

4.2.3. Potencial de diferenciacdo em multi-linhagens das CTMDTA

A suspensdo celular de 200 pL do pellet da FVE contendo 4x10°
células/mL foi acondicionada em uma garrafa de 25 cm? (KASVI) com 3 mL de
meio de cultura, suplementado com 20% de soro fetal bovino (SFB - Vitrocell),
Penicilina (100 U/mL - Vitrocell) e Estreptomicina (100ug/mL - Vitrocell), e
incubadas em estufa de cultivo celular (Panasonic — COM-19) a temperatura de
37 °C, em atmosfera umidificada contendo 5% de CO, e 95% de ar

atmosférico para cultura das células.

Os subcultivos foram realizados quando a garrafa alcangcou 80% de
confluéncia. A remocao das células foi realizada pela adicdo de solugcédo de
tripsina/EDTA (0,25% - GIBCO), seguida pelo fracionamento do pellet e
ressuspensdo em 1 mL de meio de cultura para o procedimento de

identificagéo e diferenciacdo das CTMDTA.

Apos a 32 passagem, foi realizada a semeadura de 2x10° células/mL em
duas placas de Petri (KASVI — 6.0 cm), cultivadas até atingir 90% de
confluéncia. Em seguida, foi realizada uma lavagem com PBS 1X e foram
inseridos 0os meios especificos de inducdo para cada linhagem estabelecida
(osteogénico e adipogénico), sendo trocados a cada 72 horas, durante 15 dias

de cultura.

Para diferenciacédo do potencial adipogénico, as células foram incubadas
na placa de cultura com o meio indutor composto por DMEM suplementado
com soro fetal bovino (10%), 0,5 mM de isobutilmetilxantina (IBMX), 1 uM
dexametasona, insulina 10 yM e 200 uM indometacina. Para a adesdo da
pigmentacdo do Oil Red (ORO-Sigma) foi injetado 3 mL da solugdo de
isopropanol 60% (1,8 mL de isopropanol em 1,2 mL de agua destilada) por 15

minutos em temperatura ambiente e ao abrigo de luz. Em seguida, o
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isopropanol foi removido da placa de cultura e 3 mL da solugcdo de ORO foi
adicionado na amostra, mantida por 45 minutos em temperatura ambiente e ao
abrigo de luz. Apds, a solucéo foi descartada e realizada trés lavagens com 2
mL de agua destilada na amostra para identificar a cor das goticulas de

gordura intracelular na diferenciacao adipogénica (KHAN et al., 2012).

A diferenciagdo do potencial osteogénico foi induzida com meio de
cultura DMEM suplementado com soro fetal bovino (10%), acido ascorbico de
50 uM, 10 mM B- glicerofosfato, e 0,1 uM de dexametasona. Na placa de
cultura, foi utilizado 3 mL da solucéo de Alizarin Red (AR) por 60 minutos, ao
abrigo da luz e mantida em temperatura ambiente. Posteriormente, a solucéo
foi removida e realizadas trés lavagens com 2 mL de agua destilada para
identificar a mineralizacdo 6ssea da matriz extracelular. Os resultados seguem
as analises qualitativas com base na intensidade da coloracdo avermelhada e
na extensdo das areas positivas da coloragdo da AR (KHAN et al., 2012).

4.2.4. Constituicdo dos EM

Para a constituicdo dos EM foi utilizado o método de superficie ndo
aderente. Resumidamente, a densidade total de 4x10° células obtidas da FVE
foi semeada em trés moldes de uma placa de cultura de 12 pogos (KASVI) para
o cultivo.

Os moldes permaneceram submersos em 1 mL de meio de cultura
suplementado com 20% de soro fetal bovino (SFB - Vitrocell) e mais os
antibioticos em 1% Penicilina (100 U/mL - Vitrocell) e Estreptomicina (100
pMg/mL - Vitrocell). E mantidos em condi¢des ideais, que sao em estufa de
cultivo celular (Panasonic — COM-19) a temperatura de 37 °C, em atmosfera
umidificada contendo 5% de CO, e 95% de ar atmosférico para de cultivo para

a interacao célula-matriz extracelular.

Durante o acompanhamento do periodo de cultura, foi completado
cerca de 200 pL a 600 pL de meio de cultivo para manter a agarose hidratada
e a suplementacdo necessaria para a constituicdo dos EM até o 5° dia de
cultura, o esquema representativo das etapas de formagdo dos EM esta

ilustrado na Figura 10.
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Figura 10: Esquema representativo das etapas de formacdo dos EM. As células foram
semeadas nos moldes e acondicionadas em triplicata na placa de 12 pogos para cultivo
tridimensional. a) Suspensédo da FVE (semeadura da suspenséo celular). b) Células dentro dos
micropogos do molde (interacéo célula-matriz extracelular). c) Esferéides formados dentro dos
Micropocos.

Suspensao Celular

Esferoides

Integracao célula-célula

e e e e e

Fonte: Propria autora,

4.2.5. Caracterizagdo dos potenciais regenerativos dos EM da FVE
4.2.5.1. Transferéncia dos EM

A transferéncia dos EM ocorreu ap6s a coleta e reserva do meio
condicionado obtido pela constituicdo dos EM. Logo apds o armazenamento
do meio condicionado, com o auxilio de uma micropipeta, foi introduzido 1 mL
de meio de cultura no interior do molde de agarose, homogeneizados
cuidadosamente para remocéo dos EM dos micropog¢os. Em sequéncia, os EM
foram transferidos para trés placas de Petri (3,5 cm - KASVI) contendo 2 mL
de meio de cultura completo a 20% de soro fetal bovino (SFB - Vitrocell) e
mais os antibioticos em 1% Penicilina (100 U/mL - Vitrocell) e Estreptomicina
(100 pg/mL - Vitrocell).

Os EM foram acompanhados diariamente para analisar a capacidade
de interacdo com o substrato pds-carreamento nos periodos de 36 horas, 48

horas e 72 horas.

4.2.5.2. Caracterizagcdo morfoldgica dos EM

Apés a transferéncia dos EM para as placas de Petri, os EM foram
fixados de acordo com os periodos pré-determinados de 36 horas, 48 horas e
72 horas. A fim de analisar a estrutura de superficie e os nucleos do EM, todos

os periodos foram fixados com 2 mL de solucdo de formaldeido (Synth) 4%,
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por 30 minutos, ao abrigo da luz, em temperatura ambiente e descartado a
solucéo a posteriori. Logo em seguida, a amostra foi lavada com 2 mL de agua
destilada em ambiente ndo estéril (SANTOS et al., 2021).

Em sequéncia, a marcagdo com DAPI (4’,6-diamidino-2-phenylindole)
(THERMO FISHER - 1 mg/mL) foi realizada somente nos EM do periodo de 72
horas, seguindo o protocolo do fabricante, foi adicionado 300 pL da solucéo de
DAPI e a amostra foi mantida por 30 minutos, em temperatura de 21°C e ao
abrigo de luz. Em seguida, a solucéo foi descartada, realizado duas lavagens
com 2 mL de 4gua destilada e mantida em 3 mL de &gua destilada para
visualizacdo dos nucleos celulares no microscépio pré-confocal invertido de

fluorescéncia (Leica — DMi8 Harpia).

Pdés-fixados em seus respectivos periodos, os EM foram desidratados
por lavagens seriadas de 10 minutos em solugcdes de etanol, nas
concentragbes de etanol 30%, 50%, 70%, 90% e 100%. Todas as etapas
foram realizadas em temperatura ambiente (SANTOS et al.,, 2021). Apos a
desidratacdo, as amostras permaneceram em temperatura ambiente 21°C e
ao abrigo da luz para a secagem, e, posteriormente, armazenadas em 10°C

até o dia de andlise em microscopio eletrénico de varredura (MEV).

Para o preparo das amostras para o MEV, foi realizada a avaliagéo
estrutural da superficie dos EM, através do Microscopio eletrbnico de
varredura com litografia por feixe de elétrons (TESCAN, Mira3 XMU - Field
Emission Gun (FEG-SEM), foi necessario utilizar o equipamento sputtering de
Ouro (SPUTTER COATER - BAL-TEC, BALZERS — SCD 050), foi aplicado o
revestimento de alvo de ouro (parametros: corrente 50 mA, sputtering em 30
segundos de tempo em gas argdnio, 0.05 mbar de pressao de trabalho e
espessura do filme de ouro aproximadamente 10 nm de ouro) para que ocorra
a visualizagdo das amostras sem destruir os componentes biologicos via

elétrons do MEV a posteriori.

A andlise complementar de reconstru¢éo topografica 3D foi aplicada
nas amostras de 36, 48 e 72 horas, utilizando o software de analise
MountainsMap (SEM Topo - versao 7.4 — distribuido pela Digital Surf). O

método utilizado consiste na obtengdo de uma imagem de MEV da regido de
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interesse (ROI), utilizando o detector de elétrons secundarios (SE), seguida da
obtencéo de outra imagem da mesma regido com uma inclinagéo (tilt) da porta
amostras em 5° do software, mantendo constante distancia de trabalho,
magnificacdo, foco e campo de visdo da amostra, para evitar artificios
matematicos durante a reconstru¢cdo (FONSECA; MODENESI; ARIAS; 2018).

A técnica de formacdo topografica € feita por reconstrucédo
estereoscopica das imagens, onde regifes mais altas da imagem terdo maior
deslocamento quando é realizado o tilt na porta amostras, em relacdo as
regidbes menos elevadas. O software utilizado forneceu imagens de mapa
topogréfico, reconstrugcdo 3D topogréfica, e parametros de interesse
calculados utilizando a 1SO 25178. As medidas de comprimento dos EM foi
realizada utilizando o software gratuito Gatan DigitalMicrograph verséao 2.3.2

(paréametros: Rugosidade RMS (Rg - pm) e Altura maxima (sz - um).

4.2.6. Avaliacdo dos efeitos modulatério e imuno-modulacédo dos
EM da FVE
4.2.6.1. Dosagem de citocinas IL-6 e TGF- 1

Para a realizacdo de dosagem das citocinas IL-6 e TGF- 31, foi coletado
500 pL do meio condicionado obtido através do cultivo 3D da constituicdo dos
esferdides, reservado em um microtubo de 1,5 mL em temperatura -15 °C e
realizados no laboratério de inflamacdo e doencas infecciosas (LIDI) do
Departamento de morfologia e patologia (DMP) na Universidade Federal de
Séo Carlos (UFSCar).

Para o0 ensaio imunoenzimatico qualitativo ELISA (Enzyme Linked
Immuno Sorbent Assay), foi utilizado o protocolo descrito na bula do fabricante
com placas de microtitulagdo de alta afinidade com 96 pocos para ELISA (Kit

OptEIATM, BDBIiosciences) em quintuplicada para cada alvo biomolecular.

Entre cada etapa, as placas foram lavadas com 300 pL/poco de solugao
de lavagem (PBS 1X [Tampé&o fosfato salino: 8 g de NaCl; 0,2 g de KCI; 1,15 g
de Na,HPO,; 0,2 g de KH,PO, e 1 L de agua destilada] + tween 20 a 0,05%,
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pH 7,4). Apos a sensibilizagdo das placas com 100 uL/poco de anticorpo de
captura especifico em tampao carbonato (7,13 g de NaHCO; e 1,59 g de
Na,CO;3 para 1 L de agua milli-q) na proporcéao 1:250 e incubadas por 16 horas
a4°C.

Em seguida, foi efetuada a etapa de bloqueio com 200 pL/pogo com
albumina 1%, seguido de incubagdo por 1 hora a temperatura ambiente.
Posteriormente, foram introduzidos 50 yL das amostras e da curva de titulagao
dos padrdes de citocinas nos pocos da placa com incubacédo de 2 horas em

temperatura de 22 °C.

Posteriormente, 100 uL/pogo do anticorpo de captura conjugado com a
enzima peroxidase foi adicionado, incubado ao abrigo de luz por 1 hora e 30
minutos, temperatura de 22°C, a enzima foi inativada com albumina 1X, na
proporcao 1:250 de enzima e anticorpo. A proxima etapa foi realizada ao abrigo
de luz, no qual, foram aplicados 100 pyL/pogo do substrato da enzima TMB
(3,3’; 5,5 — Tetrametilbenzidina) e as placas foram incubadas por 30 minutos
em 22°C.

Em sequéncia, a reacdo enziméatica foi interrompida com a adi¢do de 50
ML/pogo de acido sulfurico 2M e a leitura das placas foram realizadas no
comprimento de onda de 450nm, pelo espectrofotdmetro de placas (Thermo
Scientific ™ Multiskan ™ GO Microplate Spectrophotometer), sendo as
concentracfes calculadas a partir da curva de titulacdo dos padrbes de
citocinas e as concentracdes finais expressas em pL/mL. Similarmente, os
controles brancos com os anticorpos de deteccédo e captura, foram diluidos em

albumina 1X.

4.2.6.2. Ensaio de migracao celular - Método Wound Healing

Para o ensaio de migracéo celular, foi realizado o ensaio de migracao
celular, conhecido como método Wound Healing, também denominado de
ensaio de ranhura, que consiste na realizacdo de uma ranhura em um modelo
in vitro, simulando o leito de lesdo (ALMEIDA et al., 2019).
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As células MG-63 (fibroblastos de osteosarcoma humano) foram
removidas das garrafas de cultivo, quantificadas e transferidas para uma placa
de 24 pocos, e foram semeadas 2x10° células/poco em 9 pocos da placa. Apos
12 horas de cultivo com a confluéncia total da superficie de crescimento,

formou-se uma monocamada de células no substrato do poco.

Em sequéncia, foi realizada uma escarificacéo linear (em forma de risco)
em cada pog¢o com o auxilio de uma ponteira estéril de 100 pL (KASVI) e uma
régua para apoio e padronizacdo da ranhura. Posteriormente, foi realizada uma
lavagem delicada com 200 pL de PBS em cada poc¢o para a retirada das

células em suspensao.

Logo apés a ranhura e a lavagem, foram determinados 0s grupos: grupo
controle positivo (GC+), o grupo controle negativo (GC-) e o grupo experimental
(GE), foram avaliados em triplicata no periodo de 0 hora (dia da ranhura) e 24
horas (apo6s a ranhura). Para o GC+, foram inseridos 300 mL de meio de
cultura suplementado com 10% de SFB (Vitrocell), Penicilina (100 U/mL -
Vitrocell) e Estreptomicina (100 ug/ml - Vitrocell) em cada poco. No GC-, foi
colocado 300 mL de meio DMEM (Vitrocell) sem SFB nos pogos. E o GE, foi
introduzido 300 mL/pogo de meio de cultivo condicionado obtido do cultivo

tridimensional da constituicdo dos EM.

O registro desta andlise foi obtido por micrografias identificadas dos
campos da ranhura, sendo avaliada a area de ranhura, referente a distancia

das duas margens dos riscos no tempo de 0 hora e ap6s 24 horas.

A quantificacdo da migracdo celular foi realizada pela percentagem da
area recoberta no tempo de 24 horas em relacao ao tempo 0 hora. Os dados
foram expressos pela diferenca entre a superficie recoberta em resposta as
condi¢cbes experimentais estabelecidas (Figura 11). Para identificar a migragéo
das células e o fechamento da area de ranhura, foi utilizado o software o

“Image J”, que proporciona resultados quantitativos mais precisos.
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Figura 11: llustracdo do Método Wound Healing — Ensaio de ranhura, simulando in vitro uma
ferida cuténea e analisa a migracao celular promovendo o reparo da lesdo no periodo de 24
horas. a) Imagem ilustrativa da monocamada de células em confluéncia do pogo antes da
ranhura. b) Imagem ilustrativa do pogo logo apos a realizagdo da ranhura no tempo de 0 hora.
¢) Imagem ilustrativa do pogco apdés a ranhura no tempo de 24 horas, as setas apontam o
fechamento da simulacéo do leito da ferida.

©-0-O

Fonte: Propria autora,

4.3. ANALISE ESTATISTICA

Para a andlise estatistica dos resultados foi utilizado os procedimentos
de estatistica qualitativa descritiva basica, foi aplicado o modelo de analise de
variancia (ANOVA) e complementada pelo método de Fisher para comparacéao
das médias entre grupos (GC+, GC- e GE) com nivel de significancia estatistica
adotada de 5% (p < 0,05) (APENDICE A).
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5. RESULTADOS

A primeira etapa da pesquisa consistiu em reproduzir o protocolo de
extracdo da FVE, que foi obtido com éxito. O protocolo resultou em uma
quantidade de 2,1x10° células. No contetido do lipoaspirado de gordura,

correspondeu a 4,2x10* cél/mL (50 mL).

5.1. Potencial de diferenciacdo em multi-linhagens das CTMDTA

Os resultados referentes aos ensaios de caracterizagéo do potencial de
diferenciacdo em multi-inhagens demonstraram que as células extraidas e
isoladas da FVE exibiram a diferenciagdo adipogénica, caracterizada pela
mudanca morfologica intracelular com presenca de goticulas de gordura
(Figura 12-A), e a diferenciacdo osteogénica, caracterizada pela presenca de
nédulos de mineralizagdo da matriz (Figura 12-B).

Figura 12: Micrografias da caracterizagdo do perfil mesenquimal das CT da FVE. a) As setas
indicam as goticulas de gordura, caracteristica da diferenciagdo adipogénica e b) Os nodulos

de mineralizagdo da matriz sédo apresentados pelas setas, caracteristica da diferenciacéo
osteogénica. Objetivas de 40x.

Fonte: Propria autora.

5.2. Esfer6ides Multicelulares
5.2.1. Constituicdo dos EM

A constituicdo dos EM da FVE foi bem-sucedida, como pode ser
evidenciada na Figura 13. O inicio do processo de constituicdo dos EM

corresponde ao dia da semeadura (hora 0), com as células dispersas nos
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micropogos (Figura 13-A). Ap6s 24 horas, ocorreu a aglomeragéo celular e a
constituicdo dos EM (Figura 13-B). Depois de 48 horas, na Figura 13-C, foi
possivel observar o inicio do processo de compactacao dos EM que progrediu
até o ultimo dia da cultura. Na Figura 13-F, apresentou o formato de esfera com
a regiao central espessa, a morfologia em forma de esfera celular ficou mais
definida, evidenciou a maturacdo com o EM constituido com a diferenca da

guantidade de células compactadas.

Figura 13: Micrografias da sequéncia temporal do processo de constituicdo e compactacdo dos
EM. Objetiva de 4x. a) Dia 0 — Células suspensas no micropo¢o do molde de agarose. b) Dia 1
— Aglomeragédo celular. c) Dia 2 — Inicio do processo de compacta¢cdo do EM. d) Dia 3 —
Progresséo do processo de compactacgéo. e) Dia 4 — Perceptivel um leve aumento do diametro.
f) Dia 5 — Maturacéo e finalizacdo da estrutura da agregacao celular.

Fonte: Propria autora.

5.2.2. Caracterizacao dos potenciais regenerativos dos EM da FVE

A transferéncia dos EM foi realizada e, a partir de 36 horas de cultivo,
resultou na adesdao e desagregacdo dos EM, associada a migracdo e
proliferacdo das células da FVE no substrato. O monitoramento do cultivo nos

periodos de 48 e 72 horas evidenciou a progressdo desses eventos,
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culminando no aumento da ocupacao da superficie de cultivo ao redor dos EM
(Figura 14). Por intermédio dessa ocorréncia, fica evidente o éxito do potencial
de povoamento in vitro dos EM.

Figura 14: Sequéncia micrografica dos EM em microscoépio invertido pré-confocal em campo
claro. a) As setas indicam a adesdo do EM no substrato e o inicio do processo de
desagregacdo nas primeiras 36 horas. b) Desalinhamento da margem dos EM indicado pela
seta superior e as outras setas indicam mais migracéo das células no substrato ap6s 48 horas.
c) Depois de 72 horas, as setas indicam o povoamento das células, que se encontra mais
amplificado — Objetiva 10x.

Fonte: Propria autora.

O resultado da marcacdo com DAPI identificou a coloracdo do nuacleo
celular em destaque na cor azul. Esta analise de fluorescéncia foi realizada no
mesmo EM do periodo de 72 horas mencionado anteriormente e evidenciou os
nacleos intactos das células. Ademais, demonstrou a viabilidade das células no
processo de desagregacdo, porque o marcador fluorescente se destacou e
também, apresentou o potencial de povoamento indicados pelas setas na

Figura 15.
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Figura 15: Micrografia em fluorescéncia com marcador DAPI na amostra de 72 horas apés
transferéncia. As setas indicam os nucleos das células, referente ao potencial de povoamento.

Fonte: Prépria autora.

A caracterizacdo do processo de povoamento foi complementada com
as analises por MEV.

No periodo de 36 horas apOs a transferéncia os EM encontravam-se
aderidos e espraiados na superficie de cultivo, com diametro latero-lateral
variando entre 250 e 300 pm, circundados por células individualizadas,
resultantes dos processos de desagregacdo, migracao e proliferacdo. Foi
possivel evidenciar ainda o recobrimento dos EM com matriz extracelular, que

se encontrava ancorada na superficie da placa de cultivo (Figura 16).

Figura 16: Micrografias obtidas no MEV na amostra de 36 horas apds a transferéncia dos EM
que apresentou a sua estrutura morfolégica. a) Visdo de perfil do EM. b) Visdo supero-inferior
do EM.

SEM NV 80V WO 00 mm | MIRAD TESCAN  SEM MV 5.0V WO 9.19 mm
SEM MAG 724 & Det: SE SEM MAG: 581 x Det SE

Fonte: Propria autora.
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Outros resultados foram observados com a microscopia de varredura
sobre a superficie dos EM. O primeiro resultado apresentou esporadicas
interacOes célula-célula presente na superficie da matriz extracelular do EM
(Figura 17-A) e a célula interagindo com os filamentos da ancoragem de
adesdo dos EM na placa (Figura 17-B). Na Figura 17-C, foi possivel visualizar
os prolongamentos celulares pela presenca de filamentos na superficie do

substrato conectando células préximas e distantes referentes ao EM.

Figura 17: Micrografias obtidas pelo MEV. a) Evidéncia da jungéo célula-célula ( * = superficie
do EM). b) Micrografia que apresenta a interacdo célula-matriz-extracelular. ¢) Micrografia que
apresenta os prolongamentos celulares dos EM (** = camada superficial da placa de cultura).

SEM WY 500V WO 920 mm MIRAS TESCAN
SEM MAG 339 kx Dot 58 -

Fonte: Propria autora.

Os resultados das reconstrucdes estereoscopicas tridimensionais (3D)
possibilitaram a melhor compreensao das modificagdes sofridas pelos EM em
relacdo ao grau de achatamento resultante do espraiamento e desagregacao.
Como evidenciado na Figura 18, representativa do periodo de 36 horas apés a

transferéncia, houve uma significativa reducéo da altura dos EM.
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Figura 18: Microscopia eletrbnica de varredura — 36 horas. a) Imagem do EM pelo MEV. b)
Camada Topografica 2D do EM. c¢) Reconstrugdo estereoscopica 3D.
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Fonte: Propria autora.

O resultado referente as reconstrugdes estereoscopicas 3D do periodo
de 48 horas, apresentaram a altura com o pico de 46,8 um do EM (Figura 19-
C). Este resultado em comparacao com o periodo de 36 horas do EM, mostrou
uma reducdo da altura do EM de 13,2 um, relativamente ao tempo exposto em

cultura com possivel afirmag¢éo do aumento da desagregacao celular dos EM.
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Figura 19: Microscopia eletronica de varredura — 48 horas. a) Imagem do EM pelo MEV. b)
Camada Topografica 2D do EM. c) Reconstrucdo estereoscopica 3D.

Fonte: Propria Autora.

No periodo de 72 horas, os EM apresentaram o diametro de 173,72 um,
evidenciando a reducdo dimensional continua da desagregacdo celular
variando entre 50 a 100 um, comparado aos periodos anteriores, também, foi
identificado mais células ao seu redor, ilustrado na Figura 20.

Figura 20: Micrografia obtida do MEV na amostra de 72 horas ap0s transferéncia na placa de
cultura apresentou a sua estrutura morfolégica na viséo supero-inferior do EM.

D1=173.72 ym

SEM HV: 5.0 kV WD: 30.42 mm P e MIRA3 TESCAN|

SEM MAG: 351 x Det: SE 200 ym

Fonte: Propria autora.
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A Figura 21 demonstra o resultado da reconstru¢do topografica 3D
aplicado no EM do periodo de 72 horas, a altura atingiu o pico de 38 um do
EM. Novamente, ao comparar com o0s periodos anteriores, foi perceptivel o
grau de achatamento resultante do espraiamento e desagregacdo variando
entre 8.8 a 22 um, que correspondente ao periodo de 48 horas comparado ao

periodo de 36 horas apoés transferéncia para a placa.

Figura 21: Microscopia eletronica de varredura — 72 horas. a) Imagem do EM pelo MEV. b)
Camada Topografica 2D do EM. c¢) Reconstrugdo estereoscopica 3D.
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Fonte: Propria Autoria.

A Tabela 4 apresenta os dados comparativos dos respectivos periodos,
referentes a reconstrucdo estereoscopica das imagens nos parametros a

rugosidade (RMS) e a altura do ponto maximo do EM.
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Tabela 4: Apresentacdo dos dados obtidos pela reconstrugao topogréafica 3D dos periodos de
36, 48 e 72 horas apés transferéncia na placa de cultura referentes a comparacdo da
rugosidade e altura dos EM.

Rugosidade Altura do ponto
Amostra )
RMS / um maximo EM (um)
36h 7,01 50,1
48h 6,67 39,9
72h 4,43 22,5

Fonte: Prépria autora.

Existe uma tendéncia de diminuicdo da rugosidade RMS e da altura
méaxima dos EM. A diminuicdo da rugosidade esta diretamente implicita na
perda de textura pelo EM, devido a desagregacdo dos EM e a formacdo de
matriz extracelular que proporcionou a reducédo das imperfeicdes superficiais,
em relacdo a comparacao das reconstrucdes topograficas 3D de 36 e 72 horas.
Contudo, a amostra de 72 horas apresentou menor intensidade referente a
presenca de pixels brancos (de maior intensidade) em relacdo & amostra de 36

horas.

5.2.3. Avaliacdo dos efeitos modulatério e imuno-modulacéo dos
EM da FVE
5.2.3.1. Dosagem das citocinas IL-6 e TGF-B1

Os resultados obtidos das analises de dosagem das citocinas IL-6 e
TGF-B1, mostraram que os dados dos alvos moleculares evidenciaram a
presenca de ambas citocinas liberadas no meio condicionado da constituicao
dos EM, foi identificado a densidade de fluorescéncia para andlise do potencial
de modulagcdo na IL-6 na concentracdo = 809,2 pg/mL (x 66,03 pg/mL).
Entretanto, diante de um imprevisto de execuc¢ao para a obtencao de o teste
realizar com exatidao a curva, nao foi possivel obter a concentracédo exata do
TGF- B1. Portanto, este dado foi representado em absorbancia na densidade
de dptica + 0,469 pg/mL (x 0,082 pg/mL). De acordo com os dados obtidos, foi
identificado que houve citocinas secretadas e que ha influéncia do potencial de

modulacao pelos EM (Tabela 5).
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Tabela 5: Dados dos resultados da dosagem de citocinas.

CITOCINAS DOSAGEM DESVIO-PADRAO
IL-6 809,2 pg/mL +66,03 pg/mL
TGF-B1 0,469 (DO) 10,082 pg/mL (DO)

Fonte: Propria autora.

5.2.3.2. Ensaio de migracéao celular — Método Wound Healing

O resultado do ensaio de migracédo celular apresentou o fechamento da
ranhura e identificou a influéncia do potencial de regeneracdo através da

analise da migracéao e proliferacéo celular.

A comparacdo da ranhura nos periodos de 0 e 24 horas, foram
evidenciados em micrografias obtidas em seu respectivo tempo, foi realizado a
marcacao da area, onde foi delimitada em amarelo para realcar a visualizagcdo
de todo o fechamento da ranhura. No GC- (DMEM sem SFB), ndo houve o
fechamento da ranhura (Figura 22-A e B). No CG+ (DMEM com 10% SFB),
houve reducdo da area da ranhura, mas a migracdo das células nao foi
suficiente para fechar por completo toda a area (Figura 22-C e D). No GE (meio
condicionado), resultou no fechamento completo da ranhura, identificando a

migracao e proliferacdo das células em toda a area (Figura 22-E e F).
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Figura 22: Comparacéo do ensaio de migracéo celular apds a criagdo da ranhura de O hora e
24 horas. a) e b) Grupo controle negativo. c) e d) Grupo controle positivo. €) e f) Grupo
experimental.

Fonte: Propria autora.

Os resultados obtidos nos respectivos periodos (0 - 24 horas)
demonstraram uma reducéo na area correspondente a ranhura de 16%, 68% e

100% respectivamente para os grupos GC-, GC+ e GE (Figura 23).
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Figura 23: Gréfico do ensaio de migracéo celular. (* = Diferenca entre 0 GC- e 0 GC+ e ** =
Diferenca entre o GE e o GC+ e diferenca entre 0 GE e o GC-, evidenciando que os resultados
nao sao iguais entre 0s grupos).
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Fonte: Propria autora.

5.3. Analise Estatistica
A andlise estatistica foi aplicada no ensaio de migracao celular e todo o

resultado se encontra detalhado no Apéndice A.

A comparacao das médias identificou que as médias das diferencas dos
trés grupos sao diferentes com o valor (p < 0,05). Entretanto, vale ressaltar que

o tamanho amostral € pequeno e o deve-se ter o cuidado nas interpretacoes.

Nas médias de comparacdo para a area de 0 hora nos trés grupos
independentes, concluiu que as médias das diferencas dos 3 grupos nao sao

estatisticamente diferentes, apresentou o valor (p > 0,05).

Na area de 24 horas, as médias de comparacdo evidenciaram
diferencas entre os trés grupos com o valor (p < 0,05), porém nas comparagoes
complementares de Fisher, apresentaram que as médias entre o GC- e GC+
sdo estatisticamente iguais, pois ndo houve o fechamento total da area,

enquanto que, nas médias comparadas do GC- e GE e do GC+ e GE
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identificaram que sao estatisticamente diferentes no intervalo de confianga 95%

para diferenca de médias, devido ao fechamento total da area no GE.
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6. DISCUSSAO.

Os resultados do presente estudo mostram que foi obtida a prova de
conceito estabelecida. Este € o primeiro registro de constituicdo de EM da FVE

derivada do tecido adiposo subcutaneo humano.

A metodologia utilizada nesta pesquisa foi reproduzida por Laidding e
colaboradores (2021), que consiste no uso da técnica de lipoaspiracdo
convencional da gordura subcutanea da regido abdominal em um método
seguro para a obtencdo da FVE via digestdo enzimatica. Dessa forma, 0 uso
de enzimas facilitou a selecdo de células nucleadas, resultante em um pellet
celular de FVE. De acordo com o FDA (Federal Drug Administration) n&o
permite o uso de processos que utilizam a digestdo enzimatica, devido as
limitacbes apresentadas durante o manuseio excessivo das amostras no
processo de digestdo, aumentando o risco de contaminacdo (GHORBANI;
JALALI; VAREDI, 2014; MANZANO et al., 2022). Existem técnicas que alegam
obter a FVE sem a necessidade da etapa de digestdo enzimética
(CENTURION; CABALLERO; WEISS, 2019). Ademais, por mais promissora

gue essa técnica possa ser ainda necessita de mais estudos.

A FVE se destaca por ser mais econdmica e conveniente de obtengéo
comparada ao uso de outras técnicas para obtencéo e isolamento das células
tronco, por exemplo, células-tronco da medula Ossea. Na literatura sao
encontrados diversos protocolos de extracdo da FVE e essa diferenca nao
reduz a sua eficacia (ALETTO; FRANCESCO; MAFFULLI, 2022; ONER et al.,
2022). Uma variedade de células é encontrada na FVE, por exemplo, os
pericitos sdo precursores de CTM e intimamente associados as células
endoteliais, apresentam a similaridade in natura, que hipoteticamente, auxiliam
no controle do microambiente do seu nicho, facilitando a resposta regenerativa
(SA DA BANDEIRA; CASAMITJANA; CRISAN, 2017).

A simulacdo do nicho € um grande desafio, assim como, a permanéncia
da viabilidade das CT em aplicacBes clinicas (KIM et al., 2021; ONER et al.,
2022). As CT sao destaque na terapia celular, o seu potencial de regeneracao

apresenta resultados promissores na medicina, porém, seu uso esta em
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constantes inovacoes, devido as limitacdes na aplicacdo de seu uso clinico
(HAZRATI; DAVARAN; OMIDI, 2022; YASTI; AKGUN; AKIN, 2022).

Em relacdo ao potencial terapéutico das CT, é necessario do cultivo
bidimensional em larga escala com expansdo excessiva de células em
monocamada (ONER et al, 2022). A utlizacdo das CT isoladas em
monocamadas 2D progrediu para a cultura 3D, apresentando vantagens com o
uso de modelos in vitro baseados em células que imitam a funcao dos tecidos e
orgédos in vivo com o potencial de reduzir o uso dos experimentos em animais
nas pesquisas com desenvolvimento de novas terapéuticas com tratamentos
medicamentosos, reparo e substituicdo de tecidos e o6rgdos (HAZRATI;
DAVARAN; OMIDI, 2022; YLOSTALO, 2020). Oportunamente, isso favoreceu o
embasamento desta pesquisa na constituicdo dos EM com o uso da FVE, que
permitiu incluir um método eficiente e de curto prazo e ndo requer passagem e
proliferacdo de CT em cultivo 2D, sendo um procedimento autélogo com baixo
risco de rejeicdo (LABARRE; ZIMMERMANN, 2022; LEE et al., 2020).

Para constatar a presenca de CT nos EM derivados da FVE, com base
nos critérios determinados na literatura a evidéncia do isolamento, adesao,
proliferacdo e a caracterizacdo de diferenciacdo do perfil mesenquimal em
adipogénica e osteogénica foram identificadas. Porém, por ser uma pesquisa
inédita ainda necessita de mais estudos, por exemplo, a analise futura com o
uso de citometria de fluxo com marcadores especificos de moléculas de
sinalizagdo celular permitirdo mais embasamento com analise mais fidedigna
(ANTONYSHYN et al., 2022; GHORBANI; JALALI; VAREDI, 2014; LISBOA et
al., 2021).

As células que constituem o aglomerado celular no cultivo 3D
apresentam maior biocompatibilidade e interagem entre si via sinalizacéo
paracrina, a comunicacéao facilitada ocorre pela atividade de citocinas e fatores
de crescimento que influenciam moléculas que alteram a forma, expresséo
génica, citoesqueleto e a funcdo das células que respondem ativamente aos
comandos gerados a medida que as células se agregam no cultivo 3D
(ACHILLI; MEYER; MORGAN, 2012; HAZRATI; DAVARAN; OMIDI, 2022; KIM
et al., 2023).
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Jiang e colaboradores (2023) e Laschke & Menger (2017) relatam que a
terapia celular com EM possui vantagens, pois, hd um futuro brilhante para
distarbios incuraveis, doencas genéticas e degenerativas, entrega de drogas,
reducdo do uso de modelos animais e producdo biol6gica com a constituicdo
de um érgéo realista in vitro. O aglomerado celular in vitro fornece um ambiente

semelhante ao in vivo propiciando um complexo funcional.

Os EM da FVE evidenciaram que o tamanho obtido nos resultados se
encontrava com diametro dentro dos padrdes retratados na literatura variando
entre 100 a 400 um, relacionado diretamente a densidade de semeadura e as
caracteristicas do modelo de constituicdo, assim como o tempo de cultivo, sdo
considerados diametros favoraveis para a sobrevivéncia das células (LEE et
al., 2020; ONG et al., 2018; ZHENG et al.,, 2021). Ressalta-se que, quanto
maior o seu tamanho, maior a dificuldade de difusdo de nutrientes e oxigénio
ao centro dos esferdides e maior o grau de necrose em sua regido central (KIM
et al., 2023a; VADIVELU et al., 2017; ZHENG et al., 2021).

Os resultados apresentados referentes ao potencial de regeneracéo
identificaram que a desagregacdo dos EM e o povoamento celular, conforme a
migracdo das células houve o achatamento com diminuicdo da altura,
reduzindo-se ao longo do tempo com a presenca de matriz celular ao redor das
células. Contudo, esses dados apresentados sdo importantes, pois, ha poucos
estudos que demonstram detalhadamente a caracterizagcdao de migracgao celular
e a morfologia dos EM derivados da FVE, proporcionando oportunidades de
analises futuras, como a histomorfometria para contribuir com o avanco na area

com o cultivo 3D.

Di Stefano e colaboradores (2021) e Jiang e colaboradores (2023)
relatam que os EM secretam proteinas e citocinas, tais como, interleucinas e
fatores de crescimento capazes de modular o microambiente. Os resultados
da avaliacdo dos efeitos modulatérios através da dosagem de citocinas

realizados por ELISA, constataram a presenca da IL-6 e TGF-B1 na amostra

deste estudo.
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A interleucina IL-6 tem acdo pro-inflamatoria, enquanto, o fator de
crescimento TGF-B1 apresenta efeitos anti-apoptoéticos e anti-fibréticos, quando
a sua expressao é€ irregular apresenta disturbios fibroticos, inflamacao crénica e
cancer. Por isso, a sua regulacdo é necesséria e importante para o reparo
tecidual, que ocorre por meio do processo de homeostase (iniciando a resposta
imune, assim, as células participantes do processo de reparo iniciam a
secrecdo de citocinas, promovendo a modulagdo com potencial regenerativo
ideal do microambiente). Ambas citocinas dosadas, levam a restauracao da
homeostase do local da lesdo que facilita a sinalizacdo paracrina e autécrina no
microambiente que contribui para o crescimento endotelial e remodelacao
tecidual (HASHIMOTO et al.,, 2022; HAZRATI; DAVARAN; OMIDI, 2022;
TZAVLAKI; MOUSTAKAS, 2020).

Vale ressaltar que, embora esses sejam o0s alvos selecionados para
avaliar as biomoléculas secretadas, um numero muito maior de outras
moléculas devem ter sido liberadas e participado dos resultados encontrados.
A literatura aponta que as mais evidenciadas foram o VEGF, IL-1, TNF-q, IL-31,
EGF, HGF, INF-x que participam ativamente na restauracdo tecidual (ONG, et
al., 2018; HASHIMOTO et al., 2022).

O resultado do ensaio de migracédo celular evidenciou o fechamento
completo do ensaio de ranhura, sugere-se que seja por mediadores liberados
pelos EM da FVE que proporcionou o efeito modulério, influenciando
fortemente no microambiente e apresentou eficacia do potencial regenerativo
com o fechamento completo da ranhura, sugerindo-se o reparo da lesédo da
pele em modelo in vitro. Mediante a essa peculiaridade apresentada dos
resultados, que seja possivel sugerir a influéncia dessas citocinas secretadas

na concentracdo das amostras do meio de cultura dos EM.

Com base nos resultados inéditos obtidos nesta pesquisa, 0 proposito in
vitro € relevante e com potencial para a aplicacdo clinica com evidencias da
possibilidade de utilizacdo do cultivo 3D da FVE, que sugere ser capaz de
proporcionar, dentro do que se denomina terapia do nicho celular. Além de

demonstrar positivamente a influéncia modulatéria do microambiente, com
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potencial regenerativo para diversas condi¢cdes patoldgicas. Essa € a maior
motivacdo desta pesquisa e ainda inspira para mais estudos futuros com

perspectivas promissoras.

Os estudos futuros podem repetir esses experimentos e medir a
expressdo génica e fenotipica da FVE com andlises da variedade de
substancias e moléculas disponiveis no nicho, por exemplo, a andlise de PCR

e a protedmica.
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CONCLUSAO

Concluiu-se a validacdo da prova de conceito na constituicdo dos EM da

FVE derivada do tecido subcutaneo humano.

O potencial biolégico da FVE em forma de EM permitiu caracterizar o

processo de adesao, desagregacao e migracao celular em modelo in vitro.

O potencial regenerativo apresentou respostas positivas da influéncia
modulatéria no microambiente em modelo in vitro com presenca de citocinas

secretados pelos EM da FVE, sugerindo-se o reparo da lesdo cutanea.

Esta pesquisa mostrou um resultado inédito, que espera contribuir com a
ciéncia e inspirar no desenvolvimento de novas pesquisas a conduzirem

mais caracteriza¢gdes dos EM da FVE.
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9. APENDICE - Andlise estatistica dos dados

Grupo controle positivo

Area0  Area24
Poco 1l 3.041.193 252.003
Poco 2 4.491.501 1.848.606
Poco 3 4.393.434 2.068.311

Grupo controle negativo

Area 0 Area 24
Poco 1 2.582.259 2.457.507
Poco 2 3.059.286 2.491.209
Poco 3 3.229.221 2.394.303

Grupo experimental

Poco 1l 2.822.778 0
Poco 2 3.155.427 0
Poco 3 3.146.313 0

area0 area24 areaO area?24

controle controle controle controle area 0 area 24
Row positivo positivo negativo negativo experimental experimental
1 3041193 252003 2582259 2457507 2822778 0
2 4491501 1848606 3059286 2491209 3155427 0
3 4393434 2068311 3229221 2394303 3146313 0

Diferencas (area 0 — area 24) para os 3 grupos

dif contr dif contr dif
Row pos neg experimental
1 2789190 124752 2822778
2 2642895 568077 3155427
3 2325123 834918 3146313
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Boxplot of area 24
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Uso de ANOVA (andlise de variancia) para comparacao de
meédias

(2) Comparacdo das médias das diferencas para 0os 3 grupos
independentes (uso de um modelo de ANOVA (andlise de variancia) para

os dados.

One-way ANOVA: diferencas versus grupo

Method

Null hypothesis All means are equal

Alternative hypothesis At least one mean is different
Significance level a=0,05

Equal variances were assumed for the analysis.

Factor Information

Factor Levels Values

grupo 3 contr neg; contr pos; experimental
Analysis of Variance

Source DF Adj SS Adj MS F-Value P-Value
grupo 2 1,09319E+13 5,46593E+12 74,24 0,000
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Error 6 4,41743E+11 73623871799
Total 8 1,13736E+13

Conclusado: As médias das diferencas dos 3 grupos séo estatisticamente
diferentes (valor-p < 0,05).

Model Summary
S R-sq R-sq(adj) R-sq(pred)
271337 96,12% 94,82%  91,26%
Means
grupo N Mean StDev 95% ClI
contrneg 3 509249 358719 (125924; 892574)
contrpos 3 2585736 237255 (2202411; 2969061)
experimental 3 3041506 189479 (2658181; 3424831)

Pooled StDev = 271337

Fisher Pairwise Comparisons

Grouping Information Using the Fisher LSD Method and 95% Confidence

grupo N Mean Grouping
experimental 3 3041506 A
contrpos 3 2585736 A
contrneg 3 509249 B

Means that do not share a letter are significantly different.

Fisher Individual 95% Cls

Differences of Means for diferencas

contr pos - contr neg |

experimenta - contr neg

. |
experimenta - contr pos [

0 500000 1000000 1500000 2000000 2500000 3000000 3500000

if an interval does not contain zero, the corresponding means are significantly different.
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Conclusdes das comparacdes de Fisher dois a dois (intervalos de

confianca 95% para as diferencas de médias):

° A média das diferencas entre controle negativo e controle positivo séo
diferentes (valor zero néo esta incluido no intervalo de confianca 95% para a
diferenca de médias das diferengas). Assim a média das diferencas controle
negativo e a média das diferencas controle positivo sdo estatisticamente
diferentes.

° A média das diferencas entre experimental e controle negativo sao
diferentes (valor zero ndo estd incluido no intervalo de confianca 95% para a
diferenca de médias). Assim, a média das diferencas experimentais e a média
das diferencas de controle negativo séo estatisticamente diferentes.

° Médias das diferengas entre experimental e controle positivo sdo iguais
(valor zero esta incluido no intervalo de confianca 95% para a diferenca de
médias). Assim a média das diferencas experimentais e a média das diferencas
de controle positivo s&o estatisticamente iguais.

° Isso também é confirmado pela figura abaixo (intervalos de confianca

95% para as médias das diferencas em cada grupo).
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Interval Plot of diferengas vs grupo
95% CI for the Mean
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500000

contr neg contr pos experimental
grupo

The pooled standard deviation was used to calculate the intervals

Residual Plots for diferengas

Normal Probability Plot Versus Fits
99 400000
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Residual

Conclusao: Suposicdes sdo necessarias para o modelo de ANOVA

(normalidade e variancia constante para os residuos) foram verificadas.

Nota: Como o tamanho amostral € muito pequeno, deve-se ter cuidado nas

interpretacoes.
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(2) Comparacdo das medias para area 0O para 0Ss 3 grupos
independentes (uso de um modelo de ANOVA (andlise de variancia) para

os dados.

One-way ANOVA: area 0 versus grupo

Method

Null hypothesis All means are equal

Alternative hypothesis At least one mean is different
Significance level a=0,05

Equal variances were assumed for the analysis.

Factor Information

Factor Levels Values
grupo 3 contr neg; contr pos; experimental

Analysis of Variance
Source DF Adj SS Adj MS F-Value P-Value
grupo 2 1,91652E+12 9,58258E+11 3,57 0,095

Error 6 1,61066E+12 2,68443E+11
Total 8 3,52717E+12

Conclusao: As médias das diferencas dos 3 grupos ndo sdo estatisticamente
diferentes (valor-p = 0,095 > 0,05).

Model Summary
S R-sgq R-sq(adj) R-sq(pred)
518115 54,34% 39,11% 0,00%
Means
grupo N Mean StDev 95% CI
contrneg 3 2956922 335408 (2224968; 3688876)
contrpos 3 3975376 810511 (3243422; 4707330)
experimental 3 3041506 189479 (2309552; 3773460)

Pooled StDev = 518115

Fisher Pairwise Comparisons

Grouping Information Using the Fisher LSD Method and 95% Confidence

grupo N Mean Grouping
contrpos 3 3975376 A
experimental 3 3041506 A
contrneg 3 2956922 A

Means that do not share a letter are significantly different.
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Fisher Individual 95% Cls

Differences of Means for area 0

contr pos - contr neg

experimenta - contr neg |

. | |
experimenta - contr pos’| | . |

-2000000 -1000000 0 1000000 2000000

if an interval does not contain zero, the corresponding means are sgnificantly different.

Conclusdes das comparacdes de Fisher dois a dois (intervalos de

confianca 95% para as diferencas de médias):

° Média das areas de 0 horas entre controle negativo e controle positivo
nao sao diferentes (valor zero esta incluido no intervalo de confianga 95% para
a diferenca de médias das areas 0 horas, apesar do valor zero mostrar que
estava quase no limite inferior). Assim, a média da area 0 horas (controle
negativo) e a média da area 0 horas (controle positivo) sdo estatisticamente
iguais.

° Média das areas 0 horas entre experimental e controle negativo ndo sao
diferentes (valor zero estd incluido no intervalo de confianca 95% para
diferenca de médias de area 0 horas). Assim, a média da area 0 horas
(experimental) e a média da area 0 horas (controle negativo) sao
estatisticamente iguais.

° Médias das areas 0 horas entre experimental e controle positivo ndo sao
diferentes (valor zero estd incluido no intervalo de confianca 95% para a

diferenca de médias das areas 0 horas). Assim, a média da area 0 horas
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(experimental) e a média da é&rea 0O horas (controle positivo) sao
estatisticamente iguais.

° Isso também é confirmado pela figura abaixo (intervalos de confianca
95% para as médias das areas 0 horas em cada grupo), pois os intervalos de
confianca 95% para as médias sao superpostos.

Interval Plot of area 0 vs grupo
95% Cl for the Mean
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Conclusao: Suposi¢des foram necessarias para o modelo de ANOVA

(normalidade e variancia constante para os residuos) serem verificadas.
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3) Comparacdo das médias para area 24 para 0sS 3 grupos
independentes (uso de um modelo de ANOVA (andlise de variancia) para

os dados.

One-way ANOVA: &rea 24 versus grupo

Method

Null hypothesis All means are equal

Alternative hypothesis At least one mean is different
Significance level a=0,05

Equal variances were assumed for the analysis.

Factor Information

Factor Levels Values
grupo 3 contr neg; contr pos; experimental

Analysis of Variance
Source DF Adj SS Adj MS F-Value P-Value
grupo 2 9,04164E+12 4,52082E+12 13,77 0,006

Error 6 1,97030E+12 3,28384E+11
Total 8 1,10119E+13

Conclusado: As meédias das diferencas dos 3 grupos séo estatisticamente
diferentes (valor-p = 0,006 < 0,05).

Model Summary
S R-sgq R-sq(adj) R-sq(pred)
573048 82,11% 76,14%  59,74%
Means
grupo N Mean StDev 95% CI
contrneg 3 2447673 49196 ( 1638114; 3257232)
contrpos 3 1389640 991328 ( 580081; 2199199)
experimental 3 0,000000 0,000000 (-8,09559E+05; 8,09559E+05)

Pooled StDev = 573048

Fisher Pairwise Comparisons

Grouping Information Using the Fisher LSD Method and 95% Confidence

grupo N Mean Grouping
contrneg 3 2447673 A
contrpos 3 1389640 A
experimental 3 0,000000 B

Means that do not share a letter are significantly different.
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Fisher Individual 95% Cls

Differen ces of Means for area 24

contr pos - contr neg [ . |

experimenta - contr neg |

experimentad - contr pos |

-4000000 -3000000 -2000000 -1000000 0

If an interval doesnot contain zero, the corresponding means are sgnificantly different.

Conclusdes das comparacdes de Fisher dois a dois (intervalos de

confianca 95% para as diferencas de médias):

° Média das areas 24 horas apds, entre controle negativo e controle
positivo ndo séo diferentes (valor zero esta incluido no intervalo de confianca
95% para a diferenca de médias das areas 24, apesar do valor zero identificar
gue estava quase no limite inferior). Assim, a média da area 24 horas (controle
negativo) e a média da area 24 horas (controle positivo) sdo estatisticamente
iguais.

° Média das areas 24 horas entre experimental e controle negativo sao
diferentes (valor zero ndo esta incluido no intervalo de confianca 95% para
diferenca de médias de area 24). Assim, a média da éarea 24 horas
(experimental) e a média da area 24 horas (controle negativo) sao
estatisticamente diferentes.

° Médias das areas 24 horas entre experimental e controle positivo sdo
diferentes (valor zero néo esté incluido no intervalo de confianca 95% para a
diferenca de médias das areas 24 horas). Assim, a média da area 24 horas
(experimental) e a média da éarea 24 horas (controle positivo) sé&o

estatisticamente diferentes
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° Isso também é confirmado pela figura abaixo (intervalos de confianca

95% para as médias das areas 24 horas em cada grupo).

Interval Plot of area 24 vs grupo
95% ClI for the Mean
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Concluséo: Suposi¢cdes foram necessérias para o modelo de ANOVA
(normalidade e variancia constante para os residuos) foram razoavelmente

verificadas.
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10. ANEXOS
10.1. ANEXO | —= TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

COMITE DE ETICA EM PESQUISA DA UNIVERSIDADE DE ARARAQUARA

Rua Voluntirios da Pdtria, 1309 Eloco C, Centro — Araraquara SP — CEP: 14.801-320 - Telefone: (16) 3301.7263
UNIARA R wwww.Lniarz.conLbe feomile-de-elica

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Titulo do Projelo de pesquisa: FRACAQ VASCULAR ESTROMAL DERIVADA DO TECIDO
ADIPOSO HUMANO NO TRATAMENTO DE FERIDAS CUTANEAS: PROVA DE CONCEITO
Pesquisadores Responsivels: Jessica Michelle de Novais e André Capaldo Amaral

Nome do participante:

Data de nascimento: ;S R.G.:

Vocé estd sendo convidada (a) para ser participante do Projeto de pesquisa intitulado "FRACAO
VASCULAR ESTROMAL DERIVADA DO TECIDO ADIPOSO HUMANOD NO TRATAMENTQ DE FERIDAS
CUTANEAS: PROVA DE CONCEITQ" de responsabilidade dos pesquisadores: [essica Michelle de
Novais (Mestranda) e pelo Proll Dr. André Capaldo Amaral (Orientador).

Leia cuidadosamente o que se segue e pergunte sobre qualquer divida que vocé tiver.
Caso se sinla esclarecido (a) sobre as inlormagies que estio neste Termo e aceile lazer
parte do estudo, pe¢o que assine ao final deste documento, ecm duas vias, scndo uma via
sua e a outra do pesquisador responsavel pela pesquisa. Saiba que vocé tem total direito
dc nio quercer participar.

Declaro ter sido esclarecido sobre os seguintes pontos:

1. Cstou ciente em colaborar e consciente sobre a participacio como voluntiria nesta pesquisa,
que consislicd em doar wna pequena parle da gordura gque serd relirada durante a cirurgia de
lipnaspiracdn, apds a assinamra do Terma de Consentimento Livre ¢ Esclarcrido. Todo o
procedimento serd realizado pelo médico responsavel escolhido de minha confianga. A amostra
dozada serd de 100 mL de gordura retirado do material que seria descartado da lipoaspiracio e
que apds serd ulilizada no projelo de pesquisa “FRACAU VASCULAR ESTROMAL DERIVADA DO
TECIDQ ADIPOSQ HUMANO NO TRATAMENTO DE FERIDAS CUTANEAS: PROVA DE CONCEITG", da
mestranda [essica Michelle de Neovais, que serd aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da
Universidade de Araraquara (CEP-UNIARA);

2. Durante a execugdo da pesquisa poderd ocorrer o risco de constrangimento caso nfo seja
preservado meu nome por parte dos pesquisadores. Tal risco serd eliminado pelos
pesquisadores, pois serd mantido em sigilo, assegurando a minha privacidade. No momento da
clahoracdo da parte cserita da pesquisa (dissertacidn), apresentacdo da pesquisa em cventos
cientfficos e/ou elaboracio de artigos cientificos @ nome da doadaora ndio serd apontado. (As
orientacées contidas nas Resolucdes CNS 466/12 (saiide) e 510/16 (humanas e sociais] disponiveis

[“:,I'E_- i [Tﬁ'!f:i‘ rrEr[aE:!]

3. 0s beneficios com a participagio como doadora voluntéria nesta pesquisa &: primeiramente a
contribui¢io com a ciéncia para melhorar os métodos utilizados na 4rea de pesquisa de medicina

Rubrica do pesyuisador - Rubrica du participante: . Paginz 1 de 3
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COMITE DE ETICA EM PESQUISA DA UNIVERSIDADE DE ARARAQUARA
UNIARA Hua Voluntirios da Patria, 1309 Bloco L. Gentre  Araraquara 8P CEP: 14801 320 ‘T'clefone: (16) 23017262
R www i H AL fcomile-tle-eliica

regenerativa, com a descoberta de ferramentas terapfuticas que possam ajudar na cura de
doengas e no futurc, poder ser beneticiada dos recursos proporcionade por essa nova técnica de
maneira direta e indireta. £ a participacdo neste projeto devera ter a duracio de no maximao 30
minutos em um 1inico encontro, tempo estimado para leitura, esclarecimentos e assinatura do
Termo de Consentimento Livre Esclarecido [TCLE];

4. As participantes ndo terdo nenhuma despesa ao participar da pesquisa e poderao retirar sua

ennenrdancia na continuidade da pesquisa a qualquer momento.

5. Ndo hi nenhum valor econémico a receber ou a pagar as voluntdrias pela participacio, no
enlanlo, caso haja qualquer despesa decorrenle desla parlicipagdo haverd v seu ressarcimenlo
pelos pesquisadores.

6. Caso ocorra algum dano comprovadamente decorrente da participacio no estude, as
voluntirias poderiio pleitear indenizagio, segundo as determinagdes da Cédigo Civil (Lei n®
10.406 de 2002) e das Resolugoes 466/12 € 510,16 do Conselho Nacional de Saide.

7. Meu nome como doadora voluntaria serd preservado, assegurando assim a minha privacidade
¢ o sigilo permanceerd. E quando cu descjar terei livre acesso a todas as informacdes e

esclarecimentos adicionais sobre o estudo e suas repercussies.

8. Us dadvs coleladus serdo ulilizadus nica e exclusivamente para [ins desla pesquisa, e os

resultados poderio ser publicados.

9. A Fragao Vascular Estromal e as células da Gordura doadas serdo utilizadas, tinica e
exclusivamente, para fins dessa pesquisa. Os constituintes nio utilizados seriio descartados em

reciplentes especificos de descarte para amostras biclégicas para posterior incineragao;

10. Os resultados desta pesquisa contribuirac com a determinacio da eficacia desses recursos,
que poderdo ser utilizados futuramente no tratamentn de leades da pele.

Qualquer diivida, pedimos a gentileza de entrar em contato com Jessica Michelle de Novais,
mestranda e pesquisador responsavel pela pesquisa, telefone: (16) 99168-3072, e-mail:
jessicanovais@uniara.edubr, com o pesquisador e orientador da pesquisa André Capaldo
Amaral, telefone: (16) 99769-0095. e-mail: acamaral@uniara.edu.br e/ou com o Comité de Etica
em DPesquisa da Uniara, localizado na Rua Veluntarios da Patria n® 1309 - bloco C, no Centro da
cidade de Araraquara-SP, telefone: (16) 3301.7263, e-mail: comitedeetica@uniara.com.br,
atendimento de segunda a sexta-feira das 08h00min. - 13h00min. - 14h00min - 17h00min, e/ou
com a Comissio Nacional de Etica em Pesquisa-CONEP, tclefone (61) 3315.5877. c-

mail: conep@saude. gov.br.

Rubrica do pesquisador: . ubrica do participante: . Pdgina 2 de 3
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Eun, , RG n® declaro ter

sido informada e concorde em ser participante do Projeto de pesquisa acima descrito, cedendo a

gordura de descarte da Cirurgia Plastica de lipoaspiracao.

, de de 2022,

Assinatura da participante

Jessica Michelle de Novais
Assinatura da Respansdvel por obter a consentimento

Rubrira do pesquisador: - Rubrica do participante: . Fagina 3 de 3
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10.2. ANEXO |l - PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

UNIVERSIDADE DE { Ploboforma
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PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP
DADOS DQ PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesqulsa: FRAGAO VASCULAR ESTROMAL DERIVADA DO TECIDO ADIPOSC HUMANG NO
TRATAMENTC DE FERIDAS CUTANEAS: PROVA DE CONCEITO

Pesquisador: Jessica Michelle de Movais

Area Tematica:

Versao: 3

CAAE: 52807721.0.0000.8383

Instituigda Froponente: ASS0CIACAO EAD BENTO DE ENSIND
Patrocinador Principal: Financiamento Praprio

DADOS DO PARECER

Numere do Parecer: 5.241.953

Apresentagéo do Projeto:

A ferida profunda da pele representa uma condigdo clinica qus determina a incapacidade de regeneragdo
espontanea, daterminando graves conssquéncias fisicas aos ssus portadores. Atualmante, resultados
promissores relacionados ao uso da fragdo vascular estromal (FVE) derivada do tecido adiposo sobre o
reparo de feridas deccrrentes de queimaduras vém sendc evidenciados. Entretantc, mais estudos séo
necessarios para caracterizar os mecanismos madulatorios envolvidos no processo. Este projeto tam camo
cbjstivo estazelecer uma prova de conceito a respsito da influéncia modulatéria de FVE derivada do tecido
adiposo humanc, e cultivada comc esferoides multicelulares, sobra ¢ modslo in viirc para cicatrizagéo de
ferldas. Para tal, sera extraida uma amostra de tecldo adlposo de cinco veoluntarlas por melo do
procedimento cirurgice de linocaspiracéo. Em seguida, sera realizado o processo de centrifugacéo para
chtencaoe da FVE. A FVE passara pelo procedimento de isolamento e caracterizacac do perfil mesenguimal
das czlulas-tronco mesenguimals derlvadas do tecldo adlposo. Logo apos sera rzallzado o cultivo e a
semeacin celular nos pocos de agarose para constituiglo dos esfercides celulares. posteriormente sera
rzalizado a avaliacan do afeito modulatorio da FVE através do ensaic de migracdo celular. A analise
estatistica dos resultados utilizara procedimentes de estatistica qualitativa descritiva basica e o teste de
anallse t-Student, com significincla estatistica adotada de 5% (p 0.05).

Hipotese:

Enderego:  Rua VolunlEnos da Falia n®1309

Bairro: Centro CEP: 14 A01-320
UF: 5P Munleiple: ARARACLARA
Telefone: (16)3301-7283 Fax: (1E)3301-7144 E-mail: comiledeelicag@uniz=.com b
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Continuzgdo do Parecer: 5341 963

Embora os estudos sobre o uso da FVE demonstram resultados promissores em lesdes cutdneas, ainda néo
ostio compeletamente estabelecidos a sua eficaciz terapéutica e os mecanismos modulatorics rzlacionados
a0 seu papel bioestimulantz.

Critérle de Incluséo:

Os critérios Ideals para Inclusdo das doadoras do tecldo adiposo s8o0:Sexo feminine; Idads entre 25 2 55
anos; Ndo tabagista; Auséncia de doengas crinicas e/cu autc-imune; Higidos (ausentes de qualquer
processo patolégico ativo & com bom estado nutricional); Nao ter fzito usc de qualquer drogas ou farmacos

que afete a hemadinamica no geral.

Objetivo da Pesquisa:

Objetiva Primario:

O objetivo deste projeto de pesguisa & estabelecer uma prava de conceito a respeita da influéncia
modulatoria da FVE. derivads do tecida adiposo subcutdneo humano e cultivada como esferoides
multicelulares, sobre o reparo da pele utilizande um meodelo in vitro para cicatrizecdo de feridas.

Avaliagdo dos Riscos e Beneficios:

Rlscas:

Q risco ldentificado nesta pesqulsa € o consfrangimento, ¢3so nio szja preservado o anonimato das
voluntarias por parte dos Pesquisadores. Tal risco sera minimizado pelo rigor dos pesquisadores, ©c nome
das particlpantes sera preservadeo, asssgurande asslm a sua privacldede & se deselar tera Ilvre acssso a
todas as informagdes e esclarecimentos adicionais sobre o sstudo. OBSERVAGAQ: Os riscos cirlrgicos nio
sao de responsabilidade desta pesquisa, pois todo o procedimento cirndrgico e a retirada da amostra doada
serao efetivados pelo médico selecionado pela doadora. Entrelanto, por se tratar de um material de descarte
hialdgico da cirurgia, o sigilc permanecera, em vista que, a voluntaria, tenha o desejo de realizar o
procedimenio estético cirdrgico em si & o projeto & uma conssquéncia da amostra doada.
Beneficios

Embora néo existam beneficias direto imediatas. as voluntarias noderéo ser beneficiadas indirstamente com
os beneficios futurcs com a utilizagéo da tecnica & contribuir na sociedade. As voluntarias contribuiréo
tamiém com a ciéncia para melhorar os metodos utilizados na area de gesquisa em medicina regenerativa,
fue possam ajudar no desenvolvimento de tratamantos inovadores futuros.

Enderega: [RuaVolunianos da Matna n™1209

Bairmo: Cenlin CEP: 14.301-320
UF: 5P Municipio: NRARAQUARN
Telefone: (18)3301-7263 Fax: [1E)3301-7144 E-mail: cumiledeelica@uniaa.com b
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Comentarlos e Conslderagdes sobre a Pesqulsa:
Todos o3 "Comentarios & Consideragdes sobre a Pesquisa” estdo apontados no campa "Conclusies ou

Pendéncias e Lista de Inadequagdes” deste parecer.

Considaragdes sobre os Termos de apresentagéo obrigatéria:
Todos os "ConsideragSes sobrz os Termos de apresentagio obrigatériz” estdo apontados no campo
"Conclusées ou Pendéncias e Lista de Inadequacdes” deste parscer.

Recomendagoes:

Recomenda-se que slgam os objetives e 3 metcdologla proposta naste orojeto.

Qualquer duvids no decorrer do projeto este colegiado se coloca disposico e recomendamos gue consulte
a Resolucdo 456/12 CNS, (cisponivel no site do CEP) que seguimos 2ara as analises éticas dos trabalhos
enderegados a este CEP.

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequacdes:

A sclicitag@o feita por este colegiade, sendc a corregao no Terme de Consentimento Livre e Esclarscido -
TCLE. fol atendida pela pesqulsadeora responsavel, 2 deste modo o Protocolo de pesqulsa esta
APROVADO, pare ser realizado.

Consideragdes Finais a critério do CEP;

O Projeto de pesgulsa encontra-se adequadc e aprovado, de acordo com coleglado e cocm as nocrmatlvas
vigentes. Qualquer slteracdo que venha ocarrer, em especial Eventos Adversos, pedimos a gentileza de
informar este CEP por meic de Emenda e/fou Notificacao, junto a Plataforma Brasil e, no decorrer do
desenvolvimento da pasqulsa sollcliamos ¢ encaminhamento do Relatdrio Parclal, e apés a conclusdo do
mesme o envio do Relatario Final, procedimeantos esses de cunho oorigaterio.

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

Tipo Documento Arquivo Postagem Autor Situagéo
Infcrmac@es Baslcas|PB_INFORMAGCOES_BASICAS_DO_P | 07/02/2022 Acelto
do Projeto ROJETC 1830107.pdf 17:41:18
Parecer Anteriar CARTA_RESPOSTA_FARECER_ANTE| 07/C2/2022 |Jessice Michelle de Aceito

RIOR.pdf 17:40:39  |Mowais
TCLE/ Termes de |TERMO_DE_CONSEMTIMENTC_TCLE| 07/02/2022 |Jessica Michelle de Aceito
Assentimento / _EDITADO_AD_REFEREMDUM.pdf 173117 |Novais
Justificstiva de

Enderego: Rua Voluniarios da Patria n®1309

Bairro: Cenlio CEP: 11801 320
UF: oI Municipio:  AlRAILACUAILA
Talefone: (15)3301-7263 Fax: (16)2301-7144 E-mail: comitedectica@uniara.com br
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Auséncia TERMC_DE_CONSENTIMENTO_TCLE| 07/02/2022 |Jessica Michellz de Acsito
EDTADC AD REFERENDUN.pdf 17:31.17 {Novals

Orcamento ORCAMENTO_EDITADO pdf 29/11/2021 |Jessica Michellz de Acsito
12.0542 |MNovais

Frojeto Detalhado /  |PROJETO_CE_PESQUISA_MESTRAD | 29/11/2021 [Jessica Michelle de Aceito

EBrochura O_Reparado. pdf 12:05:13  |Novais

| Investigador

Declaracéo da DECLARACAQ_DE_INSERCAC_POST| 2Z5/10/2021 |Jessica Michelle da Aceito

Instituicdo e ERIOR_DE_COMNSENTIMENTO_INSTIT] 095532 [Novais

Infraestrutura UCIOMNAL .pdf

Declaracéo da DECLARACAD_LABORATCRIO paf 25/10/2021 |Jesszica Michelle da Aceito

Instituigdo e 08:57:30 |Movais

Infreestruiura

Declaracdo de TERMC_DE_COMPROMISSO_DO_PE| 25/10/2021 |Jessica Michellz ds Acsito

Fesquisadorss SQUISADOR RESPONSAVEL JESSIC 055418 Movais

Folha de Rasto FOLHA_DE_ROSTO.PDF 2310712021 [Jessica Michells de Aceito
12:31.21 | MNovais

Situacio do Parecer:

Aprovado
Necessita Aprecian;ﬁo da CONEP:
Néo
ARARADUARA, 14 de Fevereiro de 2022
Assinado por:
Andréa Corréa Carrascosa
{Coordenador(a))
Enderego: Sua Voluntdrios da Patria n®1303
Bairre: Centro CEF: 14001-220
UF: 5P Municipie: ARARAQUARA
Telefone: {16)3301 7263 Fax: (168)3301-7744 E-mail: comitedeetica@uniara.com.br
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