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RESUMO

VARELA, G. K. S. Caracterizacdo de células estromais mesenquimais derivadas
da derme abdominal humana. Trabalho de Conclusdo de Curso - Curso de

Ciéncias Biologicas, Universidade Federal de Santa Catariana, Floriandpolis, 2016.

As células estromais mesenquimais (MSC) sao células multipotentes
encontradas em varios tecidos, desde a fase fetal até a fase adulta. Apresentam
muitas vantagens, como: facilidade de obtencdo e isolamento, alta capacidade de
propagacdo em cultura e de migrar para locais de lesédo, além de serem pouco
imunogénicas e tumorigénicas, o que facilita a utilizacdo destas células para
aplicacoes terapéuticas. A derme abdominal humana consiste em uma fonte
promissora de MSC, pois a cirurgia de abdominoplastia € uma das mais frequentes
no Brasil e a quantidade de pele descartada é abundante. O objetivo deste trabalho
foi caracterizar as células estromais mesenquimais derivadas da derme abdominal
humana (DSC), com o intuito de disponibilizar uma nova linhagem de MSC para o
Laboratorio de Células Tronco e Regeneragdo Tecidual (LACERT) e dessa forma
dar continuidade a pesquisas envolvendo o reparo de lesbes cutaneas. As DSC
foram isoladas e caracterizadas in vitro por meio de analise morfolégica, capacidade
de formacdo de colbnias, curva de proliferacdo celular, andlise fenotipica e
diferenciacdo celular para trés fendtipos. Os resultados obtidos mostram que as
DSC possuem aderéncia ao plastico e morfologia fibroblastéide, capacidade de
formacdo de colbnias, alto potencial proliferativo, expressdao dos marcadores
mesenquimais CD73 e CD90, e auséncia dos marcadores hematopoiéticos CD34 e
CD45, além do potencial de diferenciacdo em adipécitos, ostedcitos e condrocitos.
Esses resultados mostraram que as DSC possuem caracteristicas semelhantes a
outras MSC, consistindo em uma linhagem de células alternativa, agora disponivel

para novas pesquisas do LACERT.

Palavras-chave: células-tronco, MSC, DSC, cultivo celular.



ABSTRACT

VARELA, G. K. S. Characterization of mesenchymal stromal cells derived from
human abdominal dermis. Trabalho de Conclusdo de Curso - Curso de Ciéncias

Biologicas, Universidade Federal de Santa Catariana, Florianopolis, 2016.

Mesenchymal stromal cells (MSC) are multipotent stem cells found in various
tissues from the fetal stage to the adult stage. They have many advantages, such as
ease of obtaining and isolating, high capacity of propagating in culture and to migrate
to sites of injury, as well as being less immunogenic, non-tumorigenic, which
facilitates the use of these cells for therapeutic applications. Human abdominal
dermis consists of a promising source of MSC, due to abdominoplasty surgery be
one of the most frequent in Brazil and the amount of discarded skin be abundant.
The objective of this study was to characterize mesenchymal stromal cells derived
from human abdominal dermis (DSC), in order to provide a new MSC lineage to the
Laboratério de Células Tronco e Regeneracdo Tecidual (LACERT) and thus
continuing the research involving the repair of skin lesions. DSC were isolated and
characterized in vitro by morphological analysis, colony forming ability, cell
proliferation curve, flow cytometry and cell differentiation to three phenotypes. The
results show that the DSC have adhesion to plastic and are fibroblastoid, have the
ability to form colonies and a high proliferative potential, have the expression of
mesenchymal markers CD90 and CD73, and the absence of hematopoietic markers
CD45 and CD34, besides, have the potential to differentiate into adipocytes,
osteocytes and chondrocytes. These results showed that DSC have characteristics
similar to other MSC, consisting in an alternative cell line now available for new
researches at LACERT.

Keywords: stem cells, MSC, DSC, cell culture.
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1. INTRODUCAO
1.1. Estrutura da pele

A pele é um dos maiores 6rgaos do corpo humano, atingindo cerca de 16%
do peso corporal dos individuos. Este érgao multifuncional recobre toda a superficie
do corpo, protegendo-o contra a perda de agua, e contra agentes externos como
micro-organismos, raios solares, acdes mecanicas e quimicas. Além disso, possui
funcao termorregulatoria e sensorial (ALONSO; FUCHS, 2003).

A pele é constituida pela epiderme e derme. A epiderme é a camada mais
externa, de origem ectodérmica. Formada por queratindcitos que formam um fino
epitélio estratificado pavimentoso, além de melandcitos e células de Langerhans e
de Merkel (JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2004). Adjacente a epiderme fica a derme,
que nas regides de membros e tronco possui origem mesodérmica, e nas regides de
face e pescoco €, em sua maior parte, de origem ectodérmica proveniente da crista
neural (DANI; BILLON, 2012; DHAMODARAN et al., 2014).

A derme consiste em uma camada de tecido conjuntivo, composta
principalmente por fibroblastos e uma matriz extracelular formada por colageno,
glicosaminoglicanos e elastina. Muito bem vascularizada, possui células do endotélio
vascular, além de células imunes. Estruturalmente a derme é dividida em duas
regides, a papilar e a reticular. A derme papilar esta localizada abaixo da epiderme,
possuindo sistema circulatério associado, enquanto a derme reticular € localizada
proxima do tecido subcutaneo e possui uma estrutura de matriz extracelular mais
densa, podendo ser avascular e acelular (JUNQUEIRA & CARNEIRO, 2004).

A espessura da derme, estrutura da papila e quantidade de fibras elasticas
sdo variaveis de acordo com a regido em que a pele esta situada. Em geral, a idade
€ um dos fatores que influéncia na quantidade dos componentes da derme, que
tendem a diminuir em pessoas com a idade avancada (LANGTON et al.,, 2012,
ARDA et al., 2014; MIZUKOSHI et al., 2015). Na profundidade da derme estdo os
anexos epidérmicos, que sao os foliculos pilosos, glandulas sudoriparas e glandulas
sebaceas (Figura 1). Subjacente a derme, ha ainda tecido subcutaneo, chamado
popularmente de hipoderme, responsavel pelo isolamento térmico e reserva
energética (JUNQUEIRA & CARNEIRO, 2004).
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Figura 1. Representacdo esquematica da pele.
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Adaptado de: http://www.ccsb.org/Cancer/Summary/CDR0000258037/.

1.2. Células-tronco

As células-tronco sdo células indiferenciadas que apresentam como
caracteristicas capacidade de proliferacdo acentuada, auto-renovacao, producdo de
diferentes linhagens celulares, e regeneracéo de tecidos (SCHWINDT et al., 2005;
RIEKSTINA et al., 2008; BYDLOWSKI et al., 2009).

As células-tronco embrionérias totipotentes sdo encontradas até o estagio de
morula, e possuem capacidade de diferenciacdo em todos os tecidos e anexos
embrionarios. As células-tronco embrionarias pluripotentes sdo provenientes da
massa interna do blastocisto, e possuem potencial de dar origem a todos os tipos
celulares do embrido (WAGERS; WEISSMAN, 2004; AMORIN et al.,, 2012). As
células-tronco fetais e adultas sdo classificadas como multipotentes, e possuem
potencial de se diferenciar em diversos tipos celulares, geralmente do mesmo
folneto embrionario, como o tecido 6sseo, cartilaginoso e adiposo (WAGERS;
WEISSMAN, 2004; WISLET-GENDEBIEN et al., 2005). Ja as celulas oligopotentes e
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unipotentes sdo denominadas células progenitoras, e possuem menor potencial de
diferenciacdo (SCHWINDT et al., 2005).

Embora as células-tronco embrionarias possuam consideravel potencial
terapéutico, elas podem gerar muitos problemas, como rejeicdo imunoldgica,
diferenciacdo em um fenotipo indesejado, e desenvolvimento de tumores. Desta
forma, séo consideradas menos seguras ao paciente, devido ao seu alto potencial
de diferenciacéo e proliferacdo. Além de haver muitas controvérsias éticas, politicas
e religiosas sobre o uso de células-tronco embrionarias (DOSS et al.,, 2004;
ESPINOZA; PETERSON, 2012).

Consequentemente, muitos estudos estao sendo realizados para identificacao
de células-tronco em tecidos adultos, devido estas permitirem o transplante
autdlogo, diminuindo a chance de uma possivel rejeicdo imunoldgica e 0 uso de
imunossupressores. Além do que, as células-tronco adultas ndo estéo relacionadas
com a formacédo de teratomas, e ndo possuem problemas de questionamentos
éticos (CHAGASTELLES; NARDI, 2011). Dessa forma, é possivel obter o
desenvolvimento de novas estratégias de regeneracao e reparo tecidual, uma vez
gue estas células, mesmo com menor potencial de diferenciacdo, mantém in vitro
suas caracteristicas de auto-renovacao, proliferacédo e diferenciacdo (BAKSH et al.,
2004; RABIE et al., 2007).

1.3. Células estromais mesenquimais

Em 1968, Friedestein e colaboradores isolaram células da medula éssea, que
possuiam como caracteristicas: morfologia fibloblastéide, capacidade de formar
colénias aderentes ao plastico, e também, de formar ossos quando implantadas em
regides anatomicamente heterotdpicas. Estas células foram denominadas unidades
formadoras de colénias de fibroblastos (UFC-F) (FRIEDENSTEIN et al.,, 1968;
SCHIPANI; KRONENBERG, 2008).

A partir da constatacdo de que as UFC-F derivavam de uma por¢ao estromal
da medula 6ssea, as células aderentes ao plastico passaram a ser denominadas
células estromais da medula 6ssea, baseado na hipétese de que varios tecidos de
origem mesenquimal poderiam ser gerados através destas células (FRIEDENSTEIN
et al., 1968; BIANCO et al., 2008).
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Em 1991, o conceito de células-tronco mesenquimais, foi descrito pela
primeira vez por Caplan (CAPLAN, 1991). Este termo “células-tronco mesenquimais”
€ amplamente utilizado em literatura, entretanto, nos ultimos anos tem-se proposto
chama-las de “células estromais mesenquimais multipotentes”, ou apenas “células
estromais mesenquimais” (SIDNEY et al., 2014). Neste trabalho, adotaremos o
termo “células estromais mesenquimais” ou MSC (do inglés Mesenchymal Stromal
Cell).

As MSC séo classificadas como multipotentes. Embora, possuam uma
capacidade de diferenciacdo mais limitada que as células-tronco embrionérias, as
MSC apresentam muitas vantagens na sua utilizacdo, como a facilidade de obtencgéao
e isolamento, alta capacidade de propagacédo em cultura, e de migrar para os locais
da lesdo, além de serem pouco imunogénicas e tumorigénicas, o que facilita a
utilizacdo destas células para aplicacbes terapéuticas (SATIJA et al.,, 2007;
BYDLOWSKI et al., 2009; CHAGASTELLES; NARDI, 2011). As MSC vém sendo
amplamente estudadas, para serem utilizadas em doencas do coragéo, hepéaticas,
neurodegenerativas e diabetes (PEREIRA, 2008; SOUZA et al., 2014; HASHEMIAN
et al., 2015).

Atualmente acredita-se na hip6tese de que todos os tecidos adultos possuem
um compartimento tronco, isto é, que as células-tronco estdo distribuidas em
diversos tecidos do corpo. Estas sdo responsaveis pela homeostase dos tecidos e
podem ser recrutadas para o reparo de lesdes, se diferenciando no tecido afetado
ou por meio de seu efeito paracrino com a secrecao de diversos fatores (HU et al.,
2013; RANI et al., 2015). Essas células podem afetar a migracdo, proliferacdo e
sobrevivéncia de outras células do local da leséo, desencadeando um melhor reparo
tecidual (JACKSON; NESTI; TUAN, 2012). Na pele tém sido identificadas
populacées de células-tronco em varios nichos, incluindo epiderme, derme e tecido
subcutaneo (hipoderme) (Figura 2).

Desta forma, as MSC apresentam uma ampla distribuicdo em individuos
adultos, sendo encontradas em diferentes tecidos, incluindo a pele (CHEN et al.,
2015), o musculo esquelético (TAMAKI et al., 2015), o tecido adiposo (LIN, 2012), a
polpa dental (XIAO; TSUITSUI, 2013), os ossos e o figado (DA SILVA MEIRELLES
et al., 2008; NINCHERI et al., 2009).
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Figura 2. Nichos de células-tronco na pele.
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Populacdes de células-tronco (indicadas em verde) tém sido identificadas em varios nichos
da pele: na camada basal da epiderme, no bulge e papila dermal do foliculo piloso, na
derme e tecido subcuténeo (hipoderme). Adaptado de: (WONG et al., 2012).

Para que uma célula seja considerada MSC, ela deve ter algumas
caracteristicas de acordo com os critérios propostos pelo “Mesenchymal and Tissue
Stem Cell Committee of the International Society for Cellular Therapy”. Primeiro,
deve ter aderéncia na placa de cultura celular e morfologia semelhante ao
fibroblasto. Segundo, quando submetida a andlise fenotipica, a MSC deve expressar
0S marcadores mesenquimais, como por exemplo: CD105, CD90, CD73, e auséncia
dos marcadores hematopoiéticos CD45, CD34. E terceiro, deve ter potencial de se
diferenciar em outros tipos celulares provenientes do folheto embrionario
mesodérmico, como adipdécitos, ostedcitos e condrécitos. (DOMINICI et al., 2006;
SALEM; THIEMERMANN, 2010).

1.4. Contextualizacéo

Células estromais mesenquimais derivadas da derme (DSC) (do inglés Derm
Stromal Cell) facial humana foram previamente isoladas a partir de descartes de

ritidoplastias e caracterizadas no Laboratorio de Ceélulas Tronco e Regeneragao
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Tecidual (LACERT), localizado na Universidade Federal de Santa Catarina (UFSC).
Essas células foram cultivadas sobre biomateriais e analisadas in vitro, sendo
observadas adesdao, proliferacdo e migracdo das mesmas (JEREMIAS, 2013). Foi
analisado também, o potencial terapéutico das DSC faciais in vivo, associadas a
biomateriais, na regeneracdo da pele de camundongos. Como resultados, foram
observados aumento no tecido de granulacao, recrutamento de células inflamatdrias,
vascularizacéo, depdsito de colageno e reepitelizacdo, acelerando o reparo tecidual
(JEREMIAS et al., 2013). Esses resultados sugerem que as DSC faciais sao
eficazes no reparo de lesbes cutaneas, e abrem diversas possibilidades para novas
pesquisas.

Em 2013, a International Society of Aesthetic Plastic Surgery divulgou um
relatorio sobre o nimero de cirurgias plasticas no mundo, onde o Brasil ficou em
segundo lugar no ranking, perdendo apenas para os Estados Unidos. As cirurgias
mais realizadas no Brasil foram lipoaspiracdo, seguida de mamoplastia, e
abdominoplastia (SBCP, 2013). Dados estes que comprovam que as DSC
abdominais se destacam pela sua facilidade de obtencdo, tendo em vista que a
cirurgia de abdominoplastia é mais frequente que a cirurgia de ritidoplastia. Além
disso, a quantidade de pele descartada, na abdominoplastia, € muito maior.

Na literatura € descrito que a idade do doador esté relacionada a viabilidade e
proliferacdo das células-tronco em cultura, as quais sdo menores em pacientes mais
velhos (PANEPUCCI et al., 2004; BYDLOWSKI et al., 2009; BEANE et al., 2014). A
idade dos pacientes de abdominoplastia varia de quinze a setenta anos, sendo a
média quarenta e quatro anos (KALUF et al., 2006), enquanto que a ritidoplastia é
realizada em pacientes com idades que variam entre quarenta e setenta anos ou até
mais, sendo a média cinquenta e sete anos (CASTRO et al., 2005; MENEZES et al.,
2010; PITA et al.,, 2010). Embora as DSC faciais apresentem grande potencial
terapéutico no reparo de lesdes cutaneas, a sua fonte pode ser um fator limitante

para sua utilizacao.
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2. JUSTIFICATIVA

A baixa frequéncia de ritidoplastias dificultou dar continuidade a pesquisas
com DSC faciais no LACERT. Desta forma, uma alternativa eficiente seria isolar
células estromais mesenquimais derivadas da derme abdominal humana. As DSC
abdominais se destacam pela sua facilidade de obtencédo, tendo em vista que a
cirurgia de abdominoplastia € uma das mais frequentes (SBCP, 2013). Além disso, a
guantidade de pele descartada € maior e a idade dos pacientes que realizam
abdominoplastia € menor que pacientes que realizam ritidoplastia, 0 que aumenta a
viabilidade e proliferacdo das células em cultura (KALUF et al., 2006; PITA et al.,
2010; BEANE et al., 2014).

Estudos recentes indicam que a maior parte dos tecidos da face tem origem
embrionaria na crista neural, enquanto que a origem da derme abdominal é
mesenquimal (DANI; BILLON, 2012.; SOWA et al., 2013; CHEN et al., 2014). Desta
forma, faz-se necessario, também, caracterizar as células estromais mesenquimais
derivadas da derme abdominal humana no LACERT, e assim disponibilizar uma
nova linhagem celular para o laboratério, que podera ser utilizada para novas

pesquisas promissoras no reparo de lesdes cutaneas.

3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo geral

Caracterizar as células estromais mesenquimais derivadas da derme

abdominal humana.

3.2. Objetivos especificos

- Identificar a morfologia das DSC;

- Avaliar a capacidade das DSC de formar col6nias;
- Verificar o perfil de proliferagéo das DSC;

- Analisar fenotipicamente a expressao de marcadores de superficie caracteristicos

para as MSC;

- Verificar o potencial de diferenciacéo das DSC para trés fenotipos.
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4. MATERIAIS E METODOS
4.1. Obtencéo das amostras de pele humana

As células da derme humana foram obtidas a partir de trés doadores, através
de cirurgias de abdominoplastia realizadas no Hospital Universitario da UFSC, e
doadas com o consentimento dos pacientes por meio de assinatura do Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido (Anexo 1). Os fragmentos de pele foram
coletados e armazenados a 4°C em recipiente estéril, contendo DMEM (Gibco)
acrescido de antibidticos (penicilina e estreptomicina - PS) (1U/ug) (Gibco) e
encaminhados para o LACERT, onde foram realizados os procedimentos de cultura
celular.

Os procedimentos estdo de acordo com o0s principios éticos estabelecidos
pela Comissdo Nacional de Etica em Pesquisa (CONEP), tendo sido julgados e
aprovados pelo Comité de Etica na Pesquisa em Seres Humanos (CEPSH) da
UFSC, sob parecer 1.076.626/2015 (Anexo 2).

4.2. Isolamento das DSC

As amostras foram manipuladas em fluxo laminar em sala de cultura celular
no LACERT. Os fragmentos de pele ficaram imersos em tampéo fosfato salina (PBS)
1x em placa de petri e a hipoderme foi removida com o auxilio de material cirdrgico.
A epiderme e a derme foram seccionadas em fragmentos pequenos de
aproximadamente 1 cm?, e em seguida incubadas em dispase (Gibco) por 20 horas
em geladeira a 4°C, para facilitar a dissociacdo do tecido. ApGs este periodo, a
epiderme e os foliculos pilosos foram removidos, e a derme foi seccionada em
fragmentos ainda menores com o auxilio de material cirdrgico, e tripsina EDTA
0,25% (Gibco) foi adicionada para dissociacdo enzimética da matriz extracelular.
Depois que os fragmentos da derme estavam bem dissociados, eram incubados em
tripsina 0,25% durante 45 minutos em banho maria, a temperatura de 37°C. Apos
este periodo, foi adicionado DMEM com 10% de soro bovino fetal (SBF) (Vitrocell)
para bloquear a a¢do enzimatica da tripsina. A solucéo foi filtrada, com um filtro de
70 nandmetros e em seguida centrifugada por 5 minutos a 1500 rpm (392 g). O
sobrenadante era descartado, o pellet ressuspendido em meio completo (DMEM +

SBF 10% + PS), as células plagueadas em garrafas de cultura contendo meio e
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mantidas em estufa a 37°C com 5% de CO2 e 95% de umidade. Esta cultura
primaria foi denominada passagem 0 (P0). Este processo de isolamento das células

foi realizado pela doutoranda Helena Debiazi Zomer.

4.3. Cultivo das células

Apés o isolamento e expansao da cultura priméria das DSC, as células foram
repicadas. Para isto, as células foram incubadas em tripsina 0,25% por 3-5 minutos
em estufa a 37°C. Em seguida, foi adicionado DMEM com 10% de SBF, e as células
foram centrifugadas por 5 minutos a 1500 rpm (392 g). O pellet foi ressuspendido e
as células plaqueadas em uma nova garrafa. Este repique passava as células para
passagem 1, e assim sucessivamente, sendo utilizadas células para experimentos
até a passagem 8.

Todos os experimentos foram realizados utilizando pelo menos trés diferentes

linhagens celulares, isto &, provenientes de diferentes doadores.

4.4. Congelamento das células

Depois de realizar o isolamento e cultivo das DSC, as amostras foram
congeladas em diversas passagens (entre P1 e P6) para posteriores andlises de
caracterizacdo das DSC, e para utilizacdo destas linhagens em outras pesquisas do
laboratério.

O meio de congelamento era composto de meio completo acrescido de 10%
de dimetilsulféxido (DMSO) (Sigma). As células eram tripsinizadas, centrifugadas e
ressuspendidas em 1 mL de meio de congelamento e distribuidas em criotubos. Os
tubos foram devidamente identificados com nome, tipo de célula, passagem, data, e
rapidamente transferidos para um isopor especifico (CoolCell), para que o
congelamento fosse lento, e assim preservar a viabilidade das células, pois a cada
um minuto neste recipiente a temperatura baixa 1°C em freezer -80°C. Este
processo precisa ser rapido porque o DMSO é toxico em temperatura ambiente,
entretanto, ele serve para impedir a formagéo de cristais dentro das células apos o
congelamento (LADEIRA et al.,, 2012). Depois de 24 horas, os criotubos eram
transferidos para caixas no freezer -80°C, ou armazenados em nitrogénio liquido.

Para realizar o descongelamento das células, o criotubo era retirado do

freezer -80°C, e descongelado em temperatura ambiente. Em seguida, as células
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eram transferidas para um tubo de 15 mL contendo 1 mL de meio completo. As
células foram centrifugadas por 5 minutos a 1500 rpm (392 g), o sobrenadante
descartado, e o pellet ressuspendido em 1 mL de meio completo. As células eram
plagueadas em garrafas de cultura celular e mantidas em estufa, a 37°C com 5% de
CO2 e 95% de umidade.

4.5. Analise morfoldgica

As MSC possuem como caracteristica a morfologia fibroblastéide e aderéncia
a placa de cultura celular. Entdo, para a realizacdo da analise morfologica, as DSC
cultivadas eram observadas diariamente, por meio de microscopio Optico, para
verificar sua aderéncia ao plastico e identificar a morfologia. Posteriormente, elas
foram fotomicrografadas em microscépio invertido de contraste de fase (Olympus),

gue possui um sistema de captura de imagem acoplada.

4.6. Unidades formadoras de coldnias

Este teste foi realizado para avaliar a capacidade das DSC em formar
colbnias, tendo em vista que esta é uma das caracteristicas que as qualifica como
MSC. A andlise das unidades formadoras de colénias (CFU) foi realizada em
triplicata. Foram plaqueadas DSC em segunda passagem, em uma placa de 6 pocos
a concentracdo celular de 5x10? por poco. As placas eram observadas diariamente
para monitorar a proliferacdo celular e formacédo de colonias e apés 5 dias era
realizada a contagem das colbnias. Para este procedimento, 0 meio de cultura foi
retirado e a placa lavada com PBS 1x. Em seguida, foram adicionados 2 mL de
paraformaldeido 4% com corante Crystal violet (Merck) (Anexo 3) 0,5% em cada
poco e estas incubadas por 30 minutos. ApGs este periodo, o paraformaldeido com o
corante foi descartado e a placa lavada com agua destilada. Ao final, a placa ficou
aberta para que os pocos ficassem secos possibilitando a visualizagcdo das colbnias
em coloragdo roxa. As colénias com mais de 5 células foram contadas e
fotomicrografadas. O namero de coldnias encontrado foi dividido pelo niamero inicial
de células plaqueadas e convertido para porcentagem para que fosse possivel obter
a eficiéncia de formagéo de colbnias. Posteriormente, a analise grafica foi realizada

no programa GraphPad Prism 5.
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4.7. Curva de proliferagéo celular

O objetivo deste teste € verificar o perfil de proliferacdo das DSC. Para isso,
as células foram plaqueadas em segunda passagem na quantidade de 1x10* células
por poco, em uma placa de 6 pocos. Foi contado um poco a cada 24 horas, até as
células atingirem total confluéncia, as células depois de contadas eram descartadas.
O meio de cultura era trocado a cada 3 dias. Para a contagem das células, o meio
foi retirado e 500 pL de tripsina 0,25% adicionado, deixando agir por 5 minutos em
estufa. Em seguida, foi adicionado 500 pL de meio completo para inativacdo da
tripsina. Com o auxilio de uma pipeta, a solucdo era homogeneizada e 10 uL
coletados para contagem celular em Céamara de Neubauer. Os quatro quadrantes
das extremidades da camara eram contados e o valor total dividido por 4, sendo que
o resultado obtido significa a quantidade de células (x10%) presentes em 1 mL. Apds
a contagem, as quantidades encontradas foram devidamente anotadas. Este
procedimento foi realizado em duplicata para cada linhagem celular, com o objetivo
de aumentar a precisdo dos resultados. Posteriormente, a andlise grafica foi

realizada no programa GraphPad Prism 5.

4.8. Analise fenotipica

A andlise fenotipica das DSC foi realizada por imunofluorescéncia direta,
para isto foram utilizados anticorpos especificos conjugados a fluorocromos (BD
Biociencies) (Tabela 1) que se ligam a antigenos na membrana celular. O resultado
foi obtido por meio de leitura no equipamento citdmetro de fluxo com o objetivo de

verificar se as células expressam proteinas especificas na sua superficie.

Tabela 1: Anticorpos utilizados na analise fenotipica por meio de citometria de fluxo.

Anticorpo Imunoglobulina Fluorocromo
Anti-CD90 (BD) lgG1 de camundongo Isotiocianato de fluoresceina
(FITC)
Anti-CD73 (BD) lgG1 de camundongo Ficoeritrina (PE)
Anti-CDA45 (BD) lgG1 de camundongo FITC

Anti-CD34 (BD) IgG1 de camundongo PE
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4.8.1. Citometria de fluxo

As DSC foram cultivadas em garrafas de 75 cm?, em passagem 2 e 8. Apés
atingirem confluéncia de 80% as células foram tripsinizadas, centrifugadas e
ressuspendidas em PBS 1x com 10% de SBF, por trés vezes. Posteriormente, as
DSC foram contadas em Céamara de Neubauer, e transferidas para tubos de
citometria em concentracdo de 1x10° células /50 pL por tubo.

Foram testados individualmente e com dupla marcacdo os anticorpos CD90,
CD73, CD45, CD34. Também, foram utilizadas células sem marcacéo, que possui a
funcdo de calibrar o citdmetro de fluxo e definir a fluorescéncia emitida naturalmente
pelas células. Como controle positivo dos marcadores hematopoiéticos CD45 e
CD34 foi utilizado sangue periférico, estes ficavam durante 20 minutos em solucao
tampdo de lise para que as hemacias fossem lisadas. Apés este periodo, as células
sanguineas foram ressuspendidas em PBS 1x com 10% de SBF, por trés vezes.

Posteriormente, as células mesenquimais e sanguineas foram incubadas com
os anticorpos especificos, e ficaram durante 1 hora em geladeira a 4°C. Os
anticorpos eram manipulados na auséncia de luz, e as amostras eram protegidas
com o auxilio de papel aluminio. Apés a incubacdo, as células mesenquimais e
sanguineas foram lavadas duas vezes com PBS 1x acrescido de 10% de SBF,
centrifugadas a 1500 rpm durante 5 minutos (392 g), ressuspensas em 200 pL de
PBS 1x acrescido de 10% de SBF e posteriormente analisadas em citbmetro de
fluxo FACS Calibur (BD Bioscience). Os dados foram gerados pelo software

FACSDiva 6.0 e analisados pelo Flowing Software 2.

4.9. Diferenciacao celular

A inducao da diferenciacdo celular adipogénica, osteogénica e condrogénica
foi realizada por meio de tratamento com meios especificos, com o objetivo de

verificar a plasticidade das DSC, caracteristica essencial das MSC.

4.9.1. Adipogénica

Para a diferenciacdo adipogénica foram cultivadas 3x10* células em meio
completo, em placa de 4 pocos. Apos atingirem confluéncia de 90% foi colocado

meio completo acrescido de 10® M dexametasona (Sigma), 100 uM indometacina
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(Sigma), 2,5 pg/ml insulina (Sigma), 0,5 mM isobutiimetilxantina (Sigma). Como
controle, foi utilizado apenas meio completo. As células eram mantidas em estufa a
37°C, 5% CO:2 e 95% de umidade, com troca do meio a cada 3-4 dias. Apos 30 dias,
as células foram fixadas em 4% de paraformaldeido e submetidas a analise

fenotipica através de coloracdo com Oil red (Sigma) (Anexo 3).

4.9.2. Osteogénica

Para diferenciacdo osteogénica foram cultivadas 3x10* células em meio
completo, em placa de 4 pogos. Apods atingirem confluéncia de 90% foi colocado
meio completo acrescido de 10® M dexametasona, 5,0 pg/ml acido ascorbico
(Sigma), 3,15 mg/mL B-glicerofosfato (Sigma). Como controle, foi utilizado apenas
meio completo. As células eram mantidas a 37°C, 5% CO2 e 95% de umidade, com
troca do meio a cada 3-4 dias. Apos 30 dias, as células foram fixadas em 4% de
paraformaldeido e submetidas a analise fenotipica através de coloracdo com Alizarin
red (Sigma) (Anexo 3).

4.9.3. Condrogénica

Para o teste de diferenciacdo celular condrogénica foram utilizados o Kit
StemXVivo Human/Mouse da empresa R&D Systems, seguindo o protocolo indicado
pelo fabricante, com algumas adaptacfes. Desta forma, 2,5x10° células foram
mantidas em forma de pellet, em tubos conicos de 15 mL em estufa a 37°C, 5% CO:
e 95% de umidade, com troca de meio a cada 3-4 dias. As analises foram realizadas
com trés linhagens diferentes, além do controle, em que foi utilizado apenas o meio
completo, sem a inducao de diferenciacao.

Apds 30 dias, os pellets resultantes da diferenciacdo condrogénica foram
fixados por uma hora em paraformoldeido a 4%, desidratados em alcool,
diafanizados em xilol e depois imersos em parafina. Os blocos foram cortados em
secgoes de 5 ym, com auxilio de um micrétomo. As laminas foram coradas com
Alcian blue (Sigma) e Mallory (Sigma) (Anexo 3), e fotomicrografadas em

microscopio para visualizagédo de fibras colagenas.
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5. RESULTADOS
5.1. Analise morfoldgica

As células estromais mesenquimais derivadas da derme abdominal humana
foram cultivadas e fotomicrografadas em microscopio invertido de contraste de fase.
As DSC se mostraram aderentes ao plastico e com morfologia semelhante a
fibroblastos (Figura 3).

Figura 3. Morfologia.

Fotomicrografia representativa da morfologia fibroblastoide das DSC.

5.2. Analise das unidades formadoras de colbnias

As células foram plaqueadas em baixa quantidade para que seu potencial na
formacédo de colbnias pudesse ser observado e quantificado depois de 5 cinco dias
em cultura celular. Desta forma, as DSC apresentaram capacidade na formacéo de
colénias (Figura 4), as quais foram fixadas e coradas com corante cristal violeta para
realizacdo da contagem do numero de colbnias e do numero de células por colonias
e foram representadas graficamente. Verificamos que a cada 500 células
plagueadas, a eficiéncia de formacéo de colonias variou de 17% a 31%, sendo que a
média foi de 20% (Figura 5 A). J4 o numero de células por colbénia variou de 5 a 36
células por colénia (Figura 5 B).
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Figura 4. Unidade formadora de col6nias de DSC.
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Fotomicrografia representativa de CFU corada com corante cristal violeta.

Figura 5. Eficiéncia de formacao de colbnias.
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Representacdo grafica da média da eficiéncia de formacéo de colbnias, que foi de 20% (A);

e do numero de células por coldnia, que variou entre 5 e 36 células por coldnias (B).

5.3. Analise da proliferacéo celular

As células em passagem dois foram plaqueadas em placas de 6 pocos e um
poco por dia foi contado até atingirem confluéncia de 100%, o que ocorreu apos 7
dias. Os resultados obtidos formaram uma curva crescente de proliferagéo celular,
conforme demonstrado no grafico seguinte (Figura 6). As DSC apresentaram alta

capacidade de proliferacdo celular, apesar dos resultados serem bastante
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heterogéneos entre as replicatas biolégicas, o que fez com que o desvio padréo se

tornasse elevado.

Figura 6. Proliferacéo.
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Representacéo grafica da capacidade de proliferagéo celular das DSC.

5.4. Andlise fenotipica

5.4.1. Citometria de fluxo

As DSC apresentaram o0s marcadores de superficie caracteristicos das
células-tronco mesenquimais. Foram analisadas células em passagem 2 e 8 e
ambas apresentaram marcagcdo individual e dupla para os marcadores
mesenquimais CD73 e CD90, e ndo apresentaram marcacao para 0os marcadores
hematopoiéticos CD34 e CD45 (Figura 7). As analises demonstraram que mesmo
em diferentes passagens, em média, 99,58% das células sao positivas para CD73 e
97,15% positivas para CD90. Os marcadores CD34 e CD45 apresentaram marcacgao
insignificante, menor que 0,2% e 0,4%, respectivamente (Figura 8).
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Figura 7. Perfil fenotipico.

CD73 ] CD90 CD34

Eventos

10° 10 102 10° 10* 10916 102 10° 10° 10° 10 10¢ 10° 10° 100 10° 107 10° 10¢
PE-A FITC-A PE-A FITC-A

Representacdo em histogramas do perfil imunofenotipico das amostras submetidas a
citometria de fluxo para os marcadores de superficie CD73-PE, CD90-FITC, CD34-PE,

CDA45-FITC.

Figura 8. Expressdo de marcadores mesenquimais e hematopoiéticos em

diferentes passagens.
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Representacdo gréfica da expressdo de marcadores mesenquimais e hematopoiéticos em
diferentes passagens. Para CD34 e CD45 menos de 0,2% e 0,4% apresentaram marcagao,

e para CD73 e CD90 mais de 99% e 97% apresentaram marcacao.

5.5. Diferenciacgao celular

As células foram submetidas a diferenciacdo celular com meio especifico
durante 30 dias. Ao longo deste tempo foi observada a diferenciacdo gradativa das
células para os fenoétipos adipogénico, osteogénico e condrogénico. Na
diferenciagdo adipogénica, as ceélulas ficavam com morfologia arredondada e

acumulavam goticulas lipidicas em seu citoplasma, que depois de fixadas e coradas
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com Oil red ficavam ainda mais evidentes (Figura 9 A). Ja na diferenciacéo
osteogénica, ocorria a deposi¢cdo de deposito de célcio extracelular, que em cultura
ndo era tdo evidente a visualizacdo, porém, depois de corados com Alizarin red, a
matriz extracelular ficava completamente corada e era claramente observada a
diferenciacéo para este fenétipo (Figura 9 C). Como controle foram utilizadas células
com meio completo, sem os fatores indutores de diferenciagdo, e estes né&o
apresentaram diferenciacdo e nem marcagao com 0s corantes utilizados (Figura 9 B
e D).
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Fotomicrografia representativa da diferenciacdo adipogénica corada com Oil red para
visualizagcdo das goticulas lipidicas no seu citoplasma (A). E a diferenciacdo osteogénica
corada, com Alizarin red para visualizacdo do depdsito de célcio, que formou uma matriz
extracelular bem evidente (C). Os controles ndo apresentaram diferenciacdo e nem

marcagao com os corantes utilizados (B e D).

Na diferenciacdo condrogénica, apds alguns dias em cultura, o pellet
condrogénico ja era visivel a olho nu (Figura 10 A). O controle formou um
aglomerado celular, mas ndo endureceu para que fosse possivel fazer as laminas
histoldgicas (Figura 10 B). Os pellets condrogénicos foram emblocados e cortados

em micrétomo, e as laminas coradas com Mallory e Alcian blue, entdo foi possivel
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verificar o tecido cartilaginoso e as fibras colagenas coradas em azul (Figura 10 C,
D, E e F). Desta forma, as DSC apresentaram a caracteristica de plasticidade celular

por meio deste teste.

Figura 10. Diferenciacdo condrogénica.

Fotografia macroscépica do pellet condrogénico (A) e do aglomerado celular que formou no
controle (B), ap6s 30 dias em cultura. E fotomicrografia representativa de corte histologico
do pellet condrogénico com coloragdo Mallory (C e E) e Alcian blue (D e F) e em maior
aumento esta o tecido cartilaginoso para observagdo das fibras coldgenas de ambas as

coloracdes (E e F).
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6. DISCUSSAO

A escolha do tecido abdominal ocorreu devido a baixa frequéncia de cirurgias
de ritidoplastia, que por consequéncia dificultou dar continuidade a pesquisas no
LACERT. Uma solucdo eficaz foi utilizar células provenientes de descartes de
abdominoplastia, cirurgias estas que sdo mais frequentes, segundo dados da
Sociedade Brasileira de Cirurgia Plastica (SBCP, 2013). Além disso, a quantidade de
pele descartada, na abdominoplastia, € muito maior. A idade dos pacientes,
também, pode ser considerada um fator determinante para o potencial das células
em cultura, e segundo dados da literatura a idade dos pacientes que fazem
abdominoplastia € menor, se comparado com o0s pacientes da ritidoplastia
(BYDLOWSKI et al., 2009; BEANE et al.,, 2014). A pele proveniente da regiao
abdominal difere da pele facial em sua espessura, componentes estruturais da
papila dérmica, e fibras elasticas que tendem a diminuir principalmente com o
avanco da idade (LANGTON et al.,, 2012; ARDA et al., 2014; MIZUKOSHI et al.,
2015).

As vantagens descritas acima fazem com que as DSC abdominais se tornem
uma fonte alternativa de células, para dar continuidade a pesquisas promissoras no
reparo de lesdes cutaneas. Para que esta fonte alternativa pudesse ser utilizada foi
necessario caracterizar esta nova linhagem celular, porque os tecidos da face tém
origem embriondria na crista neural, enquanto, a origem embrionaria da derme
abdominal é mesenquimal. Portanto, a origem embrionaria € um fator determinante
para as caracteristicas das células em cultura (DANI; BILLON, 2012; SOWA et al.,
2013; CHEN et al, 2014).

Diante disto, o objetivo deste trabalho foi caracterizar as células estromais
mesenquimais derivadas da derme abdominal humana de acordo com os critérios
propostos pelo “Mesenchymal and Tissue Stem Cell Committee of the International
Society for Cellular Therapy”.

As DSC abdominais apresentaram aderéncia ao plastico e morfologia
fibroblastéide, jA nas primeiras semanas de expansdo em cultura. A partir da
passagem 2, se tornaram células com rapida proliferacdo e mantiveram suas
caracteristicas morfologicas, proliferativas e fenotipicas por pelo menos 8
passagens. Comparando com as DSC faciais caracterizadas na pesquisa de

Jeremias (2013), estas também demostraram aderéncia ao plastico, morfologia
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semelhante a fibroblastos, e puderam ser utilizadas e amplificadas até 20
passagens.

As DSC abdominais foram analisadas pelo teste de proliferacdo celular, e
apresentaram uma fase lag nos dois primeiros dias, seguida de uma rapida
proliferacdo, atingindo confluéncia apds 7 dias em cultura. Os dados obtidos na
curva de proliferacdo foram bastante heterogéneos entre as replicatas biologicas, o
que fez com o que o desvio padrdo se tornasse elevado. Esta variacdo pode ter
ocorrido devido a erros técnico na hora da contagem ou pela variacdo individual
entre as células dos pacientes. Na literatura € descrito que diversos fatores podem
influenciar o potencial das células em cultura, um deles, por exemplo, é o fator idade
que afeta a proliferacdo das células (PITA et al., 2010; BEANE et al., 2014). Por
meio deste teste foi possivel verificar que as DSC abdominais possuem alto
potencial proliferativo, mas para obter resultados mais acurados é indicado aumentar
0 numero de repeticdes para minimizar possiveis erros de manipulacdo e diminuir a
variacao entre os dados obtidos em cada paciente.

As DSC abdominais apresentaram, também, eficiéncia na formacdo de
colénias, por meio do teste de CFU. Esses resultados sugerem que estas células
possuem potencial de proliferacdo e auto-renovacdo in vitro. Entretanto, para
confirmar, principalmente, esta Ultima caracteristica o ideal €& realizar testes
clonogénicos e desta forma obter resultados mais precisos sobre a proliferacao e
auto-renovacado das DSC abdominais (BUICK; MACKILLOP, 1981; CAPLAN, 1991;
ALISSON; ISLAN, 2009; KEATING, 2012). Comparando com a pesquisa
desenvolvida por Jeremias (2013), as DSC faciais ndo foram analisadas pela curva
de proliferacdo e CFU, entretanto foram analisadas por meio do teste de MTT (3-
(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difenil bromo tetrazdlico) (Sigma) e MTS [3-(4,5-
dimetiltiazol-2-yl)-5-(3-carboximetoxifenil)-2-(4-sulfofenil)-2H-tetrazolium] (Promega),
que visam avaliar a viabilidade das células. Como resultado foi verificado um
aumento da viabilidade celular in vitro.

A andlise fenotipica de imunofluorescéncia direta realizada por meio de
citometria de fluxo comprovou que as DSC abdominais expressam, em diferentes
passagens, os marcadores mesenquimais CD73 e CD90, e ndo expressam oS
marcadores hematopoiéticos CD34 e CD45, corroborando com os dados
encontrados na literatura (KRONENBERG, 2009; SALEM; THIEMERMANN, 2010;
FEISST et al., 2014). No trabalho de Jeremias (2013), as DSC faciais também foram



38

analisadas por citometria de fluxo em passagens baixas (P1 e P3) e altas (a partir de
P4), e como resultado ndo expressaram os marcadores hematopoiéticos CD34 e
CD45, e expressaram 0s marcadores mesenquimais CD73, CD90 e CD105. Um
resultado interessante descrito pela autora foi que as DSC faciais apresentaram um
aumento progressivo na expressdo de CD90 entre as células em passagens baixas
(P1-P2) e altas (P20). Devido esta variagdo foram utilizadas as células até a
passagem 12 para os demais experimentos. Nas DSC abdominais nao foi verificado
nenhuma variagcdo significativa, muito pelo contrario, os resultados foram
homogéneos, porém foram analisados apenas até a passagem 8.

Estes marcadores de superficie ndo sdo exclusivos das MSC, contudo foram
estabelecidos pelo “Mesenchymal and Tissue Stem Cell Committee of the
International Society for Cellular Therapy” (DOMINICI et al., 2006). Além disso, a co-
marcacao dos anticorpos foi realizada, 0 que aumentou a acurécia dos resultados
obtidos nas DSC abdominais. Portanto, esta analise fenotipica foi conclusiva e
importante, porque os resultados foram obtidos em diferentes passagens, mostrando
gue as células possuem estabilidade morfologica, proliferativa e fenotipica por pelo
menos 8 passagens. Todas estas caracteristicas abrem diversas possibilidades de
se utilizar as DSC abdominais para outras pesquisas no laboratério, como também
para terapia. Testes de estabilidade genética ndo foram realizados com estas
células, mas para utiliza-las terapeuticamente € fortemente indicado que se faca
este tipo de analise, porque em cultura as células se tornam muito proliferativas e a
quantidade de divisdo celular pode causar erros genéticos que podem levar a
diversos problemas ao paciente (NIKITINA; CHAUSHEVA, 2014).

Os testes de diferenciagao celular in vitro foram obtidos com sucesso para 0s
fendtipos mesenquimais: adipdécitos, ostedcitos e condrécitos, confirmando a
plasticidade das DSC abdominais (SCHWINDT et al, 2005; VISHNUBALAJI, 2012).
Diante disto, estas células podem ser utilizadas para diversas finalidades, como por
exemplo, para pesquisas in vitro com uma linhagem especifica, como tecido ésseo,
cartilaginoso e adiposo, além de possibilitar a investigacdo dos mecanismos de
diferenciacdo para cada um destes fenotipos (DENG et al, 2015; YANG et al, 2015).
Estudos anteriores de Hill et al., (2012) e Jeremias et al., (2014), utilizando as DSC
faciais avaliaram a plasticidade destas células para os fenétipos adipogénico e
osteogénico. Estas apresentaram a diferenciacdo celular para estes dois fenotipos,

entretanto, a diferenciacao para o tecido condrogénico nao foi testada. Caracteristica
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esta que qualifica ainda mais as DSC abdominais por apresentarem potencial de
diferenciacdo para pelo menos trés fenotipos, conforme estabelecido em literatura
(DOMINICI et al., 2006). Portanto, os resultados obtidos neste trabalho comprovam
que as DSC abdominais possuem as caracteristicas basicas para serem
consideradas células estromais mesenquimais. Além disso, apresentaram
caracteristicas semelhantes as DSC faciais, mesmo com suas origens embrionarias

distintas.

7. CONCLUSOES

As DSC abdominais podem ser consideradas um tipo de MSC devido as
caracteristicas apresentadas em cultura, como aderéncia a placa de cultura celular,
morfologia fibloblastéide, potencial na formacéo de colénias e alta capacidade de
proliferacdo in vitro. Também, expressam os marcadores mesenquimais CD73 e
CD90, e nio expressam os marcadores hematopoiéticos CD34 e CD45. E essencial
as MSC a caracteristica de plasticidade celular, e as DSC abdominais apresentaram
potencial de diferenciacdo celular adipogénica, osteogénica e condrogénica,
comprovando sua plasticidade. Este conjunto de caracteristicas faz com que esta
caracterizacdo se torne valida, porque corrobora com os dados encontrados na
literatura e estas células podem ser utilizadas para diversas finalidades terapéuticas.

Além disso, foi verificado que os resultados obtidos neste trabalho séo
semelhantes as caracteristicas encontradas nas DSC faciais, e desta forma, é
possivel afirmar que mesmo tendo origens embrionéarias diferentes, ambas podem
ser classificadas como MSC. Como também, as DSC abdominais podem ser
consideradas uma fonte alternativa para a obtencdo de MSC dérmicas, que
possibilitam dar continuidade a pesquisas promissoras no reparo de lesdes

cutaneas.
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ANEXOS Anexo 1

UNIVERSIDADE FEDERAL DE SANTA CATARINA — UFSC
CENTRO DE CIENCIAS BIOLOGICAS — CCB
DEP. DE BIOLOGIA CELULAR, EMBRIOLOGIA E GENETICA — BEG

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Titulo do Projeto: “Estudo comparativo do potencial terapéutico de células estromais
mesenquimais derivadas da derme e do tecido adiposo humanos e seus meios

condicionados associados a um substituto dérmico no reparo tecidual cutaneo”.

Pesquisador responsavel: Prof. Dra. Andrea Trentin, RG: 45181543.
Pesquisador participante: Helena Debiazi Zomer.

Telefone para contato: (48) 3721-4582.

Prezado Senhor (a),

Vocé estd sendo convidado (a) para participar, como voluntario (a), do
trabalho de pesquisa “Estudo comparativo do potencial terapéutico de células
estromais mesenquimais derivadas da derme e do tecido adiposo humanos e seus
meios condicionados associados a um substituto dérmico no reparo tecidual
cutaneo”, de responsabilidade da pesquisadora Prof. Dra. Andrea Trentin. A seguir

Ihe serdo apresentados informacdes e esclarecimentos a respeito da proposta do
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trabalho. Qualquer duvida o (a) Sr (a) podera esclarecer entrando em contato com o
Laboratorio de Células tronco e Regeneracao Tecidual, da Universidade Federal de
Santa Catarina, pelo telefone (48) 3721-4582.

Declaramos que as normas da Resolucdo 466/CONEP e suas

complementares serdo obedecidas em todas as fases da pesquisa.

INFORMACOES SOBRE A PESQUISA

Este estudo tem por objetivo realizar a cultura em laboratério de células-
tronco derivadas da sua pele e/ou do seu tecido adiposo. Este estudo é necessario
porque as mais variadas pesquisas podem ser realizadas in vitro com essas ceélulas,
levando ao esclarecimento de muitas questbes cientificas e ao desenvolvimento de
novas terapias.

Serdo utilizados os pedacos de pele e/ou tecido adiposo subcutaneo que
sobrarem das cirurgias plasticas. Isto ndo traz riscos, pois esses pequenos
fragmentos que sobram normalmente sdo jogados fora (lixo hospitalar). A partir
destes fragmentos, realizaremos culturas de células-tronco da pele e tecido adiposo
sobre um biomaterial (Integra®), o qual serve de estrutura para o crescimento das
células. Este estudo pretende avaliar o potencial de reparo da pele de camundongos
tratados com as células-tronco derivadas da pele e do tecido adiposo, associadas ao
biomaterial.

Estudos como estes sdo necessarios, pois nos proporcionam conhecimentos
gue futuramente poderao ser empregados no desenvolvimento de terapias utilizando
células-tronco, como por exemplo, na reconstituicdo de nova pele em casos de
gueimaduras. Reforcamos que os fragmentos de pele que venham a ser doados
serdo utilizados somente em procedimentos experimentais em laboratorio.

Se vocé estiver de acordo em participar desta pesquisa, permitindo a
utilizacdo do fragmento de pele e/ou tecido adiposo retirado durante a cirurgia
plastica e que seria descartado, asseguramos 0 sigilo sobre sua participacéo,
garantindo sua privacidade. Também garantimos que ndo havera qualquer custo ou
riscos para o (a) Sr (a) por participar desta pesquisa. Caso nédo queira mais fazer
parte da mesma, pode entrar em contato através dos telefones citados acima.

Como forma de manifestar seu consentimento solicitamos que o (a) Sr (a)

assine esse documento.
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Assinatura do pesquisador:

CONSENTIMENTO DE PARTICIPACAO

Eu, , RG ,

fui esclarecido (a) sobre a pesquisa “Estudo comparativo do potencial terapéutico de

células estromais mesenquimais derivadas da derme e do tecido adiposo humanos e
seus meios condicionados associados a um substituto dérmico no reparo tecidual

cutaneo”.

Assinatura do paciente ou responsavel:
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Anexo 2

PARECER CONSUBSTANCIADO DO COMITE DE ETICA EM PESQUISA

UNIVERSIDADE FEDERAL DE £ Platoforma
SANTA CATARINA - UFSC woﬂl

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: Uso de c€lulas estromais mesenquimais na regeneracao da pele.
Pesquisador: Andrea Gongalves Trentin

Area Temadtica:

Versao: 2

CAAE: 41749315.7.0000.0121

Instituicao Proponente: Universidade Federal de Santa Catarina

Patrocinador Principal: Financiamento Proprio
Universidade Federal de Santa Catarina

DADOS DO PARECER

Numero do Parecer: 1.076.626
Data da Relatoria: 11/05/2015

Apresentacao do Projeto:

A pele consiste na primeira barreira de protecao do organismo e, por estar constantemente exposta ao meio,
e altamente susceptivel a traumas. A reparacao tecidual envolve uma cascata de eventos celulares e
moleculares que interagem para que ocorra a repavimentacao e a reconstituicao do tecido. As celulas
estromais mesenquimais normalmente presentes no tecido participam deste processo por meio de secrecao
de citocinas e fatores de crescimento e substituicao de celulas mortas. Neste contexto, a utilizacao
terapeutica de celulas estromais mesenquimais visa a reducao no tempo de migracao destas ate o sitio de
injuria e melhora na qualidade do reparo. Mais recentemente, o uso do meio condicionado destas celulas
tem sido utilizado para testar a modulacao da resposta inflamatoria por meio dos seus fatores secretados. O
objetivo deste trabalho e avaliar comparativamente o potencial terapeutico do transplante direto das celulas
estromais mesenquimais provenientes da derme e do tecido adiposo, e dos seus meios condicionados,
associados a matriz de regeneracao dermica Integra® no reparo tecidual cutaneo. As celulas serao obtidas
a partir de fragmentos de pele e tecido adiposo provenientes de abdominoplastias e lipoaspiracoes
abdominais realizadas no Hospital Universitario da UFSC. As linhagens serao caracterizadas morfologica e
fenotipicamente, e analisadas quanto ao potencial de diferenciacao osteogenica, adipogenica e
condrogenica. Camundongos Balb/c serao divididos em
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grupos, anestesiados e submetidos a excisao de espessura total de pele de 8mm2 na regiao dorsal. Os
animais receberao as matrizes de regeneracao dermica contendo as celulas pre-cultivadas, ou embebidas
no meio condicionado ou PBS. Os animais serao eutanasiados apos 3, 7 e 14 dias apos a cirurgia. A regiao
da ferida sera fotografada, medida e coletada para analises histologicas, imunohistoquimicas e moleculares.
A partir destes estudos, espera-se verificar se a fonte de celulas estromais mesenquimais (derme ou tecido
adiposo) interfere na eficacia terapeutica destas quando associadas a um substituto dermico no reparo
tecidual cutaneo em camundongos e se o meio condicionado pode ser utilizado em substituicao as celulas
no reparo tecidual.

Hipotese:

| - A fonte de celulas estromais mesenquimais interfere na eficacia terapeutica destas quando associadas a
um substituto dermico no reparo tecidual cutaneo em camundongos. Il - O efeito das celulas estromais
mesenquimais na reparacao tecidual cutanea se da principalmente por citocinas e fatores de crescimento
secretados no meio de cultivo. Este meio pode ser concentrado e utilizado em substituicao as celulas
estromais mesenquimais no reparo tecidual.

A pesquisa consiste na coleta de pele humana aplicada a camudongos.Em periodos alternados ocorrera
andlise para verificar os resultados.

Objetivo da Pesquisa:

Objetivo Primario:

Avaliar comparativamente o potencial terapeutico do transplante direto das celulas estromais mesenquimais
provenientes da derme (DSC) e do tecido adiposo (ASC), e dos seus meios condicionados, associados a
matriz de regeneracao dermica (MRD) Integra® no reparo tecidual cutaneo.

Objetivo Secundario:

Cultivar e avaliar a biocompatibilidade das DSC e ASC em associacao a matriz de regeneracao dermica
Integra® quanto a sobrevida, adesao, morfologia e migracao celular. Analisar as DSC e ASC em cultivos
bidimensionais ou em Integra® em relacao a expressao de citocinas e outros fatores envolvidos na
regeneracao tecidual. Coletar e concentrar o meio de cultivo de DSC e ASC e avaliar seu potencial de
induzir a migracao celular de queratinocitos e fibroblastos dermais in vitro.Avaliar o efeito da associacao das
DSC e ASC e dos respectivos meios condicionados com o Integra® no reparo da lesao tecidual cutanea de
espessura total em camundongos, quanto a
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integracao do substituto dermico e as caracteristicas macroscopicas da lesao, formacao do tecido de
granulacao e a colonizacao celular na MRD, infiltracao de celulas inflamatorias (neutrofilos e

macrofagos),neovascularizacao,deposito de matriz extracelular (fibrose), reepitelizacao, rastreamento das
celulas transplantadas, e expressao genica de marcadores relacionados com as diferentes fases do reparo
tecidual na lesao cutanea.

Avaliacao dos Riscos e Beneficios:

Riscos:

As amostras serao obtidas a partir de material de descarte de cirurgias plasticas (abdominoplastias e
lipoaspiracoes), de forma que o paciente nao sera exposto a nenhum risco fisico adicional decorrente da
participacao na pesquisa. Os pacientes doadores assinarao o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido,
sendo informados que as amostras serao utilizadas apenas para fins experimentais e sem a identificacao
dos pacientes, mantendo o absoluto sigilo da sua identidade. O nome do paciente ou responsavel estara
apenas disposto nos Termos de Consentimento Livre Esclarecido. As amostras serao identificadas por
numerais, de forma a desvincular qualquer forma de identificacao dos pacientes as amostras.
Beneficios:

Os resultados deste trabalho vao responder a duas grandes perguntas: Se a fonte de celulas estromais
mesenquimais (derme ou tecido adiposo) pode interferir na sua eficacia terapeutica no reparo de lesoes
cutanea e se o seu meio condicionado poderia ser utilizado terapeuticamente em substituicao as celulas no
reparo de lesoes cutaneas. Com estas respostas, novas terapias poderao ser desenvolvidas para o
tratamento de pacientes com grandes lesoes de pele, como no caso dos grandes queimados.

Comentdrios e Consideracoes sobre a Pesquisa:
A pesquisa € importante na medida que podera produzir terapias visando proporcionar conforto ou solugao
para problemas de pele em decorréncia de grandes queimaduras, conforme especificado no projeto.

Consideragoes sobre os Termos de apresentacao obrigatoria:

O TCLE estd conforme exigéncia da Resolucao 466/CONEP. Destaque-se a pesquisadora oferecer ao
participante, caso mude de ideia, quanto a sua participacao ter a possibilidade de telefonar para o
laboratdrio para pedir para retirar seu material da pesquisa. Isso € importante por demonstrar respeito para
com a pessoa que atua oferecendo seu material para que a pesquisa possa ser desenvolvida.
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Recomendacoes:

Conclusées ou Pendéncias e Lista de Inadequacées:
Pelo fato de receber todas as explicacoes devidamente fundamentadas, conforme solicitado em exame
anterior somos pela aprovacao do projeto.

Situacao do Parecer:

Aprovado

Necessita Apreciacao da CONEP:
Nao

Consideracoes Finais a critério do CEP:

FLORIANOPOLIS, 25 de Maio de 2015

Assinado por:
Washington Portela de Souza
(Coordenador)
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COLORACOES

Alcian blue

- Alcian blue - 1 g

- Acido acético glacial - 3 mL
- Agua destilada — 100 mL

Alizarin red
- Vermelho de alizarina - 3 g
- Agua destilada - 100 mL

Crystal violet
- Cristal violeta— 0,1 g
- Paraformaldeido 4% — 10 mL

Mallory

- Azul de anilina-0,5g
-Orange G-2g

- Acido fosfotingstico - 1 g
- Agua destilada - 100 mL

Oil red

Solucéo-mée:

- Vermelho de 6leo (Oil red) - 3,75 g
- Alcool isopropilico 99° - 100 mL

Solucao de uso:

- Solucado-mae de Oil red - 3 mL
- Agua destilada - 6,67 mL
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Anexo 4

POSTER APRESENTADO NO IV SIMPOSIO DE INTEGRACAO DAS POS-
GRADUACOES DO CCB/UFSC - 2015

Universidade Federal
de Santa Catarina

Introdugao

As células estromais mesenquimais (MSC) sdo células-tronco multipotentes
encontradas em varios tecidos, desde a fase fetal até a fase adulta. Apresentam
muitas vantagens, como: facilidade de obtengdo e isolamento, alta capacidade
de propagacdo em cultura e de migrar para locais de lesdo, além de serem
pouco imunogénicas e nao-tumorigénicas, o que facilita a utilizagdo destas
células para aplicagdes terapéuticas. A derme abdominal humana consiste em
uma fonte promissora de MSC pois a cirurgia de abdominoplastia é uma das

mais frequentes no Brasil e a quantidade de pele descartada é abundante.

Objetivos

Caracterizar as células estromais mesenquimais derivadas da derme abdominal
humana (DSC), com o intuito de disponibilizar uma nova linhagem de MSC para
o Laboratério de Células Tronco e Regeneragdo Tecidual (LACERT) e dessa forma

dar continuidade a pesquisas envolvendo o reparo de lesdes cutdneas.

Metodologia

Isolamento

Abdominoplastia Cultura celular

Morfologia

—> CFU
— Curva de prolifera¢do

Proliferagdo

Fenétipo —» Citometria de fluxo

—> Adipogénica

Diferenciagdo

—> Osteogénica

— Condrogénica

CARACTERIZAGCAO DE CELULAS ESTROMAIS MESENQUIMAIS
DERIVADAS DA DERME ABDOMINAL HUMANA

VARELA, G. K. S', ZOMER, H. D', BARROS-DELBEN, P', SILVA, M. M", TRENTIN, A. G".

"Laboratério de Células Tronco e Regeneragdo Tecidual, Departamento de Biologia Celular, Embriologia e Genética, Centro de
Ciéncias Bioldgicas, Universidade Federal de Santa Catarina, CEP 88040970, Floriandpolis, SC, Brasil.

Resultados e Discussao

| Morfologia e proliferagdo |
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Figura 1: A) As DSC formam coldnias plastico-aderentes e fusiformes; B) Possuem eficiéncia
de 20% na formagdo de colénias; C) Possuem alta capacidade proliferativa.

Fenotipagem
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Figura 2: As DSC expressaram os marcadores mesenquimais CD73 e CD90, e ndo expressam
os marcadores hematopoiéticos CD34 e CD45.

Plasticidade

Eventos

500 ym

Figura 3: A) Matriz osteogénica corada com
Alizarin Red; B) Controle osteogénico; C)
Goticulas de gordura coradas com Oil Red;

Figura 4: A e C) Pellet condrogénico corado
com Mallory; B e D) Pellet condrogénico
corado com Alcian Blue.

D) Controle adipogénico.
Conclusao

Os resultados estdo de acordo com os critérios propostos pela Mesenchymal and
Tissue Stem Cell Committee of the Internacional Society for Cellular Therapy
(DOMINICI et al., 2006). As DSC possuem caracteristicas semelhantes a outras MSC,
consistindo em uma linhagem de células alternativa, agora disponivel para novas
pesquisas do LACERT.
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