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m RESUMO

Introducao: Alipoenxertia é um enxerto autélogo de células do tecido celular subcutaneo,
que pode ser utilizada como técnica complementar na reconstru¢cao mamaéria. Diante
disso, a criopreservacado de células-tronco mesenquimais provenientes de tecido
adiposo (CTDAs) poderia ser uma maneira de realizar a coleta em um tempo cirtrgico
e apos realizar a lipoenxertia de forma fracionada. O dimetilsulf6xido (DMSO) é um
criopreservante utilizado em pesquisas com células, porém é potencialmente téxico, o
que impossibilitaria a utilizacdo de CTDAs criopreservadas na pratica clinica. Novos
criopreservantes celulares, sem toxicidade, vém sendo descritos na literatura cientifica
experimental, como as substancias L-prolina e trealose. Com isso, esse trabalho teve
como objetivo avaliar a viabilidade de CTDAs criopreservadas com a combinacéo de
L-prolina e trealose, em um periodo de até 90 dias. Método: Estudo experimental, no
qual foram obtidas amostras de lipoaspirado provenientes de 9 pacientes. A fragdo
celular foi processada e congelada com L-prolina (1,5M) + trealose (0,2M), ou com
DMSO + soro fetal bovino (SFB), como controle. Apés 30 e 90 dias, as amostras foram
descongeladas e a viabilidade celular foi avaliada pela técnica de MTT. Resultados: A
analise das CTDASs, ap6s 1 e 3 meses de congelamento, indicou que as amostras tratadas
com L-prolina + trealose apresentaram viabilidade semelhante aquelas preservadas
com DMSO e SFB (p=0,444). Conclusao: A associa¢ao de L-prolina e trealose manteve
CTDA viaveis por 30 e 90 dias de congelamento, podendo ser uma alternativa como
criopreservante celular sem toxicidade e viabilizando o uso de lipoenxertia seriada.

Descritores: Trealose; Lipectomia; Neoplasias da mama; Células-tronco
mesenquimais; Adipdcitos. Prolina.

= ABSTRACT

Introduction: Fat grafting is an autologous graft of cells from subcutaneous tissue, which
can be used as a complementary technique in breast reconstruction. Given this, the
cryopreservation of adipose tissue-derived mesenchymal stem cells (ADMSCs) could be a
way to collect them in one surgical procedure and after performing fractional fat grafting.
Dimethyl sulfoxide (DMSO) is a cryopreservative used in cell research, but it is potentially
toxic, which would make it impossible to use cryopreserved ADMSCs in clinical practice.
New cellular cryopreservatives, without toxicity, have been described in the experimental
scientific literature, such as the substances L-proline and trehalose. Therefore, this work
aimed to evaluate the viability of ADMSCs cryopreserved with the combination of L-proline
and trehalose over up to 90 days. Method: Experimental study in which lipoaspirate
samples were obtained from 9 patients. The cellular fraction was processed and frozen with
L-proline (1.5M) + trehalose (0.2M) or with DMSO + fetal bovine serum (FBS) as control.
After 30 and 90 days, the samples were thawed, and cell viability was assessed using the
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MTT technique. Results: The analysis of ADMSCs, after 1 and 3 months of freezing,
indicated that samples treated with L-proline + trehalose showed similar viability to those
preserved with DMSO and SFB (p=0.444). Conclusion: The association of Li-proline and
trehalose kept ADMSC viable for 30 and 90 days of freezing, and could be an alternative
as a cellular cryopreservative without toxicity and enabling the use of serial fat grafting.

Keywords: Trehalose; Lipectomy; Breast neoplasms; Mesenchymal stem cells;

Adipocytes. Proline.

INTRODUCAO

A reconstrugéo cirurgica da mama, ap6s o
tratamento locorregional de um céncer, possui relacio
com a qualidade de vida das pacientes!. Entretanto,
em um pais como o Brasil onde o acesso a esse tipo de
procedimento pela grande maioria das mulheres afetadas
por cadncer de mama é muito limitado, considerando que,
muitas vezes, sdo necessarias mais de uma intervencao
para alcancar o resultado estético esperado.

Pensando na acessibilidade a cirurgia reparadora
mamaria no sistema publico de saude brasileiro, a Lei
n®9.797, de 6 de maio de 1999, definiu a obrigatoriedade
desse tipo de procedimento pela rede de unidades
integrantes do Sistema Unico de Satide (SUS) nos casos
de mutilacio decorrentes de tratamento de ciancer® Essa
legislagao foi modificada em 2013 (pela Lei n°® 12.802),
sendo estabelecido que o reparo estético deveria ser
no mesmo tempo cirurgico do tratamento do cancer,
e quando fosse impossibilitado haveria a garantia
da reconstru¢do mamaéria em um segundo tempo?; e
pela portaria GM/MS n° 127, de fevereiro de 2023, que
deliberou a instalacdo de estratégia excepcional de
ampliagdo do acesso a reconstru¢do mamaria®.

As opcoes de tratamento cirdrgico para o cincer de
mama sdo inimeras, e a técnica empregada depende de
vérios fatores, que incluem as caracteristicas biolégicas
da neoplasia mamaria, o volume da mama, as dimensoes
da lesido primaria, a resposta ao tratamento sistémico
neoadjuvante e o estagio da doenga no momento do
diagnéstico, entre outros®. Também, com o maior
acesso aos testes genéticos para verificar presenca
de variantes patogénicas de genes relacionados com
maior predisposicdo de cincer de mama como BRCA1
e BRCA2, aumentou a indicacido de adenomastectomias
profilaticas®.

A lipoenxertia (ou lipofilling) é um enxerto
autélogo de células do tecido adiposo, amplamente
utilizado como método adjuvante na reconstrugéo
mamaria apds cirurgia oncolégica e/ou radioterapia, para
corrigir o volume e irregularidades’. Recentemente, foi
demostrado que o uso da lipoenxertia é seguro inclusive
em cirurgias conservadoras para tratamento de cancer
de mama, podendo ser empregada em mesmo tempo
cirargico da excisdo da neoplasia mamaria®®. Associada

as indicagbes dessa técnica na area oncolégica, também
é empregada em inimeros procedimentos estéticos na
regiao da face, mamas, em remodelamento de contornos
em diferentes sitios anatémicos, além da utilizagdo na
amenizacdo de contraturas cicatriciais em grandes
queimados!®,

Este tipo de enxerto é um método complementar
que permite obter grandes quantidades de células-tronco
mesenquimais derivadas de tecido adiposo subcutianeo
(CTDASs), que sao as células responséveis pela colonizacao
e formacéo tecidual na 4rea receptora'®'®, Atualmente,
as CTDAs sido as mais utilizadas como estratégia de
renovacio celular, pois possuem capacidade semelhante
as células-tronco originarias da medula 6ssea, além de
serem obtidas através de uma técnica menos traumética
e invasiva. Entretanto, o procedimento possui limitagoes,
pois parte do volume de gordura aplicado é reabsorvido,
prejudicando o resultado!.

Na reconstrugdo mamaria, a lipoenxertia
é realizada logo apés a lipoaspiracido de volumes
pequenos de fracao celular, ndo havendo preservagio do
material para enxertos posteriores, sendo o excedente
descartado. Em situagoes em que existe a necessidade de
volumes maiores de lipoenxertia, varios procedimentos
sequenciais de lipoenxertia sdo realizados até que o
resultado estético esperado seja alcangado®. Com isso,
aumentam os custos operacionais, além de gerar maiores
riscos cirurgicos para a paciente.

Apossibilidade deusodetécnicasde criopreservagio
celular poderia auxiliar nesse processo, pois as CTDAs
seriam conservadas em baixas temperaturas, por
tempo indeterminado e serem descongeladas de forma
fracionada dependendo do planejamento cirdrgico's.
A criopreservagio de células busca assegurar as taxas
de viabilidade celular adequadas mantendo o potencial
biolégico delas. Para isso, é necessaria a utilizagio de
criopreservantes durante as técnicas de congelamento,
sendo o dimetilsulfé6xido (DMSO) a substancia mais
utilizada nos protocolos convencionais em estudos
experimentais, pois proporciona boa viabilidade celular
apés o descongelamento!”. Entretanto, a utilizagdo de
criopreservacio de CTDAs com DMSO, na pratica clinica,
é limitada, pois este solvente é toxico para as células
humanas?.
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Tendo em vista a importincia das CTDAs
na reconstrucido de mama pds- mastectomia, entre
outras indicagées em cirurgia estética, a pesquisa por
criopreservantes nio téxicos e eficazes permitiria
a conservacgido das CTDAs e, consequentemente, o
planejamento de lipoenxertias seriadas.

OBJETIVO

Verificar a viabilidade celular de CTDAs apés
criopreservacao de lipoaspirados com a combinacgao
de L-prolina e trealose, substincias que ndo possuem
toxicidade celular documentada, além de terem um custo
operacional baixo.

METODO

Estudo descritivo transversal experimental, no
qual foram coletadas amostras de tecido lipoaspirado
de pacientes do sexo feminino, maiores de 18 anos, que
assinaram o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido
(TCLE), que optaram em doar parte do lipoaspirado que
iria ser desprezado ap6s o procedimento de lipoaspiracio
estética; realizadas por 4 cirurgioes plasticos em hospitais
do municipio de Chapecé-SC, entre junho de 2021 e
margo de 2022.

Buscando comparar a efetividade de criopreservantes
frente a diferentes tempos de congelamento, foram
coletados 90mL de material lipoaspirado, de cada paciente,
que foram entéo alocados em 6 tubos Falcon® de 15mL. O
material foi centrifugado a 3000rpm por 3 minutos, lavado
com soro fisiolégico 0,9% e novamente centrifugado com
0s mesmos parametros. Sucessivamente, foi acrescentado
colagenase IA (C2674 — Sigma®) na concentragio de
0,075% na proporcao de 1:100, seguido de incubacio em
banho-maria a 37°C por 30 minutos, com homogeneizagéo
a cada 10 minutos.

A inativacdo da colagenase foi realizada com a
adicdo do meio de cultivo DMEM (Dulbecco’s Modified
Eagle’s Medium) + 10% soro bovino fetal (SBF) na
proporgao de 1:1, sendo, entéo, o contetido centrifugado a
1600rpm por 10 minutos. O sobrenadante foi descartado
e o sedimento celular (pellet) foi transferido para um
novo tubo e ressuspendido em 2mL de tampao fosfato
salino (PBS- Phosphate Buffered Saline) para posterior
contagem de células em cidmara de Neubauer. O
conjunto celular foi dividido em 6 tubos, sendo que em
3 deles foram adicionados DMSO para concentragio
final de 10% + 10% de SFB. Nos tubos restantes foram
adicionados L-prolina 1,5M e trealose 0,2M dissolvidos
em tampao PBS. As amostras foram entdo congeladas
a -80°C (Figura 1).

O processo de descongelamento das amostras
em banho-maria a 37°C se deu apés 30 e 90 dias. Nas
amostras que continham DMSO, foi realizada a remocéo

Figura 1. Etapas da metodologia para criopreservacdo dos lipoaspirados
contendo células-tronco mesenquimais derivadas de tecido adiposo
subcutaneo.

através de diluigdo e lavagem com tampao PBS. A
L-prolina e a trealose ndo necessitaram de remocéo.
As amostram foram cultivadas em triplicata em placas
estéreis de 12 pocos na concentracio de 106 células por
pogos. Em cada pogo foram adicionados 2mL de DMEM
contendo SBF 10% e penicilina 1% + estreptomicina 1%.
Foi realizada a incubagédo das amostras em estufa sem
CO2 a 37°C por 24 horas.

Aviabilidade celular foi realizada pelo ensaio com
brometo de 3-(4,5 — dimetiltiazol-2il)-2,5 difeniltetrazdlio
(MTT). O contetddo contido nos pocos foi transferido para
microtubos de 1,5mL, que foram centrifugados a 3000rpm
por 15 minutos. A por¢ao sobrenadante foi descartada e
ao sedimento celular foram adicionados 300uL. de PBS
+ 20uL. de MTT e submetidos a incubagio novamente
a 37°C por 1 hora. Posteriormente, as amostras foram
centrifugadas com os mesmos pardmetros da etapa
anterior, sendo entio descartado 75uLL de cada amostra
para depois adicionar esse mesmo volume de DMSO.
As amostras foram homogeneizadas e transferidas para
uma placa de 96 pogos para avaliagdo de absorbancia por
espectrofotometria em 560nm (Figura 2).

Os dados gerados de viabilidade celular foram
tabulados em planilha Microsoft® Office Excel, sendo
entdo realizado o teste ANOVA de duas vias pelo
GraphPad Prism 6.0, considerando significativos os
resultados quando p<0,05.

O projeto inicial da pesquisa foi aprovado pelo
Comité de Etica em Pesquisa da Unochapecé, sob CAAE
23243519.7.0000.0116, e o parecer nimero 4.822.999, e
pelas institui¢oes envolvidas.

RESULTADOS

Foram processadas e congeladas amostras de 9
pacientes femininas, autodeclaradas como da raca branca

3
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Figura 2. Etapas da metodologia para o descongelamento do material
criopreservado com L-prolina associada a trealose, e avaliagdo da viabilidade
celular. Etapa realizada aos 30 dias e 90 dias de criopreservagao.

e que foram submetidas a procedimento de lipoaspiracao
ultrassonica assistida de terceira geracgio (Vaser). Os
lipoaspirados foram criopreservados e analisados em
dois momentos, ap6s 30 e 90 dias de congelamento. A
média de idade das pacientes doadoras do lipoaspirado
foi de 35,7 anos, enquanto a média do indice de massa
corporal (IMC) foi de 25kg/m?.

O principal local de coleta foi na regido abdominal
e o numero da cinula mais utilizado foi a de tamanho
3,7mm. A avaliacdo da viabilidade celular, apés um e
trés meses de congelamento, indicou que as amostras
criopreservadas com L-prolina + trealose apresentaram
viabilidade celular semelhante aquelas que continham
DMSO + SBF (p=0,4442) (Figura 3). Além disso, em
relacdo ao tempo de congelamento, as amostras que
ficaram 90 dias congeladas mantiveram CTDAs viaveis
quando comparadas com as amostras descongeladas no
primeiro més (p=0,5301). constatando que, além do tipo
de criopreservante, o tempo de congelamento também
pareceu nao interferir na viabilidade das células.

Figura 3. Comparacéo da viabilidade celular obtida apés congelamento com
DMSO/SFB e com L-prolina associada a trealose.

DISCUSSAO

Viérios fatores podem influenciar na viabilidade
das CTDAs, dentre eles: metodologias de extragéo e de
inje¢do do lipoaspirado, velocidade de centrifugacéao,
utilizacdo de solugbes anestésicas e/ou salinas, volume
de conteudo aspirado, local e caracteristicas biolégicas
do tecido adiposo da area doadora, entre outros'?'®. Além
disso, ndo h4d um consenso quanto & melhor maneira de
processar a gordura para posteriormente utilizar como
enxerto'!7,

Caracteristicas clinicas e fenotipicas das pacientes
podem influenciar na qualidade do material adiposo
aspirado. Como no IMC, em que, em pacientes com
valores maiores que 25kg/m?, existe uma relagdo indireta
com a capacidade de proliferagio e diferenciacio celular,
ou seja, o excesso de peso da paciente pode contribuir
para resultados néo satisfatérios na utilizagio de CTDAs
em cirurgias reparadoras®.

A idade da paciente também é um fator relevante
em funcéo das alteragoes causadas pelo envelhecimento
nas CTDAs. Isso se deve a diversos eventos celulares,
como o encurtamento dos telomeros e enfraquecimento
do sistema de prote¢iao antioxidante associado ao estresse
oxidativo e danos acumulados no sistema de reparo do
DN A21,22.

No presente estudo, esses fatores provavelmente
néo interferiram na avaliagdo da viabilidade celular,
pois a média dos valores encontrados para essas duas
varidveis, no grupo das pacientes estudadas, estava
dentro da faixa dos resultados descritos na literatura
revisadal®2!,

Outro aspecto verificado na literatura que poderia
interferir na viabilidade celular seria o didmetro da
canula utilizada na tanto na coleta do lipoaspirado na
érea doadora como na inje¢édo da fracdo que contém as
CTDAs na area receptora®. Em artigo de revisao, foi
demostrado que a maioria dos autores usa canulas que
variam de 2mm a 6mm?!, mas a viabilidade celular é
maior quando o lipoaspirado for realizado com cénulas
com didmetros superiores a 3mm?. Esses resultados
podem ser explicados pela obtencgdo de aspirados
com grande quantidade de células da fragdo vascular
do estroma, em comparagio ao uso de cinulas com
didmetros menores®?.

A maioria dos autores usam cinulas com didmetro
menor que 2mm para realizar a injecdo da fracéo
intermediéria do lipoaspirado, pois diminui a chance
de extravasamento do material, além de minimizar
a possibilidade de inje¢cdo do conteido em meio
intravascular?. No presente estudo, foram utilizadas
amostras obtidas com cdnulas de 3mm, 3,7mm, 4mm e
5mm, sendo a de 3,7mm a mais prevalente. Em nenhum
dos procedimentos foi realizada lipoenxertia.
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A forma de separacido dos componentes do
lipoaspirado pode ser via decantacio ou centrifugacéo.
A técnica de centrifugagio permite concentrar gordura
e aumentar o ndmero de células por mililitro, ao
mesmo tempo em que separa a gordura liquefeita e os
componentes celulares sanguineos®. Estudos indicam
que as CTDAs presentes no sedimento, obtido apés a
lavagem do material centrifugado, apresentam maior
viabilidade, uma vez que néo estido contaminadas com
residuos de células sanguineas, o que é comum em
amostras tratadas apenas por decantacio, além de haver
maior rompimento das paredes de adipécitos e maior
numero de CTDAs!22:%0,

Na publicagdo em que comparamos diferentes
velocidades de centrifugagdo, documentamos a
metodologia descrita por Coleman (3000rpm durante
trés minutos) e encontramos maior manutencio das
caracteristicas biolégicas das CTDAs, necessarias para
a colonizacéo celular nas dreas receptoras de enxerto'®.
Isso porque centrifugar as amostras faz com que as
células de gordura consigam ficar mais concentradas,
além de separar das células sanguineas®.

Da mesma maneira, no presente estudo as
amostras foram centrifugadas visando separar as fragoes
de tecido em trés porcoes bem definidas: camada inferior
de células sanguineas, camada intermediaria contendo as
células estromais e tecido adiposo, e camada superficial
de gordura liquefeita. Com isso, ndo houve interferéncia
dos restos celulares sanguineos e da gordura liquefeita
no cultivo e na criopreservacao das CTDAs.

A viabilidade celular ap6s um periodo de
criopreservacido também pode variar dependendo da
quantidade de células estocadas em cada microtubo®.
Goh et al.!® utilizaram quatro concentragées celulares
e notaram que a concentragio de 5x10° células/mL
apresentou uma taxa de viabilidade de 81,10%; enquanto
na concentracio de 1x10° células/mL a viabilidade
foi de 77,9%. Poucos estudos descritos na literatura
documentaram viabilidade de CTDAs t4o significativas
como o publicado por De Rosa et al.*3, no qual foi
descrito indice de 92,5% das células viaveis; porém, a
concentragéo celular era de 6x10° células/mL.

Para esta pesquisa, a concentracao de células
utilizadas em cada microtubo foi de 5x10° células/mL,
e as taxas de viabilidade, nas células congeladas tanto
com L-prolina e trealose como o controle DMSO, foram
préoximas dos 60%. Comparando esses resultados, é
possivel inferir que uma menor quantidade de células
armazenadas em cada microtubo se relaciona com maior
taxa de viabilidade, provavelmente devido ao espago
mais adequado para manutencao fisiolégica das CTDAs.

Considerando a temperatura utilizada para o
congelamento das amostras, mantivemos as células
congeladas a temperatura de -80°C, através da técnica

de resfriamento rapido, que também foi utilizada por
Ray et al.®. Entretanto, atualmente, a temperatura mais
frequentemente descrita para armazenamento celular
seria a -196°C (via nitrogénio liquido), pois a utilizacao
de freezer -80°C estaria relacionada a maior formacgéo de
cristais de gelo, o que poderia causar dano ao material
criopreservado. Porém, o uso de nitrogénio liquido é
uma técnica que demanda alto custo de manutengao®34.

Em relacdo aos criopreservantes, o DMSO é
a substancia mais utilizada em diversos protocolos
para preservacio celular, pois esta relacionado com a
manutencio da viabilidade das CTAS!. Todavia, é uma
substincia téxica causando alteragdes negativas nos
processos celulares como metabolismo, nas vias do ciclo
do 4cido citrico e transporte respiratério de elétrons,
metabolismo da glicose, de lipidios e lipoproteinas.
Também possui relagdo com mudancas nas vias
mitocondpriais, producao de espécies reativas de oxigénio
e geracio de ATP celular®.

Na presente pesquisa, optou-se por utilizar dois
criopreservantes naturais de custo baixo, e alternativos
ao DMSO. A trealose é um dissacarideo nao redutor
constituido de duas unidades de glicose, enquanto a
L-prolina é um aminoécido natural formado por meio de
biossintese a partir do L-glutamato; ambos nao causam
toxicidade na célula e sdo fonte de estudos na busca de
um criopreservante adequado®.

Em estudo realizado com hemécias criopreservadas
com diferentes concentragoes de L-prolina e trealose, foi
observada manutencao da estrutura celular, além de
néo ter sido alterada a atividade das bombas Na +/ K
+-ATPase, cuja funcio é manter as concentracbes dos
fons intracelulares, muito relevante para a transducao
de sinal e o metabolismo celular, além da metilacao
do DNA néo ser alterada®?*. Além disso, pelo fato de
a L-prolina e a trealose nio serem toxicas as células,
nao ha necessidade de remocgao dos crioprotetores,
reduzindo a perda celular, como o realizado quando é
usado o DMSO0?%,

Segundo estudos de Dovgan et al.?, que utilizaram
um protocolo de criopreservacao apenas com trealose
(0,25M), houve viabilidade celular comparavel do agente
nio téxico em relagdo ao DMSO; também foi observado
que as concentracbes de trealose possuem correlacio
positiva em relacdo a viabilidade celular. Em outro
estudo, foi demostrado que as CTDAs provenientes
de lipoaspirado, quando criopreservadas por 6 meses
com trealose na concentracio de 0,35M, conseguem
manter a atividade bioldgica, quase em mesmo indice
que o tecido fresco®. No presente estudo, a associacio
de L-prolina e trealose mostrou indices de vitalidade
celular equiparados ao uso de DMSO na criopreservagio
de CTDAs.

Rev. Bras. Cir. Pldst. 2024,39(1):e0819



Criopreservagdo de células-tronco mesenquimais: Alternativa para lipoenxertia em reconstru¢do mamaria

O tempo de criopreservagao celular também vem
sendo estudado®-**, De Rosa et al.* mantiveram as
células congeladas por até 12 meses, utilizando trealose,
DMSO e SBF e encontraram dados significativos
de viabilidade celular, com mais de 80% de células
recuperadas. Também, j& foi documentado que, ao deixar
as células criopreservadas por 6 meses, o potencial de
proliferagéo e diferenciagéo celular foi semelhante ao
grupo de células néo criopreservadas®#. No presente
estudo, foi possivel demonstrar que amostras de CTDAs
congeladas por 90 dias apresentaram viabilidade celular
semelhante aquelas congeladas por 30 dias. Ou seja,
a criopreservacao por longos periodos pode ser uma
metodologia factivel, para uso fracionado de CTDAs em
multiplos tempos cirtrgicos com utilizagdo de volumes
suficientes para correcoes cirirgicas, sejam estéticas ou
de reparacgio.

CONCLUSAO

A criopreservacio de CTDAs com o uso combinado
de L-prolina e trealose resultou em viabilidade celular
equivalente ao uso de DMSO. Além disso, células
congeladas por 90 dias mantiveram taxas de viabilidade
semelhantes daquelas conservadas por um periodo
menor. Considerando os dados encontrados e os
revisados na literatura, o uso da combinac¢éo de L-prolina
e trealose pode ser uma opg¢ao ao DMSO, evitando
toxicidade celular. Essa metodologia pode ser uma
alternativa para evitar multiplas coletas de lipoaspirado
em procedimentos cirdrgicos que necessitem de varias
sessoes de lipoenxertia, principalmente na reconstrucéo
mamaria pos-tratamento cirtrgico do cincer de mama.
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