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Introducao: A lipoenxertia é uma alternativa com importante
aplicabilidade para reconstrucdo de mama e/ou corregoes
de assimetrias decorrentes do tratamento oncolégico. Esta
técnica consiste na transferéncia de gordura autéloga, cujo
estroma contém células-tronco derivadas do tecido adiposo
que tem capacidade de diferenciar-se em toda a linhagem
mesodermal. Para o preparo do tecido adiposo, Coleman
fundamentou a centrifugagdo, de material aspirado por
seringa, em 3000 rotagoes por minuto (rpm) durante 3 minutos.
Contudo, estudos questionam se velocidades menores de
centrifugacio poderiam ser menos deletérias para viabilidade
celular. Métodos: Foi realizado um estudo experimental, onde
foram avaliadas as células adiposas de seis pacientes; a partir
de 60mL de lipoaspirado de cada um. A amostra coletada
foi fracionada em quatro tubos, e submetidos a diferentes
protocolos, decantagido e centrifugagao nas velocidades
500, 1000 e 3000rpm por 3 minutos. Apds as amostras foram
processadas com colagenase IA por 30 min, submetidas ao
cultivo celular por 24 horas e realizado a anélise da viabilidade
celular. Os resultados foram tabulados e analisados pelo teste
ANOVA utilizando os programas Graphpad Prism 6.0® e SAS®.
Resultados: A viabilidade celular foi maior na amostra celular
centrifugada a 3000rpm e menor na amostra decantada. A
coloragido com Giemsa indicou manutengido da morfologia
celular entre as amostras. Conclusao: As células centrifugadas
na velocidade de 3000rpm apresentaram maior viabilidade
celular. A centrifugagéo foi efetiva na compactacao do tecido
e eliminagio de residuos indesejados (sangue e 6leo residual).

Descritores: Células-tronco; Centrifugaciao; Lipectomia;
Mamoplastia; Adipécitos.
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Viabilidade das células-tronco mesenquimais do tecido adiposo

B ABSTRACT

Introduction: Lipografting is an alternative with important
applicability for breast reconstruction and/or corrections of
asymmetries resulting from cancer treatment. This technique
consists of autologous fat transfer, whose stroma contains
stem cells derived from adipose tissue that can differentiate
itself throughout the mesodermal lineage. For adipose tissue
preparation, Coleman-based centrifugation of syringe-aspirated
material at 3000 revolutions per minute (rpm) for 3 minutes.
However, studies question whether lower centrifugation speeds
could be less harmful to cell viability. Methods: An experimental
study was conducted to evaluate the adipose cells of six patients;
from 60mL of liposuction of each one. The sample collected
was fractionated into four tubes and submitted to different
protocols, decanting and centrifugation at speeds 500, 1000, and
3000rpm for 3 minutes. Afterward, the samples were processed
with collagenase IA for 30 min, submitted to cell culture for 24
hours, and a cell viability analysis. The results were tabulated
and analyzed by the ANOVA test using the Graphpad Prism 6.0®
and SAS®. Results: Cell viability was higher in the cell sample
centrifuged at 3000rpm and lower in the decanted sample. Giemsa
staining indicated maintenance of cell morphology on the samples.
Conclusion: Centrifuged cells at a speed of 3000rpm showed
higher cell viability. Centrifugation was effective in compacting
tissue and eliminating unwanted waste (blood and residual oil).

Keywords: Stem cells; Centrifuge; Lipectomy; Mammoplasty;

Adipocytes.

INTRODUCAO

A lipoenxertia, técnica cirdrgica também
nomeada como lipomodelagem ou lipofilling, vem se
mostrando uma alternativa importante como adjuvante
a técnicas de reconstrugdo mamaria apés tratamento
cirargico de cincer de mamal. Esse procedimento
consiste na transferéncia de gordura autéloga para
a mama, visando restituir o volume, assim como
revitalizar e regenerar tecidos lesados por tratamentos
adjuvantes como a radioterapia; ou mais recentemente
descrito, para pequenos ajustes de volume em cirurgia
conservadora para tratamento de cincer de mamal?.
Esse potencial regenerativo deve-se as células-tronco
derivada do tecido adiposo (CTDA), que estao presentes
no tecido celular subcutaneo*. Uma maneira pratica
de obtencio de drea doadora de CTDAs, seguida do
preparo para a inje¢cdo em area receptora, foi descrita
na década de 90, por Coleman®‘. Nessa técnica, a
obtencéo do lipoaspirado é realizada utilizando agulhas
de 3mm de didmetro acopladas em seringas de 10mL.
Apés, o contetudo é centrifugado a 3000rpm durante 3
minutos’?%, Na prética, existe uma grande variabilidade
de métodos tanto para a obtencgdo do lipoaspirado,
como na separacio dos elementos que o compoem?.

As CTDAs provém da mesma linhagem
embriolégica que as células-tronco da medula 6ssea.

Tendo em vista a facilidade na obtencao cirirgica, sdo
consideradas uma fonte alternativa de células tronco®?.
As CTDAs podem diferenciar-se além das células de
origem mesenquimal (adip6citos, miécitos, condrocitos
e ostedcitos) em células ndo mesenquimais, como
hepatécitos, neurdnios, células pancreaticas, células
endoteliais e cardiomiécitos™.

A viabilidade das CTDAs pode estar relacionada
a forma utilizada para a separacao dos elementos
do lipoaspirado*®’. A identificacdo das condic¢oes
de manejo que otimizem a viabilidade do contetido
utilizado é importante para aprimorar a utilizagao
da lipoenxertia como adjuvante na reconstrugéao
maméria®®. Apesar de ser uma técnica amplamente
usada, ainda existem questionamento sobre o efeito
na viabilidade das CTDAs e dos adipécitos apés a
centrifugacéo; ou apés a decantagio do lipoaspirado!®!!,

OBJETIVOS

Diante disso, o presente estudo buscou avaliar
a viabilidade celular das ASCs isoladas a partir de
decantacio e centrifugacio em diferentes velocidades
(500, 1000 e 3000rpm) e métodos de coleta: Coleman,
lipoaspiracido convencional assistida (LCAS) e
associada ao VASER (Vibration Amplification of Sound
Energy at Resonance).
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METODOS

Estudo clinico experimental foi realizado com
amostras de lipoaspirados de tecido adiposo de pacientes
maiores de 18 anos, que concordaram em participar da
pesquisa e assinaram o termo de consentimento livre e
esclarecido, e que foram submetidos aos procedimentos
de lipoaspiracédo associado ou néo a lipofilling,
realizados em hospitais na cidade de Chapecé - Santa
Catarina, entre junho e julho de 2018. Os pacientes
foram escolhidos aleatoriamente, durante o periodo
proposto para a coleta do material lipoaspirado.

Para verificar a influéncia do processamento de
lipoaspirados por decantagéo ou centrifugacao, foram
avaliados cerca de 60mL de amostras residuais de cada
paciente, subdivididas em 4 tubos Falcon® de 15mL,
sendo um submetido a4 decantacéo e cada um dos outros
3 tubos submetidos a centrifugagio em velocidades
diferentes de 500, 1000 e 3000rpm (equivalendo a 43,
173 e 1560g, respectivamente) (centrifuga com rotor:
11133 Buzzer, Sigma®). Para anélise da viabilidade
celular, as ASCs foram tratadas com brometo de
3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazélio (MTT).
Na amostra controle foi adicionada solucéo fisiolégica
0,9% (SF 0,9%) na proporcgio 1:1, e mantida em
decantacdo por 30 minutos'?. As demais amostras
foram centrifugadas nas velocidades de 500, 1000 e
3000 rpm que equivalem respectivamente a 43, 173 e
1560g (considerando que 2g equivalem a 100 rpm na
centrifuga com rotor: 11133 Buzzer, Sigma®); durante
3 minutos. Em seguida, as amostras centrifugadas
foram lavadas com SF 0,9% e centrifugadas novamente
durante 10 minutos a 2000rpm. Adicionou-se a essas
quatro amostras colagenase IA (C2674 - Sigma®) na
concentracao de 0,075% na proporgio 1:1 e incubou-
se as amostras em banho-maria a 37°C, durante 30
minutos, com homogeneizacio a cada 10 minutos!®*3,
Para anélise da viabilidade celular, as CTDAs foram
tratadas com brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-
difeniltetrazélio (MTT).

O contetdo do Falcon®de 15mL, foram aspirados
200uL do fundo do pellet (porgao inferior do tubo) e
200pL da regido intermediaria e encaminhadas para
cultivo na placa de 12 pocos, em triplicata, com
adicdo de 2mL do meio DMEM (Vitrocell-Embriolife®),
contendo SFB 10%, anfotericina e penicilina. As
amostras foram cultivadas em estufa sem CO2. Uma
aliquota de cada amostra foi retirada e corada com
corante Giemsa para avaliar a morfologia das células
em microscopia 6ptica. Apés 24 horas do cultivo celular,
as células foram submetidas ao ensaio de viabilidade
celular por brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-
2,5-difeniltetrazélio (MTT). As placas de foram
centrifugadas em 2500rpm por 15 minutos em
centrifuga thermo-shaker (Agimaxx®). Descartou-se o

sobrenadante e adicionou-se 90uL de SF 0,9% a 37°C
e 10pL de reagente MTT. Incubou-se em banho-seco
a 37°C por 60 minutos. Centrifugou-se novamente em
2500rpm por 15 minutos e apés descartou-se 70uL: de
cada amostra e adicionou-se 70uL de dimetilsuféxido
(DMSO). Incubou-se por 10 minutos, repetiu-se a
centrifugacdo nas mesmas condigoes e realizou-se a
leitura em espectrofotometria de 560nm?!*.

Os dados de cultivo celular de células
mesenquimais realizado pela técnica MTT foram
analisados estatisticamente utilizando os procedimentos
MEANS e UNIVARIATE e, pela anélise de variancia,
utilizando o procedimento do software estatistico SAS®
(SAS INSTITUTE, 2002). Com a leitura das placas,
os dados foram analisados utilizando o teste ANOVA,
realizado pelo procedimento NPAR1WAY; e para
comparagido entre as médias encontradas adotou-se
o teste ndo paramétrico de Kruskal-Wallis, calculado
no software SAS®/Graphpad Prism 6.0®. Os resultados
de todas as analises foram considerados significativos
com p<0,05. Esse projeto foi aprovado pelo Comité
de Etica em Pesquisa da Unochapecé, sob Certificado
de Apresentacido para Apreciagiao Etica (CAAE)
73059017.4.0000.0116 e o parecer nimero 2.576.847.

RESULTADOS

Durante o periodo determinado para a coletada
dos lipoaspirados, foi possivel avaliar 24 amostras
provenientes de seis pacientes (sendo cinco do sexo
feminino e um do masculino), apresentando mediana
de idade de 43 anos. A escolha de que os lipoaspirados
fossem de diferentes técnicas foi para verificar se
havia influéncia da metodologia de coleta (Coleman,
lipoaspiragdo convencional assistida por succéo e
VASER) de acordo com a maneira de separagdo dos
componentes do lipoaspirado. A taxa de viabilidade
celular foi consideravelmente maior nas amostras
submetidas a centrifugagbes mais intensas. As
amostras que passaram pela centrifugacio a 3000rpm
apresentaram melhores resultados quanto a viabilidade
celular nas CTDAs submetidas ao ensaio com MTT
(0,309+0,08A). Lipoaspirados centrifugados com 500 e
1000rpm mostraram taxas de viabilidades das CTDAs
relativamente préximas (0,246+0,12B e 0,253+0,08B,
respectivamente). Enquanto que a amostra lavada
com SF 0,9% e decantada por 30 minutos, seguida
da exposicdo ao MTT apresentou a menor taxa de
viabilidade das CTDAs (0,219+0,18AB) (Figura 1).

Ao término do cultivo celular, as amostras coradas
com corante de Giemsa e observadas em microscopia
Optica mostraram morfologias semelhantes; ndo foram
observados cariorrexe, quantidade significativa de
células binucleadas e nem indicios de fragmentacgéo
de DNA nas diferentes amostras (Figura 2).
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Figura 1. Viabilidade celular das amostras decantadas ou centrifugadas em
500, 1000 e 3000 rpm e submetidas a ensaio com MTT (n=6). Estudo ANOVA
néo paramétrico, das amostras em triplicata, no qual colunas correspondem
a média encontrada e barras ao desvio padrao.

Figura 2. Aspecto histomorfolégico de amostras celulares dos lipoaspirados
submetidos a decantacédo ou centrifugacio em diferentes velocidades; e coradas
por Giemsa. Decantagéo visualizada em 400X.

DISCUSSAO

A viabilidade das células adiposas pode estar
relacionada a diversos fatores: caracteristicas do
tecido adiposo do paciente; procedimento de extracao;
metodologia de centrifugacéo; forma de injecdo do
lipoaspirado; uso de solugoes anestésicas; topografia da
area doadora; entre outros'®'15, Nao ha um consenso de
qual seria a maneira mais eficaz de processar a gordura
(ap6s a aspiracao das areas doadoras), para uma melhor
viabilidade do enxerto; pois vérios fatores podem
influenciar na viabilidade das células que compoem o
lipoaspirado®617,

Para esta pesquisa, optou-se por incluir
amostras provenientes de diferentes técnicas de
lipoaspiragdo pois o objetivo era avaliar o impacto da
velocidade de centrifugacao sobre a viabilidade celular,
independentemente da técnica empregada na coleta.
Em estudo realizado com residuos de lipoaspirado,

provenientes de trés técnicas diferentes de obtencgéo
das células adiposas, foi verificado que a LCAS é a que
fornece menor quantidade de CTDAs®. Por outro lado,
um estudo in vivo, em que sitios de coleta foram tratadas
com VASER, os autores concluiram que resultados
semelhantes foram encontrados na LCAS considerando
a qualidade de retencéo de células adiposas®. Em outro
estudo experimental, que comparou a técnica de coleta
de tecido adiposo por LCAS e a técnica Coleman, foi
verificado que a técnica da aspiracdo com seringa
preservaria a estrutura histolégica dos adipécitos melhor
do que a LCASY.

O processo da centrifugacao possibilita
concentrar a gordura e fornece um niimero de células
maior por mililitro; além de separar da gordura
liquefeita e dos componentes celulares sanguineos?®.
Foi relatado que as CTDAs presentes no pellet (ap6s
a lavagem do centrifugado) teriam maior viabilidade
por nao haver contaminantes dos restos da células
sanguineas, o que seria uma constante em amostras
submetidas somente a decantacido!’. Centrifugacéo
com velocidades e tempo de processamento menores,
podem apresentar a mesma capacidade de compactagéo
de células quando comparadas com velocidades e
tempos maiores?*?. Em nosso estudo, a amostra que
foi submetida somente & decantacdo e as que foram
centrifugadas em velocidades de 500 rpm (43g) e 1000
rpm (173g) apresentaram valores de viabilidade celular
reduzida em relagdo & amostra de 3000 rpm. O fato
de que as amostras submetidas a centrifugagio em
velocidades menores (500 e 1000 rpm) apresentaram
resultados semelhantes, sugere que algum fator como
restos celulares sanguineos possam ter interferido na
capacidade de reprodugéo celular. Isso foi um limitador
apresentado durante a realizagdo da pesquisa; pois, com
ametodologia estabelecida, nao foi possivel identificar
a causa especifica relacionada com a menor viabilidade
celular nas amostras que nio foram centrifugadas em
velocidade de 3000 rpm.

Considerando a varidavel morfologia celular,
em estudo experimental ndo foram observadas
alteracoes celulares em exame de microscopia 6ptica na
centrifugacgéo de 3600 rpm por 10 segundos®. Em outro
experimento realizado com residuos de lipoaspirado,
de oito pacientes, centrifugados nas velocidades
(400g, 700g, 1200g, 3000g ou 4200g) também néao houve
alteragdo da morfologia microscépica das células’®.
Enquanto que em outro trabalho, com metodologia
semelhante, e usando as velocidades de centrifugacgéo
de 1500 e 3000rpm por 3 minutos, ndo foram descritas
alteragbes em membrana celular, incluindo a amostra
controle (decantacao)®.

No presente estudo, apés o cultivo feito por 24
horas, foi possivel analisar a morfologia das amostras
celulares coradas com Giemsa e nio foram observadas
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alteragdes morfolégicas entre as amostras decantadas
e centrifugadas em diferentes velocidades, mas a
viabilidade celular avaliada pelo método MTT, foi maior
na amostra centrifugada a 3000rpm por 3 minutos.
Esses achados sugerem que tanto a decantacéo, como
as velocidades de centrifugacdo menores que 3000rpm,
podem néo interferir no aspecto microscépico das
células, porém a velocidade maior teria uma relagido com
a manutencao da capacidade de multiplicagédo celular.
Por outro lado, em estudos experimentais que
utilizaram cultivo celular em ratos, houve associacéo
de efeitos deletérios em amostras celulares submetidas
a velocidades maiores quando comparadas com
as submetidas a centrifugacdées com velocidades
menores”!. Essa diferenga de resultados pode estar
relacionada com a forma de metodologia do cultivo
celular onde a maioria dos trabalhos que associaram
melhor viabilidade celular com maiores velocidades
de centrifugacgdo, como no presente artigo, utilizaram
cultura celular em placas, enquanto que os demais
pesquisadores utilizaram modelo murino.

CONCLUSAO

A lipoenxertia é de ampla aplicabilidade,
especialmente na reconstrugio de mama, cujo efeito
estético e terapéutico sdo importantes para autoestima
da paciente; o que pode contribuir com a qualidade de
vida durante o tratamento. Visando o aprimoramento da
técnica, sdo realizados estudos com as ASCs, principais
responsaveis pelo potencial reconstrutor. Nesse
contexto, foi possivel verificar no presente estudo, que
centrifugacées com 3000rpm por trés minutos resulta
em manutencgao de caracteristicas biol6gicas das células
mesenquimais de tecido adiposo; necessarias para a
colonizacio celular nas areas receptoras de enxerto. Isso
reforca a aplicabilidade da técnica de Coleman, que pode
ser realizada, em servigos de tratamento cirdrgico para o
cancer de mama, desde que o cirurgiao esteja habituado
com a metodologia.
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