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RESUMO

A transferéncia de gordura autdloga como preenchimento para a reconstrucdo de tecidos e
orgdos € possivel por meio de técnicas cirargicas de lipoenxertia, que se consolidaram como
grandes aliadas na reconstrucdo das mamas aplOs procedimentos invasivos. Esses
procedimentos seguem um protocolo especifico de lipoaspiragdo, processamento e injecéo do
tecido na regido receptora a partir de locais naturalmente predispostos ao acimulo do tecido
adiposo, como o abdémen e a parte traseira das coxas. As adversidades enfrentadas por essa
técnica se encontram na variavel taxa de absorcéo do tecido adiposo na regido doadora, que em
muitos casos torna necessaria a realizacdo de novos procedimentos para o alcance de melhores
resultados, e a auséncia de um protocolo adequado de criopreservacao desse tecido, que obriga
a submissdo da paciente a novas lipoaspiracdes para a coleta do material a ser enxertado em
cada nova cirurgia de correcdo. Desenvolver um método adequado de criopreservacdo desse
tecido é uma necessidade para o alcance de melhores resultados estéticos e funcionais e para a
reducdo dos transtornos causados a paciente, portanto avaliamos a sua viabilidade ap6s um
periodo de criopreservacao de 6 meses utilizando a trealose, um agente crioprotetor nao-toxico,
seguindo um protocolo especifico de lipoaspiragdo e processamento do tecido. Além disso,
também padronizamos um protocolo de isolamento e expansdo das células-tronco
mesenguimais presentes no tecido adiposo para futura avaliacdo da sua viabilidade apos
criopreservagao com o mesmo agente crioprotetor.

Palavras-chave: Tecido adiposo. Criopreservacdo. Lipoenxertia. Células-tronco mesenquimais.
Trealose.



ABSTRACT

The autologous fat transfer as a filling for the reconstruction of tissues and organs is possible
by means of surgical techniques of lipofilling, which are consolidated allies in the breast
reconstruction surgeries after invasive procedures. These procedures follow a specific protocol
for liposuction, processing and injection of tissue into the recipient region from sites naturally
predisposed to the accumulation of adipose tissue, such as the abdomen and the back of the
thighs. The adversities faced by this technique are found in the variable rate of absorption of
adipose tissue in the donor region, which in many cases makes it necessary to perform new
procedures to achieve better results, and the absence of an adequate protocol for
cryopreservation of this tissue, which requires the submission of the patient to new liposuction
procedures to collect the material to be injected at each new correction surgery. Develop an
adequate method for cryopreservation of this tissue is necessary to reach better aesthetic and
functional results and to reduce the disorders caused to the patient, therefore we evaluated its
viability after a period of cryopreservation of 6 months using trehalose, a non-toxic
cryoprotective agent, following a specific protocol of liposuction and tissue processing.
Furthermore, we also standardized a protocol for the isolation and expansion of the
mesenchymal stem cells present in the adipose tissue for future evaluation of its viability after
cryopreservation with the same cryoprotectant.

Keywords: Adipose tissue. Cryopreservation. Lipofilling. Mesenchymal stem cells. Trehalose.
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1 INTRODUCAO COMPREENSIVA

1.1 CANCER DE MAMA

Consoante ao aumento da expectativa de vida, fatores como a adog¢éo de praticas pouco
saudaveis e 0 aumento da exposicdo aos fatores de risco vém contribuindo para o crescimento
da incidéncia de todos os tipos de cancer na populagdo. S6 no ano de 2018, foram estimados
mais de 18 milhdes de novos casos de cancer no mundo, sendo 8,6 milhdes deles desenvolvidos
em mulheres. Desta parcela, cerca de 25,4% dos casos se devem ao cancer de mama, o tipo de
cancer que mais comumente acomete mulheres (BRAY et al., 2018). De forma geral, ele pode
ser classificado em carcinoma in situ, quando ainda encontra-se confinado no tecido de origem,
ou carcinoma invasivo, quando infiltrou a membrana basal e possui a capacidade de gerar
metastases, com suas respectivas subclassificaces (Figura 1) (LI, 2010; MALHOTRA et al.,
2010).

Cancer de Mama

(e

Figura 1. Classificacéo histologica dos subtipos de cancer de mama. Adaptado de (MALHOTRA et al.,
2010).

Apesar de ainda ser responsavel pela segunda maior taxa de incidéncia de cancer no
mundo, o cAncer de mama vem apresentando nas Ultimas décadas uma diminuicao no seu indice
de mortalidade em regides mais desenvolvidas (BRAY et al., 2018; FERLAY et al., 2015;
MERINO BONILLA; TORRES TABANERA; ROS MENDOZA, 2017). A American Cancer
Society estima que entre 0s anos de 1989 e 2016 a mortalidade em decorréncia do cancer de

mama tenha caido 40% na populagdo feminina dos Estados Unidos e a sobrevida de 5 anos



tenha alcancado os 90% (SIEGEL; MILLER; JEMAL, 2019). Essa queda se deve
principalmente ao avango nos tratamentos disponiveis e aos esforcos direcionados a deteccéo
precoce, que vai desde a educacdo da populacdo e de profissionais da salde para o
reconhecimento dos principais sinais e sintomas da doenca a aplicacdo de exames de
rastreamento na populacdo saudavel a fim de identificar lesdes sugestivas de cancer em seu
estagio inicial.

Como consequéncia desses avancos, ha um aumento do nimero de sobreviventes do
cancer de mama e uma demanda por procedimentos e técnicas cirdrgicas mais refinadas, que
tragam melhores resultados funcionais e estéticos. Nesse campo, como alternativa as técnicas
mais radicais, como a mastectomia total, surge a cirurgia oncoplastica, que associa 0s
procedimentos de resseccao do tumor da cirurgia oncoldgica as técnicas de cirurgia plastica e
reconstrutiva (CLOUGH et al., 2010).

1.1.1 Cirurgia Oncopléstica

O termo cirurgia oncoplastica de mama tem origem nos anos 1980 e a época foi utilizado
para representar a unido de técnicas quimio e radioterapicas a métodos cirtrgicos mais
conservativos da mama, objetivando melhores resultados estéticos e menor morbidade a
paciente em comparacao as técnicas mais tradicionais. Atualmente, representa qualquer técnica
associada a cirurgia oncologica que promova a preservacao do formato dos seios e ofereca uma
maior qualidade de vida apés a cirurgia (MACMILLAN; MCCULLEY, 2016).

H& uma série de vantagens na utilizacdo de técnicas oncoplasticas para o tratamento
cirargico do cancer de mama, como a possibilidade de remodelamento imediato da mama ap06s
extensas resseccdes e do tratamento de tumores maiores, evitando a realizacdo de mastectomias
(CLOUGH et al., 2018). Dentre as muitas técnicas ja descritas com esta finalidade, pode-se
destacar o papel da lipoenxertia (ou transplante de gordura aut6logo, do inglés lipofilling) na
correcdo de perdas de volume, forma, projecao e sensibilidade da mama, uma vez que apresenta
baixas taxas de complicacdo, resultados muito bons e excelente aceitacdo por parte das
pacientes (DELAY et al., 2009).

1.1.2 Lipoenxertia

A utilizagdo de gordura como instrumento terapéutico na reconstrugéo de tecidos moles

ndo é uma inovacdo. Desde 1893 estudos avaliam a possibilidade do transplante de gordura



(NEUBER, 1893), mas foi apenas ap6s a publicacdo de Illouz et al. em 1988 que a prética se
difundiu e recebeu reconhecimento mundialmente (DELAY et al., 2009; ILLOUZ, 1988).
Muitas preocupacdes quanto a confiabilidade e a seguranca desta técnica surgiram apos este
periodo, sendo o interesse por ela apenas retomado depois da publicacdo dos estudos
conduzidos por Coleman na década de 90, que detalharam, a partir de um protocolo especifico
de lipoaspiragao, preparo e injegéo do enxerto, a confirmagéo da possibilidade de realizagéo da
transferéncia do enxerto autélogo de gordura (COLEMAN, 1995, 1997). Desde entdo, uma
série de outros estudos buscaram avaliar a eficcia e a tolerancia do método, assim como
comprovar sua seguranca clinica e radiologica, aumentando ainda mais o interesse pela técnica
(CHIRAPPAPHA et al., 2015; COSTANTINI et al., 2013; DELAY et al., 2009; GUTOWSKI
etal., 2009; KASEM et al., 2015).

O protocolo idealizado por Coleman consiste em trés etapas, sendo a primeira delas a
coleta de tecido adiposo de sitios anatomicamente favorecidos pela deposi¢do de gordura, como
0 abddmen e as coxas, por meio de uma canula de lipoaspiracdo com succao a niveis moderados
de pressdo, a fim de minimizar o dano causado aos adipdcitos. Esse material é entdo
centrifugado a 3.000 rpm durante 3 minutos com a finalidade de separar o tecido obtido em trés
fases: uma camada superior, composta majoritariamente pelo 6leo dos adipdcitos rompidos;
uma camada intermediaria, composta pelo tecido adiposo integro; e uma camada inferior,

composta pela fragdo hematica tecidual, que € rica em células progenitoras (Figura 2).

C. d.
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Figura 2. Representag&o do protocolo idealizado por Coleman para a coleta e processamento do tecido
adiposo. (a) Processo de coleta do tecido adiposo do abdémen por meio de uma canula ligada a uma
seringa; (b) Tecido transferido a um tubo Falcon apropriado para centrifugacéo; (c) Separacdo do tecido
em 3 fases apds a centrifugacdo, destacando a porcdo com adipécitos viaveis; (d) Seringas com o tecido
adiposo viavel pronto para ser enxertado. Modificado de (MAHONEY et al., 2018).
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Na etapa final, a &rea receptora pode ser dessensibilizada por anestesia local e a camada
intermediéria do tecido centrifugado é entdo injetada, em diferentes dire¢fes, por meio de
canulas ligadas a seringas contendo os adipdcito integros, formando microtuneis de gordura
rodeados por tecido vascularizado, favorecendo a sobrevivéncia do tecido e evitando a
formacao de &reas necrdticas ou de cistos (COLEMAN, 1997). Resultados superiores as demais
técnicas utilizadas sdo obtidos pela realizacdo da técnica de Coleman, pois ela permite a
restauracao do contorno e do volume das mamas de forma mais natural e eficaz (DELAY et al.,
2009). Outros estudos também mostram que as atividades enddcrina, autocrina e paracrina do
tecido adiposo transplantado promovem a revascularizacdo dos tecidos adjacentes por
mecanismos de liberacdo de fatores de crescimento angiogénicos e antiapoptoticos (CAO et al.,
2005) das células progenitoras presentes, diminuindo assim a ocorréncia de atrofias do tecido

e promovendo a melhor aceitacdo do enxerto.

1.2 TECIDO ADIPOSO

Todas as espécies animais desenvolveram algum método de estocar energia no seu
corpo para que possa ser utilizada conforme a necessidade futura do organismo. Essa energia é
proveniente dos nutrientes presentes nos alimentos ingeridos, que sdo degradados em moléculas
menores que podem entrar na corrente sanguinea e serem absorvidas pelas células. Diversos
Orgdos e tecidos capturam essas moléculas e, por processos bioquimicos, as modificam e as
utilizam para manter todas as atividades fisiol6gicas normais e o correto funcionamento do
organismo, seja por meio da respiracdo, da digestdo, das atividades cerebrais ou da regeneracgéo
de células. No entanto, quando a ingestdo calorica é excessiva ou a demanda energética do
organismo € diminuida, o excesso de energia é depositado no tecido adiposo na forma de
triglicerideos (ESTEVE RAFOLS, 2014).

Nos mamiferos, o tecido adiposo é abundante e pode ser classificado em dois tipos, que
diferem principalmente quanto a sua funcdo: o tecido adiposo branco e o tecido adiposo
marrom. Enquanto o primeiro € a principal forma de estoque de energia no organismo desses
animais, o segundo atua como termorregulador, sendo principalmente importante em recém-
nascidos e em animais que hibernam, pois também acumula lipideos em seu interior e pode
gerar aguecimento para o corpo ao metabolizar os acidos graxos presentes no tecido devido a
alta concentragéo de mitocondrias em seu citoplasma (CANNON; NEDERGAARD, 2004). O
tecido adiposo branco, por sua vez, encontra-se distribuido por todo o corpo, mas tende a

acumular-se em regiées como 0 omento, 0 mesentério e o retroperitdnio, sendo especialmente



11

localizado a nivel subcutaneo nas nadegas, nas coxas e no abdémen (ESTEVE RAFOLS, 2014).
Nesse tecido também podem-se destacar as fungdes isolante e de protecdo mecénica a 6rgaos
vitais, assim como a capacidade dos adipocitos maduros, as células caracteristicas desse tecido,
de capturar a glicose, sintetizar triglicerideos e realizar processos como a lipogénese e a lipdlise
(LARGE et al., 2004).

Além dos adipécitos maduros, o tecido adiposo também é constituido por pré-
adipdcitos, fibroblastos, células do musculo liso vascular, células endoteliais, mondcitos e
macrofagos residentes, linfdcitos e pela fracdo estromal vascular, onde se encontram as células-
tronco mesenquimais (CTM), que possuem alto potencial de diferenciacdo em outros tipos
celulares da mesma linhagem (SCHAFFLER; BUCHLER, 2007). Todos esses diferentes tipos
celulares contribuem para a alta complexidade desse tecido que por muito tempo foi
considerado pouco ativo metabolicamente e de pouca importancia, mas hoje é considerado um
dos maiores 6rgdos enddcrinos do nosso organismo (KERSHAW; FLIER, 2004). Nas ultimas
décadas, o interesse pelo estudo do tecido adiposo vem aumentando, pois muitos estudos
identificaram e destacam a importancia de uma série de substancias que sdo secretadas por ele,
como as adipocinas, 0s prostanoides e 0os hormonios esteroides, que por atividades paracrina e
autdcrina atuam regulando muitos processos fisioldgicos e metabolicos (ESTEVE RAFOLS,
2014; MASUZAKI et al., 2001; TRAYHURN, 2005)

Todas essas caracteristicas sdo pontos positivos para a utilizacdo do tecido adiposo
como enxerto autdélogo em procedimentos de reconstrucdo mamaria pela técnica de
lipoenxertia. No entanto, a dificuldade enfrentada atualmente na sua realizacdo encontra-se no
fato de que existe um limite fisico de aceitacdo do enxerto na area receptora e ha uma taxa
variavel da sua absor¢do, que pode variar entre 30% a 50% do volume de gordura injetada,
tornando necessario, portanto, a realizacdo de novos procedimentos cirdrgicos a fim de atingir
o resultado esperado (DELAY etal., 2009; HIVERNAUD et al., 2015; KAUFMAN et al., 2007;
PU et al., 2008; RIETJENS et al., 2011). Somado a isso, encontra-se o fato de que atualmente
também ndo existe um consenso sobre os métodos adequados para 0 armazenamento e a
preservacdo do tecido adiposo a longo prazo, o que acarreta necessidade de submissdo da
paciente a novos procedimentos lipoaspirativos a cada vez que deseja-se enxertar mais gordura
para compensar o volume perdido pela variavel taxa de absor¢do do tecido, ocasionando
também em descartes recorrentes do material lipoaspirado excedente (CUI et al., 2007; PU et
al., 2004, 2006).

A chave para solucionar este problema encontra-se na elaboragdo de protocolos de

criopreservacao especificos para esse material, que aliem as técnicas corretas de congelamento
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e descongelamento e utilizem agentes crioprotetores adequados, a fim de manter as funcoes
fisiolgicas e metabdlicas étimas do tecido. Tal padronizacéo permitiria a preservacao do tecido
adiposo a longo prazo, possibilitando a realizacdo de procedimentos futuros de lipoenxertia sem
a necessidade de novas lipoaspiraces e garantindo assim menor morbidade as pacientes e
melhor recuperacdo, assim como poderia ser extrapolada para as demais areas afins da medicina

regenerativa, trazendo grandes beneficios para a populacdo em geral.

1.2.1 Criopreservacao

A criopreservacdo € um método de armazenamento de materiais bioldgicos em
temperaturas muito baixas que se baseia na reducdo do metabolismo celular das amostras a fim
de manter sua viabilidade por longa duracdo. Durante o periodo de armazenamento, que ocorre
em nitrogénio liquido (a aproximadamente -196 °C), os componentes celulares se tornam
estaveis e a atividade das organelas e células constituintes se encontra tdo diminuida que reaces
bioldgicas e quimicas ndo sdo capazes de causar danos e comprometer sua integridade. No
entanto, durante as etapas de congelamento e descongelamento danos podem ser causados as
membranas celulares devido a formacéo de cristais de gelo intra e extracelulares, que podem
afetar o seu funcionamento e até mesmo culminar no desencadeamento de processos
apoptéticos (JANG et al., 2017).

A fim de evitar esses danos, anteriormente a criopreservacdo em nitrogénio liquido,
alguns cuidados podem ser tomados para garantir a viabilidade do material em estudo, como a
adicdo de agentes crioprotetores. Tal procedimento é um passo fundamental para o sucesso da
técnica, pois quando possui as caracteristicas corretas e € utilizado na concentracao adequada,
0 agente crioprotetor reduz o dano causado aos tecidos pelas baixas temperaturas e contribui
positivamente na manutencdo das suas caracteristicas originais (CASTRO et al., 2011; PEGG,
2002).

1.2.1.1 Agentes Crioprotetores

Os agentes crioprotetores sdo substancias de classes variadas que realizam sua fungéo
protetiva por meio de diferentes mecanismos. Conhecer a sua natureza e suas caracteristicas é
essencial para determinar a melhor combinacdo com o material que se deseja criopreservar e
com a finalidade do seu uso futuro, visto que a temperatura ambiente algumas dessas

substancias podem apresentar potencial toxico aos materiais biolégicos. O dimetilsulfoxido
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(DMSO) é um dos exemplos desses compostos. Amplamente utilizado na solubilizacdo de
pequenas moléculas organicas, ele interage com as membranas e as atravessa rapidamente por
meio de difusdo, substituindo parcialmente a &gua no interior da célula e se ligando aos &tomos
de hidrogénio para aumentar a viscosidade da solucdo, diminuir seu ponto de congelamento e
evitar a formacdo de cristais de gelo intracelulares (JAIN; PAULSON, 2006). Seu uso é muito
difundido na criopreservacdo de gametas e embrides, mas os metabolitos gerados pela sua
degradacdo a temperatura ambiente sdo tdxicos e demandam a sua remoc¢do completa do
material apds o descongelamento para que ocorra a administracdo do material criopreservado
in vivo (CASTRO et al., 2011; CUI et al., 2007; CUI; PU, 2009; PU et al., 2004, 2006).

Diferentemente do DMSO, alguns agentes crioprotetores atuam de forma extracelular e
ocorrem naturalmente em organismos vivos, ndo possuindo potencial toxico. Tais compostos
apresentam caracteristicas muito mais adequadas para a préatica clinica, uma vez que a auséncia
de toxicidade eliminaria a necessidade de retirada do crioprotetor antes da administragéo in
vivo, reduzindo os custos e o tempo do processo e aumentando a integridade e a qualidade das
células do enxerto. Nesse cenario, podemos destacar a trealose, um dissacarideo nédo-redutor
que estabiliza e protege as membranas celulares e as proteinas dos materiais bioldgicos durante
a criopreservacdo (ERDAG et al., 2002). Encontrado em uma variedade de leveduras e
organismos que conseguem sobreviver ao congelamento e desidratacdo, a trealose néo
apresenta efeitos toxicos teciduais e exerce seu efeito crioprotetivo nas células animais de forma
ndo-penetrante, por se concentrar em regides extracelulares e remover dgua do interior das
células, diminuindo a formacéo de cristais de gelo (ZHANG et al., 2016).

A combinagdo entre um agente crioprotetor penetrante, como o0 DMSO, e um agente
ndo-penetrante, como a trealose, é reportada em diversos estudos como uma combinagdo muito
eficiente na criopreservacao de diversos materiais biologicos (CUI; PU, 2009; ERDAG et al.,
2002; PU et al., 2004, 2006). No entanto, mesmo em baixas concentracdes, 0 DMSO ainda deve
ser retirado por meio de repetidas centrifugacbes do material que se deseja aplicar in vivo,
afetando a qualidade das células e tecidos que foram criopreservadas. Diversos parametros
podem ser utilizados para avaliar a viabilidade do tecido adiposo apés a criopreservacao. Dente
eles, destaca-se 0 método de avaliagdo da atividade enzimatica de GPDH (Glicerol-3-Fosfato

Desidrogenase).
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1.2.1.2 GPDH (Glicerol-3-Fosfato Desidrogenase)

A avaliacdo da atividade enzimética de GPDH é um parametro adequado para se usar
como comparativo da viabilidade do tecido adiposo antes e apds a sua criopreservacao, pois
essa enzima € um importante componente do metabolismo de lipideos e de carboidratos. Ela é
responsavel por catalisar a converséo reversivel do fosfato de diidroxiacetona (DHAP) e da
nicotinamida adenina dinucleotideo (NADH) em sua forma oxidada (NAD*) e glicerol 3-
fosfato (G3P) e a quantificacdo da sua atividade € uma técnica relativamente simples e
apropriada a diversos tipos celulares e tecidos (CUI; PU, 2009; PU et al., 2005a, 2008). Sua
concentracdo nas amostras é determinada por meio de um ensaio colorimétrico com resultados
diretamente proporcionais a preservacao da atividade metabdlica normal do tecido (PU et al.,
2005b, 2010).

1.2.2 Células-tronco Mesenquimais

Além da correta criopreservacao do tecido, outras medidas também podem ser avaliadas
para a obtencdo de melhores resultados nas cirurgias reconstrutivas, como a exploracdo das
propriedades das CTM derivadas do tecido adiposo. Por definicdo, células-tronco sdo tipos
celulares indiferenciados com capacidade de autorrenovacdo que, quando em condicoes
apropriadas, podem se diferenciar em células especializadas (NOWAK et al., 2015;
WEISSMAN, 2000). Devido a essas caracteristicas, atualmente sdo muito utilizadas em
pesquisas e em terapias para o tratamento de diversas patologias. Essas células podem ser
classificadas em: embrionarias ou pluripotentes, quando sdo encontradas na massa celular
interna do embrido no estagio de blastocisto e podem dar origem a todos o0s tipos celulares;
adultas, quando podem se diferenciar em todas as células de determinada linhagem; e
pluripotentes induzidas, quando adquirem a pluripoténcia por meio de reprogramacao
laboratorial (ULLAH; SUBBARAO; RHO, 2015).

Na vida po6s-natal, as células-tronco adultas presentes no organismo sdo chamadas de
unipotentes ou multipotentes, pois possuem menor capacidade de diferenciacdo que as células-
tronco embrionarias, e sdo encontradas em grande quantidade na medula dssea, dando origem
aos tecidos e células de linhagem hematopoiética e mesenquimal. Atualmente, sabe-se que
outros tecidos também podem ser fontes ricas e viaveis para a extracdo de células-tronco
mesenguimais, como a polpa dentéria, o corddo umbilical, o fluido amniético e o tecido adiposo
(ULLAH; SUBBARAO; RHO, 2015; WAGNER et al., 2005). No tecido adiposo, é a partir da
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fracdo estromal vascular que as células-tronco multipotentes podem ser isoladas do tecido e
expandidas em cultura celular, mantendo seu alto potencial de diferenciacdo em adipdcitos
maduros e outros tecidos de linhagem mesodérmica, como condrdcitos, ostedcitos e fibras
musculares esquelética e cardiaca (Figura 3) (MINTEER; MARRA; RUBIN, 2012; STREM et
al., 2005).

Células-tronco mesenquimais

Adipdcitos ¢ N Midcitos

@ Condrocitos Ostedcitos ”

Figura 3. Potencial de diferenciacdo das células-tronco mesenquimais em uma variedade de células,
como adipdcitos, condrdcitos, ostedcitos e midcitos. Modificado de (MINTEER; MARRA; RUBIN,
2012).

O conjunto dessas caracteristicas confere as células-tronco mesenquimais derivadas do
tecido adiposo grande importancia nas pesquisas € em procedimentos do campo da medicina
regenerativa e da reconstrucdo de tecidos e 6rgaos, uma vez que elas apresentam grandes
vantagens em comparacao as células-tronco provenientes da medula 6ssea. O tecido adiposo
possui maior quantidade de células-tronco mesenquimais por mililitro (FRASER et al., 2006)
e a taxa de sucesso para o seu isolamento é cerca de 40 vezes maior que o das células da medula
Ossea (KERN et al., 2006). Além disso, essas células podem ser obtidas em maiores quantidades
e utilizando técnicas mais baratas e com abordagens menos invasivas, tornando possiveis
procedimentos que oferecem menor morbidade aos pacientes e melhores taxas de recuperacao
(ZHU et al., 2008).
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2 JUSTIFICATIVA

O uso do enxerto de gordura autologo para a reconstrucdo de érgéos e tecidos moles é
uma opcao viavel que traz resultados superiores as demais técnicas utilizadas atualmente. No
entanto, devido a variabilidade da taxa de absor¢do do tecido na regido receptora, novas
cirurgias podem ser necessérias para a correcdo de defeitos menores. Uma vez que ndo existe
consenso sobre a metodologia adequada para o armazenamento a longo prazo do tecido adiposo,
novas lipoaspiracdes sob o efeito de anestesia geral sdo necessarias para a coleta do material a
ser enxertado.

Este estudo visa, portanto, avaliar a possibilidade da criopreservacao do tecido adiposo
utilizando agentes crioprotetores que ndo sejam tdxicos as células vivas, assim como padronizar
um protocolo de expansdo e isolamento de células-tronco para futura avaliacdo de sua

viabilidade apds criopreservacdo com 0 mesmo agente crioprotetor.
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3 OBJETIVOS

Verificar se o tecido adiposo se mantém viavel ap0s a criopreservacdo com um agente
crioprotetor ndo-toxico e padronizar um protocolo de isolamento e expansdo das células-tronco

mesenquimais derivadas do tecido adiposo.

3.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar, por meio do ensaio colorimétrico da atividade enziméatica de GPDH, a
viabilidade do tecido adiposo fresco e apos a criopreservacdo por 6 meses com dois diferentes
agentes crioprotetores e isolar, expandir e diferenciar células-tronco mesenquimais derivadas

do tecido adiposo in vitro.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Avaliar a atividade metabdlica dos adipécitos no tecido adiposo fresco e apds a
criopreservagao por 6 meses com os tratamentos de DMSO 0,5 M e trealose 0,2 M ou
apenas trealose 0,35 M por meio da quantificacdo da atividade de GPDH,;

2. Padronizar o isolamento e expansao in vitro das células-tronco mesenquimais derivadas
do tecido adiposo em amostras de tecido fresco;

3. Auvaliar in vitro a multipotencialidade das células-tronco mesenquimais derivadas do

tecido adiposo por meio da diferenciacdo em adipdcitos, ostedcitos e condrécitos.
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4 ARTIGO CIENTIFICO

ANNALS OF PLASTIC SURGERY

ISOLAMENTO E CARACTERIZACAO DAS CELULAS-TRONCO
MESENQUIMAIS PROVENIENTES DO TECIDO ADIPOSO E AVALIACAO DA
SUA VIABILIDADE TECIDUAL APOS CRIOPRESERVACAO

Jeferson P. Dalmago, BS, Marcia P. de Melo, MD, PhD, Gabriela dos S. Sant’Anna, PhD e
llma S. Brum, PhD

Resumo: Este estudo avalia a viabilidade do tecido adiposo ap0s a criopreservacao durante 6
meses com dois diferentes agentes crioprotetores e padroniza um protocolo de isolamento e
expansdo das células-tronco mesenquimais (CTM) derivadas do tecido adiposo. As amostras
foram obtidas por meio da lipoaspiracéo da gordura subcutanea abdominal segundo o método
de Coleman de pacientes com indicacdo de reconstru¢do mamaria com emprego de lipoenxertia,
centrifugadas a 3.000 rpm para a separacdo do tecido em 3 camadas e obtencdo da porgéo
intermediaria (adipdcitos viaveis) e inferior (fracdo estromal vascular) e divididas em trés
grupos: tecido fresco (n = 2), tecido criopreservado por 6 meses com DMSO 0,5 M + trealose
0,2 M (n = 5) e tecido criopreservado por 6 meses com apenas trealose 0,35 M (n = 6). A
viabilidade dos adip6citos do tecido foi testada por meio de um ensaio colorimétrico da
atividade enzimatica de glicerol 3-fosfato desidrogenase (GPDH), uma importante enzima para
0 metabolismo de lipideos e carboidratos, e as CTM caracterizadas pela inducdo da sua
diferenciacdo. Quando comparados, os trés grupos ndo apresentaram diferenca estatistica
quanto a atividade da enzima (0,049 + 0,0007 mU/mL, 0,044 £ 0,0019 mU/mL e 0,047 + 0,0048
mU/mL, respectivamente, P 0,257) e as CTM foram confirmadas pela morfologia
fibroblastoide e multipotencialidade apds inducéo da diferenciacdo em adipdcitos, ostedcitos e
condrocitos. Esses resultados indicam que o tecido adiposo pode ser criopreservado
adequadamente na presenca de agentes crioprotetores ndo-toxicos, como a trealose,
representando um grande avanco para as técnicas de reconstrucéo de tecidos e 6rgéos, e as CTM

podem ser isoladas e expandidas adequadamente, permitindo a futura avaliacdo da sua
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viabilidade ap6s a criopreservagdo com o mesmo agente crioprotetor e 0 seu emprego na técnica

de lipoenxertia.

Palavras-chave: tecido adiposo, criopreservacdo, GPDH, células-tronco mesenquimais,

trealose, lipoenxertia

INTRODUCAO

O uso do tecido adiposo como instrumento terapéutico na reconstrucdo de tecidos e
Orgdos é avaliado desde o final do século XIX e uma pratica recorrente desde a publicacdo dos
estudos realizados por Illouz et al no século seguinte.!? Por meio de um protocolo especifico
de lipoaspiracdo e processamento, esse tecido pode ser usado como enxerto autdélogo na
reconstrugdo mamaria pela técnica da lipoenxertia, que apresenta resultados muito positivos na
correcéo de perdas de forma e volume do 6rgéo e grande aceitagdo por parte das pacientes.®> A
grande limitacdo encontrada por esse procedimento encontra-se na variavel taxa de absorcdo
do tecido ap06s a cirurgia, que pode alcancar até 50% do volume enxertado, tornando necessarios
novos procedimentos cirdrgicos para o alcance do resultado idealizado.>’" A auséncia de um
método adequado de criopreservacdo do tecido adiposo obriga a realizacdo de novas
lipoaspiragOes a cada cirurgia para correcdo do volume, submetendo a paciente novamente a
anestesia geral e a uma série de outras adversidades, como danos a regido doadora do tecido
devido aos recorrentes procedimentos, aumento dos custos e da morbidade da técnica.®

Com o desenvolvimento de técnicas apropriadas de armazenamento a longo prazo, no
entanto, o tecido adiposo poderia ser conservado em bancos ap6s uma Unica lipoaspiragédo para
o uso futuro da paciente, evitando o descarte do material excedente quando o limite do volume
a ser enxertado é atingido e todas as demais desvantagens apresentadas pela técnica.® A
criopreservacao envolve etapas de congelamento e descongelamento do material bioldgico as
quais podem causar danos as membranas celulares pela formacéo de cristais de gelo, por isso
diversos estudos avaliam o potencial dos agentes crioprotetores na protecdo desse tecido.*
Objetivando a aplicagdo in vivo do material criopreservado, é importante que o agente
crioprotetor ndo apresente potencial toxico as celulas vivas. Desse modo, a trealose, um
dissacarideo presente naturalmente em uma variedade de organismos que sobrevivem a
desidratacdo, exerce um importante papel removendo a dgua do interior das células antes da

criopreservagdo para diminuir a formacdo dos cristais de gelo e poderia apresentar as
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caracteristicas necessarias para proteger o tecido adiposo durante esse periodo de
armazenamento.*®

Outras caracteristicas do tecido adiposo também podem ser exploradas para contribuir
com o alcance de melhores resultados nas técnicas cirurgicas de reconstrucéo de 6rgaos. Dentre
elas, podemos citar a grande quantidade de células-tronco mesenquimais (CTM) presentes
nesse tecido, a sua habilidade de diferenciacdo em outras células da linhagem mesenquimal
guando em condic¢6es apropriadas e a capacidade de secrecdo de substancias que promovam a
melhor aceitacio do enxerto.’**" Apesar de alguns estudos ja terem reportado a possibilidade
da criopreservacao do tecido adiposo em condicdes especificas, este estudo busca avaliar a
viabilidade do tecido por meio de um ensaio colorimétrico da atividade enzimética de glicerol
3-fosfato desidrogenase (GPDH), uma importante enzima do metabolismo de lipideos, ap6s um
protocolo especifico de lipoaspiracdo (segundo a técnica de Coleman) e criopreservacdo com
trealose, um agente crioprotetor ndo-toxico, que possa ser reproduzido no ambiente hospitalar,
assim como padronizar o isolamento e expansdo in vitro das CTM derivadas desse

tECidO 9,10,18,19

MATERIAIS E METODOS

Coleta do tecido adiposo

As amostras de tecido adiposo provenientes de lipoaspiracdo da gordura subcutanea
abdominal foram obtidas de 12 pacientes do sexo feminino atendidas pelo Servi¢o de
Mastologia do Hospital de Clinicas de Porto Alegre (HCPA) apresentando indicacdo de
reconstrucdo mamaria com emprego de lipoenxertia. Todas as pacientes foram previamente
informadas e assinaram um Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) autorizando
a coleta, que ocorreu segundo o protocolo desenvolvido por Coleman %2°. O tecido adiposo da
regido abdominal inferior foi coletado utilizando uma seringa de 60 cc conectada a uma canula
de lipoaspiragdo de 3,0 mm de didmetro e 15 cm de comprimento e entdo transferido para
seringas de 10 mL, onde foi centrifugado a 3.000 rpm por 3 minutos a fim de promover a
separacao em trés fases: oleosa (superior), gordurosa (central) e hematica (inferior). Cerca de
30 mL da porcao gordurosa central de cada paciente foi reservada para o estudo e dividida entre

0s grupos de acordo com o protocolo experimental para a criopreservagéao.
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Protocolo experimental

A porcao de adipdcitos viaveis obtida apds a centrifugacdo do lipoaspirado foi dividida
em trés grupos: controle (tecido adiposo fresco, ndo-criopreservado, colocado em formalina
10% imediatamente apos a coleta), DMSO + trealose (tecido adiposo criopreservado em
solugéo contendo DMSO 0,5 M e trealose 0,2 M) e trealose (tecido adiposo criopreservado na
presenca de solucdo contendo trealose 0,35 M). Os agentes crioprotetores foram preparados em
solucgdes de 10 mL de tampao fosfato-salina (PBS) e a proporcéo utilizada foi a de 1:1 para a

quantidade de tecido adiposo criopreservado.

Agentes crioprotetores

Nesse estudo, o dimetilsulfoxido (DMSO) (Sigma, St. Louis, MQO), um agente
crioprotetor permeavel que reduz a formacao de gelo intracelular e estabiliza membranas, e a
trealose (Merck S/A, Brasil), um agente crioprotetor ndo-permeavel que contribui para a
estabilizacdo de proteinas e membranas, foram utilizados nas concentracdes de 0,5 M e 0,2 e

0,35 M, respectivamente, de acordo com estudos prévios 8101821,

Protocolo de criopreservacao e descongelamento

Depois da coleta e centrifugacdo, os tecidos foram divididos em aliquotas para a
solubilizacdo com os agentes crioprotetores em criotubos. Apds a mistura, os tubos ficaram a
temperatura ambiente por 10 minutos e foram submetidos a um sistema de congelamento lento
e gradual (Thermo Scientific™ Mr. Frosty™) de 22 °C a -30 °C em 60 minutos. Esse sistema
consiste em um recipiente com alcool isopropilico, que quando colocado em um freezer a -80
°C, permite uma taxa de congelamento constante de -1 °C por minuto, adequada para a
preservacdo celular. Na sequéncia, as amostras foram transferidas ao nitrogénio liquido (a -196
°C), em que ficaram armazenadas por cerca de 6 meses.

O processo de descongelamento se deu por meio da retirada dos criotubos do nitrogénio
liquido e exposicdo por dois minutos a temperatura ambiente, a fim de vaporizar o nitrogénio
liquido restante. Apos, os criotubos foram mantidos em banho-maria a 37 °C por cinco minutos
e entdo centrifugados a 2000 rpm durante dois minutos, a fim separar 0s agentes crioprotetores

para a sua retirada das amostras.

Avaliacao da atividade de Glicerol 3-Fosfato Desidrogenase (GPDH)
A Glicerol 3-Fosfato Desidrogenase (GPDH) foi escolhida como pardmetro de

avaliacdo da atividade do tecido adiposo antes e apds a criopreservagao em nosso estudo, pois
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essa enzima é uma pega-chave para o metabolismo de lipideos e carboidratos. A deteccdo em
altos niveis dessa enzima significa melhores funcBes celulares e portanto a preservacéo da
atividade e viabilidade do tecido ?°. De acordo com as informacdes do fabricante, o ensaio
colorimétrico de atividade enzimatica Glycerol 3-Phosphate Dehydrogenase Activity
Colorimetric Assay Kit (Sigma-Aldrich, MAK208), permite a detec¢édo da atividade de GPDH
em diferentes tecidos e celulas por meio da medida colorimétrica da concentracdo de
dinucleotideo de nicotinamida e adenina (NADH) formado pela amostra em dois diferentes
tempos de avaliacdo (0 minutos e 60 minutos) a partir da leitura em espectrofotébmetro a 450
nm. A concentracdo de NADH foi calculada a partir da equacdo da reta determinada pelos
valores de absorbancia obtidos pela curva padrao (0, 2,5, 5, 7,5, 10, 12,5 nmol/pogo) de NADH.

Isolamento e cultivo das células-tronco mesenquimais

A fim de realizar a expansdo das células-tronco mesenquimais provenientes do tecido
adiposo, cerca de 30 mL de tecido adiposo fresco lipoaspirado foi misturado a 30 mg de
colagenase do tipo IA diluida em 30 mL de DMEM (meio de Dulbecco modificado por Eagle)
durante 45 minutos a 37 °C sob agitacao leve com o propdsito de realizar a digestdo do colageno
presente no tecido. Apos, foi adicionado 0 meio de inativacdo, composto de 54 mL de DMEM
e 6 mL de soro fetal bovino (SFB), para cessar a atividade da colagenase e todo o material foi
centrifugado a 1000 x g durante 10 minutos para isolar as células da matriz extracelular, que
decantam no fundo do frasco por serem menos densas. O precipitado foi ressuspendido em
DMEM e novas centrifugacdes ocorreram até os outros tipos celulares serem eliminados e o
sobrenadante ficar limpido. Ao final da ultima centrifugacéo, o pellet celular da fracéo estromal
vascular foi ressuspendido no meio de troca (DMEM, 10% SFB e 1% Canamicina) e transferido
a garrafas de cultura de células, as quais foram incubadas a 37 °C em atmosfera de 5% de COa.
A cada 24h ou 72h, as células ndo-aderentes foram removidas pela troca do meio de cultura e
as células aderentes foram tripsinizadas (solucdo de tripsina 0,05% a 37 °C durante 5 minutos)
sempre que apresentassem semiconfluéncia. Uma populacdo de células homogéneas foi obtida

cerca de 4 semanas apds o inicio do cultivo celular.

Diferenciacéo celular

Apos a terceira passagem, as celulas foram transferidas a trés diferentes placas de cultura
de 96 pocos, onde foram plaqueadas em duplicata na concentracdo de 1 x 103 células/cm? com
seus respetivos controles. Cada uma das placas recebeu um meio de diferenciacdo distinto

(adipogénico, osteogénico e condrogénico), enriquecidos com os fatores necessarios para a
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inducdo da diferenciacédo celular. As trocas de meio de todas as placas ocorreram a cada 24h ou
72h.

Aos 9 dias de cultura, a placa suplementada com o meio de diferenciacdo adipogénico
foi lavada com PBS, fixada com paraformaldeido (PFA) 10% e corada durante 30 minutos com
Oil Red O, um corante especifico para a colorac¢do dos vacuolos de gordura dos adipécitos. No
21° dia de cultura, 0 mesmo procedimento de lavagem, fixacdo e coloragéo foi realizado com
as placas restantes, mas utilizando os corantes Alcian Blue 1%, responsavel por corar 0s
proteoglicanos sintetizados pelos condrocitos, e o Alizarin Red S 2%, responsavel pela
coloragdo do célcio extracelular sintetizado pelos ostedcitos. Todas as células foram analisadas

por microscopia invertida e as imagens capturadas no aumento de 250x.

Anélise estatistica

A andlise estatistica foi realizada utilizando o software SPSS versdo 22.0 [PASW
Statistics for Windows, Chicago: SPSS Inc.] e os dados quantitativos foram expressos como
média = DP (desvio padrdo) ou variacdo interquartil (IQR) de acordo com o teste de
normalidade Shapiro-Wilk. A comparacéo da atividade enzimatica entre os grupos foi realizada
por meio do teste de Analise de Variancia de 1 via (One-Way ANOVA) para amostras
independentes com post hoc Tukey. Um valor P menor que 0,05 (P < 0,05) foi considerado

estatisticamente significativo.

RESULTADOS

Avaliacdo da atividade de GPDH

A idade média das doze pacientes que fizeram parte desse estudo foi de 52,50 + 7,92
anos (faixa de 44 a 69 anos), sendo a maioria delas diagnosticada com neoplasia maligna da
mama com lesdo invasiva. A média do periodo de criopreservacdo de cada amostra de tecido
adiposo foi de 6,5 meses (IQR: 6,0 a 8,0).

O ensaio de GPDH foi utilizado nesse estudo para avaliar a fungéo celular do tecido
adiposo nas amostras de tecido fresco e nas amostras de tecido criopreservado por 6 meses com
os diferentes agentes crioprotetores DMSO 0,5 M + trealose 0,2 M e trealose 0,35 M. Quanto
maiores 0s niveis de atividade dessa enzima detectados, maior o indicativo de preservagdo das
funcgdes celulares dos adipocitos presentes no tecido. A maior atividade de GPDH foi detectada

no grupo de tecido fresco (0,049 £ 0,0007 mU/mL), enquanto o grupo DMSO 0,5 + trealose



24

0,2 apresentou a atividade mais baixa (0,044 + 0,0019 mU/mL) e o grupo de apenas trealose
0,35 apresentou um valor médio entre eles (0,047 £+ 0,0048 mU/mL). Quando os grupos foram

comparados entre si, ndo foi detectada diferenca estatistica significativa (P 0,257) (Figura 1).
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FIGURA 1. Avaliagéo de viabilidade celular do tecido adiposo por meio da quantificagéo da atividade
de GPDH no tecido fresco (0,049 £ 0,0007 mU/mL, n = 2) e no tecido criopreservado por 6 meses com
DMSO 0,5 M + trealose 0,2 M (0,044 £ 0,0019 mU/mL, n = 5) e apenas com trealose 0,35 M (0,047 +
0,0048 mU/mL, n = 6). Quando comparados entre si, 0s grupos ndo apresentaram diferenca
estatisticamente significativa (P 0,257).

Na tentativa de aumentar o nimero amostral do experimento de 8 para 12 pacientes, um
novo experimento foi realizado para a avaliar a atividade enziméatica de GPDH do tecido de
novas pacientes. No entanto, devido a problemas alheios a pesquisa, os resultados foram muito
baixos e incompativeis com o experimento anterior. Os grupos de tecido adiposo fresco (0,0090
mU/mL) e apenas trealose 0,35 M (0,088 + 0,0015 mU/mL) apresentaram valores de atividade
para a GPDH muito baixos, enquanto o grupo de DMSO 0,5 M + trealose 0,2 M (0,182 +
0,0108 mU/mL) apresentou valores muito altos em comparacdo a eles, devido a um tambeém
alto desvio padrdo. Mesmo com a alta diferenca entre os grupos, quando comparados entre si,
tambem ndo apresentaram diferenca estatistica significativa (P 0,265) (Figura 2).
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FIGURA 2. Avaliagéo de viabilidade celular do tecido adiposo por meio da quantificagéo da atividade
de GPDH. A avaliacéo foi realizada no tecido fresco (0,0090 mU/mL, n = 1) e no tecido criopreservado
por 6 meses com DMSO 0,5 M + trealose 0,2 M (0,182 + 0,0108 mU/mL, n = 5) e apenas com trealose
0,35 M (0,088 + 0,0015 mU/mL, n = 4). Quando comparados entre si, 0S grupos ndo apresentaram
diferenca estatisticamente significativa (P 0,265).

Isolamento e diferenciacdo de células-tronco mesenquimais

Uma populacdo homogénea de células-tronco mesenquimais foi obtida a partir do
plagueamento da suspenséo celular proveniente do isolamento da frag&o estromal vascular de
tecido adiposo de origem abdominal. Sua caracteriza¢do ocorreu por meio da identificacdo de
particularidades determinadas pela literatura, como capacidade de aderéncia e expansdo em
superficies plasticas e morfologia do tipo fibroblastica. Ap6s 7 dias do inicio da cultura, a
expansao e a morfologia caracteristica das células ja eram evidentes (Figura 3A). Com 0 passar
do tempo, as células foram tornando-se homogéneas morfologicamente devido a reducdo das

células hematopoiéticas e de outras células estromais do tecido adiposo (Figura 3B).
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FIGURA 3. Imagens de microscopia das células-tronco mesenquimais indiferenciadas apés 7 (A) e 19
(B) dias de cultivo celular, evidenciando a morfologia do tipo fibroblastoide das células aderentes.
Magnificacdo de 250x.

Ap0s a terceira passagem, as células foram testadas quanto a sua capacidade de
diferenciacdo em outros tipos celulares de linhagem mesenquimal quando em condicGes
apropriadas ao seu desenvolvimento. Depois de 9 dias em meio com 0s nutrientes necessarios
para a diferenciacdo adipogénica, as células apresentaram vacuolos lipidicos intracelulares que
foram corados pelo Oil Red O (Figura 4B). As células suplementadas com o meio de
diferenciacdo osteogénico foram coradas ap6s 21 dias com o corante Alizarin Red S,
evidenciando a secrecdo de calcio decorrente da sua diferenciagdo em células indispensaveis
para a manutencdo da matriz 6ssea (Figura 4D). Por fim, ap6s 21 dias em meio condrogénico,
as células foram coradas com Alcian Blue e apresentaram uma modesta secrecdo de
componentes da matriz cartilaginosa (Figura 4F). De acordo com o conjunto desses resultados,
a populacdo foi homogénea e pode ser considerada de células-tronco mesenquimais derivadas

do tecido adiposo.
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FIGURA 4. Imagens de microscopia das células-tronco diferenciadas e seus respectivos controles (A,
C e E). (B) Vacuolos de gordura de adipdcitos corados com Oil Red O ap6s 9 dias de cultivo. (D)
Depositos de calcio na matriz extracelular decorrente da atividade de osteécitos corados com Alizarin
Red S ap6s 21 dias de cultivo. (F) Depositos de proteoglicanos na matriz extracelular decorrente da
atividade de condrocitos corados com Alcian Blue 21 dias ap6s o inicio da diferenciacdo celular.
Magnificacdo de 250x.

DISCUSSAO

Constituidas principalmente pelos tecidos adiposo, glandular e conjuntivo, as mamas
sdo Orgaos sensiveis a atividade de hormdnios como o estrogénio e a progesterona e locais
suscetiveis ao desenvolvimento de diversas patologias, como o cancer. Cerca de 1 em cada 4
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casos de cancer em mulheres sdo em decorréncia do cancer de mama, que é o tipo de cancer
mais diagnosticado em mais de 150 paises e a principal causa de morte por cancer em 100
deles.?® Com o aumento da ocidentalizacido mundial e consequentemente da préatica de habitos
menos saudaveis, € visto um crescente aumento anual no nimero de casos de pacientes
diagnosticadas com cancer de mama, especialmente nos paises menos desenvolvidos e que ndo
possuem uma politica forte de salde publica capaz de alcancgar as populag@es mais carentes e
necessitadas. Ao mesmo passo, também aumentam os progressos na tecnologia dos métodos de
deteccdo precoce da doenca e de seus tratamentos, assim como ha um crescente avangco na
conscientizacdo da populacdo quanto a necessidade da realizacdo de exames periodicos de
rastreamento. Em conjunto, todos esses fatores nos mostram que, apesar do nimero total de
diagnosticos estar em crescimento, muitos esforgos estdo sendo feitos objetivando a deteccédo
do cancer em seus estagios iniciais, 0 que aumenta consideravelmente as suas chances de
recuperacdo. Esses casos precisam de intervencfes menos graves e Sa0 responsaveis por um
aumento no nimero de sobreviventes, 0 que consequentemente gera uma demanda por técnicas
cirargicas menos radicais, que oferecam a paciente uma qualidade de vida melhor apés a
cirurgia e com resultados estéticos que ndo afetem a sua autoestima.

A lipoenxertia surgiu nesse campo como uma técnica inovadora, capaz de corrigir as
perdas de volume, forma, projecao e sensibilidade da mama causadas pelas demais técnicas e
apresentar baixas taxas de complicacéo e excelente aceitagéo por parte das pacientes submetidas
a ela.® No entanto, a principal barreira que impossibilita a ampla realizacio dessa técnica e a
obtencdo de resultados ainda melhores ¢é a incapacidade de armazenar de forma adequada o
tecido adiposo por longos periodos, tornando necessaria a submissdo das pacientes a recorrentes
procedimentos de lipoaspiracdo e aumentando a morbidade da técnica. Diversos estudos
avaliaram ao longo das duas ultimas décadas a execuc¢do de protocolos de criopreservacdo a
longo periodo do tecido adiposo.818212224 A chave para o sucesso dessa técnica é a escolha dos
agentes crioprotetores corretos na concentracdo adequada, a fim de minimizar a formacéo de
cristais de gelo que possam romper as membranas celulares durante as etapas de congelamento
e descongelamento. Uma combinacdo adequada para a preservacdo das caracteristicas do tecido
é a utilizacdo em conjunto de crioprotetores intracelulares, como o DMSO a 05 M, e
crioprotetores extracelulares, como a trealose a 0,2 M.® No entanto, devido a toxicidade que o
DMSO exerce sobre as células vivas mesmo em baixas concentragdes quando em temperatura
ambiente, torna-se necessaria a sua remocao completa do material bioldgico antes da realizagdo
de enxertos, favorecendo a inducdo de danos e morte celular pelas consecutivas centrifugacoes

pelas quais o tecido é submetido para separa-lo. Sabendo disso, a criopreservacao do tecido
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adiposo obtido por meio de lipoaspiracao convencional foi testada utilizando apenas a trealose,
que ndo possui potencial toxico, como agente crioprotetor em diversas concentragdes,
apresentando sua atividade 6tima de preservacéo do tecido na concentragéo de 0,35 M.8

Por meio de nosso estudo, ndo apenas confirmamos os resultados da literatura, como
também padronizamos um protocolo de criopreservacao do tecido adiposo e isolamento de suas
células-tronco mesenquimais que é acessivel e pode ser reproduzido em centros hospitalares
para aplicacdo em procedimentos terapéuticos futuros. Com os resultados da avaliacdo da
atividade de GPDH, mostramos que mesmo ap0s 6 meses de criopreservacdo as células
adiposas provenientes da lipoaspiragéo do tecido adiposo subcutaneo abdominal coletadas por
meio da técnica de Coleman!®® mantém sua atividade e viabilidade celular apés o
descongelamento quando criopreservadas com trealose na concentracdo de 0,35 M quase tdo
bem quanto o préprio tecido fresco. O sucesso da criopreservacao do tecido adiposo sem a
necessidade da utilizacdo de agentes crioprotetores com potencial toxico representa um grande
avanco para as técnicas de reconstrucdo de tecidos e 6rgaos, como a lipoenxertia nas mamas. A
possibilidade de armazenamento a longo prazo faz com que seja possivel a criacdo de bancos
de estocagem do tecido adiposo, permitindo que apds uma unica lipoaspiracdo seja coletado
material suficiente para procedimentos adicionais para a corregdo de defeitos menores
decorrentes da reabsor¢édo do tecido adiposo. Sem a necessidade de novas lipoaspiragdes a cada
procedimento, uma série de outras vantagens também podem ser alcangadas, como a
possibilidade dos procedimentos de lipoenxertia ocorrerem de forma ambulatorial, a reducédo
dos custos e do periodo de recuperacdo das pacientes e a diminuicdo da morbidade da técnica,
pois ndo sdo causados novos traumatismos a area doadora do tecido pelos procedimentos
recorrentes.

Igualmente encorajadores, nossos resultados positivos na padronizacédo do isolamento,
expansdo e diferenciacdo das células-tronco mesenquimais provenientes do tecido adiposo
representam um impulso promissor nas técnicas de medicina regenerativa devido ao potencial
terapéutico dessas celulas. Por meio de um protocolo especifico, realizamos a separacdo das
células-tronco mesenquimais presentes na fracdo estromal vascular do tecido adiposo e
promovemos sua expansao in vitro durante quatro semanas, periodo em que essas células
mostraram capacidade de aderéncia ao plastico e a morfologia fibroblastdide caracteristica de
células-tronco. Quando induzidas pelo meio adequado, essas células mostraram capacidade de
diferenciacdo em outros tipos celulares, confirmando sua multipotencialidade. Apesar da baixa
celularidade presente nos meios de diferenciacdo em adipocitos e condrocitos, com o uso da

coloragédo adequada torna-se possivel visualizar a formacgéo de produtos caracteristicos dessas



30

celulas, como vacuolos lipidicos e proteoglicanos do tecido conjuntivo, respectivamente. Mais
expressiva, no entanto, foi a transformacdo das células indiferenciadas em ostedcitos,
confirmadas pela secrecdo em grande quantidade de célcio na matriz extracelular. Esses
resultados nos mostram que o tecido adiposo, que é abundante em varias regides do corpo e
pode ser extraido sem maiores dificuldades, € uma grande fonte de células-tronco
mesenquimais, oferecendo uma maior quantidade de células e com uma taxa de isolamento
muito maior que a propria medula ¢ssea.!*%

Se comprovada a capacidade de criopreservacdo adequada dessas células com agentes
crioprotetores ndo toxicos, de forma a manter sua viabilidade celular e seu potencial de
diferenciacdo, assim como os adipécitos avaliados nesse estudo, tais células poderiam ser
suplementadas ao tecido adiposo antes da realizacdo do seu enxerto, de forma a combinar as
vantagens que os dois tipos celulares tém a oferecer. Por meio da secrecdo de diversas
substancias, como as adipocinas e 0s prostanoides, o tecido adiposo atua de forma autocrina e
paracrina, regulando uma série de processos metabélicos?®-2¢, que quando somados a atividade
secretora de fatores angiogénicos e antiapoptoticos das células-tronco mesenquimais®®, poderia
promover mais facilmente a revascularizacdo dos tecidos durante a lipoenxertia da mama,
diminuindo assim a ocorréncia de atrofias e a formacao de cistos necréticos e promovendo uma

melhor aceitacéo do tecido.

CONCLUSAO

Por meio de seus resultados, o presente estudo indica que a criopreservagédo do tecido
adiposo subcutaneo abdominal coletado segundo a técnica de Coleman mantém adequadamente
a atividade enzimatica de GPDH, um importante intermediario do metabolismo dos lipideos e
carboidratos, preservando a atividade e a viabilidade dos adipdcitos devido ao efeito protetivo
que a trealose exerce na concentracdo de 0,35 M. Ademais, também padronizamos um
protocolo acessivel e reprodutivel de isolamento, expanséo e diferenciacdo das células-tronco
mesenquimais derivadas do tecido adiposo, que por meio de estudos futuros serdo testadas
quanto a sua viabilidade e capacidade de diferenciacdo apos a criopreservagao com trealose, a
fim de serem suplementadas a camada de adipocitos vidveis apds a criopreservacao para o

aperfeicoamento das técnicas de lipoenxertia.
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5 CONCLUSOES E PERSPECTIVAS

A partir dos resultados obtidos neste trabalho, podemos concluir que a criopreservacao
do tecido adiposo, coletado a partir de um protocolo especifico de lipoaspiracdo, pode ser
realizada por periodos prolongados com a utilizacdo de agentes crioprotetores que néo
apresentem potencial toxico aos materiais biolégicos quando em temperatura ambiente. Tal
resultado reforca a possibilidade e a necessidade de estocagem do tecido adiposo em bancos
especificos apds um anico procedimento de lipoaspiracdo para utilizacdo em procedimentos
terapéuticos futuros. Por meio do armazenamento do tecido adiposo uma série de vantagens
podem ser alcancadas, como a obtencdo de resultados mais satisfatorios nas cirurgias de
reconstrucdo das mamas pela diminuicdo dos danos causados a regido doadora do tecido a ser
enxertado; a reducdo do tempo e dos custos da cirurgia, uma vez que sem a necessidade de
novas lipoaspiracdes as cirurgias corretivas podem ocorrer de forma ambulatorial, com o uso
de anestesia local; e a recuperacgdo das pacientes de forma muito mais rapida.

Por meio do sucesso na padronizacdo do isolamento e expansdo in vitro das CTM
derivadas do tecido adiposo também tornamos possivel a realizacdo de uma série de novos
estudos que possam contribuir com melhores resultados as técnicas de reconstrucdo de tecidos
e Orgdos. Entre elas encontra-se a necessidade de avaliar se ap0s a criopreservacdo com a
trealose a atividade enddcrina de secrecdo de fatores angiogénicos e antiapoptdticos e a
multipotencialidade de diferenciacdo dessas células em diferentes tipos celulares sdo mantidas,

permitindo sua aplicacdo a técnica da lipoenxertia buscando o alcance de resultados sinérgicos.
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APENDICE A - TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

N° do CAAE: 48737415.0.0000.5327
Titulo do Projeto: Analise da viabilidade das células adiposas criopreservadas: perspectivas clinicas
quanto sua aplicacdo na reconstrucao mamaria

Vocé esta sendo convidada a participar de um projeto de pesquisa de Doutorado no qual sera
avaliado se as células adiposas (enxerto de gordura autéloga) permanecem viaveis (com qualidade)
apés seu armazenamento (congelamento). Pretende-se, a partir dos resultados, desenvolver e
padronizar um protocolo para armazenamento das células adiposas. Esta pesquisa esta sendo
realizada pelo Servigo de Mastologia do Hospital de Clinicas de Porto Alegre (HCPA) e pelo Laboratério
de Fisiologia da Universidade Federal do Rio Grande do Sul (UFRGS). Vocé esta sendo convidada,
porque fara uma cirurgia para reparagdo ou reconstrugcdo mamaria com a técnica de lipoenxertia
(enxerto de gordura lipoaspirada da prépria paciente), que seré realizada pela equipe de mastologistas
deste servigo.

Justificativa para a realizacdo deste estudo:

O uso do enxerto de gordura lipoaspirado da propria paciente para a reconstrugdo mamaria,
apos alguma deformidade resultante de cirurgias prévias na mama e/ou radioterapia, é uma op¢ao
vidvel, que traz resultados estéticos satisfatorios com melhora do volume, forma e simetria das mamas.
Porém, parte desta gordura enxertada é absorvida, causando a necessidade, em muitos casos, da
realizacdo de mais de uma cirurgia no local da reconstrucdo sob anestesia geral.

H& um grande interesse em desenvolver uma técnica eficaz para o armazenamento, em longo
prazo, da gordura retirada da paciente para uso futuro na mesma paciente, possibilitando novas
reconstrucBes e correcdes de sequelas cirlrgicas e pos-radioterapia sem a necessidade de outra
lipoaspiracéo. Isto ir4 possibilitar a realizagdo de novas lipoenxertias, na mesma paciente, com menor
tempo cirlrgico, menor traumatismo na area doadora, retorno mais rapido da paciente as suas

atividades usuais, menos dor no pés-operatério.

Se vocé aceitar participar da pesquisa, os procedimentos envolvidos em sua participagdo sdo

0s seguintes:

Sua participacdo no estudo consistird em permitir, apos a coleta do enxerto de gordura
durante a cirurgia, a utilizacdo de 30 ml deste material para a pesquisa, 0 qual sera armazenado em
biorrepositério do estudo no Laboratério de Fisiologia — Instituto de Ciéncias Basicas da Saude/UFRGS.
E importante vocé saber que a técnica utilizada para a coleta do enxerto de gordura ser4 a mesma ja
utilizada no Servico de Mastologia do HCPA para todas as pacientes que irdo se submeter a este

procedimento, independentemente de vocé aceitar ou ndo em participar da pesquisa.
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Também faremos uma coleta de dados, em seu prontuério, referente a informacdes clinicas
associadas ao seu histdrico de salde, diagndstico e tratamento. Por isso, aproveitamos para solicitar

sua autorizac&o para este acesso.
Os possiveis riscos ou desconfortos decorrentes da participagdo na pesquisa séo:

Ao aceitar participar do estudo, vocé ndo estard sendo exposta a riscos adicionais, quando
comparada as pacientes que ndo tenham aceitado participar do estudo. As amostras de tecido de
gordura serdo coletadas durante a sua cirurgia de lipoenxertia, e este procedimento da pesquisa néo
tera influéncia sobre a mesma. O tecido coletado é uma pequena parte do tecido que é retirado

(lipoaspirado) neste tipo de cirurgia e néo trara prejuizos ao seu tratamento ou a sua saude.
Os possiveis beneficios decorrentes da participagdo na pesquisa séo:

Caso tenhamos sucesso no armazenamento da gordura lipoaspirada, um possivel beneficio
a longo prazo para a participante é a possibilidade de uséa-la futuramente, se houver necessidade de

outros procedimentos para reconstrugdo mamaria.

Sua participagdo na pesquisa é totalmente voluntéria, ou seja, ndo € obrigatoria. Caso vocé
decida ndo participar, ou ainda, desistir de participar e retirar seu consentimento, nao havera nenhum

prejuizo ao atendimento que vocé recebe ou possa vir a receber na instituigdo.

N&o esté previsto nenhum tipo de pagamento pela sua participa¢do na pesquisa e vocé nao

terd nenhum custo com respeito aos procedimentos envolvidos.

Caso ocorra alguma intercorréncia, resultante de sua participacdo na pesquisa, vocé

recebera todo o atendimento necessario, sem nenhum custo pessoal.

Os dados coletados durante a pesquisa serdo sempre tratados confidencialmente. Os
resultados seréo apresentados de forma conjunta, sem a identificagdo dos participantes, ou seja, o seu

nome ndo aparecera na publicacdo dos resultados.

O material coletado sera armazenado, mas caso vocé mude de ideia quanto a guarda e
utilizacdo do material, seu consentimento pode ser retirado a qualquer momento e, neste caso, a sua

amostra sera descartada.

Como haveré coleta e armazenamento de material biol6gico, neste caso tecido de gordura,
solicitamos também a sua permissao para usar este material em outras pesquisas futuras. Estas novas
pesquisas também seréo apresentadas ao Comité de Etica em Pesquisa. A cada nova pesquisa, vocé
sera esclarecida quanto a justificativa e o objetivo da mesma e sera solicitado o seu consentimento,
sendo contatada para que assine um novo Termo de Consentimento Livre e Esclarecido caso decida

participar.
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() Aceito que a amostra coletada seja armazenada apenas para esta pesquisa.

( ) Aceito que a amostra coletada seja armazenada para pesquisas futuras, sendo chamada

a cada nova pesquisa para um novo consentimento.

Caso vocé tenha duvidas, podera entrar em contato com a pesquisadora responsavel, Marcia
Portela de Melo, pelo telefone (51) 3359-8232 ou no Servigo de Mastologia do HCPA — 6° andar, sala
600 ou com o Comité de Etica em Pesquisa do Hospital de Clinicas de Porto Alegre (HCPA), pelo
telefone (51) 33597640, ou no 2° andar do HCPA, sala 2227, de segunda a sexta, das 8h as 17h.

Esse Termo é assinado em duas vias, sendo uma para a participante e outra para 0s

pesquisadores.

Nome da participante da pesquisa

Assinatura

Nome do pesquisador que aplicou o Termo

Assinatura

Local e Data:
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ANEXO B — NORMAS DE PUBLICACAO DA REVISTA ANNALS OF PLASTIC
SURGERY

Annals of Plastic Surgery
Online Submission and Review System

Instructions for Authors

Ethical/Legal Considerations

A submitted manuscript must be an original contribution not previously published (except as
an abstract or preliminary report); must not be under consideration for publication elsewhere;
and must, if accepted, not be published elsewhere in similar form, in any language, without the
consent of Wolters Kluwer. Each person listed as an author is expected to have participated in
the study to a significant extent. Although the editors and referees make every effort to ensure
the validity of published manuscripts, the final responsibility rests with the authors, not with
the Journal, its editors, or the publisher. The editorial office will acknowledge receipt of your
manuscript and will give you a manuscript number for reference. Address all inquiries regarding
manuscripts not yet accepted or published to the Journal's editorial office. All manuscripts
must be submitted online through the journal’s website at http://sap.edmgr.com. See
submission instructions under “Online manuscript submission.”

Patient anonymity and informed consente

It is the author's responsibility to ensure that a patient's anonymity be carefully protected and
to verify that any experimental investigation with human subjects reported in the manuscript
was performed with informed consent and following all the guidelines for experimental
investigation with human subjects required by the institution(s) with which all the authors are
affiliated. The protocol of the study must be approved by the Institutional Review Board (IRB)
or the equivalent (eg, Research Ethics Board) where the study is conducted. Written releases
from patients must accompany photographs in which the identity of the patient can be
recognized. In the absence of such a release, an image must be cropped or partially obscured to
the extent that the patient cannot be identified. Covering the eyes in a full-face photograph is
not sufficient.

Conflicts of Interest and Copyright Transfer

Authors must state all possible conflicts of interest in the manuscript, including financial,
consultative, institutional, and other relationships that might lead to bias or conflict of interest.
If there is no conflict of interest, this should also be explicitly stated as “none declared.” All
sources of funding should be acknowledged in the manuscript. All relevant conflicts of interest
and sources of funding should be included on the title page of the manuscript under the heading,
“Conflicts of Interest and Source of Funding.” For example:

Conflicts of Interest and Source of Funding: A has received honoraria from Company Z. B is
currently receiving a grant (#12345) from Organization Y, and is on the speakers’ bureau for
Organization X — the CME organizers for Company A. For the remaining authors none were
declared.
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In addition, each author must complete and submit the journal's copyright transfer agreement,
which includes a section on the disclosure of potential conflicts of interest based on the
recommendations of the International Committee of Medical Journal Editors, "Uniform
Requirements for Manuscripts Submitted to Biomedical Journals"
(www.icmje.org/update.html).

A copy of the form is made available to the submitting author within the Editorial Manager
submission process. Co-authors will automatically receive an e-mail with instructions on
completing the form upon submission.

Compliance with NIH and Other Research Funding Agency Accessibility Requirements
A number of research funding agencies now require or request authors to submit the post-print
(the article after peer review and acceptance but not the final published article) to a repository
that is accessible online by all without charge. As a service to our authors, Wolters Kluwer will
identify to the National Library of Medicine (NLM) articles that require deposit and will
transmit the post-print of an article based on research funded in whole or in part by the National
Institutes of Health, Wellcome Trust, Howard Hughes Medical Institute, or other funding
agencies to PubMed Central. The Copyright Transfer Agreement provides the mechanism.

Permissions

Authors must submit written permission from the copyright owner (usually the publisher) to
use direct quotations, tables, or illustrations that have appeared in copyrighted form elsewhere,
along with complete details about the source. Any permissions fees that might be required by
the copyright owner are the responsibility of the authors requesting use of the borrowed
material, not the responsibility of Wolters Kluwer.

Clinical Trials

Manuscripts based on a prospective clinical trial should document the registration of the clinical
trial. If the trial is not registered, the authors should provide reasons for this omission. The final
decision of the relevance of trial registration to any manuscript will be made by the editor.

Manuscript Submission

Online manuscript submission

All manuscripts must be submitted on line through the Web site: http://sap.edmgr.com. First-
time users: Please click the Register button from the menu and enter the requested information.
On successful registration, you will be sent an e-mail indicating your user name and password.
Print a copy of this information for future reference. Note: If you have received an e-mail from
us with an assigned user ID and password, or if you are a repeat user, do not register again;
simply log in. Once you have an assigned ID and password, you do not have to re-register, even
if your status changes (that is, author, reviewer, or editor). Authors: Please click the log-in
button from the menu at the top of the page and log into the system as an Author. Submit your
manuscript according to the author instructions. You will be able to track the progress of your
manuscript through the system. If you experience any problems, please contact: Jane Wood,
Managing Editor, Annals of Plastic Surgery, e-mail: willhermyone@aol.com, or William C.
Lineaweaver, MD, FACS, Editor-in-Chief, Annals of Plastic Surgery, e-mail:
william.lineaweaver@jmsburncenters.com
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Preparation of Manuscript
Manuscripts that do not adhere to the following instructions will be returned to the
corresponding author for technical revision before undergoing peer review.

Articles submitted to the journal must be written with a solid basis of English language. If you
need assistance in this area, listed below are a few companies who provide language and
copyediting services. Use of an editorial service is at the discretion and cost of the authors, and
will not guarantee acceptance for publication in the journal.

Please note: Appearance in the list of vendors does not represent endorsement by the publisher.
Authors are encouraged to investigate each service on their own, as well as seek out additional
vendors offering similar services.

American Journal Experts (Discount available for Wolters Kluwer journal authors)
The Medical Editor

Text Check

Bio Science Writers

Boston BioEdit

ScienceDocs

In addition, Annals of Plastic Surgery adheres to the SAMPL guidelines for statistical
information. A link to the SAMPL guidelines may be found at http://www.equator-
network.org/wp-content/uploads/2013/03/SAMPL-Guidelines-3-13-13.pdf

Each of the following should be submitted as a separate document within the submission file:

Cover letter: The cover letter should state the authors' intent to submit the article to Annals of
Plastic Surgery, state the title of the article and authors' names, and contain any other
information pertinent to the submission of the manuscript.

Title page: Include on the title page (a) complete manuscript title and a brief title for use as a
running head; (b) authors’ full names, highest academic degrees, and affiliations (limit of two);
(c) name and address for correspondence, including fax number, telephone number, and e-mail
address; (d) address for reprints if different from that of corresponding author; and (e) sources
of support that require acknowledgment.

The title page must also include disclosure of funding received for this work from any of the
following organizations: National Institutes of Health (NIH); Wellcome Trust; Howard Hughes
Medical Institute (HHMI); RCUK; and other(s).

Structured or unstructured abstract and key words: Limit the abstract to 350 words. It must be
factual and comprehensive. Limit the use of abbreviations and acronyms, and avoid general
statements (eg, "the significance of the results is discussed™). The abstract should summarize
the problem presented, studies undertaken, results, and conclusions; it replaces a summary at
the end of the article.

Text: Provide succinct internal headings to clarify the paper's organization. Cite all tables and
illustrations in the text. Define abbreviations at first mention in text and in each table and figure.


http://www.journalexperts.com/index.php
http://www.themedicaleditor.com/
http://www.textcheck.com/
http://www.biosciencewriters.com/
http://www.bostonbioedit.com/
http://www.sciencedocs.com/
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If a brand name is cited, supply the manufacturer's name and address (city and state/country).
Acknowledge all forms of support, including pharmaceutical and industry support, in an
Acknowledgments paragraph.

Abbreviations: For a list of standard abbreviations, consult the Council of Biology Editors Style
Guide (available from the Council of Science Editors, 9650 Rockville Pike, Bethesda, MD
20814) or other standard sources. Write out the full term for each abbreviation at its first use
unless it is a standard unit of measure.

References: The authors are responsible for the accuracy of the references. Key the references
(double-spaced) at the end of the manuscript. Cite the references in text in the order of
appearance. Cite unpublished data, such as papers submitted but not yet accepted for
publication or personal communications, in parentheses in the text. If there are more than three
authors, name only the first three authors and then use et al. Refer to the List of Journals Indexed
in Index Medicus for abbreviations of journal names, or access the list at
http://www.nlm.nih.gov/tsd/serials/lji.ntml. Sample references are given below:

Journal article

1. Lin S-D, Tsai C-C, Lai C-S, et al. Endoscope-assisted parotidectomy for benign partoid
tumors. Ann Plast Surg 2000;45:269-273

Book chapter

2. Todd VR. Visual information analysis: frame of reference for visual perception. In: Kramer
P, Hinojosa J., eds. Frames of Reference for Pediatric Occupational Therapy. Philadelphia:
Lippincott Williams & Wilkins; 1999:205-256

Entire book

3. Kellman RM, Marentette LJ. Atlas of Craniomaxillofacial Fixation. Philadelphia: Lippincott
Williams & Wilkins; 1999

Software

4. Epi Info [computer program]. Version 6. Atlanta: Centers for Disease Control and
Prevention; 1994

Online journals

5. Friedman SA. Preeclampsia: a review of the role of prostaglandins. Obstet Gynecol [serial
online]. January 1988;71:22-37. Available from: BRS Information Technologies, McLean, VA.
Accessed December 15, 1990

Database

6. CANCERNET-PDQ [database online]. Bethesda, MD: National Cancer Institute; 1996.
Updated March 29, 1996

World Wide Web
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7. Gostin LO. Drug use and HIV/AIDS [JAMA HIV/AIDS web site]. June 1, 1996. Available
at: http://www.ama-assn.org/special/hiv/ethics. Accessed June 26, 1997

Supplemental Digital Content

Supplemental Digital Content (SDC): Authors may submit SDC via Editorial Manager to
Wolters Kluwer journals that enhance their article's text to be considered for online posting.
SDC may include standard media such as text documents, graphs, audio, video, etc. On the
Attach Files page of the submission process, please select Supplemental Audio, Video, or Data
for your uploaded file as the Submission Item. If an article with SDC is accepted, our production
staff will create a URL with the SDC file. The URL will be placed in the call-out within the
article. SDC files are not copy-edited by Wolters Kluwer staff; they will be presented digitally
as submitted. For a list of all available file types and detailed instructions, please visit
http://links.lww.com/A142.

SDC Call-outs: Supplemental Digital Content must be cited consecutively in the text of the
submitted manuscript. Citations should include the type of material submitted (Audio, Figure,
Table, etc.), be clearly labeled as "Supplemental Digital Content," include the sequential list
number, and provide a description of the supplemental content. All descriptive text should be
included in the «call-out as it will not appear elsewhere in the article.
Example:

We performed many tests on the degrees of flexibility in the elbow (see Video, Supplemental
Digital Content 1, which demonstrates elbow flexibility) and found our results inconclusive.

List of Supplemental Digital Content: A listing of Supplemental Digital Content must be
submitted at the end of the manuscript file. Include the SDC number and file type of the
Supplemental Digital Content. This text will be removed by our production staff and not be
published.

Example:

Supplemental Digital Content 1. wmv

SDC File Requirements: All acceptable file types are permissible up to 10 MBs. For audio or
video files greater than 10 MBs, authors should first query the journal office for approval. For
a list of all available file types and detailed instructions, please visit http://links.lww.com/A142.

Digital figures:
A) Creating Digital Artwork

1. Learn about the publication requirements for Digital Artwork: http://links.lww.com/ES/A42

2. Create, Scan and Save your artwork and compare your final figure to the Digital Artwork
Guideline Checklist (below).

3. Upload each figure to Editorial Manager in conjunction with your manuscript text and tables.

B) Digital Artwork Guideline Checklist
Here are the basics to have in place before submitting your digital artwork:
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e Artwork should be saved as TIFF, EPS, or MS Office (DOC, PPT, XLS) files. High resolution PDF
files are also acceptable.

e Crop out any white or black space surrounding the image.

e Diagrams, drawings, graphs, and other line art must be vector or saved at a resolution of at
least 1200 dpi. If created in an MS Office program, send the native (DOC, PPT, XLS) file.

e Photographs, radiographs and other halftone images must be saved at a resolution of at least
300 dpi.

e Photographs and radiographs with text must be saved as postscript or at a resolution of at
least 600 dpi.

e Each figure must be saved and submitted as a separate file. Figures should not be embedded

in the manuscript text file.

Remember:

e Cite figures consecutively in your manuscript.
e Number figures in the figure legend in the order in which they are discussed.
e Upload figures consecutively to the Editorial Manager web site and enter figure numbers

consecutively in the Description field when uploading the files.

Figure legends: Legends must be submitted for all figures. They should be brief and specific,
and they should appear on a separate manuscript page after the references. Use scale markers
in the image for electron micrographs, and indicate the type of stain used.

Color figures: The journal accepts for publication color figures that will enhance an article.
Authors who submit color figures will receive an estimate of the cost for color reproduction. If
they decide not to pay for color reproduction, they can request that the figures be converted to
black and white at no charge.

Tables: Cite tables consecutively in the text, and number them in that order. Key each on a
separate sheet, and include the table title, appropriate column heads, and explanatory legends
(including definitions of any abbreviations used). Do not embed tables within the body of the
manuscript. They should be self-explanatory and should supplement, rather than duplicate, the
material in the text.

Style: Pattern manuscript style after the American Medical Association Manual of Style (10th
edition). Stedman's Medical Dictionary (27th edition) and Merriam Webster's Collegiate
Dictionary (11th edition) should be used as standard references. Refer to drugs and therapeutic
agents by their accepted generic or chemical names, and do not abbreviate them. Use code
numbers only when a generic name is not yet available. In that case, supply the chemical name
and a figure giving the chemical structure of the drug. Capitalize the trade names of drugs and
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place them in parentheses after the generic names. To comply with trademark law, include the
name and location (city and state in USA; city and country outside USA) of the manufacturer
of any drug, supply, or equipment mentioned in the manuscript. Use the metric system to
express units of measure and degrees Celsius to express temperatures, and use Sl units rather
than conventional units.
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conform to journal style will stand if they do not alter the authors' meaning. Only the most
critical changes to the accuracy of the content will be made. Changes that are stylistic or are a
reworking of previously accepted material will be disallowed. The publisher reserves the right
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