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RESUMO

As células-tronco mesenquimais (CTMs) sdo uma populacdo residente em tecidos como
medula dssea e tecido adiposo. Devido & baixa porcentagem destas células presentes em
medula (0,01 — 0,001%), a fonte de maior utilizacdo, se faz necesséria a busca de novas fontes
para utilizacdo em terapia celular. Desta forma o trabalho prop6s-se a obtencdo, expanséo,
cultivo e criopreservacdo das CTMs a partir de tecido adiposo subcutaneo, visceral
mesentérico e visceral de omento retirados de um mesmo individuo. Utilizou-se a técnica de
dissociagdo mecanica, a fim de investigar novas fontes de obtencdo de CTMs por essa
metodologia simples e barata. As amostras foram coletadas de pacientes submetidos a cirurgia
bariatrica, entre 30 a 45 anos, pacientes obesos e com doencas associadas. De 10 amostras
coletadas foi possivel o isolamento e expansdo celular de 40% dos pacientes. O tecido que
apresentou maior taxa celular foi o tecido visceral de omento. Nos ensaios de criopreservacao,
a substancia que apresentou capacidade crioprotetora de 81% foi a Dimetilformamida em
concentracdo de 5%, a solucdo de DMSO em concentracdo 5% obteve 49% de sucesso.

Palavras-chaves: célula-tronco, tecido adiposo, diferenciacao celular



ABSTRACT

The mesenchymal stem cells ( MSCs ) are a population of tissue -resident adult cells that have
the capacity for self-renewal and differentiation into different cell types of mesenchymal
origin with great potential for application in cell therapies. Thus the work proposed to obtain,
expand and cultivation of MSCs from subcutaneous adipose tissue, visceral mesenteric and
omental visceral taken from the same individual . The technique of mechanical dissociation
was used, in order to investigate new sources for obtaining MSCs by this simple and cheap
method. The samples were collected from patients undergoing bariatric surgery, between 30
to 45 years old, obese patients with associated diseases. Among 10 collected samples it was
possible to measure cell viability from 4 patients. The tissue showed higher cell rate was the
visceral tissue of omentum. In tests cryopreservation, the substance showed cryoprotectant
capacity was 81% dimethylformamide at a concentration of 5% DMSO solution in a
concentration of 5% 49% success was obtained.

Key — words: stem cell, adipose tissue, cell differentiation
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1- INTRODUCAO GERAL

A célula-tronco é uma célula estaminal que ao se dividir pode dar origem a uma nova
célula indiferenciada ou a uma célula com funcéo especifica em determinados tecidos, como
0ss0, musculo ou pele (NATIONAL INSTITUTE OF HEALTH, 2001). A variedade de
funcbes adotadas pelas células diferenciadas e o seu potencial progenitor é chamado de
potencial de desenvolvimento, poténcia ou plasticidade, podendo ser dividida em
Multipotente: possuem uma capacidade de proliferacdo limitada, relacionada apenas ao seu
tecido de origem; Pluripotente: tem o potencial de se diferenciar em qualquer célula dos trés
folhetos embrionérios exceto anexos embrionarios; Totipotente: pode se diferenciar em todos
os tipos de células incluindo os anexos embrionarios. Ha duas classes de fontes de células-
tronco bem descritas: embrionaria e adulta (CARVALHO, 2012) e uma nova classe em fase
de estudos chamadas células-tronco pluripotentes induzidas IPSCs (NAKAGAWA, 2008;
YAMANAKA, 2011).

As células-tronco embrionérias sdo retiradas da massa interna do blastocisto (HEINS,
2003), tem alto potencial de proliferagdo, alta taxa de diferenciagdo in vitro, mas ha
possibilidade de formacéo de teratomas, um tipo de tumor de células germinais derivados de
células pluripotentes formados de residuos fetais ou tecidos embrionarios (SCHWINDT,
2005). Questdes éticas como a utilizacdo de embribes para retirada de células-tronco, quantos
embrides seriam necessarios para o isolamento e obtencdo do nimero necessario de células ou
mesmo se as pesquisas com celulas-tronco embrionarias ndo induziria ao contrabando de
embrides e inducdo ao aborto, podem dificultar o acesso a fonte destas células o que limita o
avancgo das pesquisas (MONTENEGRO, 2008), além de gerar grande polémica quanto sua
aplicabilidade clinica. Caplan (1991) sugere que as células-tronco mesenquimais sejam um
grupo de células estromais de suporte para alguns tecidos adultos de origem mesodérmica,
como 0sso e cartilagem. Estas células tem despertado muito interesse dos pesquisadores
devido ao fato de estar um pouco mais comprometida com uma linhagem de célula, evitando
assim a formacdo de teratomas, e podendo ser retirada do proprio paciente, evitando
problemas de rejeicdo imunologica.

A aplicabilidade das células-tronco provenientes de estroma de tecido adiposo é
amplamente variavel e estudos pré-clinicos com terapia celular no tratamento de diabetes,
cirrose, doengas cardiovasculares, esclerose lateral, reparacdo de tecidos dsseos, dentre outros,
descrevem resultados promissores (NATIONAL INSTITUTE OF HEALTH, 2006). O estudo
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da biologia basica destas células visa a compreensao das propriedades que as torna células
indiferenciadas e 0os mecanismos pré-estabelecidos para torna-las células especializadas com
funcBes distintas (NATIONAL INSTITUTE OF HEALTH, 2001). Um fator restritivo na
utilizacdo terapéutica das CTMs é a capacidade e o nimero de replicagdes possiveis das
células que se deve ao encurtamento da telomerase a cada divisdo (JOSEPHON, 2006).
Sugere-se que a idade do doador seja um fator limitante para a utilizacdo das células-tronco
provenientes de estroma adiposo, como alteracdo de nicho (fatores extrinsecos) e mutac6es
(fatores intrinsecos). Com a idade avancada, os mecanismos de defesa corporal contra
canceres, envelhecimento e apoptose podem induzir o declinio da fun¢do multiplicativa das
células-tronco (SHARPLESS, 2007), assim como no caso clonal da ovelha Dolly em 1999,
onde ocorreu um envelhecimento precoce das células do animal (PAUL, 2004). Estudos de
rastreamento descobriram que a taxa de proliferacdo celular para estas células dentro de
depdsitos adiposos (in vivo) variam entre 6 a 15 meses em seres humanos e roedores (NEESE,
2002; STRAWFORD, 2004). Embora seja descrito que as CTM derivadas de estroma
vascular do tecido adiposo tenham a multipotencialidade de gerar tecidos mesodermais
(BARRY, 2004; PITTENGER, 1999; GIMBLE, 2003), alguns pesquisadores acreditam que
esse local é rico em fonte de células pluripotentes (GIMBLE, 2003; KATZ, 2005).

2 - REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Caracterizacao das células — tronco (CT)

As células-tronco diferem de outros tipos de células do corpo por apresentarem duas
propriedades gerais: elas sdo capazes de se dividir, renovam-se por periodos longos e podem
dar origem a tipos de celulas especializadas (NATIONAL INSTITUTE OF HEALTH, 2006).
No processo de autorrenovacéo e diferenciacdo, as CTs podem fazer o processo de divisdo de
forma assimétrica, cuja célula pode dar origem a uma nova célula-tronco e ou uma nova
célula diferenciada (THOMSON et al, 1998). As células-tronco apresentam diferentes
capacidades de diferenciacdo de acordo com sua plasticidade e origem embrionaria. A
plasticidade ou poténcia pode ser classificada em: totipotente, pluripotente e multipotente. As
células-tronco totipotentes podem formar todos os tipos de tecidos, incluindo os anexos
embrionarios, sdo encontradas no zigoto. As células-tronco pluripotentes apresentam o
potencial de se diferenciar em qualquer célula dos trés folhetos embrionérios: endoderme (ex:

pulmdes), ectoderme (ex: tecidos epidermais) e mesoderme (ex: masculos) assim como as
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totipotentes, mas ndo tem a capacidade de se diferenciar em células dos anexos embrionarios.
As células multipotentes sdo celulas-tronco que possuem uma poténcia limitada,
diferenciando-se apenas em linhagens de seu tecido de origem. Sdo exemplos as células-
tronco hematopoiéticas, mesenquimais e neurais (CARVALHO, 2012). Em relagdo a sua
origem sdo classificadas em células-tronco embrionérias, células-tronco adultas e células-
tronco pluripotentes induzidas (IPSCs).

As células-tronco pluripotentes induzidas sdo um tipo particular de células-tronco
que ocorre somente “in vitro”. E uma reprogramacio celular direta: geracio de células
pluripotentes & partir de células somaticas adultas sem a necessidade de destruicdo de um
embrido. Elas sdo caracterizadas por apresentarem alta capacidade de proliferacdo, morfologia
embridide e a expressdo de marcadores especificos, como OCT-4, SOX-2, KLF-4, cMYC, de
pluripoténcia (THOMSON, 1998; VERFAILLIE, 2002; JOSEPHSON, 2006). Com o objetivo
de melhorar a plasticidade das células-tronco adultas, os pesquisadores descobriram meios de
ampliar o potencial de diferenciacdo dessas células através de transferéncia nuclear somatica
(CHAMBERS, 2003) e reprogramacdo genética de células somaticas ao estado embrionario
através de introducdo de genes determinantes de pluripoténcia denominadas células-tronco
pluripotentes induzidas ou IPs cells (NISHIKAWA, 2009). A técnica deve ser avaliada para
utilizacdo de forma segura em seres humanos. Em animais, a introducdo de fatores de
reprogramacao celular com virus pode desencadear tumores. Além disso, para produzi-las é
necessario reprogramar a expressao génica, através de fatores indutores com o uso de vetores
virais ou proteinas (AGUIAR, 2011 apud KEIRSTEAD, NISTOR et al., 2005). A perspectiva
de obter células-tronco embrionarias especificas do paciente por transferéncia nuclear poderia
representar o potencial uso desta tecnologia na medicina regenerativa, contudo representa
limitagbes na aplicagdo clinica em humanos (HOCHEDLINGER, 2006), embora
tecnicamente possivel, como descrito por Tachibana e colaboradores (2013).

As células-tronco embrionarias sdo formadas nos primeiros dias de fecundacéo e
durante esse periodo das primeiras divisbes (2 a 8 células) elas possuem capacidade
totipotente de diferenciacdo. Conforme ocorrendo as demais divisdes as células se tornam
especializadas em duas linhas: as que irdo dar origem aos anexos embrionarios e as células
(com capacidade pluripotente) que irdo dar origem aos demais tecidos e 6rgdos (NATIONAL
INSTITUTE OF HEALTH, 2001). As ceélulas-tronco embrionérias foram primeiramente
descritas em camundongos em 1981 (AGUIAR, 2011 apud EVANS e KAUFMAN, 1981) e
isoladas a partir de células-tronco embrionarias humanas em 1998 (THOMSON, 1998), sendo

gue somente em 2008 o Brasil obteve a primeira linhagem de células-tronco embrionarias
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(FRAGA, SUKOYAN et al., 2010). Essas células possuem um alto indice de crescimento
celular in vitro e potencial de diferenciacdo nos trés folhetos embrionarios, contudo Fraga
(2010) destaca que aplicacdo das células-tronco embrionarias deve superar problemas como
rejeicdo imunoldgica, formacdo de tumores e questdes éticas, politicas e legais como
destruicdo do embrido para obtencdo das células. No Brasil estd em vigor a legislacdo
especifica sobre o tema, a Lei de Biosseguranca no. 11.105 de 25 de Marco de 2005.
Descreveu-se recentemente o uso de células-tronco embrionarias humanas como fonte de
células cardiacas para o transplante em primatas ndo humanos infartados experimentalmente
(Chong et al, 2014). Neste estudo obteve-se um bilh&o de células para cada transplante, o que
abre a possibilidade de aplicagdo em humanos, embora a ndo comprovacao e a eficacia da
terapia em animais infartados além de serem observados episodios de arritmia poés-
transplante, indicando a necessidade de mais estudos nesta area.

As células-tronco adultas sdo encontradas em individuos adultos, elas estdo
relacionadas com mecanismos de reparo tecidual, entre suas principais funcdes estdo manter a
homeostase do tecido e substituir as células especializadas mortas por envelhecimento, lesao
ou morte (CARVALHO, 2012). Acreditava-se que estas células possuiam um potencial de
diferenciacdo limitado, contudo Verfallie (2002) relata a possivel existéncia de fatores
intrinsecos e extrinsecos a célula que inibem ou controlam esse potencial nas células adultas.
O mecanismo de reparo tecidual das células adultas pode ser estudado observando o
desenvolvimento embrionério. Em teoria a camada média de células proliferativas, chamada
de mesoderme daria origem aos elementos de sustentacdo do corpo, como esqueleto,
musculos e 6rgdos conectivos. O termo mesénquima conceitua-se meio ou infusdo, onde se
refere & capacidade de migrar no desenvolvimento precoce para 0s demais folhetos
embrionarios (ectoderme e endoderme), esta capacidade migratéria e de formar agregados
celulares é sugerida por Gaviro (2012) como sendo peca chave na reparacdo de feridas ou
renovacdo tecidual pelas células-tronco.

As células-tronco adultas foram incialmente estudadas no final dos anos 50, a
primeira evidéncia experimental que sustenta a ideia da existéncia de células-tronco
mesenquimais multipotentes provem de estudos com medula 6ssea. No seculo XIX E.Goujon
(1869) fez a primeira indicacdo de uma célula progenitora mesenquimal com transplantes de
medula do fémur de um coelho e inserindo no masculo do mesmo e observando a proliferacdo
de células Gsseas. Muitos pesquisadores repetiram a experiéncia, mas Danis (1960) provou
que as células ndo eram quimioatraidas pela medula, mas que elas préprias se diferenciaram

em outro tecido. Em 1961 alguns pesquisadores iniciavam tratamento de quimioterapia e
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radioterapia contra o cancer associados ao transplante de medula 6ssea com sucesso, nesse
periodo ainda ndo se conhecia o termo células-tronco mesenquimais (TILL, McCULLOCH,
1961). Em 1966 Friendstein e colegas demonstraram que as células provenientes de medula
0ssea eram aderentes em culturas se diferenciavam em células osteoblaticas e condrociticas
(SCHWINDT, 2005). No final dos anos 80 que Caplan (1987) sugeriu o termo células-tronco
mesenguimais, observando em suas pesquisas que estas células tinham a capacidade de
reparar tecido danificado além da autorrenovacao celular o que abriria a perspectiva de isolar
essas células em cultura, do préprio paciente, expandi-las e introduzir novamente para
regenerar o tecido lesionado.

Observando o grande potencial terapéutico as células-tronco adultas (CTA) tém sido
isoladas e caracterizadas em diferentes tecidos do corpo, como medula 6ssea, corddo
umbilical, encéfalo, epitélio, polpa de dente e tecido adiposo (YARAK, 2010). Contudo ha
diferengas no potencial de diferenciagéo entre as diversas fontes de tecido do corpo humano
(BARRY, 2004). Uma variedade de termos tem sido usada para descrever a mesma populacéo
de células aderentes ao plastico, isoladas por digestdo de colagenase obtidas de tecido
adiposo: células-tronco/estromais derivadas de gordura, células-tronco adultas derivadas de
tecido adiposo, celulas-tronco adultas mesenquimais adiposas, lipoblastos, pericitos, células
de lipoaspirado, pré-adipdcitos, etc. A International Fat Applied Technology Society
(IIFATS) entrou em um consenso e reconhece como ASC — adipose-derived stem cells,
células-tronco derivadas de tecido adiposo (BUNNEL, 2008). De acordo com Barry (2004) e
Pittenger (1999) as CTMs sdo pesquisadas afins de aplicacOes terapéuticas devido aos
seguintes critérios: a) serem de facil obtencéo; b) podem ser retiradas do préprio paciente; c)
podem ser obtidas de um numero adequado de células para transplante, devido a alta
capacidade de proliferacéo celular in vitro; d) ter a capacidade multipotente de diferenciacédo
celular; sendo de uma linhagem mais comprometida que as embrionarias evitando assim a
formacdo de teratomas e) serem de facil manipulacdo no laboratério; f) serem pouco
imunogeénicas e g) possuirem habilidade de integracdo no tecido hospedeiro e intera¢cdo com o
tecido circunjacente. Em pesquisa Rebelatto et all (2008) compara células-tronco
mesenquimais isoladas de medula 6ssea, sangue de corddo umbilical e tecido adiposo. A
eficiéncia de isolamento de medula 6ssea e tecido adiposo foram de 100% enquanto que
sangue de corddo umbilical apresentou 30% de eficiéncia no isolamento. Elas apresentam
potencial de diferenciacdo semelhantes em relacdo a linhagem condrogénica e osteogénica e
distintas em linhagem adipogénica. Em pesquisa comparativa entre medula 6ssea, membrana

sinovial, periosteo, musculo esquelético e tecido adiposo; os resultados demonstrados indicam



19

diferencas significativas de acordo com a fonte de tecido, variacdo experimental e natureza
dos doadores. Relatou-se maior potencial de aplicacdo clinica das células-tronco
mesenguimais provenientes de membrana sinovial (SAKAGUCHI, SEKYA et al.; 2005).
Dentre as vérias fontes e variagdes de células-tronco mesenquimais uma revisdo de Mannello
(2007) ressalta que entre os pesquisadores os protocolos e meios de cultura variam e isso pode
gerar diferencas na quantidade e potencial de diferenciacéo das células-tronco mesenquimais.

Desde entdo, diversos grupos de pesquisa iniciaram seus trabalhos em busca de
compreender a biologia bésica e possivel aplicacdo em terapias das CTM, contudo ndo havia
padrdo quanto ao fendtipo e protocolo de isolamento (WAGNER, 2007), desta forma a fim de
padronizar as pesquisas com células-tronco mesenquimais a Sociedade Internacional de
Terapia Celular estabeleceu os seguintes critérios minimos para se trabalhar com célula-
tronco mesenquimal: formato fibroblastdide; adesdo ao pléstico, quando cultivada em cultura;
as células devem expressar marcadores de superficie positivos CD105, CD90 e CD73 e nao
expressar 0s marcadores CD45, CD34, CD14, CD11b ou, CD79a ou moléculas da superficie
das células CD19 e HLA-DR e finalmente se diferenciar trés tipos celulares distintos
osteoblasto, adipocitos e condroblastos, que sdo as células diferenciadas principais dos tecidos
0sseo, cartilaginoso e adiposo (DOMINICI, Le BLANC et al, 2006).

A terapia celular € uma proposta terapéutica que, por meio de infusdo de células, visa
agir na regeneracdo de orgdo e tecidos. A questdo dentro deste contexto seria a avaliacdo de
qual perfil de célula-tronco seria ideal para tal fim. De acordo com dados do National Istitute
of Health a fragdo mais utilizada em ensaios clinicos para tratamento de doencas cronicas de
origem ndo hematologica corresponde as células mononucleares de medula éssea. As fontes
de células-tronco mesenquimais em ensaios clinicos com finalidade terapéutica mais utilizada
atualmente sdo medula 6ssea e sangue de corddo umbilical em seguida tecido adiposo,
placenta e células-tronco cardiacas. Os mecanismos de acéo destas células no reparo tecidual
ainda sao controversos, 0s autores sugerem capacidade de transdiferenciacdo: capacidade de
uma célula diferenciada se diferenciar em outra célula especializada do tecido onde foi
injetada; e/ou capacidade de fusdo: fendmeno caracterizado pela fusdo de uma célula-tronco
injetada com uma célula especializada do tecido hospedeiro, levando a formacdo de uma
célula hibrida. Associados a isso 0s autores também relatam a acdo paracrina para realizacdo
do processo de reparo e regeneracdo tecidual (CARVALHO, 2012). Segundo YARAK (2010)
0 que ainda limita as aplicaces terapéuticas das CTMs € a ndo compreensdao de fatores
regulatorios de sua diferenciagdo in vivo (controladas por genes especificos), sua

diferenciacdo in vitro nas linhagens mesodérmicas foram descritas com sucesso por
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pesquisadores como Kern S (2006). Caplan (2008) e sua equipe publicaram uma revisdo
demonstrando indicios que as células-tronco mesenquimais podem ocupar um nicho
perivascular e que elas podem desempenhar o papel de liberar substancias imunoregulatorias
que inibem a presenca de células T e agrupam algumas células de defesa no local de
reparacao tecidual. Essa regulagdo protege o local lesionado de uma resposta autoimune
sensivel, inibe também a entrada de miofibroblastos formadores de cicatrizes, inibe apoptose
das células e as estabiliza para a formacdo de angiogénese no local. Algumas células
identificadas por Caplan (2008) de pericitos possuem também a capacidade de realizar
angiogénese, mas nao se diferenciam em outros tecidos e ndo devem ser confundidos com as
CTMs locais. As células perivasculares sdo também chamadas de células murais e células de
Rourget (AGUIAR apud HIRSCHI E D’AMORE, 1996), elas podem ser encontradas na
membrana basal de pequenos vasos ou células vasculares de musculo liso (AGUIAR apud
EGGINTON, HUDLICKA, et al.;1996).

No Brasil, com a finalidade de incorporar terapia celular a pratica médica, o
Ministério da Saude investiu recursos financeiros em uma rede de Centros de Tecnologia
Celular, cujo principal objetivo é produzir células-tronco que poderdo vir a ser utilizadas em
clinicas. Foram criados oito destes centros: Rio Grande do Sul, Parana, S&o Paulo, Rio de
Janeiro e Bahia. Eles apresentam a missdo de isolar e expandir diversas fontes de células-
tronco, no caso de células-tronco mesenquimais as principais fontes sdo: tecidos neonatais
(placenta, corddo umbilical e liquido amini6tico), polpa dentéaria, gordura e medula Gssea
(CARVALHO, 2012).

2.2 Células-tronco mesenquimais provenientes de tecido adiposo

O tecido conjuntivo confere suporte e conservagdo do organismo. Esse nome implica
em um papel estrutural e suas complexas interacbes com outros tecidos geram uma funcgéo
dindmica no desenvolvimento, crescimento e homeostase corporal (BRAY, RAFF et al.;
2011). Cada autor classifica o tecido conjuntivo de uma maneira, pois a dificuldade em
compreender o leque de tecidos de suporte ou conjuntivo envolve desde componentes
liquidos, como o plasma sanguineo até componentes sélidos como 0sso e dentina
(JUNQUEIRA, CARNEIRO, 2008). As células mesenquimaticas sdo fundamentais na
classificacdo de tecidos de suporte, pois se autorreplicam e podem se diferenciar em qualquer
célula do tecido conjuntivo (KERR, 1998). O termo mesénquima implica em um estado

imaturo, esperando um estimulo para se diferenciarem em células com funcdes especificas
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(KERR, 1998). Estas células em estado imaturo sdo denominadas células-tronco adultas
mesenquimais, devido ao leque de células com funcdo especifica que elas sdo capazes de
gerar (Figura 1).

As células adiposas, gordurosas ou lipdcitos parecem se desenvolver de células tipo
mesenquimaticas, o lipoblasto seria um tipo intermediario e a partir de uma linhagem comum
tenha se diferenciado em dois tipos de adipdcitos: o unilocular, também chamado de gordura
branca ou amarela e o multilocular, conhecido por gordura parda ou marrom (JUNQUEIRA,
CARNEIRO, 2008). Gimble e colaboradores (2007) descrevem, macroscopicamente, pelo
menos cinco tipos de tecido adiposo e cada um com funcdo bioldgica distinta: medula 6ssea,
mamario, mecanico, marrom e branco. O tecido adiposo possui duas populagdes celulares:
adipdcitos maduros e outra populacdo heterogénea, chamada fragdo estroma-vascular (SVF).
O SVF contém diversos tipos celulares como musculo liso, células endoteliais, células
perivasculares (AGUIAR, 2011) entre outras e as que se destacam sdo os pré-adipocitos
(células indiferenciadas, mas ja comprometidas com linhagem adipogénica) que participam da
renovacdo celular e se diferenciam em adipocitos maduros de acordo com o balango
energético (AHIMA, 2000).

Figura 1 — Linhagens celulares mesenquimais: uma célula-tronco mesenquimal poderia gerar todas as células

com funcdes especificas de sua linhagem.

Celulas Mesenquimaticas
(tecido conjuntivo embrionario)

condroblastos lipoblastos fibroblastos osteoblastos mioblastos

celulas musculatura

Eartilagen adiposas esquelética

Tecidos gerais de
suporte, ligamento,
tendao e capsulas

Uma célula-tronco isolada de um tecido adiposo teria a capacidade de gerar uma célula com funcéo especifica de
um tecido 6sseo, visto que apresentam mesma origem embrionaria.
Fonte: Adaptado de KERR, 1998.
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No ser humano o desenvolvimento do tecido adiposo amarelo ocorre durante o
ultimo trimestre da vida intra-uterina. Quando o individuo nasce a gordura representa
aproximadamente de 16% do peso corporal e em seres humanos adultos este tecido é disperso
por todo o corpo nas regides intra-abdominal (por volta do omento, intestinos e regido
perirrenal) e depdsitos subcutaneos (nadegas, coxas e abddmen). Os depdsitos de gordura em
outras regides como face e medula Ossea podem representar grandes diferencas nas
propriedades metabdlicas e padrdes de expressao génica e relacdo com diferentes estados
patogénicos, a atividade paracrina poderia explicar algumas dessas diferengas (GESTA,
2007). Assim como musculo e 0sso, o tecido adiposo foi geralmente considerado de origem
mesodérmica, mas Billon (2007) relatou que linhagens de células adiposas podem se originar
a partir da crista neural durante o desenvolvimento. Com esse relato poderiamos concluir que
tanto neuroectoderma e mesoderma poderiam dar origem a tecidos adiposos locais. O que
poderia explicar essa relacéo entre as linhagens adiposas e endoteliais seria a presenca de um
marcador de superficie CD34, uma proteina também presente na superficie de células
imaturas e células endoteliais (PLANAT-BERNARD, 2004).

O tecido adiposo sempre foi reconhecido com fungdo de fornecer e armazenar
energia, mas cientistas destacam que ele exerce bem mais fungdes do que esta (GREGOIRE,
SMAS et al.; 1998). Os adipdcitos sintetizam e liberam uma variedade de peptideos e nédo
peptideos e expressam outros fatores além de sua capacidade de mobilizar e depositar
colesterol, retindides e triglicerideos (WAJCHENBERG, 2000). Ele € local de
armazenamento de esteroides sexuais, posteriormente foi descoberto que as celulas adiposas
secretam varias substancias regulatorias, como leptina e outras adipocinas (citocinas) que o
envolve em uma variedade de processos fisioldgicos e fisiopatoldgicos que o classifica como
6rgdo endocrino que se comunica com o sistema nervoso central (KERSHAW, 2004). Em
resumo ele coordena uma série de processos: metabolismo energético, atividade
neuroendocrina e atividade imunologica (CARVALHO, 2012).

Em individuos adultos a distribuicdo do tecido adiposo marrom é praticamente
ausente e o tecido adiposo amarelo esté& distribuido em vérias regiGes como subcutanea e até
envolvendo orgdos (FRUHBECK, 2001). O adipocito marrom apresenta no seu citoplasma o
nucleo centralizado, diversos vacutolos lipidicos pequenos e uma quantidade bem elevada de
mitocondrias. Apresenta altas concentragcbes de enzimas citocromo-oxidases presentes nas
mitocdndrias o que contribui para sua coloracdo escurecida, sua presenca estad associada a
transferéncia de energia dos alimentos em calor (CANNON, NEDERGAARD, 2004). O

adipdcito branco apresenta um grande e Unico vacuolo lipidico, fazendo com que o ndcleo o
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mitocondrias sejam deslocados para a periferia do citoplasma (CURI, 2002). Em regra geral
denominamos o tecido adiposo interno de gordura visceral (TAV) e o mais superficial de
gordura subcutanea (TAS). Além das células adiposas o tecido adiposo amarelo possui matriz
de tecido conjuntivo, células nervosas, células de estroma vascular, nédulos linfaticos, células
de defesa, fibroblastos e células-tronco (OSBOARNE, 2000).

O tecido adiposo amarelo é a principal reserva de energia em mamiferos, o
triacilglicerol é armazenado em periodos de excesso de energia e mobilizado em periodos de
escassez energética (GREOGOIRE, SMAS, SUL, 1998). A OMC classifica a obesidade
baseando-se no IMC (indice de massa corporal) e no risco da mortalidade associada. Um
individuo é considerado obeso se seu IMC for acima de 30 kg/m?. A OMC define como grau |
quando a IMC esté entre 30 & 34,9 kg/m?, grau Il (severa), IMC: 35 & 39,9 Kg/m?e grau Il
(mérbida), IMC: ultrapassa 40 Kg/m?. Ao longo da evolugéo os padrdes de vida humana
geraram uma epidemia de obesidade devido a diversos fatores ainda ndo totalmente
compreendidos, como uma seérie de alteracbes ambientais, especialmente de habitos
alimentares e de atividade fisica (LUFT, 2010). Assim, a Organizacdo Mundial da Saude
(World Health Organization, 2009) estimava em 2009 que mais de 400 milhdes de adultos
estavam obesos de acordo com o indice de massa corporal (IMC >30 Kg/m?) e esse indice
aumentou em 2011, segundo a Cruz Vermelha Brasileira 0 nimero de obesos chega a 1,5
bilhGes de pessoas em todo o mundo superando o nimero de pessoas desnutridas (CRUZ
VERMELHA, 2011). Com base nesse aumento dramético na incidéncia de obesidade os
cientistas buscam entender quais impactos fisicos, fisiologicos e principalmente patoldgicos
estdo associados a esse quadro.

A obesidade é desencadeada por acimulo de tecido adiposo subcutaneo e visceral. O
tecido adiposo, além de suas funcdes de metabolismo energético, também exerce funcéo de
regulacdo endocrina através de hormonios especificos secretados pelo proprio tecido séo
denominadas adipocinas (CANNON, NEDERGAARD, et al.; 2004). Se ha um acumulo de
tecido adiposo ha também, por consequéncia, um acumulo na liberagdo dessas adipocinas e
um desequilibrio hormonal. A func¢do fisioldgica das adipocinas é altamente variada. Elas
podem ser agrupadas de acordo com a sua funcéo principal: enddcrina, como a adiponectina;
cardiovascular, metabdlica ou imunol6gica como a adpisina (XU, 2003). O alto acumulo de
gordura corporal eleva a quantidade liberada dessas substancias regulatorias, pois a
quantidade de células locais é maior e causa um desequilibrio regulatério que muitas vezes
pode ser maléfica para o organismo. As relacdes de causa e efeito ndo sdo totalmente

estabelecidas, mas as evidéncias indicam que a gordura visceral possui um efeito deletério
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sobre os parametros metabolicos e representa um elo importante no diagnéstico de um quadro
de sindrome metabdlica (BERGMAN, 2006), como resisténcia a insulina (LEE, 2005),
intolerancia a glicose (GOODPASTER, 2003; HERMANS, 2005), a hipertensdo arterial e as
dislipidemias (CARNEIRO, 2003). A obesidade visceral é considerada fator de risco
independente para o desenvolvimento de doencgas cardiovasculares (NICKLAS, 2006) e sua
presenca esta relacionada a alguns tipos de cancer como prostata, célon e de mama (VON
HAFE, 2004).

As doencas metabodlicas originam principalmente a partir de disfun¢es do tecido
adiposo. E segundo Baglioni (2012) isso pode ter alguma relagdo entre a distribuicédo
anatdbmica das gorduras viscerais e subcutaneas. Em sua pesquisa com bidpsias abdominais
humanas avaliou-se proliferacdo, diferenciacdo e atividades funcionais de células-tronco
derivadas de tecido adiposo estromal e foi observada uma grande diferenca na proliferacdo e
no potencial adipogénico entre as fontes de células-tronco mesenquimais de origem
subcutaneas (S-ASC) e as ceélulas-tronco mesenquimais de origem visceral (V-ASC).
Observou-se melhor organizacdo e funcionalidade da S-ASC, secretam melhor adiponectina
(que regula principalmente a glicemia) e suscetibilidade a lipdlise reduzida. Os resultados
sugerem que a S-ASC e V-ASC originam diferencas funcionais ao nivel das células-tronco
mesenguimais que mantém uma memoria de origem do nicho tecidual e que estas diferencas
entre as células-tronco mesenquimais podem ser responsaveis por diferentes depdsitos de
tecido adiposo ao desenvolvimento de disfungdo metabolica e isso pode representar um alvo
na abordagem especifica terapéutica. Gimble (2007) sugere que os modelos de estudo in vivo
possam explicar a relacao das células-tronco com a obesidade, devido ao fato de um individuo
apos perda de volume adiposo através de dieta, exercicio ou cirurgia reestabelega o volume de
tecido adiposo, ndo s6 pelo aumento de reserva dos adipdcitos preexistentes como também
por meio de geracdo de novos adipdcitos a partir de um progenitor ou pool de células-tronco.

A fim de entender melhor a importancia fisioldgica e papel de uma célula, ¢ vital
conhecer e compreender o seu desenvolvimento. O tecido adiposo é altamente complexo, suas
funcdes ndo foram totalmente desvendadas nem o impacto que seu desequilibrio causa no
organismo, sabe-se que a presenca de outras células como fibroblastos, musculos lisos, células
endoteliais e células de defesa presentes nesse tecido tem seu papel vital, mas ndo ha
conhecimento aprofundado de como é estabelecida estas relagdes fisiologicas. A analise da
adipogénese (processo de diferenciacdo do tecido adiposo) tem o intuito de desvendar a base

celular e molecular do desenvolvimento do tecido adiposo (FRUHBECK, 2001).
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Uma descoberta dedicada & populacdo de adipécitos brancos maduros, afirma que
essas celulas possuem a habilidade de perder lipidio e reverter a um fendétipo proliferativo
mais primitivo, chamando-as de células de gordura desdiferenciadas (DFAT) (TODA, 2009).
Quando submetidas a condigdes especificas de cultura de células ndo aderentes, estas células
deixam de expressar os marcadores de adipOcitos e passam a expressar caracteristicas
multipotentes (SONODA, 2008). O tecido adiposo vem se tornando alvo de pesquisas por
apresentar um nicho de células-tronco mesenquimais, aparentemente maior em numero
celular do que as fontes obtidas de medula 6ssea (DE UGARTE DA, 2003). Ainda que o
maior indice de utilizacdo das células-tronco mesenquimais em aplicacdes clinicas seja
proveniente de medula éssea o baixo nimero de células vidveis e 0 processo de obtencéo
invasivo e doloroso se faz necessaria a investigacdo de fontes alternativas de células-tronco
mesenquimais (ZUK et al.; 2002). O isolamento das CTM & partir do tecido adiposo é um
processo relativamente simples. Zuk (2001) descreveu a presenca de CTM em lipoaspirado
humano, sua rapida multiplicacéo in vitro e descreveu também a diferenciacdo nas linhagens
osteogénica, adipogénica, miogénica, e linhagem condrogénica quando estimulados com
substancias especificas. O protoloco de purificacdo de pré-adipdcitos foi descrito pela
primeira vez na década de 60 e era semelhante ao usado para purificar as CTMs de 0sso
(GIMBLE, 2007). Esses pré-adipocitos foram posteriormente demonstrados ser multipotentes
e foram nomeados CTMA ou ADSC (ZUK et al, 2002). Pesquisadores descrevem que as
células-tronco multipotentes sdo abundantes no tecido adiposo branco murino, a taxa celular e
0 potencial de diferenciacdo sao reduzidos no tecido adiposo marrom (SCHAFFLER, 2007).
Em humanos foi relatado maior obtencdo de células-tronco nos depdsitos de tecido adiposo
amarelo subcutadneo no braco, quando comparados ao abdome e peito. No entanto ndo ha
estudos comparativos entre as fontes de tecido adiposo que possuem um melhor rendimento
(GIMBLE, 2007). Apesar de a capacidade de aderéncia e proliferagcdo ser mais estudada em
doadores mais jovens, a capacidade de diferenciacdo parece ser mantida com a idade (SHI,
2005).

2.3 Aspectos evolutivos das células-tronco (CT)

Muitos animais podem regenerar partes perdidas do seu corpo ou tecido. Um
exemplo estudado por Jordan (1958) e confirmado por Tochinai (2004) sédo anfibios da
especie Xenopus laevis que em estagio larval possuem a capacidade de regenerar partes

perdidas de seu telencéfalo. Segundo Onal (2012), as conhecidas planérias de dgua-doce tem a
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capacidade de regeneracao & partir de celulas-tronco pluripotentes (neoblastos) em animais
adultos. Em mamiferos a regeneracdo ndo € muito bem compreendida, sabe-se que em
humanos o figado regenera-se parcialmente ativado por uma série de vias reguladoras
(RIEHLE, 2006), acreditava-se que as complexas células do tecido nervoso ndao tinham essa
capacidade, mas em 1980 Vescovi (apud NERI, 2004) e outros cientistas demonstraram que
as células nervosas podem dar origem até & células musculares, entre outras. Atualmente sabe-
se que o tecido adiposo representa um papel muito importante na sobrevivéncia, evolucao e
capacidade adaptativa no mundo animal, também tem grande potencial de reparagdo tecidual.
O tecido adiposo marrom, o que confere maior reserva energética do que o tecido adiposo
branco, provavelmente seja resultado de um desenvolvimento evolutivo dos mamiferos. Esse
resultado evolutivo pode ser argumentado pela presenca de uma proteina presente nesse
tecido chamada proteina desacopladora — 1 (UCP1, thermogenin) que apresenta um papel
importante no processo de respiracdo celular. Para sobreviver ao estresse causado por
periodos noturnos ou frios intensos e também promover a sobrevivéncia de individuos com
dietas pobres em macronutrientes essenciais, essa proteina pode ter sido uma das unicas
vantagens evolutivas dos mamiferos (SAMEC, 1998).

A regeneracdo de tecidos nas espécies pode ser distinta devido a complexidade do
organismo de cada uma. O estudo das células-tronco proporcionou uma visdo diferente dos
mecanismos que levam a iniciar o processo de regeneracdo no individuo. Trata-se de um
fendmeno complexo ainda ndo totalmente compreendido, pois as células-tronco sdo estudadas
fora do ambiente natural e podem expressar um comportamento diferente in vitro (NERI,
2004).

2.4 A Bioética e Aspectos terapéuticos das células-tronco (CT)

O desenvolvimento de 6rgaos e tecidos do corpo humano tende a perder sua total
capacidade de funcionamento, por doengas ou processo normal de envelhecimento celular
(PEREIRA, 2008). A demanda de reposicao desses 6rgdos, no caso de doenca, é atendida por
programas de transplante de 6rgaos. Por diversas raz0es, esses programas atendem uma fracao
muito pequena de pacientes, no caso do Brasil esse dado varia de 70% para rins e figado, 15%
para coracao e apenas 5% para pulmdes (GARCIA, 2013; FERNANDES, SAMANQO, et al;
2008). Dentre essas razoes podemos destacar a escassez de doadores, a incapacidade de
transplante como nervoso e muscular, além disso os transplantes no Brasil tém alto custo o

que requer maior atencdo por parte do Ministério da Satde (GARCIA, 2013).
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Nesse contexto, a terapia celular se apresenta como uma potencial fonte de tecidos
para transplante, ou mesmo uma alternativa de regeneragdo total ou parcial de um 6rgéo
doente (PEREIRA, 2008). Apesar da grande expectativa do uso terapéutico destas células,
questdes eticas e de seguranca precisam ser superadas.

O debate sobre as células-tronco inicia em 1998, nos Estados Unidos, quando a
empresa privada de Biotecnologia Geron Corporation anuncia o sucesso do isolamento de
células-tronco humanas de origem embrionaria e fetal. A discussdo, além de questdes
religiosas e éticas como a destrui¢do de embrides e incentivo ao aborto, gerada entre o fundo
de investimentos publicos de pesquisa e as empresas privadas que detiveram informacdes de
salde publica em prol do lucro (NERI, 2004). Entre os presidentes que assumiam o poder
cada qual observava a situacdo ao seu modo até que ficou estabelecido o poder dos
pesquisadores publicos em utilizar linhagens de células-tronco isoladas de embribes
supranumerarios e que todas as informacdes obtidas em pesquisas, sejam elas publicas ou
privadas, deveriam ser publicadas em um banco publico de informacdes (NERI, 2004).
Mesmo antes da liberacdo, as pesquisas com células-tronco deram inicio em 1981, onde os
cientistas as isolaram de embrido de rato. Elas se proliferaram in vitro, mas ndo se
diferenciaram, pois eles tinham a finalidade de estudar comportamento de doencas cardiacas.
Em novembro de 1998 a equipe de James Thomson isolou células-tronco de embribes
humanos ha partir de fecundacéo in vitro. No inicio do século XX foi descrito, a partir de um
estudo com neur6nios de uma regido do cérebro chamada hipocampo, que tecidos adultos
poderiam apresentar células-tronco em um estado imaturo e que células do sistema nervoso
poderiam geram células musculares ou outras células que ndo da mesma origem embrionaria.
(FERNANDES, SAMANO, et al.; 2008). Aqui no Brasil em 24 de Marco de 2005 foi
aprovada no Congresso Nacional a Lei 11.105/05 de biosseguranga, que em seu artigo 5°
permite a pesquisa com células-tronco embrionarias com a finalidade terapéutica obtida de
embrides humanos produzidos por fertilizagcdo in vitro e ndo utilizados nos procedimentos.
Estes embribes, para poderem ser utilizados em pesquisa, precisam atender as seguintes
condigdes: sejam embrides invidveis congelados ha trés anos ou mais a partir da data de
congelamento. A inviabilidade do embrido pode ser entendida como parada completa do
desenvolvimento, alteracdes genéticas diagnosticadas do embrido, falhas técnicas ou quando a
transferéncia uterina ndo resulta em gravidez (DONADIO, 2005). Nos ultimos anos a
descoberta que as células-tronco poderiam ser encontradas em tecidos adultos e se
desenvolverem em laboratorio tdo bem quanto as embrionarias (ZUK, et al.; 2001), se tornou

uma alternativa viavel no estudo destas células.



28

A totipoténcia (capacidade de diferenciacdo de muitos tipos celulares) das células-
tronco embrionarias (CTE) representa uma grande fonte de transplante celular, em termos de
seguranca isso € um problema, pois as células podem se diferenciar descontroladamente e
gerar teratomas. Além disso, é necessaria a compatibilidade entre as CTE e o paciente a fim
de eliminar entre outros problemas a rejeicdo imunolégica, o que se demonstra uma tarefa
extremamente dificil demonstrado pelos bancos de medula oOssea (PEREIRA, 2008).
Atualmente as pesquisas com células-tronco embrionarias utilizam a técnica de transferéncia
do nudcleo de uma célula adulta para um 6vulo sem nucleo, para depois retirar CT do
blastocisto do embrido assim formado (Mc GEE, CAPLAN, 2001). As celulas-tronco
pluripotentes induzidas (IPs cells) podem unir a plasticidade das CTE com células-tronco
adultas, o que representa um avanco na medicina regenerativa, ainda que em fase de teste
(TACHIBANA, et al.; 2013). Outra fonte de células-tronco muito estudada e utilizada séo as
células-tronco adultas (CTA). Elas podem ser encontradas em individuos adultos em varios
tecidos, sua funcdo no organismo € a regeneracdo de alguns tecidos e autorrenovacéo celular
de células mortas ou envelhecidas (ZUK, et al.; 2001). Ao contrario das CTE, as células-
tronco adultas podem ser retiradas do préprio paciente adulto, com seu consentimento e de
forma néo invasiva com a finalidade de expanséo e diferenciagéo in vitro.

As CTA humanas mais utilizadas em terapia celular sdo provenientes de medula
Ossea. Porém, as CTA eram vistas tradicionalmente como restritas em seu potencial de
diferenciacdo a somente células do tecido onde residem (ZUK, et al.; 2002). Uma das
primeiras indicacOes de que as CTA de medula 0ssea poderiam se diferenciar em tecidos
diferentes do hematopoiético veio de um estudo de modelo animal para distrofia muscular de
Duchenne, doenga muscular degenerativa causada por mutagdes no gene da distrofina, uma
proteina da parede muscular (GUSSONI, SONEOKA, et al.; 1999). Depois de transplantados,
os animais afetados apresentaram células derivadas de medula 6ssea do doador que se
incorporaram ao musculo dos animais distroficos. Dois anos mais tarde, Krause e
colaboradores (2001) demonstraram a enorme capacidade de diferenciagdo das células-tronco
adultas de medula 6ssea in vivo. A partir desse momento varios grupos iniciaram estudos
terapéuticos das células-tronco adultas de medula 6ssea em doencas ndo hematoldgicas
(KRAUSE, et al.; 2001).

Transplantes de CTAs sdo realizadas desde a década de 1950 na forma de
transplantes de medula dssea para tratamento de diferentes doencas hematopoiéticas
(WIESSMAN, 2000). A partir do final da década de 1980, o sangue de corddo umbilical e

placentario de recém-nascidos tornou-se uma fonte alternativa de células-tronco



29

hematopoiéticas (BARKER, WAGNER, et al.; 2003). Em recém-nascidos, essas células ainda
ndo migraram para o interior dos grandes 0ssos e se encontram no sangue circulante, nao
necessita de uma compatibilidade completa entre doador e receptor e esta disponivel quando
necessario (PEREIRA, 2008). Em 1993, inaugurou-se o primeiro banco de sangue de corddo
para uso publico nos Estados Unidos (New York Blood Center, N.Y.) para complementar 0s
bancos de doadores de medula dssea. No Brasil, o Instituto Nacional do Céancer (INCA) foi
pioneiro na criacdo de um banco publico de sangue de corddao em 2001. Em 2004, foi criada
pelo Ministério da Salude uma rede nacional de bancos de sangue de corddo (Rede Brasil
Cord), composta inicialmente pelo INCA, Hospital Israelita Albert Eistein (HIAE),
Hemocentro de Ribeirdo Preto e UNICAMP.

Apesar dos avangos em estudos clinicos com CTA de medula 6ssea e de tecidos extra-
embrionarios, hé limitacbes em sua utilizacao terapéutica.

Uma das barreiras na utilizacdo terapéutica das células-tronco adultas € a obtencédo
de um grande numero de células para sua diferenciacdo, visto que esse numero de células
presente no organismo é reduzido. E necessaria a expanséo in vitro com padrdes definidos,
tais como fatores de crescimento neutro (TAMAMA et al, 2006; TAMAMA et al, 2010) além
da realizacdo de expansdo celular sem utilizacdo de suplementos animais como soro fetal
bovino (SFB), com intuito de acdo terapéutica nos pacientes. No entanto, mesmo se o nimero
de células de barreira é superada, apesar do potencial de diferenciacdo das células estaminais
inata, a maioria dos efeitos terapéuticos atualmente atribuido as células sdo baseadas na
capacidade de “volta para casa” nos locais de lesdo, dos fatores troficos e supressdo da
inflamacdo (PROCKOP et al, 2010) em vez de geracdo direta dos tecidos. A partir dos
obstaculos enfrentados com doagfes de medula 6ssea, como escassez de doadores e o
processo doloroso de obtengdo das células, testes iniciais com tecidos extra-embrionarios
surge a possibilidade de obtencéo de novas fontes de células-tronco adultas. Em 1964 Rodbel
e colaboradores descreveram o primeiro relato de isolamento de células adiposas obtidas de
ratos para uma série de estudos de metabolismo do tecido adiposo, o sedimento celular obtido
foi chamado de celulas vasculares estromais. Em 2001 Zuk e colaboradores isolaram células-
tronco adultas mesenquimais de tecido adiposo, a partir de lipoaspirado humano, e
descobriram sua diferenciacdo em linhagens adipogénicas, osteogénicas, condrogénicas e
miogénicas. A partir deste periodo muitas pesquisas surgiram utilizando fontes de células-
tronco mesenquimais provenientes de tecido adiposo: Zuk (2002) fez um estudo comparativo
entre fontes de células-tronco de medula dssea e tecido adiposo estromal, Rangappa (2003)

relatou inducdo cardiomiogénica, Rehman (2004) investigou seu poténcial angiogénico,
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Hwangbo (2010) avaliou o tratamento de células-tronco adiposas humanas em ratos
experimentalmente infartados e entre outros estudos as CTA provenientes de tecido adiposo
gue vem se mostrando uma grande aliada em estudos terapéuticos. A vantagem clinica
evidente da utilizacdo deste tecido, além da facil, é de permitir que uma grande retirada de
células seja possivel, sem o comprometimento do estado clinico do paciente. Além disso, a
possibilidade do seu uso em transplante alogénico amplia o seu interesse terapéutico
sustentando a hipotese de que as células enxertadas poderiam ser toleradas, minimizando
assim a necessidade de terapia imunossupressora (GIMBLE, 2007; ZUK, 2001, 2002;
SCHAFFLER, 2007; MEYERROSE, 2007; NAKAGAMI, 2006).

2.5 Técnicas de isolamento celular

As células de animais e de humanos, isoladas de tecidos vivos, podem crescer in
vitro se houver nutrientes e todos os outros fatores necessarios para sua sobrevivéncia,
crescimento e proliferacdo forem fornecidos corretamente. Quando este processo é realizado
em laboratério com condicdes controladas de temperatura, umidade, oxigénio e gas carbonico
se estabelece uma cultura celular (PERES, 2005). Dependendo do tecido de origem as células
de uma cultura celular podem crescer suspensas no meio de cultura, quanto aderidas
formando monocamadas na superficie da garrafa em que estdo sendo cultivadas. As células
em suspensédo derivam de linhagens que originalmente ndo necessitam de adesdo ao substrato
para proliferagéo, tais como células hematopoiéticas. Ja as células aderidas, necessitam ligar-
se ao substrato para se dividir e crescer e esta ligacdo € essencial, uma vez que se estas células
perdem a ancoragem ao substrato, elas param de proliferar e morrem. Exemplos de células
aderidas séo fibroblastos e células epiteliais, entre outras (MOLINARO, CAPUTO, et al,;
2010). As culturas podem ser de trés tipos: primarias, finitas ou continuas.

Culturas de células primarias sdo produzidas a partir de células retiradas de um
tecido por processos de desagregacdo por métodos mecénicos, enzimaticos ou quimicos. A
célula dissociada do tecido pode utilizar um protocolo de corte do tecido, isolamento celular e
descarte do tecido restante ou pode-se cortar uma fina camada do tecido, de modo a se obter
um explante primario a ser subdividido (FRESHNEY, 2005). As células individualizadas e
separadas das demais e de sua matriz podem ser acondicionadas em garrafa de cultura ou
biorreatores (LEO et al, 2008). As culturas primarias sao, portanto formadas a partir células
que sobrevivem aos processos de desagregacdo, aderem-se ao substrato da garrafa de cultura

(ou mantém-se em suspensao) e proliferam. As células primarias possuem morfologia
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semelhante ao do tecido das quais se originam. A cultura primaria permite pouco nimero de
divisbes (ou passagens) celulares, apos as quais entram em estado de senescéncia e morrem
(COMINETI, 2000). As culturas finitas sdo aquelas produzidas apds a proliferacdo celular a
partir da cultura primaria, por se tratarem de células do proprio tecido vivo elas proliferam até
certo periodo e morrem. Estas células podem se tornar permanentes, o que chamamos de
células transformadas ou imortalizadas, com adicdo de genes virais, substancias quimicas ou
agentes quimicos: como a luz ultravioleta. Esses transformantes alteram geneticamente a
célula o que permite mutacdes em genes que controlam o ciclo celular (proto-oncogenes e
genes supressores de tumor). Essas mutagfes podem inativar 0s supressores de tumor ou a
superexpressdo dos proto-oncogenes. Durante o processo normal do ciclo celular, uma parte
do telémero (porcdo final dos seus cromossomos) e a principal mudanca causada por essa
mutacdo é a telomerase ativa. A telomerase repde o teldmero perdido permitindo que a célula
se divida indefinidamente sem que perca um pedaco do seu DNA codante (PERES, 2005). As
células transformadas também podem ser obtidas de tecidos tumorais, como exemplo a HeLa
oriunda de tumor de cérvice uterina humana (MASTERS, 2002).

As células imortalizadas sdo faceis de trabalhar, mas podem ndo demonstrar o padrdo
exato de comportamento e fisiologia de uma ceélula in vivo. As células em cultivo sdo um
modelo de funcdo contraditério devido a perca das caracteristicas no desenvolvimento da
cultura. Caracteristicas como adesdo celular e adesdo a matriz é reduzida e ndo possui
caracteristicas de uma arquitetura tridimensional do tecido in vivo se 0 seu meio hormonal é
modificado. Por esse motivo as pesquisas devem se estender ao comportamento celular in
vivo, 0 que em células humanas isso poderia se tornar inviavel e o estudo com cultura
priméaria de células-tronco se torna uma ferramenta de estudo em diversas areas da medicina
(COMINETI, 2000). A cultura de células primarias como modelo experimental auxiliaria
também a diminuicdo de experimentos com animais e por se tratar de uma célula humana teria
uma maior semelhanca com estudos in vivo (PEREZ, 2005). Um fator limitante da utilizacao
da cultura priméria séo as contaminac@es por fungos e bactérias. Quando presentes nos meios
empregados estes microorganismos crescem em uma taxa muito maior que em outras células
animais e comprometem o desenvolvimento podendo causar a morte da cultura. A adicdo de
antibioticos em meio de cultura em 1940 e uso de fluxo laminar nos anos 70 forneceram um
meio asseptico para utilizacdo desta forma de cultura celular (UNCHERN, 1999).

Entre as técnicas de isolamento celular da cultura priméria podemos destacar a
cultura de explante, isolamento enziméatico e isolamento por dissociagdo mecéanica
(KLINGBEIL, 2006 e INACIO, 2010).
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O método de cultura de explante foi primeiramente desenvolvido e utilizado por
Harrison em 1907 e posteriormente por Carrel em 1910, periodo de introducéo das técnicas de
cultura celular (CARREL, 1910). O objetivo desse método é promover a liberacdo e a
migracdo das células do tecido na direcdo centrifuga, a partir do fragmento posicionado na
superficie do cultivo. Segundo Freshney (2000) essa técnica é utilizada quando ha pouca
quantidade de tecido para realizar a cultura primaria, risco apresentado por culturas mecanicas
e enzimaticas. Sua desvantagem esta no adesividade do fragmento sobre a superficie do
cultivo e na selecdo de células migratdrias provenientes do tecido (JAAKLOLA, 1998;
MACKENZIE, 1983 e FRESHNEY, 2005).

O isolamento enzimatico é realizado através da acdo de uma enzima especifica.
Enzimas sdo proteinas cataliticas que aceleram a velocidade de uma reacdo quimica,
industrialmente as fontes de enzimas sdo produzidas & partir de microorganismos. Eles séo
considerados fontes atrativas e de baixo custo na producdo de metabdlitos, podendo ser
cultivados em grandes quantidades e em um tempo relativamente curto (ZIMMER, BORRE
et al.; 2009). As enzimas sdo utilizadas em meio cotidiano ha muitos anos sabe-se a sua
funcdo e conceito exato para sua utilizagdo. Em relatos historicos destacam a utilizagdo de
fermentacdo latica para producdo de queijo pelos gregos, producdo de cerveja na Babil6nia
em 6000 a.C (JAY, 2000), e a fabricacdo de péo pelos egipcios utilizando microorganismos
como o Saccharomyces cerevisae (CARBALLO, 2002). No final do século XIX Eduardo
Buchner recebeu o prémio Nobel por elucidar que as enzimas permanecem ativas mesmo fora
do organismo que as produziu (BUCHNER, 1907). Em 1955, Sanger desenvolveu o primeiro
método para determinar a estrutura primaria de proteinas, sendo a insulina a primeira a ser
sequenciada (SANGER, 1958) e ainda no século XIX o uso terapéutico das brutas enzimas
pancreaticas de suinos como auxiliares digestivos se iniciaram (CRUZ et al.; 2008). Durante
0S muitos anos as enzimas tém sido utilizadas em industrias de alimentos, produtos de
limpeza e entre outros podemos destacar a sua utilizacdo terapéutica e em laboratorios de
pesquisa (ZIMMER, BORRE et al.; 2009). Um tipo de enzima mais utilizada para dissociag&o
celular é a colagenase. As colagenases sdo enzimas capazes de hidrolisar as ligacGes
peptidicas de varios tipos de colageno, a proteina mais abundante nos mamiferos. Nos
organismos, suas fibras resistentes sdo clivadas em fragmentos menores pelas colagenases
para posterior degradacdo dos fragmentos peptidicos por outras enzimas. Essas enzimas sdo
responsaveis pela hidrolise de diferentes tipos de colageno e fazem parte do grupo das
metaloproteinases de matriz (MMPs), endopeptidases dependentes de forte ligacdo com zinco
para apresentarem suas atividades cataliticas (BIRKE-DAL-HANSEN et al.; 1993). Os



33

microorganismos também produzem enzimas colagenoliticas, a mais conhecida € Clostridium
histolyticum e alguns autores também relatam que a Candida albicans também exerce
atividade colagenolitica (LIMA et al.; 2009). Vérios autores relatam a utilizacdo das
colagenases em técnicas de cultura de tecidos e células animais como: isolamento de células
endoteliais de cérebro, células-tronco, células cardiacas e da pele tanto em estudos com
animais como em humanos (Li et al., 2007; ZORN- PAULY et al., 2004; SUPP, WILSON-
LANDY, BOYCE, 2002).

A técnica de isolamento celular através da dissociacdo mecanica ndo é descrita na
literatura como uma forma Unica de uso. Sabe-se que € uma técnica livre de acdo enzimatica,
mas o0s protocolos sdo adaptados de acordo com o tipo de tecido utilizado. Ha descricédo de
isolamento celular por dissociacdo mecanica em cortes ovarianos por um aparelho
denominado tissue chopper que inicia cortes seriados em intervalos de 200 micrométros, em
cortes longitudinais, transversais e obliquos (RODRIGUES, et al.; 1998). Inacio (2010) utiliza
a técnica de dissociacdo mecanica atraves de cortes (com tesoura) das amostras e de
dissociacdo longitudinal com auxilio de duas agulhas de seringas, arrastando a amostra em
formato de Z ao longo da placa de petri. Em seguida o filtrado passa por um filtro celular,
onde somente as células irdo passar.

As células-tronco mesenquimais provenientes de tecido adiposo (CTMA) foram
primeiramente isoladas por Rodbell e colaboradores (1966) em ratos obesos e posterior em
humanos. Os autores isolaram tecidos de ratos por meio da acdo de uma proteina enzimatica
derivada da Clostridium histolyticum e esta técnica tem sido utilizada para isolamento de
CTMA humanas. Zuk e colaboradores (2000), pioneiro no isolamento de células-tronco
mesenquimais provenientes de tecido adiposo, descrevem um protocolo simples de
isolamento celular utilizando colagenase para isolar células de lipoaspirado humano. Freshney
(2005) descreve a dissociacdo enzimatica de tecidos atraves da adi¢ao de tripsina e EDTA, em
geral quando se aumenta a pureza do agente obtém-se maior controle e menor toxicidade para
as células e aumento da especificidade, porém isso pode acarretar menor atividade de
desagregacdo. Quando se utiliza uma enzima, qualquer atividade residual de sua acdo deve ser
neutralizada imediatamente por uma solucdo tampé&o que contenha calcio em sua formulacéo,
qualquer meio contendo soro fetal bovino pode exercer essa funcdo (KLINGBEIL, 2006).
Outra técnica livre de acdo enzimatica é a feita por dissociacdo mecénica e ja descrita em
ratos e coelhos. O autor conclui que a viabilidade celular entre dissociacdo mecénica e
dissociagdo enzimatica é a mesma, a diferenca estad no tempo de isolamento celular em que a

dissociacdo enzimatica se estabelece em menor tempo (INACIO, 2011). Devido ao alto custo
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da utilizacdo enzimatica e os bons resultados de viabilidade celular, a técnica de dissociacao
mecanica se torna uma alternativa viavel e de baixo custo para fins de isolamento celular &

partir de cultura primaria de tecido.

2.9 Criopreservagéo

Os individuos se adaptam ao meio ambiente por meio de mutacdes genéticas. Esse
procedimento descrito por Darwin ocorre em todos os seres vivos, inclusive em células
cultivadas. A partir do momento em que as células de cultura priméria estdo fora do seu
ambiente natural elas também tendem a se adaptar para se estabelecer como uma linhagem
(BRAY, JOHNSON, et al.; 2011). As caracteristicas de células cultivadas por longos periodos
acabam perdendo suas caracteristicas fenotipicas devido & grande probabilidade de ocorrerem
mutacdes em seu DNA apo6s vérias divisdes celulares (JOSEPHON, 2006). Manter estas
células criopreservadas pode atrasar esse processo por anos, sendo que tais alteracGes sdo
dispensaveis para laboratorios fornecedores de linhagens de grandes bancos mundiais
(HUBEL, NORMAN, et al.; 1999). O resfriamento celular em temperaturas celulares pouco
superiores a 0°C reduz seu metabolismo, mas ndo o elimina e as células podem sofrer um
processo de deterioracdo progressiva em menor velocidade, 0 que pode acarretar perda da
viabilidade celular tendo essa exposicdo. Os efeitos do resfriamento podem variar de
diminuicdo da atividade da bomba de sddio, precipitacdo de substancias & mudancas nas fases
lipidicas da membrana podendo interferir nas funcdes enzimaticas (MERYMAN, 1971).
Aparentemente quando o resfriamento ocorre de maneira rapida a célula sofre o processo que
chamamos de “choque térmico” o que pode ocasionar lesdo ou morte celular. O procedimento
de congelamento celular deve ser lento, com diminuicdo aos poucos da temperatura, pois
acarreta solidificacdo da agua que se encontra em meio de cultura (Figura 2). Por processo
osmotico a saida de agua da célula faz com que ela murche e, com o congelamento lento,
impede que os cristais de dgua formados no exterior da célula rompam a membrana celular,
mas ndo protege a célula contra a desidratacdo (SANTIS, 2009; MAZUR, 1963). Basicamente
para evitar lesdes celulares deve-se levar em conta a velocidade de congelamento ideal para a
célula em questdo, empregar substancias crioprotetoras que minimizem a formacao de cristais
de gelo e diminuam a desidratagcdo celular, bem como a concentracdo de celulas nos tubos
crioprotetores e a previsdo de uso clinico (MASSUMOTO, 1997). As células em cultura sdo
congeladas geralmente em nitrogénio liquido em uma temperatura de — 196°C que impede

qualquer alteracdo nas células criopreservadas e paralisa todas as rea¢fes bioguimicas.
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Figura 2 — Tipos de lesbes celulares nos processos de criopreservacao
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Fonte: Adaptado de SANTIS, 2009. O processo de criopreservacédo celular de ser lento, com diminuicdo gradual

de temperatura para evitar formacdo de cristais de gelo no interior da célula impedindo a lesdo ou morte celular.

O congelamento celular € um processo agressivo para a cultura e mesmo com a
variacdo de temperatura sendo de 1°C a 2°C por minuto, a viabilidade se torna reduzida. Para
auxiliar na perda de viabilidade celular sdo utilizadas substancias crioprotetoras que defendem
as membranas celulares dos cristais, além de aumentar o numero de células em cada tubo
crioprotetor (1 a 10 x 10° células por tubo). Os mais utilizados sdo o Dimetilsulfoxido
(DMSO) e o glicerol, mas o DMSO é uma substancia toxica para a célula e deve ser retirado
no processo de descongelamento (TEMMERMAM et al, 2008) e (MASSUMOTO, 1997). O
glicerol foi o primeiro crioprotetor para espermatozéides de aves (POLGE, 1949) e que se
mostrou eficiente, também para criopreservacdo de plaquetas, hemacias e outras células
nucleadas, entretanto apresenta lenta penetragéo celular.

Os crioprotetores estdo subdivididos em penetrantes, os quais desempenham seu
mecanismo de agdo no meio extra e intracelular. Os crioprotetores ndo-penetrantes atuam
somente no meio extracelular (ALVARENGA, PAPA, et al.; 2005). Os ndo-penetrantes sdo
representados por macromoléculas com alto peso molecular, tais como agucares, lipoproteinas
da gema do ovo e alguns aminoacidos, que atuam através de um efeito osmatico: induz a
saida de &gua do interior da célula, prevenindo a formac&o de cristais de gelo no interior da
célula (AMANN, PICKETT, 1987). Entre as substancias que podem ser utilizadas como
agentes crioprotetores estdo alcoois: etanol, etilenoglicol, glicerol, metanol e poli-etilenoglicol
e também as amida: acetamida e lactamida (ASHWOOD-SMITH, 1988). Em células
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espermaticas foi descrito que sua acdo envolve a ligacdo de hidrogénios com moléculas de
agua redirecionando-as e transformando um ambiente menos nocivo para as células
(DALIMATA, GRAHAM, 1997). Os crioprotetores também se envolvem com componentes
da membrana celular estabilizando seus componentes (ROWE, 1966,1968). Um bom
crioprotetor deve possuir um baixo peso molecular, alta solubilidade em meio aquoso e
principalmente uma baixa toxicidade (FULLER, 2004 apud NASH, 1966). A seguir um

quadro de outros agentes crioprotetores.

Quadro 1 — Agentes crioprotetores

Composto Representantes Peso molecular
Sulfoxidos Dimetil-sulfoxido 78,13
Alcodis hidratados Metanol 32,04
Etanol 46,07
Triois Glicerol 92,09
Proteinas/ Peptideos Albumina (soro) 66x10°

Fonte: Adaptado de SANTIS, PRATA, 2009.

O protocolo de criopreservacao deve ser avaliado para cada tipo celular. Sabe-se que
esses agentes crioprotetores podem apresentar efeitos toxicos para a célula e isso se torna um
fator limitante para seu uso (FAHY, 1986). Apesar de se mostrar um grande potencial
crioprotetor em congelamento de sémen de diferentes espécies (SILVA, et al.; 2003) o
glicerol apresenta alto peso molecular e toxicidade & célula (ROTA, et al.; 2006). Fahy e
colaboradores (1990) destacam que essa toxicidade pode resultar na desnaturacdo de
proteinas, alteracOes de interagcdes da actina e inducdo da liberacdo das proteinas do seu local
na membrana. Outro crioprotetor empregado em cultura celular é a Dimetilformamida
(CsH7NO), se comparadas ao glicerol ela pode se ligar ao hidrogénio da dgua em trés sitios de

ligacdo. No entanto as amidas possuem uma maior viscosidade e solubilidade & &gua em
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relacdo ao glicerol, permitindo-as uma maior penetracdo (NASH, 1996). Keith (1998, 2004)
relata uma maior motilidade de espermatozoides criopreservados com varias formas de
amidas.

A criopreservacdo é uma técnica extremamente importante no estudo com células-
tronco. As células devem permanecer viaveis para sua utilizacdo em terapia celular. Segundo
Gunning (2005) as celulas-tronco congeladas de corddo umbilical sdo viaveis durante algum
tempo, mas o nimero de células-tronco fornecidas pelo cordao € insuficiente para reconstituir
alguns tecidos doentes, como a medula dssea (WADLOW, PORTER, 2002). Visto a
necessidade de estabelecer novas fontes de células-tronco, se estabeleceu os Bancos de
Sangue de Corddo Umbilical e Placentario (BSCUP) que sdo organizacdes presentes em todo
0 mundo, podendo ser publica ou privada (ENGELFRIET et al., 1998). Os bancos de sangue
de corddo umbilical envolvem um ndmero de passos que exigem aderéncia as boas praticas
laboratoriais e de producdo para assegurar que sangue de corddo eficaz e seguro possa ser
oferecido em centros de transplantes. Todo o processo de armazenamento e criopreservagao
deve ser otimizado para conservar a qualidade e viabilidade das células-tronco
hematopoiéticas (WARWICK, ARMITAGE, 2004). Logo apds a coleta, o sangue de cordao €
transportado para o laboratorio de criopreservagdo, juntamente com albumina humana e
solucdo fisiologica as células sdo criopreservadas com solucdo de DMSO (Dimethyl
Sulfoxide) e em seguida as células sdo colocadas em um congelador programavel controlado
por computador (RUBINSTEIN et al., 1995). O registro da primeira amostra de sangue de
corddo tem 15 anos e esta intacta, em teoria, armazenadas dessa maneira as células-tronco
permanecem viaveis por décadas (GUNNING, 2005). Devido a taxa reduzida de células-
tronco viaveis oriundas de medula éssea e a dificuldade de terapia celular provida de doadores
pela rejeicdo imunologica, os pesquisadores procuram fontes alternativas de células-tronco
adultas. Além da criopreservacédo de células-tronco hematopoiéticas o tecido adiposo humano
¢ uma fonte de células-tronco ideal para as terapias a base de células autélogas.
(CHOUDHERY, BADOWSKI, et al.; 2013). Os protocolos de isolamento e expansdo de
células-tronco mesenquimais provenientes de tecido adiposo (CTMA) utilizam fontes de
lipoaspirado humano (ZUK, et al 2001; BARRY, 2004; YARAK, 2010). Segundo Gonda e
colaboradores (2008) o protocolo de criopreservacdo de CTMA utilizando DMSO garante a
viabilidade celular apds 6 meses criopreservadas. A literatura ndo descreve a utilizacdo de
outros agentes crioprotetores, bem como a criopreservacgéo de tecido adiposo provenientes de

outras fontes que ndo lipoaspirado humano.
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3—-JUSTIFICATIVA

Por muitos anos nos deparamos com a crescente onda do quadro de obesidade
humana em todo o mundo. No decorrer do processo evolutivo, o estogue de tecido gorduroso
que nos ajudou a sobreviver em periodos de escassez de alimentos se tornou um problema na
populacdo humana. A disponibilidade e a facilidade dos humanos em conseguir alimentos nos
deu uma desvantagem evolutiva, ingerimos uma grande quantidade de calorias, muito maior
do que a necesséria para realizarmos todas as nossas funces fisioldgicas. Como o organismo
ndo sabe o que fazer com a grande quantidade de reserva energética, ocorre um grande
acumulo de gordura principalmente visceral o que acaba acarretando uma série de distarbios
metabdlicos e fisiolégicos que leva o individuo hd um quadro de constante processo
inflamatorio e varias doencas associadas. Por outro lado, as pesquisas com células-tronco
isoladas a partir de medula 6ssea ou células-tronco mesenquimais provenientes de tecido
adiposo de lipoaspirado apresentam sucesso com uso de terapia celular. Contudo, séo ausentes
ou poucas as pesquisas com células-tronco onde o foco é a obtencédo de células de portadores
de distarbios metabolicos como a obesidade. Desta forma € necessario estudar os protocolos
de isolamento, expansdo e caracterizacdo das CTMs deste tipo de individuo, a fim de avaliar
se é viavel a retirada das células do proprio paciente e expansdo in vitro. Espera-se com o
desenvolvimento deste projeto o conhecimento bésico de crescimento celular das células-
tronco mesenquimais provenientes de tecido adiposo estromal de pacientes obesos para suas

possiveis futuras aplicacdes.

3.1 OBJETIVOS

Gerais

Isolar e expandir in vitro, a fim de analisar a viabilidade de células-tronco
mesenquimais provenientes de tecido adiposo estromal de pacientes obesos submetidos a
cirurgia metabolica, bem como relatar a diferenca de viabilidade de células-tronco

mesenguimais de diferentes fontes de tecido adiposo do mesmo individuo.
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Especificos

Comparar qual a melhor técnica de isolamento celular: cultura de explante,

dissociacdo mecanica e dissocia¢do enzimatica.

Delimitar qual regido entre tecido adiposo subcutaneo, tecido adiposo mesentérico e

tecido adiposo de omento possui maior taxa de crescimento celular de CTMA.

Elencar qual a concentragdo e qual a substancia que melhor preserva a viabilidade
celular na criopreservacgdo de tecido adiposo e preservacdo das células-tronco mesenquimais
pré-existentes: Solucdo 1: DMSO, Solucdo 2: Dimetilformamida e Solucdo 3: Acetona +

Acido formico, nas concentracdes 3%, 4% e 5%.

4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Amostragem

Foram selecionados 10 individuos obesos que se submeteram & cirurgia bariatrica do
tipo Gastrectomia Vertical com interposicéo ileal (Figura 3) no hospital Vicentino — Unidade
Sdo Camilo, Ponta Grossa, PR. Segundo a OMS apresentavam quadro de obesidade grau Il e
I11 associado a comorbidades (hipertenséo arterial, dislipidemia, diabetes tipo II, apneia do
sono entre outros), ambos os sexos com idades entre 30 e 45 anos. Os individuos ou
familiares/responsaveis deveriam aceitaram participar da pesquisa e assinar o Termo de

Consentimento Livre e esclarecido (T.C.L.E) (Apéndice 1).
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Figura 3 - Gastrectomia Vertical com interposic&o ileal

| ool

Corte do fundo do estdbmago, transposicao ileal. Rever.
Fonte: Adaptado de RODRIGUES, 2012.

Estes parametros seguiram o protocolo aprovado pela Comissdo de Etica em
Pesquisa em Seres Humanos da Universidade Estadual de Ponta Grossa (COEP — UEPG),
protocolo nimero 189.893, parecer 04/02/2012.

4.2 Coleta das Amostras

A coleta do material foi realizada no centro cirdrgico do hospital Vicentino —
Unidade S&o Camilo. Foram retiradas amostras de 1 a 10g de tecido adiposo subcutaneo,
tecido adiposo visceral mesentérico e tecido adiposo visceral omento. As amostras foram
condicionadas em tubo estéril de 50mL (BD FalconTM, San José, California, EUA). contendo
meio RPMI 1640 (Himedia Laboratories PVT. LTD, India) com L-glutamina, 50uL de
antibidtico (Sigma Chemical Co., St. Louis, MO, EUA), 100 IU/ml de penicilina e 0,1 mg/mi
streptomicina, armazenadas em gelo e encaminhadas ao laboratorio (figura — 4A e B), para

processamento em até 4h.
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4.3 Isolamento e expansdo das celulas-tronco mesenquimais provenientes de tecido adiposo
(CTMA)

O protocolo de isolamento de CTMA de murino foi proposto por Inacio (2011) e
adaptado para a presente pesquisa com CTMA humana. As amostras de tecido foram
colocadas em placas de petri estéreis (Rodac 60x10mm) e pesadas em balanca analitica de
precisdo (Shimadzu). Adicionou-se 3 mL de meio RPMI 1640 (Himedia Laboratories PVT.
LTD, India), as amostras foram cortadas em pedagos menores com auxilio de uma tesoura
(figura — 4C ) e realizou-se a dissociacdo mecénica por meio de duas seringas com agulhas
(Descarpack) em formato de Z por 5 minutos, para o desprendimento celular (figura — 4D).

O tecido sobrenadante foi retirado, as células dissociadas no meio foram aspiradas e
passadas em filtro celular (figura — 4E) de 40 um (Cell Strainer; BD FalconTM, San José,
California, EUA). Em seguida, o meio com as células foi centrifugado por 7 min a 1.800
RPM para a formacdo de um pellet, que foi ressuspendido e uma aliquota retirada para
contagem em camara de Neubauer e mensuracao da viabilidade celular com uso do corante
Azul de Trypan. O nudmero de células viaveis foi determinado pela técnica de exclusdo de
células ndo viadveis coradas pelo corante. Logo ap0s a contagem as células foram
condicionadas em garrafas de cultura de 25cm? (TPP, Trasadingen, Switzerland) na presenca
de meio RPMI 1640 suplementado com 20% de SFB (Sigma) e antibidtico (Sigma Chemical
Co., St. Louis, MO, EUA), (100 IU/ml de penicilina e 0,1 mg/ml streptomicina) e finalmente
incubadas em estufa a 37° C e 5% de CO, (HEPA Class 100, series Il (Thermo Scientific).
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A e B — A amostra de tecido adiposo visceral mesentérico coletada em tubo falcon com meio RPMI 1640
(Himedia Laboratories PVT. LTD, India), meio com L-glutamina, com 20% de Soro fetal bovino e solugdo de
antibiético,100 1U/ml de penicilina e 0,1 mg/ml streptomicina (Sigma Chemical Co., St. Louis, MO, EUA). C -
apos a pesagem, a amostra de tecido foi colocada em placa de petri estéril, adicionou-se 3 mL de meio completo
e foi cortada em pedacos menores. D — realizou-se dissociagcdo mecénica com auxilio de seringa com agulhas
realizando movimentos em formato de Z por aproximadamente 5 minutos. E — filtrou-se o meio, contendo as
células dissociadas, com filtro celular de 40 um (Cell Strainer; BD FalconTM, San José, California, EUA)
Fonte: a autora, 2013.

4.3.1 Manuteng&o, repique e purificacao celular

Os cultivos celulares derivados de tecido adiposo foram mantidos em meio de cultivo
RPMI-1640 (Himedia Laboratories PVT. LTD, India) com L-Glutamina suplementado com
10% de soro fetal bovino (SBF) e antibidtico (100 Ul/ml de penicilina e 0,1 mg/ml de
estreptomicina), (Sigma Chemical Co., St. Louis, MO, EUA). Cultivados em garrafas de 25
cm?(TPP, Trasadingen, Switzerland) e incubados em estufa de CO, (HEPA Class 100, series
Il (Thermo Scientific) & 37° C. As trocas de meios de cultura ocorriam duas a trés vezes por
semana.

O repique celular era realizado quando a monocamada celular atingia 80% da
confluéncia. Em condicGes assépticas, seguiu-se a retirada e descarte do meio de cultivo e

colocou-se uma solucdo para individualizacdo celular, solucdo de 0,025% de tripsina
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(GibcoTM Invitrogen Corporation, Grand Island, NY, EUA) em 0,02% de EDTA (Sigma
Chemical Co., St. Louis, MO, EUA). Apds o deslocamento e individualizacdo celular, foi
adicionado meio de cultivo contendo soro fetal bovino para inativacdo da enzima tripsina e
seguiu-se homogenizagdo da suspensdo celular. Realizou-se a contagem e avaliacdo da taxa
de crescimento celular com o uso do corante azul de trypan 0,4% (Sigma Chemical CO, St.
Louis, MO, EUA). As células foram plagueadas na densidade de 0,2 — 0,5 x 10* células/cm®.
Em todos os experimentos foram utilizadas células entre as passagens de 1 a 3. As células

indesejadas como eritrocitos, ndo aderentes, eram eliminadas nas trocas de meio.
4.4 Técnicas de isolamento celular
4.4.1 Dissociacao enzimatica

As amostras coletadas foram colocadas em placas de petri (Rodac 60x10mm) com
identificacdo. Apos a pesagem, colocou-se 3mL de meio RPMI-1640 (Himedia Laboratories
PVT. LTD, India) com L-Glutamina e as amostras foram cortadas com tesoura. Preparou-se
uma solucdo de 30mg de Colagenase Tipo | (Invitrogen), em concentracdo de 3mg/mL. Em
seguida o tubo falcon permaneceu em banho maria, temperatura de 40°C por 45 minutos para
ativacdo da colagenase e desprendendimento das células. Em seguida o tubo foi centrifugado
para a formacdo de um pellet de células. O meio foi descartado e o pellet ressuspendido em
1mL de meio RPMI. As células foram condicionadas em garrafas de cultura de 25cm? (TPP,
Trasadingen, Switzerland) na presenca de meio RPMI-1640 (Himedia Laboratories PVT.
LTD, India) com L-Glutamina suplementado com 20% de SFB e antibidtico 100 Ul/ml de
penicilina e 0,1 mg/ml de estreptomicina (Sigma Chemical Co., St. Louis, MO, EUA) e
finalmente incubadas em estufa a 37° C e 5% de CO..

4.4.2 Dissociacdo mecénica

Descrigéo no item 4.3 Isolamento e expanséo celular
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4.4.3 Cultura de explante

As amostras coletadas foram colocadas em placas de petri com identificacdo. Apos a
pesagem, colocou-se 3mL de meio RPMI-1640 (Himedia Laboratories PVT. LTD, India) e as
amostras foram cortadas com tesoura. Foram retirados pedagos maiores de tecido. O meio
contendo as células foi centrifugado para a formacdo de um pellet de células. O meio foi
descartado e o pellet ressuspendido em 1mL de meio. Logo apos a contagem as células foram
condicionadas em garrafas de cultura de 25cm*(TPP, Trasadingen, Switzerland) juntamente
com explantes do tecido, na presenca de meio RPMI suplementado com 20% de SFB e
antibidtico 100 Ul/ml de penicilina e 0,1 mg/ml de estreptomicina (Sigma Chemical Co., St.
Louis, MO, EUA) e finalmente incubadas em estufa a 37° C e 5% de CO..

4.5 Criopreservagéo

4.5.1 Criopreservacéo de Tecido adiposo

Foram avaliadas 4 substancias em 3 concentragdes para criopreservagdo de tecido
adiposo: Solucdo 1 - DMSO, Solucdo 2 - Dimetilformamida e Solucéo 3 - Acetona + Acido
Férmico.

Aproximadamente 3g de amostra de tecido adiposo mesentérico foi condicionado em
tubo Falcon (BD FalconTM, San José, California, EUA) de 15mL, 1g para cada solugédo da
seguinte forma:

Amostra 1 — DMSO (Solugéao 1) 10% + SFB 90% = DMSO 1,5 mL + SFB 13,5 mL

Amostra 2 — Dimetilformamida (Solucdo 2) 5% + SFB 95% = Dimetilformamida 0,75 mL +
SFB 14,25mL

Amostra 3 — Solucio 3 = Acetona 8% + Acido formico 2% + SFB 90% = Solugdo 1 1,5mL +
SFB 13,5 mL

Os tubos foram armazenados em temperatura — 20° C por 2 horas e em seguida
armazenados em — 80°C. Ap6s 1 més foram descongelados, dissociados mecanicamente e
armazenados em garrafa de cultura 25cm?(TPP, Trasadingen, Switzerland) com meio RPMI-
1640 (Himedia Laboratories PVT. LTD, India) + 20% de SFB e antibiético 100 Ul/ml de
penicilina e 0,1 mg/ml de estreptomicina (Sigma Chemical Co., St. Louis, MO, EUA).
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4.5.2 Criopreservacao de Células-tronco mesenquimais provenientes de tecido adiposo

Foram avaliadas 4 substancias em 3 concentracdes para criopreservacdo de CTMA
de tecido adiposo: Solucdo 1 - DMSO, Solugéo 2 - Dimetilformamida e Solucdo 3 - Acetona
+ Acido Formico.

Aproximadamente 2g de amostra de tecido foi dissociado mecanicamente (conforme item 4.3
Isolamento e expansdo das células), aproximadamente 2 semanas apds aderéncia celular das
CTMA, as células foram individualizadas para criopreservacdo. Em condigdes assépticas,
seguiu-se a retirada e descarte do meio de cultivo e colocou-se uma solucdo para
individualizacdo celular, solucdo de 0,025% de tripsina (GibcoTM Invitrogen Corporation,
Grand Island, NY, EUA) em 0,02% de EDTA (Sigma Chemical Co., St. Louis, MO, EUA).
Apos a individualizagdo celular foi adicionado meio de cultivo contendo soro fetal bovino
para inativacdo da enzima tripsina e seguiu-se homogenizacéo da suspenséo celular. Realizou-
se a contagem e avaliacdo da viabilidade celular com o uso do corante azul de trypan 0,4%
(Sigma Chemical CO, St. Louis, MO, EUA). Adicionou-se 1mL da solucdo a ser
criopreservada em tubo eppendorf (Eppendorf Safe-Lock Tube 1.5 ml) da seguinte forma:
Amostra 1 — DMSO (Solugéo 1) 10% + SFB e células 90% = DMSO 100 pL + SFB e células
900 uL

Amostra 2 — Dimetilformamida (Solucdo 2) 5% + SFB 95% = Dimetilformamida 50 puL +
SFB e células 950 puL

Amostra 3 — Solugdo 3 = Acetona 8% + Acido férmico 2% + SFB 90% = Solugéo 1 100 pL +
SFBe células 900 uL

Os tubos foram armazenados em temperatura — 20° C por 2 horas e em seguida
armazenados em — 80°C, os tubos foram envoltos por algoddo para evitar o rapido
congelamento. Ap6s 1 més foram descongelados rapidamente em banho maria a 37°C e
armazenados em garrafa de cultura 25cm?(TPP, Trasadingen, Switzerland) com meio RPMI-
1640 (Himedia Laboratories PVT. LTD, India) + 20% de SFB e antibidotico 100 Ul/ml de
penicilina e 0,1 mg/ml de estreptomicina (Sigma Chemical Co., St. Louis, MO, EUA).

4.5.3 Andlise estatistica
Para a realizacdo dos testes foi utilizado o programa GraphPad InStat 3.0. Os

resultados foram submetidos ao teste t test para avaliacdo de viabilidade celular e ANOVA

para testes de criopreservacao. O limite de significancia adotado foi de 5% (p<0,05). Os dados


http://www.eppendorf.com/script/binres.php?RID=105469&DOW=1
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foram apresentados na forma de média * desvio padrao.

5 RESULTADOS

5.1 Padronizacdo do protocolo de isolamento e cultivo de CTMA humana

Na primeira etapa do projeto, foram feitos ensaios piloto para avaliar qual a melhor
metodologia a se trabalhar: dissociagdo enzimatica, dissociagdo mecanica ou cultura de
explante. Foram utilizadas 4 amostras de tecidos adiposos viscerais mesentéricos, 0s quais
demonstraram alta taxa de crescimento celular e apresentava maior quantidade de amostra.

Segue a Tabela 1 na qual demonstra os resultados obtidos no ensaio.

Tabela 1 — Comparativo do isolamento celular entre dissociacdo enzimatica, dissociacdo mecénica e cultura de

explante.
Paciente Explante Dissociacdo Enzimética Dissociagdo
Colagenase tipo | Mecénica
1 NAO SIM SIM
2 NAO NAO SIM
3 NAO ND NAO
4 NAO ND NAO

SIM: Sucesso no isolamento celular. NAO: Insucesso no isolamento celular. ND: N&o determinado.
Fonte: A autora, 2013.

Em comparagdo com as técnicas utilizadas na Tabela-1 o protocolo que melhor se
adapta ao isolamento de CTMA é a dissociacdo mecanica. Apds dois dias apds o isolamento
celular foi observado que o explante do tecido adiposo permanecia parte submersa e parte
sobrenadante, formou-se uma porc¢ao fibrosa no tecido o que propiciava a migragéo celular e a
ndo aderéncia a garrafa de cultura.

A técnica de isolamento celular de CTMA pelo procedimento de dissociagdo
enzimatica obteve 25% de sucesso. A tecnica de isolamento celular pelo procedimento de
dissociacdo mecanica obteve sucesso em 50% das amostras, optou-se pela utilizacdo desta

técnica para as demais etapas da realizacdo do projeto, por apresentar menor custo e uma
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menor influéncia de substancias enzimaticas para utilizacdo em terapia celular. O protocolo
inicial de Inéacio (2011) utilizado para isolamento de CTMA de animais foi adaptado para o

isolamento de CTMA humanas.

5.2 Isolamento da CTMA pela técnica da dissociacdo mecéanica

Definido a fonte de tecido a se isolar as células-tronco e o protocolo de isolamento
das CTMA, foram avaliadas trés regides que possivelmente poderiam ser retiradas amostras
de tecido adiposo de acordo com a possibilidade de ndo haver um processo invasivo no
doador. As amostras definidas foram: 1 - tecido adiposo visceral da regido mesentérica, 2 -
tecido adiposo visceral da regido de omento maior, uma rede de tecido adiposo que recobre o

intestino e 3 — tecido adiposo subcutaneo, abaixo da derme como demonstrado na Figura 5.

Figura 5 — Esquema demonstrativo de fontes de tecido adiposo humano.

Regido Mesentérica

Gordura Subcutanea

Vesiculs bliae

Omento malor recobrindo o
colo transverso €0 intestino
delgado (jejuno eilec)

A gordura subcuténea se localiza em uma regido denominada hipoderme, abaixo da derme. O tecido subcuténeo
é composto principalmente por tecido conjuntivo frouxo e tecido adiposo. O mesentério é um ligamento em
forma de leque, formado por membrana serosa de tecido conjuntivo denso com funcdo de suporte ao jejuno e
ileo. Em individuos obesos o mesentério apresenta grande porcdo de gordura. O Omento maior é um delgado
avental que pende sobre o cdlon transverso e as alcas do intestino delgado. Esta inserido ao longo da curvatura
maior do estdbmago e da primeira porg¢éo do duodeno que se estende até o figado.

Fonte: Adaptado de NETTER, F.H. Atlas de Anatomia Humana, 2%d. Artmed. Porto Alegre. 2000.
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Todos os pacientes submetidos a pesquisa eram obesos e com comorbidades
associadas: hipertensdo e diabetes, ndo ha relatos de tabagismo e de consumo alcéolico nem
de outras doencas associadas. Seguem descritas na Tabela 2 os dados dos doadores que

obtiveram sucesso no isolamento celular das CTMA.

Tabela 2 — Dados dos pacientes doadores das amostras de tecidos adiposos.

Sexo Idade Altura Peso IMC
Homem (P1) 34 1,75m 135,50Kg 43,4 Kg/m®
Homem (P2) 45 1,71 m 123,40 Kg 42,2 Kg/m?
Mulher (P3) 32 1,62 m 108,600 Kg 41,38 Kg/m?
Mulher (P4) 40 1,54 m 103,800 Kg 43,77 Kg/m?

Fonte: A autora, 2013.

Observou-se nas coletas que os tecidos de mesma origem variavam de formato,
aspecto e peso de um paciente para outro. Observou em P2 que o tecido adiposo visceral
mesentérico apresentava-se em uma camada mais delgada que o mesmo tecido em P1, P3 e
P4. O quadro de obesidade é estabelecido observando o indice de Massa Corporal (IMC).
Quando ele ultrapassa o valor de 40 Kg/m? o individuo é considerado obeso mérbido.
Observou-se que P1 apresentou menor quantidade de acimulo de gordura visceral do que P1,
P2 e P3. Apos trés dias de isolamento celular a troca de meio se fazia necessaria, devido a
grande concentracdo de células indesejadas, como eritrocitos e plasma sanguineo.

Sendo feita a primeira troca de meio, as proximas trocas ocorriam de acordo com o
numero de células na garrafa e de maneira geral era feita de 2 a 3 vezes por semana. Ap0s 0 7°
dia de isolamento foi possivel observar poucas células aderidas com formato fibroblastéide
(Figura 6). Em avaliagdo da cultura, observou grande quantidade de células arredondadas e
algumas células em formato fibroblastoide. Ap6s 20 dias de cultura foi estabelecida

confluéncia celular da monocamada de 70%.
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Figura 6 — Cultura celular de células-tronco mesenquimais provenientes de tecido adiposo humano.

tE 3 .

Figura A e C — Cultura de células-tronco mesenquimais provenientes de tecido adiposo visceral mesentérico, 6°
dia de isolamento. Figura Al — célula-tronco mesenquimal. Figura B — Cultura de células-tronco mesenquimais
provenientes de tecido adiposo visceral de omento, 22° dia de isolamento. Figura D — Cultura de células-tronco
mesenquimais provenientes de tecido adiposo visceral de omento, 14° dia de isolamento.

Fonte: A autora, 2013.

Apo6s o0 24° dia de isolamento se fez necessario o repique celular. O meio foi
descartado realizou-se dissociacdo da monocamada com tripsina, mensurou-se a viabilidade
celular através da contagem na camara de Neubauer com corante azul de trypan. A contagem

das células é demonstrada na Tabela 3.
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Tabela 3 — Crescimento celular em passagem 1 da cultura celular de CTMA humana

Paciente Tecido Isolado Tecido Isolado Tecido Isolado

Adiposo Subcutaneo  Adiposo Visceral Mesentérico  Adiposo Visceral Omento

P1 NS NS 2,45x10° ¢/mL
P2 NS 7x10* c/mL 3,15x10° ¢/mL
P3 NS 1,5x10° ¢/mL 1x10° c/mL
P4 NS 1x10° ¢/mL 2x10° ¢/mL

NS: Néo significativo
Fonte: A autora, 2013.

Observa-se pelos dados da tabela que com a mesma pesagem de tecido, de 1 a 2g, as
CTMA variam muito pouco, cerca de 10 a 20mil células de diferenca. As CTMA variam
muito pouco de um paciente para outro, mas as CTMA isoladas do tecido em comum se
mantém constante. O tecido isolado que apresentou maior crescimento celular, nimero de
células vivas por mL, foi o tecido adiposo visceral omento, em seguida o tecido adiposo
visceral mesentérico e o tecido adiposo subcutdneo nos pacientes P2 e P3 ndo obtiveram
sucesso no isolamento e em P2 as células aderidas eram muito raras e ndo se estabeleceram
como cultura. No gréfico 1 é demonstrado o numero de celulas obtido para as amostras
avaliadas. Amostras de tecido adiposo em P1 néo estdo demonstradas no gréafico devido ao dado ndo

significativo nas amostras de tecido adiposo subcutaneo e tecido adiposo visceral mesentérico.
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Gréfico 1 — Comparativo entre diferentes fontes de CTMA de tecido adiposo.

Comparativo de rendimento celular
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Amostras de tecido adiposo subcutdneo ndo obtiveram dados significativos. O tecido adiposo visceral de omento
apresentou maior nimero de células em relacéo ao tecido adiposo visceral mesentérico. O limite de significancia
adotado foi de 5% (p<0,05).

Fonte: A autora, 2013.

5.3 — Criopreservagao
5.3.1 — Criopreservacao de tecido adiposo visceral de omento

O tecido a ser criopreservado foi determinado pela maior viabilidade celular isolada
a fresco. O tecido que representou maior viabilidade celular foi o tecido adiposo visceral de
omento. ApOs as etapas de criopreservacdo as amostras de tecido foram rapidamente
descongeladas em banho-maria & 37°C para posterior dissociagdo mecanica e estabelecer-se
como cultura. Apos 7 dias de cultura as células estabeleceram 50% de confluéncia. Foi
mensurada a viabilidade celular das CTMAs pelo corante azul de trypan. Os dados de

criopreservacao estdo representados na tabela 4, 5 e 6.
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Paciente Substancia Concentragéo da substancia Contagem
Crioprotetora Crioprotetora Celular
1
DMSO 3% 2,2 x 10° cel/mL
2 4% 3,3 x 10° cel/mL
3 5% 4 x 10" cel/mL

Fonte: A autora, 2013.

Tabela 5 — Crescimento celular com diferentes concentrag@es da Solucéo 2

Paciente Substancia Concentragdo da substancia Contagem
Crioprotetora Crioprotetora Celular
1 Dimetilformamida 3% 1,9 x 103 cel/mL
2 4% 2,4 x 10° cel/mL
3 5% 3,5 x 10" cel/mL
Fonte: A autora, 2013.
Tabela 6 — Crescimento celular de diferentes concentra¢fes da Solugédo 3
Paciente Substéncia Concentracgéo da substéncia Contagem
Crioprotetora Crioprotetora Celular
1 Ac. Férmico + Acetona 3% 1 x 10° cel/mL
2 4% 0,5 x 10° cel/mL
3 5% 0,6 x 10* cel/mL

Fonte: A autora, 2013.
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Entre as substancias utilizadas tanto DMSO como Dimetilformamida obtiveram
sucesso como agentes crioprotetores de tecido adiposo. A concentracdo da solugdo de DMSO
gue obteve maior sucesso em relacdo ao numero de células foi de 5%. A concentracdo da
solugéo de Dimetilformamida que obteve maior sucesso na viabilidade celular foi de 5%.
Nenhuma das concentragdes da solucdo de Acido férmico + Acetona promoveu viabilidade

celular significativa.

5.3.2 — Criopreservagdo de CTMA humana

O tecido adiposo visceral mesentérico foi dissociado mecanicamente, estabeleceu-se
como cultura e ap6s 10 dias de cultura foi realizado o teste de criopreservacado. O teste piloto

de criopreservacdo de CTMAS humanas € descrito na tabela 7.

Tabela 7 — Teste piloto de contagem celular criopreservada de CTMA

Controle Substancia Concentracgéo da substancia Contagem
Crioprotetora Crioprotetora Celular
2,45 x 10° cel/mL DMSO 5% 1,34 x 10° cel/mL
2 x 10* cel/mL Dimetilformamida 5% 1 x 10* cel/mL
4 x 10" cel/mL 5% 0,5 x 10° cel/mL

Ac.formico+ Acetona

Fonte: A autora, 2013

A solucdo crioprotetora de DMSO apresentou maior viabilidade celular em
comparacdo com a Dimetilformamida e Ac.formico+ Acetona. O segundo teste crioprotetor
avaliou o potencial das trés solucbes em trés concentracGes distintas. Segue os dados do teste na tabela

8 e no gréfico 2.
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Controle Substancia Concentragdo da substancia Contagem
Crioprotetora Crioprotetora Celular

8,5 x 10* cel/mL DMSO 3% 3,1x 10* cel/mL
DMSO 4% 3,7 x 10* cel/mL
DMSO 5% 4,2 x 10* cel/mL
4,4 x 10* cel/mL Dimetilformamida 3% 2,8 x 10* cel/mL
Dimetilformamida 4% 1,9 x 10* cel/mL
Dimetilformamida 5% 3,6 x 10* cel/mL
6 x 10* cel/mL Ac. Formico + Acetona 3% 1 x 10* cel/mL
Ac. Férmico + Acetona 4% 0,5 x 10* cel/mL
Ac. Formico + Acetona 5% 0,3 x 10* cel/mL

Fonte: A autora, 2013

Gréfico 2 — Crescimento celular de CTMA criopreservada
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S1 — Solugdo de DMSO, em concentracGes de 5%, 4% e 3 %. S2 — Solucdo de Dimetilformamida, em
concentracdes 5%, 4% e 3%. S3 — Solucdo de Acido Férmico + Acetona, em concentracdes 5%, 4% e 3%. O

limite de significancia adotado foi de 5% (p=<0,05).
Fonte: A autora, 2013.
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O teste crioprotetor foi realizado com trés diferentes grupos controle apontado no
grafico — 2. Segundo os dados, a substancia que melhor preservou a viabilidade celular foi o
DMSO em concentracdo 5%, em segundo a Dimetilformamida em concentracdo 5%. O
crioprotetor Acido Férmico + Acetona ndo apresentou dados significativos de preservacéo de

viabilidade celular.

6 — DISCUSSAO

6.1 Padronizacdo do protocolo de isolamento e cultivo de CTMA humana

A revisdo de Carvalho (2012) relata que muitos pesquisadores adaptam o protocolo
de cultura priméria, de células-tronco mesenquimais, de acordo com o tipo celular a ser
trabalhado. Bernardi (2009) associa dissociacdo enzimatica com colagenase tipo | a
dissociacdo mecanica para isolamento de células-tronco provenientes de dentes deciduos
humanos. Zuk (2001) trabalha com células-tronco mesenquimais de lipoaspirado humano, ndo
com um tipo de tecido isolado, utiliza técnica enzimatica de dissociagdo e Gimble (2007)
associa dissociacdo mecanica com dissociacao enzimatica.

Em comparagdo com as técnicas utilizadas na Tabela-1 o protocolo que melhor se
adapta ao isolamento de CTMA € a dissociagcdo mecéanica. Segundo Aguiar (2011) a técnica
de cultura de explante com isolamento enzimético para linhagens mesenquimais de pericitos
cardiacos humanos obteve um sucesso de 85%. Em isolamento enzimatico de cordao
umbilical em Cutias, Pessoa (2002) relata o sucesso de 89% da viabilidade de células-tronco
mesenquimais de corddo. Inicialmente a cultura de explante forneceu indicios de que seria a
melhor técnica de isolamento celular a ser trabalhada, devido ao desprendimento das células
do tecido, migracéo e adesdo ao substrato do frasco de cultura. Apds dois dias foi observado
gue o explante do tecido adiposo permanecia parte submersa e parte sobrenadante, formou-se
uma porc¢ao fibrosa no tecido o que propiciava a migracao celular e a ndo aderéncia a garrafa
de cultura. Outra hipdtese do insucesso da técnica para isolamento das CTMAs pode ser
explicado pela influéncia dos acidos graxos na resposta imune e de cicatrizacdo. Estes efeitos
tém sido estudados desde o inicio dos anos 70. Sabe-se que esses metabdlitos interferem em
diversos passos do processo inflamatério como contragdo vascular, quimiotaxia, adesdo,

diapedese, ativacdo e morte celular, sendo que a maioria desses eventos ocorre via derivados
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do &cido araquiddnico como prostaglandinas, leucotrienos, tromboxanos e lipoxinas (MAY,
CALDER, 1993; ZIBOH et al., 2000; O’'SHEA, 2004). Por se tratarem de pacientes obesos, a
dificuldade de se estabelecer a cultura de CTMA por cultura de explante, pode ter sido
influenciada levando em consideracdo a dieta rica em &cidos graxos dos pacientes. Dietas
ricas em acidos graxos causam diminuicdo na producdo de fatores de crescimento, adesdo
celular, inibem a proliferacdo de linfocitos isolados do linfonodo mesentérico. Vale ressaltar
também que a falta de &cidos graxos essenciais acarreta disfungdes no processo de
cicatrizacdo (CALDER, et al., 1991, 2003).

A técnica de isolamento celular de CTMA pelo procedimento de dissociacao
enzimatica obteve 25% de sucesso. Segundo Aguiar (2010), a utilizacdo da técnica em
isolamento celular de linhagens mesenquimaticas de pericitos cardiacos utilizando colagenase
tipos I e 1l obtiveram média de 42% de sucesso. Crepaldi e colaboradores (2013) ndo relatam
em porcentagem, mas descrevem sucesso no co-cultivo de neurbnios e células-tronco
progenitoras, descritas como neuroesferas, utilizando dissociacdo enzimatica: dissociacao por
Tripsina associado a dissociacdo mecanica com auxilio de pipeta. As amostras dos pacientes 3
e 4 obtiveram algumas células isoladas, porém ao passar das trocas de meios de cultura as
células com formatos fibroblastoides (primeira caracteristica de célula-tronco mesenquimal)
eram inexistentes ou muito poucas que nao se estabeleceram como cultura.

A técnica de isolamento celular pelo procedimento de dissociagcdo mecénica obteve
sucesso em 50% das amostras, optou-se pela utilizacdo desta técnica para as demais etapas da
realizacdo do projeto, por apresentar menor custo e uma menor influéncia de substancias
enzimaticas para utilizacdo em terapia celular. O protocolo inicial de Inacio (2011) utilizado

para isolamento de CTMA de animais foi adaptado para o isolamento de CTMA humanas.

6.2 Isolamento da CTMA pela técnica da dissociagdo mecéanica

A fonte de células-tronco adultas humanas mais bem estudadas e utilizadas em
terapia celular sdo as provenientes de medula 6ssea. Contudo a opcdo de se trabalhar com
células-tronco provenientes de tecido adiposo estromal humano foi devido & taxa de
viabilidade celular de células-tronco em medula 0ssea extremamente baixa, 0,01 — 0,001%,
em relagdo & viabilidade celular proveniente da fonte tecido adiposo de 0,5% (DE UGARTE,
2003; CARVALHO, 2012). Outro fator importante é o acesso facilitado a fonte, visto que em
cirurgia bariatrica com a técnica utilizada, a gordura visceral de omento e mesentérica sao

normalmente descartadas. 1sso torna uma coleta ndo invasiva ao doador. Segundo a Cruz
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Vermelha Brasileira (2011) a populacdo de obesos ultrapassa 1,5 bilhdes de pessoas, o que
impulsionou a presente pesquisa basica a fim de elucidar futuras aplicacdes de terapia celular
a pacientes ndo somente obesos, mas na maioria dos casos com comorbidades associadas. De
acordo com a Sociedade Brasileira de Cirurgia Bariatrica e Metabologia (SBCBM), em 2003
foram realizadas 16.000 cirurgias no pais, enquanto, que em 2010, este nimero alcangou
60.000 operacdes. Mais de 300% em sete anos (BAPTISTA, 2013). Devido ao grande nimero
de cirurgias realizadas em todo o pais, os tecidos descartados podem ser reaproveitados e se
tornam uma fonte viavel de estudos com células-tronco de pacientes com o perfil da presente
pesquisa

Todos o0s pacientes submetidos a pesquisa eram obesos e com comorbidades
associadas: hipertensdo e diabetes, ndo ha relatos de tabagismo e de consumo alcéolico nem
de outras doencas associadas. Na literatura ha pouco ou nenhum relato de isolamento de
CTMA de pacientes com este perfil. Segundo Zuk (2001,2002), Gimble (2007), Barry (2004)
e Carvalho (2012) a populacdo residente de células-tronco mesenquimais, isoladas de
lipoaspirado humano e medula éssea humana, podem variar de acordo com idade, sexo, entre
outros fatores e a capacidade de diferenciacdo destas células parece ser mantida de acordo
com a idade (SHI, 2005).

Observou-se nas coletas que os tecidos de mesma origem variavam de formato,
aspecto e peso de um paciente para outro. Observou em P2 que o tecido adiposo visceral
mesentérico apresentava-se em uma camada mais delgada que o mesmo tecido em P1, P3 e
P4. O que pode representar um menor acimulo de gordura visceral na regido mesentérica. O
quadro de obesidade é estabelecido observando o indice de Massa Corporal (IMC). Quando
ele ultrapassa o valor de 40 Kg/m? o individuo é considerado obeso mérbido, mas nem
sempre esse indice pode representar a taxa real de gordura corporal. Ha diferencas entre
idades, diferencas nas regides que acumulam tecido gorduroso entre homens e mulheres e
diferencas em relacdo a pré-disposicdo a doencas de acumulo de gordura em regides
subcutaneas e viscerais. Suplicy (2000) relata que em individuos obesos o acumulo de
gordura visceral, em torno de Orgdo e tecidos vitais, 0 que torna um risco a doencas
metabolicas e principalmente cardiacas. O acumulo de gordura visceral é associado também
ao cancer de proéstata, colon e mama (VON HAFE, 2004). Em meédia a pré-disposicdo ao
acumulo de gordura visceral em homens é maior do que em mulheres. As mulheres tendem a
acumular mais gordura subcutanea do que visceral e em regides do corpo como nadegas e
abdome (LUFT, 2010). Outra relacdo de risco do acumulo de gordura visceral é a pre-

disposicdo de doencas como sindrome metabdlica, diabetes, hipertensdo entre outros
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(BERGMAN, 2006; GOODPASTER, 2003; HERMANS, 2005; CARNEIRO, 2003). Cannon
e colaboradores (2004) relatam a relacdo tanto do acumulo de gordura visceral como gordura
subcutanea com disfuncGes metabdlicas e enddcrinas entre outras. Em dados da pesquisa P1
apresentou menor quantidade de acumulo de gordura visceral do que P1, P2 e P3 e todos 0s
pacientes, sendo obesos, apresentam doencas como hipertensdo e diabetes, além de outras ndo
mencionadas pelos pacientes corroborando com dados dos autores citados. O tecido adiposo é
altamente complexo, suas fungbes ndo foram totalmente desvendadas nem o impacto que seu
desequilibrio causa no organismo, sabe-se que a presenca de outras células como fibroblastos,
masculos lisos, células endoteliais e células de defesa presentes nesse tecido tem seu papel
vital, mas ndo ha& conhecimento aprofundado de como é estabelecida estas relacdes
fisiolégicas (FRUHBECK, 2001). Com dados da pesquisa pode-se avaliar que ha diferencas
entre os pacientes em relagdo ao acumulo de gordura visceral e a relacdo da obesidade com
doencas associadas, mas se faz necessaria a investigacdo futura a nivel molecular a fim de
elucidar relacdes diretas de obesidade, acimulo de gordura visceral e impacto deste quadro
em relacdo as doencas. A relacdo da obesidade com a distribuicdo de tecido adiposo no
organismo é sugerido pelo estudo com células-tronco provenientes de tecido adiposo que,
segundo Baglioni (2012), podem ter relacdo com o aumento da taxa celular adiposa no tecido.
Gimble (2007) relata a possivel proliferacdo de células adiposas a partir de um pool de
células-tronco, investigando pacientes que sofreram dréstica redugdo de peso por cirurgia,
dieta ou exercicio e que retornaram ao seu peso inicial. Segundo a pesquisa ndo somente 0
volume adiposo teve aumento como a quantidade de células adiposas no local. Alem destes
estudos Osboarne (2000), Toda (2009) e Sonoda (2008) defendem a relacéo da adipogénese
com atividade funcional das células-tronco residentes.

As culturas de células de todos os pacientes demoravam certo tempo para que se
atingisse a confluéncia da monocamada. Pesquisas de CTMA isoladas em lipoaspirado
(YARAK, 2010), (ZUK, 2001) apontavam confluéncia em 7 dias diferentemente das amostras
de pacientes obesos que apontaram de 20 a 30 dias para atingir seu estado confluente.
Observa-se pelos dados da tabela que com a mesma pesagem de tecido, de 1 a 2g, as CTMA
variam muito pouco, cerca de 10 a 20mil celulas (mL) de diferenca. As CTMA variam muito
pouco de um paciente para outro, mas as CTMA isoladas do tecido em comum se mantém
constante. O tecido isolado que apresentou maior viabilidade celular foi o tecido adiposo
visceral omento, em seguida o tecido adiposo visceral mesentérico e o tecido adiposo
subcutaneo nos pacientes P1 e P3 ndo obtiveram sucesso no isolamento e no P2 as células

aderidas eram muito raras e ndo se estabeleceram como cultura. Segundo Gimble (2007) ndo



59

ha estudos que descrevam qual fonte de células-tronco mesenquimais tém maior rendimento.
Sua pesquisa relatou que em humanos as CTMAS apresentam maior taxa celular em fontes
subcutaneas na regido do braco do que abdome e peito.

Das 10 tentativas de isolamento celular, obteve-se sucesso em 40% das amostras.
Dentre as técnicas utilizadas, a técnica de isolamento celular por dissociacdo mecanica
demonstrou melhor desempenho comparada & técnica de isolamento celular com enzima
colagenase tipo 1. A dissociacdo por colagenase obteve um desprendimento das células do
tecido, mas a grande quantidade de acidos graxos, provenientes da reserva celular, livres no
meio dificultaram o crescimento e desenvolvimento da cultura de alguma forma. As amostras
gue nao obtiveram sucesso apresentaram 0s seguintes problemas: adaptacdo aos diferentes
tipos de meios de cultura (DMEM, a-MEM, DMEM-F12) até se estabelecer meio RPMI 1640
suplementado com L-glutamina, muito pouca quantidade de tecido e principalmente
contaminacdo por fungos ou bactérias. Conforme estabelecida a cultura celular a diferenca no
tempo de confluéncia foi um fator significativo. Segundo Yarak (2010) e Zuk (2001) o tempo
de confluéncia das células-tronco provenientes de lipoaspirado humano é estabelecida em sete
dias sendo que na presente pesquisa a confluéncia foi atingida de 20 a 30 dias. Os autores tém
como hipotese que o quadro fisiologico inflamatorio = aumento da liberacdo de citocinas
pelas células adiposas acumuladas, perfil dos pacientes da pesquisa, possa dificultar processos
de cicatrizagdo, expansdo celular e de desenvolvimento destas células tanto in vivo (XU,
2003) como in vitro. Segundo Bergman (2006) as citocinas liberadas em excesso pelo
acumulo de tecido adiposo pode interferir no metabolismo, atividades do sistema nervoso
entre outros mecanismos hormonais e fisiologicos do individuo. As culturas de CTMAS se
mantiveram como cultura até a 3 passagem, ou seja, a célula isolada de uma cultura primaria
estd em passagem pO0, quando a cultura atinge confluéncia de 70% ¢é realizado o primeiro
repique celular. E dividido o nimero de células em outras 2 garrafas de cultura, entdo dizemos
gue a cultura estd em passagem pl, na proxima p2 e assim por diante. Células-tronco
embrionarias podem ser trabalhadas em até 60 passagens ou mais (DONADIO, 2005). Nao ha
relatos de quantas passagens CTMA de lipoaspirado pode chegar, mas o que se sabe é que
com o aumento da divisdo celular pode haver mudancgas nas caracteristicas fenotipicas das
células devido as mutagdes. Pode ocorrer também envelhecimento precoce celular devido ao

encurtamento do telébmero no processo de divisdo celular (JOSEPHON, 2006).
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6.3 — Criopreservacao de tecido adiposo visceral de omento e CTMA humana

As células-tronco mesenquimais mais utilizadas em terapia celular sdo provenientes
de medula 6ssea (CHODHERY, BADOWSKI, et al.; 2013). A utilizagdo das células-tronco
mesenquimais tem um tempo de vida Gtil, quando cultivadas em laboratério. Buscando novas
fontes de células-tronco mesenquimais 0s bancos de sangue de corddo umbilical envolvem
um numero de passos que exigem aderéncia as boas préaticas laboratoriais e de producdo para
assegurar que sangue de corddo eficaz e seguro possa ser oferecido em centros de
transplantes. Todo o processo de armazenamento e criopreservacdo deve ser otimizado para
conservar a qualidade e viabilidade das células-tronco hematopoiéticas (WARWICK,
ARMITAGE, 2004). O processo de criopreservacao celular reduz seu metabolismo a quase
zero, mas ndo o elimina por completo o que pode tornar-se uma alternativa viavel para
otimizar a viabilidade celular e disponibilizar a utilizacdo destas células em terapias celulares
por anos. Segundo Gunning (2005) a primeira amostra coletada de corddo permanece intacta
por 15anos.

Para que o processo de criopreservacdo celular obtenha sucesso se faz necessaria a
avaliacdo e otimizacdo do protocolo para cada tipo celular a ser criopreservado. Além da
técnica € necessario avaliar os agentes crioprotetores, que poderdo impedir a morte celular e
preservar a viabilidade celular. Um bom crioprotetor deve possuir um baixo peso molecular,
alta solubilidade em meio aquoso e principalmente uma baixa toxicidade (FULLER, 2004
apud NASH, 1966). Nos ensaios de criopreservacao celular o crioprotetor mais utilizado € o
DMSO. Ele é um poderoso agente penetrante na membrana celular. Em células espermaticas
foi descrito que sua agdo envolve a ligacdo de hidrogénios com moléculas de agua
redirecionando-as e transformando um ambiente menos nocivo para as celulas (DALIMATA,
GRAHAM, 1997), mas ele apresenta alta citotoxidade (ASHWOOD-SMITH, 1988). O acido
formico é um constituinte natural dos tecidos animais e do sangue, importante nos processos
de transferéncia de unidades de carbono geradas principalmente no metabolismo de
aminoacidos é soltvel em agua (VIOLA, 2006). Apesar de toxica, a acetona pode ser
encontrada no ambiente nas mais diferentes formas como em agua, fumo e até algumas
plantas praticamente em condicGes estaveis em condi¢es ambientais. Soluvel em agua e em
doses moderadas o0 organismo humano desenvolveu mecanismos de eliminéd-la (RIBEIRO,
2012). Outra substancia com potencial crioprotetor é a dimetilformamida. Muito utilizada em
criopreservacao de sémen animal, ela se destaca por preservar a motilidade nos flagelos de

espermatozoides (KEITH, 2004). A dimetilformamida pode apresentar até trés sitios de
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ligacdo com a agua, maior solubilidade e maior poder de penetracdo celular (NASH, 1996).
N&o é descrito em literatura, agentes crioprotetores de CTMAs de fontes diferentes de
lipoaspirado humano, nem criopreservacao de tecido adiposo a fim de isolamento celular de
celulas-tronco.

Observando os resultados dos agentes crioprotetores, a solucdo de acido formico +
acetona ndo demonstrou dados significativos nas trés concentracdes. Os crioprotetores,
DMSO e dimetilformamida mostraram potencial crioprotetor tanto em preservacdo da
viabilidade de células-tronco isoladas como no tecido. Em criopreservacdo tecidual tanto o
DMSO como a dimetilformamida obtiveram sucesso em concentragdo 5%. Em
criopreservacao celular a solucdo de DMSO apresentou sucesso de 49% e a solucdo de
dimetilformamida apresentou sucesso de 81%. A queda de viabilidade celular apds
criopreservacao pode ser explicada pela quantidade de células criopreservadas ter sido abaixo
de 1 x 10° quantidade recomendada para criopreservacdo (NASH, 1996). A
dimetilformamida mostrou um alto potencial crioprotetor de células-tronco mesenquimais

provenientes de tecido adiposo estromal.

6.4 — Perspectivas e impactos esperados

A doagdo de 6rgdos em todo pais pode minimizar o quadro de pacientes que
aguardam um transplante, mas ele por si s6 ndo ira extinguir o problema da escassez de
doadores para as mais diversas situacfes que requerem o transplante de 6rgdos. Desta forma,
a escassez de doadores, incompatibilidade, rejeicdo imunolégica e um alto custo
governamental (GARCIA, 2013) sdo os algumas das limitagdes ao transplante. A terapia
celular pode representar um grande potencial para transplantes, regeneracdo tecidual
(PEREIRA, 2008), além de terapia celular associada a outros procedimentos terapéuticos.
Células-tronco isoladas de medula 6ssea representam grande sucesso em terapia celular, mas
nem sempre as barreiras de compatibilidade e baixa taxa celular é superada.

As pesquisas basicas de novas fontes de células-tronco se fazem importantes para
minimizar essas barreiras. Com a possibilidade de isolamento celular de fontes do préprio
paciente, a barreira de compatibilidade é quebrada. O tecido adiposo possui taxa de
viabilidade superior ao de medula déssea e pode representar maior disponibilidade de células-
tronco para terapia celular. A técnica de dissociacdo mecénica se mostrou eficiente no
isolamento de células-tronco e pode ser utilizada na tentativa de isolamento de outras células,

visto que é uma técnica barata. Se faz necessario estudos futuros de otimizacao da viabilidade
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celular, para expansdo em grande escala e possibilidade de terapia, além de estudos basicos de
crescimento e viabilidade de células-tronco de pacientes obesos e ou com doencas associadas.
Devem ser realizados testes futuros de caracterizacdo das células-tronco de pacientes obesos a
fim de confirmar os dados. A presente pesquisa norteia o enfoque da terapia celular aplicada a
pacientes portadores de disturbios metabdlicos como a obesidade. As células-tronco destes
pacientes apresentam a possibilidade de crescimento e expansdo celular in vitro, mas o
desenvolvimento da cultura e impactos fisiologicos de futuras terapias necessita de estudos

complementares.

7 — CONCLUSAO

O isolamento de células-tronco provenientes de tecido adiposo de pacientes obesos
se mostrou possivel em laboratério, nosso estudo demonstrou 0 melhor método para obtencéo
de células-tronco mesenquimais de tecido adiposo foi a dissociacdo mecanica com sucesso de
isolamento celular em 40% das amostras avaliadas. A taxa de crescimento celular de células-
tronco mesenquimais provenientes de tecido adiposo visceral apresentou maior taxa em
relacdo ao tecido adiposo subcutaneo. A dimetilformamida mostrou potencial alternativo
crioprotetor tanto em CTMASs isoladas como em tecido adiposo. O DMSO apresentou bom

potencial crioprotetor como ja descrito em literatura.
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