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APRESENTAGAO

Cada vez mais percebemos, que no mundo da ciéncia, principalmente da
area da saude, nenhuma profissao trabalha sozinha, é necessario que varios
profissionais estdo envolvidos e engajados em conjunto, prezando pela, prevencéo,
diagnostico e tratamento de diversas patologias, visando sempre a qualidade de
vida da populacdo em geral.

A Coletanea Nacional “Difusédo do Conhecimento Através das Diferentes Areas
da Medicina” € um e-book composto por 4 volumes artigos cientificos, que abordam
relatos de caso, avaliacdes e pesquisas sobre doencas ja conhecidas da sociedade,
trata ainda de casos conforme a regido demografica, onde os locais de realizagao
dos estudos estao localizados em nosso pais, trata também do desenvolvimento de
novas tecnologias para prevenc¢ao, diagnéstico e tratamento de algumas patologias.

Abordamos também o lado pessoal e psicolégico dos envolvidos nos cuidados
dos individuos, mostrando que além dos acometidos pelas doencgas, aqueles que 0s
cuidam também merecem atencéo.

Os artigos elencados neste e-book contribuirdo para esclarecer que ambas as
profissbes desempenham papel fundamental e conjunto para manutencéo da saude
da populacdo e caminham em paralelo para que a para que a ciéncia continue
evoluindo para estas areas de conhecimento.

Desejo a todos uma excelente leitura!

Lais Daiene Cosmoski
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CAPITULO 20

ISOLAMENTO E IMUNOFENOTIPAGEM DE
CELULAS TRONCO ADIPOSAS PROVENIENTES DE
TECIDO ADIPOSO EM PACIENTES SUBMETIDAS A

Data de aceite:18/11/2018

Daniele Helena Tanuri Pace
Faculdade Evangélica do Parand, Instituto de
Pesquisas Médicas

Nicolau Gregori Czencko
Faculdade Evangélica do Parand, Instituto de
Pesquisas Médicas

Ruth Maria Graf
Universidade Federal do Parana

RESUMO:INTRODUGAO: Otecidoadiposotem
se mostrado como fonte abundante, acessivel
e rica de células-tronco adultas multipotentes,
denominadas células tronco adiposas, com
caracteristicas importantes para aplicagdo na
medicina regenerativa e engenharia de tecidos.
OBJETIVOS: Este trabalho tem como objetivo
realizar lipoaspiracdo no abddémen, isolar
células tronco adiposas do tecido adiposo do
lipoaspirado, realizar a contagem de células
viaveis e imunofenotipagem na amostra a fresco
por citometria de fluxo, realizar a contagem de
células viaveis e imunofenotipagem na amostra
apos cultivo por citometria de fluxo, comparar
amostras a fresco e ap6s cultivo. MATERIAL
E METODO: A amostra incluiu 11 pacientes
submetidas a lipoaspiragao no abdémen, onde

foram retirados 200 ml de gordura para pesquisa
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de cada paciente. Foi realizado isolamento
de células totais viaveis do lipoaspirado por
processos quimicos e enzimaticos, realizado
a contagem dessas células a fresco e apos
cultivo por 10 dias por citometria de fluxo, e a
imunofenotipagem com os marcadores celulares
CD90, CD73, CD105, HLA, CD14, CDA45,
CD34. A leitura da marcacéo por citometria de
fluxo foi realizada no material a fresco e apds
RESULTADOS: O resultado

da contagem de células totais viaveis a fresco

cultivo celular.

variou entre 2 a 50 milhdes de células e, apds
cultivo celular por 10 dias, variou entre 600 mil
a 2 milhdes de células. A imunofenotipagem no
material a fresco evidenciou que os marcadores
positivos CD90, CD73 e CD105 apresentaram
37,53%,
50,34% e 4,21% em relacao ao total de células

respectivamente  marcacao de
marcadas. Os marcadores negativos CD14,
CD45, CD34 e HLA apresentaram marcacao de
3,59%, 25,3%, 1,57% e 47,6% respectivamente,
demonstrando assim que havia contaminacao
por outros tipos celulares nos materiais frescos.
CONCLUSOES: Podemos concluir que o
isolamento de célula tronco do lipoaspirado
foi corretamente realizado, assim como a
contagem celular de células viaveis a fresco
e apds cultivo celular. Existe maior numero de

células tronco adiposas apds cultivo celular
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guando comparadas as amostras a fresco.
PALAVRAS-CHAVE: Célula tronco adiposa. Imunofenotipagem. Marcador celular.

ISOLATION AND IMMUNOPHENOTYPING OF ADIPOSE STEM CELLS FROM
ADIPOSE TISSUE FROM LIPOSUCTION

ABSTRACT: BACKGROUND: The adipose tissue is a rich and easy source of
mesenchymal adult stem cell, called as adipose stem cell, with has an important role
in regenerative medicine and tissue engineering. The isolation study of the adipose
stem cell, viability, immunophenotyping and culture proliferation were widely studied
otherwise it’'s remaining some questions about these facts and the importance of
continuing researches. AIM: This study has the objective of harvest adipose tissue
from liposuction and isolation of adipose stem cell from it to account the amount of
viable adults cells and immunophenotyping from fresh sample by flow cytometry, to
account the amount of viable adults cells and immunophenotyping from culture sample
by flow cytometry, and compare which sample has the better adipose stem cell quantity.
MATERIAL AND METHOD: This study included 11 patients who undergo liposuction
in the abdominal area, and was harvest 200 cc of adipose tissue of each patient. The
isolation af adult stem cell included chemical and enzimatic process, cells account
and immunophenotyping with CD markers CD90, CD73, CD105, HLA, CD14, CD45,
CD34. The flow cytometry was performed in fresh and culture samples. RESULTS:
The isolation of viable cells was performed without problems. The result of score of
viable cells in the fresh sample was between 2 to 50 millions of cells and, after culture
of 10 days, between 600 hundreds to 2 millions. Age and weight could affect this result.
The immunophenotyping of positive markers CD90, CD73 and CD105 in fresh samples
was 37,53%, 50,34% and 4,21% respectively and the markers CD14, CD45, CD34
and HLA was 3,59%, 25,3%, 1,57% and 47,6% respectively, pointing out that could
be contamination of different cells in fresh samples. CONCLUSIONS: The conclusion
is that isolation of adipose stem cell was correct and the account of viable adult cells
was possible in fresh and after culture sample. The immunophenotyping is important
to define an adipose stem cell but it’s not clear which one is the best for it. We can
conclude that after culture we can obtain more adipose stem cell when compare with
fresh sample.

KEYWORDS: Adipose stem cell. Imnmunophenotyping. Cell marker.

INTRODUGCAO

As pesquisas com células-tronco tem-se mostrado uma area bastante explorada
nos diversos segmentos da medicina e biologia, devido ao interesse do seu uso em

terapias celulares, para regeneracéo de tecidos e consequentemente, tratamento
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de patologias da mais diversas possiveis. O foco maior de atencédo se aplica a
medicina que quer regenerar tecidos pois 0 objetivo da terapia de células-tronco
€ a possibilidade de restaurar tecidos lesados. A aplicacao clinica para tratamento
de doencas como infarto do miocardio, doencas degenerativas, como Alzheimer,
lesdes da medula espinhal, entre outras, abrem as possibilidades do uso de células-
tronco. A célula-tronco apresenta capacidade de proliferacdo, multiplicacao e de
diferenciacéo e, devido a essas caracteristicas, as células-tronco s&o importantes,
principalmente na aplicacao terapéutica, sendo potencialmente Uteis em terapias
de combate a doencgas cardiovasculares, neurodegenerativas, diabetes, acidentes
vasculares cerebrais, doencas hematoldgicas, traumas na medula espinhal e
nefropatias. (MEIRELLES, CAPLAN e NARDI, 2008)

De acordo com sua potencialidade as células-tronco podem ser classificadas
em totipotentes, pluripotentes ou multipotentes. Totipotentes séo as células capazes
de gerar todos os tipos celulares embrionarios e extra-embrionarios. As pluripotentes
podem originar todas as células que formam um embrido e sao provenientes da
massa interna do blastocisto. Multipotentes sdo células que originam apenas
o subgrupo de linhagens celulares especificas, por exemplo, as células tronco
mesenquimais e células tronco neurais, as quais sao multipotentes. (BYDLOWSKY
et al., 2009)

As células-tronco podem ser divididas, de acordo com suas caracteristicas, em
células-tronco embrionérias e células-tronco adultas. Além disso, séo capazes de
produzir cOpias idénticas de simesmas, originar diferentes tipos celulares e regenerar
diferentes tecidos, o que denota que estas células possuem capacidade de auto-
renovacao. (BARBOSA et al., 2013) Uma das fontes mais utilizadas para extragao
de células-tronco adultas é a medula 6ssea, no qual se encontram dois tipos, que
sao as células tronco hematopoiéticas e as células tronco mesenquimais. As células
tronco mesenquimais da medula éssea foram posteriormente descobertas, também
sdo células multipotentes e podem originar condrocitos, adipocitos e ostedcitos.
(BROHEM et al, 2013)

A medida que as pesquisas avangaram, outros locais foram descobertos como
fontes dessas células. Retirar células tronco da medula pode trazer alguns fatores
a se considerar, pois o isolamento dessas células pode apresentar problemas como
dor ao doador ou baixo rendimento ap6s o isolamento, ou seja, grandes riscos
com obtencdo de pequena quantidade de células-tronco. Esses fatores tém levado
muitos pesquisadores a investigar fontes alternativas de células-tronco, com efeito
de facilitar a extracédo, obter grandes quantidades de células, expor menos os
pacientes aos riscos, ou seja, tornar o processo mais rapido, seguro e efetivo. (ZHU
et al., 2013)

A grande descoberta nos ultimos anos foi a presenca de células tronco de
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excelente qualidade e abundéncia no tecido adiposo. O tecido adiposo é um tecido
de origem mesodermal e mesenquimal e contém um estroma que é facilmente
isolado. (WANKHADE et al., 2016) Este conjunto de células do estroma vascular
€ composto por pré-adipécitos, fibroblastos, células endoteliais vasculares,
linfocitos e macrofagos, pericitos e células-tronco mesenquimais. O tecido adiposo
se consagrou por apresentar uma fonte rica e facilmente acessivel de células-
tronco que possuem o potencial de diferenciagcdo geral, além de ser uma forma
relativamente facil de obtencédo, isolamento e rendimento do cultivo celular. A
quantidade de células isoladas no tecido adiposo é muito superior a quantidade de
células isoladas no tecido da medula 6ssea. As células-tronco derivadas do tecido
adiposo obtidas através da lipoaspiracéo, sao células multipotentes que podem se
diferenciar em adipécitos, osteoclastos, condrécitos ou midcitos quando cultivados
em meio adequado. (SCHROEDER et al., 2015)

A obtencao do tecido adiposo € possivel através da técnica de lipoaspiracao
realizada na area da cirurgia plastica. A cirurgia denominada de Lipoaspiracao €
um procedimento no qual, através de pequenas incisdes, podemos obter grandes
quantidades de tecido adiposo a fim de melhorar o contorno corporal do paciente. E
um dos procedimentos mais realizados nesta especialidade médica. Essa gordura
obtida geralmente é descartada, mas tornou-se muito util na area de pesquisa de
células tronco. Este trabalho tem como objetivos: realizar lipoaspiracdo de gordura
abdominal da parede antero-lateral do abdémen; realizar o isolamento de células
viaveis do lipoaspirado; realizar a contagem de células viaveis e imunofenotipagem
por citometria de fluxo na amostra a fresco; realizar a contagem de células viaveis e
imunofenotipagem por citometria de fluxo na amostra apds cultivo celular em meio
especifico para células-tronco e comparar as amostras a fresco com as amostras

apos cultivo para avaliar em qual obtém-se o maior nimero de células-tronco viaveis.

MATERIAL E METODO

A pesquisa foi realizada ap6s a aprovacdo do Comité de Etica da Pontificia
Universidade Catélica do Parana. Foram seguidas as Normas do Manual de
Normalizagdo de Documentos Cientificos da Universidade Federal do Parana, UFPR
(2015) e, foi utilizada a Nomina Anatomica (1987). O periodo da pesquisa iniciou-se
em janeiro de 2013 até maio de 2016. As células tronco adiposas foram isoladas do
tecido adiposo de 11 pacientes, do sexo feminino, com idade entre 25 a 60 anos,
que foram submetidas ao procedimento de lipoaspiracdo da regidao abdémen infra-
umbilical, ap6s estarem de acordo e assinarem o Termo de Consentimento Livre e

Esclarecido. As pacientes realizaram exames pré-operatérios de rotina que incluiram
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exames de analise clinicas como hemograma completo, coagulograma completo,
dosagem de sédio, potassio, uréia, creatinina, glicemia, lipidograma, marcadores
virais para Hepatite B e hepatite C, e anti-HIV. Realizaram eletrocardiograma e risco
cirargico. As pacientes foram encaminhadas ao Centro Cirurgico do Centro Médico
Pieta, onde foram submetidas a anestesia peridural. As pacientes foram submetidas
a infiltracao de 200 ml de solugcédo vasoconstrictora para diminuir 0 sangramento
da lipoaspiracédo, contendo cloreto de sodio a 0,9% e adrenalina na proporcéo
de 1/500.000, na area do abdémen infra-umbilical, para posterior realizacdo da
lipoaspiracao neste local. Apdés aguardarmos 15 minutos para a efetivacdo da
adrenalina da soluc&o vasoconstrictora, foi realizado a lipoaspiracao da regido do
abdémen infra-umbilical, com canula 3,5 mm de espessura, com aspiracao asséptica
fechada a vacuo. (Figura 1)

FIGURA 1: LIPOASPIRACAO COM CANULA 3.5 MM DA REGIAO DO ABDOMEN INFRA-
UMBILICAL COM SAIDA DE TECIDO ADIPOSO PELO SISTEMA FECHADO A VACUO DE
LIPOASPIRACAO

O conteudo da lipoaspiracao foi armazenado em vidro estéril e correspondeu
ao volume entre 200 ml a 300 ml. Ap6s a coleta, este material foi encaminhado
imediatamente para analise, transportado em caixa de isopor resfriada, para o
laboratério. (Figura 2)
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FIGURA 2: VIDRO CONTENDO MATERIAL LIPOASPIRADO: PEQUENA CAMADA SUPERIOR
DE OLEO, CAMADA INTERMEDIARIA DE TECIDO ADIPOSO E SANGUE E, CAMADA
INFERIOR COM SORO FISIOLOGICO E SANGUE

Para o isolamento das células viaveis do lipoaspirado foi utilizado o protocolo
adaptado de ZUK et al. (2001). O material do lipoaspirado coletado foi recebido
no laboratério em frascos estéreis e continham entre 200 a 300 ml de liquido. Os
frascos recebidos no laboratorio apresentavam caracteristicas de precipitacdao dos
elementos e identificacdo de trés camadas correspondentes ao soro fisioldgico e
sangue na parte inferior do frasco, tecido adiposo misturado com sangue na parte
intermediaria do frasco, e uma pequena parte superior, contendo 6leo da lise dos
adipdcitos. Os frascos foram manualmente agitados para resultar em um liquido
homogéneo e, foi padronizado o volume de 200 ml do lipoaspirado para a realizagao
do teste, manipulado em equipamento de seguranca biol6gica com fluxo laminar.
O material do lipoaspirado coletado foi colocado em funil de decantacdo e lavado
varias vezes com solucdo PBS 1X (Phosphate Buffered Saline D1283, Sigma-
Aldrich Co, St. Louis, MO, EUA), no equipamento de seguranca bioldégica com fluxo
laminar. (Figura 3A e 3B)
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FIGURA 3: A) A ESQUERDA, CQLOCAQAO DO LIPOSPIRADO EM FUNIL DE DECANTAGCAO.
B) A DIREITA, COLOCACAO DE SOLUCAO PBS PARA LAVAR O LIPOASPIRADO

O lipoaspirado foi lavado com solugdo PBS com volume de 200 ml cada vez,
por cinco vezes, completando o volume de 1.000 ml. Cada vez que foi adicionado
o PBS, esperamos 10 minutos para separacao dos componentes do lipoaspirado,
para posteriormente lavar novamente. E apds cada 10 minutos de espera, o liquido
da parte inferior do funil foi desprezado. (Figura 4A e 4B)

FIGURA 4: A) A ESQUERDA, LIPOASPIRADO COM SOLUGAO PBS APOS 10 MINUTOS DE
ESPERA. PODEMOS OBSERVAR O TECIDO ADIPOSO NA PARTE SUPERIOR E O LIQUIDO
DA SOLUCAO NA PARTE INFERIOR DO FUNIL DE DECANTACAO. B) A DIREITA, RETIRADA

DO LIQUIDO DA PARTE INFERIOR DO FUNIL APOS A DECANTACAO

Apds a etapa de lavar o lipoaspirado, realizar a decantacéo e a retirada desse
liquido da parte inferior do funil, foi adicionado 200 ml de enzima colagenase 0,075%
(Sigma-Aldrich Co, c-0130 St. Louis, MO, EUA) ao lipoaspirado remanescente. Essa
solucao foi colocada em tubos de ensaio e posicionado em um agitador orbital (TAG
L-L-AGO001), que por 30 minutos, ficou movimentando os tubos de ensaio. A agao
enzimatica da colagenase ocorreu a 37°C, por 30 minutos no agitador orbital, com
a funcao de digerir a matriz extra-celular e isolar as células. A enzima colagenase foi
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neutralizada com a adicéo de 40 ml de SBF (soro fetal bovino, Invitrogen, Carlsbad,
CA, EUA) a essa solugdo. O volume total foi distribuido em tubos de ensaio de
50 ml cada. A seguir, os tubos foram colocados em centrifuga e centrifugados
por 10 minutos a 2900 rpm. O resultado final de cada tubo de ensaio apés a
centrifugacédo evidenciou a separacdo da solugcdao em componentes especificos,
em quatro camadas. A camada mais superior era composta por éleo, a segunda
camada constituida por tecido adiposo, a terceira camada constituida por liquido
contendo soro fisiologico, sangue e substancias adicionadas ao lipoaspirado e, uma
quarta camada mais inferior no tubo de ensaio, correspondendo ao precipitado que
contém as células desprendidas de todo o material do tubo de ensaio, chamado
pellet celular. (Figura 5)

FIGURA 5: ASPECTO DO MATERIAL APOS CENTRIFUGACAO DO TUBO DE ENSAIO.
CAMADA DE OLEO NA PARTE SUPERIOR DO TUBO DE ENSAIO, TECIDO ADIPOSO NA
SEGUNDA CAMADA, LiQUIDO ADICIONADO AO LIPOASPIRADO NA TERCEIRA CAMADA
E, NA QUARTA CAMADA, CORRESPONDENTE A MAIS INFERIOR DO TUBO DE ENSAIO,
MATERIAL PRECIPITADO MAIS CLARO CONTENDO CELULAS DESPRENDIDAS DE TODA
A SOLUCAO.

Neste esquema ilustrativo conseguimos evidenciar as 4 camadas no tubo de
ensaio logo apds o processo de centrifugacao. (figura 6)
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—=> OLEO

—— — TECIDO ADIPOSO

C— > LiQUIDO COM SORO FISIOLOGICO E SANGUE

"> PRECIPITADO CELULAR (PELLET)

FIGURA 6: ESQUEMA REPRESENTATIVO DAS 4 CAMADAS DO TUBO DE ENSAIO APOS
CENTRIFUGAGCAO

A préxima etapa foi descartar todo os sobrenadantes dos tubos de ensaio e
utilizar somente a parte inferior precipitada contendo as células. Dando continuidade
ao procedimento, foi preparado uma solucéo de lise para iniciar um processo de
separacéo das células-tronco desse precipitado de células. A solugdo de lise é
composta de 0,37 g de EDTA (Ethylenediamine Tetraacetic Acid, Sigma-Aldrich Co.,
St. Louis, MO, USA), 8,02 g de cloreto de aménio (Synth, Diadema, SP, Brasil)
e 0,84 g de bicarbonato de sodio (Sigma-Aldrich Co., St. Louis, MO, USA). Essa
solucao de lise foi preparada na proporcéo de para cada 100ml de lipoaspirado
foram adicionados 25ml de solucéo de lise, portanto como utilizamos 200 ml de
lipoaspirado, foi preparado um total de 50 ml de solucéo de lise. Foi adicionado ao
precipitado o volume adequado de solucéo de lise.

ApoOs a adigdo da solugdo de lise, os tubos de ensaio foram fortemente agitados
e colocados no agitador orbital, onde permaneceram por 10 minutos a temperatura
ambiente. Apés isso, os tubos foram centrifugados por 10 minutos a 1400 rpm e o
sobrenadante foi descartado. A parte mais inferior dos tubos de ensaio contendo as
células foram preservados. A seguir, as células do precipitado foram ressuspensas
novamente mas em 10 ml de meio MSCBM (Mesenchymal Stem Cell Basal Medium,
Lonza Group Ltda, PT-3238, Basel, Suica). Esse meio é especifico para células-
tronco mesenquimais. A seguir, esta solucao foi filtrada em malha de 100 ym (BD
Biosciences, USA) para retirada de debris que ainda podiam estar presentes na
solucao. Apés a passagem pela malha de 100 ym, obteve-se uma solugcéo contendo
as células provenientes do precipitado. A partir dessa etapa, foi possivel realizar a
contagem total de células viaveis e o plagueamento para cultivo celular das células.
Uma aliquota dessa solugéo foi coletada para contagem das células nucleadas e
posteriormente, foi realizado o plagueamento, ou seja, foi colocado a solugcdo na
placa de Petri.

Apos a filtracédo das células em malha fina, 10 ml de solugéo foram adicionados
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a 5 mldo meio MSCBM (Mesenquimal Stem Cell Basal Medium, Lonza Group LTDA,
Basel, Suica) para lavagem do filtro. Dos 15 ml totais de solucéao, retirou-se uma
aliquota de 30 ul para contagem em camara de Neubauer com o corante Tripan
Blue 0,4% (Sigma-Aldrich Co., T8154, St. Louis, MO, EUA). A contagem do numero
de células viaveis foi realizada pelo método de excluséo por Tripan Blue 0,4% na
diluicao 1:1, utilizando um hemocitdmetro. Uma aliquota da suspensao contendo
400.000 células foi plagueada em placa de petri de 80 mm?, em condi¢des ideais de
cultivo e as células foram mantidas a 37°C com 6% de CO,,.

No dia seguinte, o meio foi trocado para retirar as células ndo-aderentes. As
células foram mantidas em cultivo por 10 dias no meio especifico para célula-tronco
MSCBM (Mesenquimal Stem Cell Basal Medium, Lonza Group LTDA, Basel, Suica)
para posterior marcacao e realizagdo da imunofenotipagem.

Na marcacédo, utilizamos marcadores de superficie para determinar a
imunofenotipagem das células tronco adiposas. A marcagdo com anticorpos nas
células viaveis foi realizada na amostra fresca e na amostra apds cultivo de 10
dias. Na amostra a fresco, as células foram fixadas com formaldeido 0,5% (Merck,
Darmstadt, Alemanha) e marcados com anticorpos. As amostras que ficaram em
cultivo celular por 10 dias também foram marcadas com anticorpos selecionados
anteriormente. Para o preparo das amostras, o pellet celular foi ressuspenso em
1ml de tampéao de bloqueio BSA (BD Pharmingen, USA, Stain Buffer, 554657),
incubado por 15 minutos a temperatura ambiente e adicionados os anticorpos, de
acordo com os volumes indicados pelo fabricante. A solugéo foi incubada por 30
minutos, no escuro e, depois, a amostra foi centrifugada por 3 minutos, a 6300
rpm. O sobrenadante foi descartado e o pellet ressuspenso em formaldeido 0,5%
(Merck, 1004965000).

Para imunofenotipagem, todas as células foram analisadas por citometria de
fluxo, com auxilio do equipamento BD FACSAria (Becton Dickinson Immunocytometry
Systems, Fluorescence-Activated Cell Sorting, San Jose, USA, TAG: L-L-
CF001). Esse aparelho faz uma leitura por feixe de laser da coloracdo emitida da
fluorescéncia de cada anticorpo marcado nas células. Os anticorpos utilizados
para realizar a marcacgéo foram os seguintes: para o controle isotipico FITC IgG1
(Becton Dickinson Pharmigen cat 550616, USA), foram utilizados os marcadores
CD14 (Santa Cruz Biotechnologys, cat SC-7328, USA), o marcador CD90 (Becton
Dickinson Pharmigen, cat 555595, USA) e o marcador CD45 (Chemicon, cat 92590,
USA). Para o controle isotipico PE IgG2 (Becton Dickinson Pharmigen cat 559319,
USA), foram utilizados o marcador HLA (Becton Dickinson Pharmigen cat 555812,
USA), o marcador CD73 (Abcam, cat ab106697) e o marcador CD105 (Abcam, cat
ab91238). Para o controle isotipico PERCP IgG1 (Santa Cruz Blotechnologys, cat
SC-451111), foi utilizado o marcador CD34 (Santa Cruz Blotechnologys, cat SC-
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19621), e o controle negativo (PBS Sigma Aldrich, cat D1283). Foram selecionados
0s seguintes marcadores para realizar a imunofenotipagem como marcadores
positivos para célula tronco adiposa: CD90, CD73 e CD105 e, como marcadores
negativos para célula tronco adiposa: HLA, CD14, CD45 e CD34. Os resultados da
citometria de fluxo foram avaliados com auxilio do programa BD FACSDiva verséao
6.1.2, através de histograma e dot plot. Os estudos estatisticos de porcentagem
de células positivas e intensidade de fluorescéncia foram analisados nos mesmos
software. As anélises estatisticas foram realizadas com o software JMP verséo 11,
utilizando a analise por teste .

RESULTADOS

O procedimento de lipoaspiracdo foi realizado em 11 pacientes sem
intercorréncias, obtendo-se a gordura para o processo de isolamento das células
tronco, seguindo protocolo de ZUK et al. (2001), sem intercorréncias.

A contagem celular foi realizada nas 11 amostras a fresco e também, nas 11
amostras ap6s cultivo celular por 10 dias. Os resultados obtidos encontram-se no
Quadro 1.

AMOSTRA NUMERO DE CELULAS VIAVEIS | NUMERO DE CELULAS VIAVEIS
TOTAIS A FRESCO TOTAIS APOS CULTIVO

A1 2.770.000 2.100.000

A2 2.475.000 1.450.000

A3 4.385.500 1.500.000

A4 50.625.000 1.650.000

A5 24.375.000 *

A6 16.750.000 800.000

A7 25.200.000 760.000

A8 19.575.000 600.000

A9 34.500.000 1.250.000

A10 43.500.000 1.375.000

A1 46.500.000 1.750.000

QUADRO 1: COLUNA DO MEIO CORRESPONDE AO NUMERO DE CELULAS

Difusdo do Conhecimento Através das Diferentes Areas da Medicina

VIAVEIS ENCONTRADAS NAS 11 AMOSTRAS A FRESCO, A COLUNA A ESQUERDA
CORRESPONDE AO NUMERO DE CELUAS VIAVEIS ENCONTRADAS NAS AMOSTRAS
APOS 10 DIAS DE CULTURA. * NAO FOI POSSIVEL REALIZAR A CONTAGEM NA
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AMOSTRA A5 POR CONTAMINACAO CELULAR

A amostra A5 apresentou 24.375.000 células viaveis contabilizadas a fresco.
Entretanto, as células-tronco foram levadas ao cultivo por 10 dias e ndo puderam
ser contabilizadas pois houve contaminacao fungica e o material foi descartado.

Pode-se notar que ocorreu uma grande variabilidade entre as amostras nas
contagens celulares logo apés o isolamento das células, demonstrando assim, que
a quantidade de células isoladas variou entre um paciente e outro. Na amostra a
fresco o0 menor numero encontrado foi de 2.475.000 de células viaveis totais e, 0
maior numero foi de 50.625.000 de células viaveis totais.

Quando avaliamos os resultados do numero de células viaveis totais apés o
cultivo celular por 10 dias, podemos notar que esse numero foi bem menor quando
comparado a amostra a fresco. Esse resultado decorre do fato que a cultura foi
feita em todos as amostras a partir da aliquota padrdo adotada nesse trabalho
de 400.000 células para plaqueamento celular. O menor numero de células foi de
600.000 células e, o maior numero foi de 2.100.000 células viaveis.

No Grafico1, podemos notar o numero total de células viaveis a fresco e apos
cultivo celular em todas as amostras. Neste grafico podemos notar que A4, A9, A10
e A11 apresentaram os maiores numeros de células totais viaveis a fresco, e que

A1, A2, A4 e A11 apresentaram o maior numero de células totais apos cultivo.

NUMERO DE CELULAS VIAVEIS

60,000,000

30,000,000 = A fresco
l ® Apos cultivo
0 B E= L l l

Al AZ A3 A4 A5 A6 A7 AB A9 A10 AN

GRAFICO 1: NUMERO DE CELULAS VIAVEIS TOTAL A FRESCO E APOS CULTIVO
NAS AMOSTRAS DO EXPERIMENTO. NOTE QUE A QUANTIDADE DE CELULAS NAS
AMOSTRAS A FRESCO SAO MAIORES, ENTRETANTO A CULTURA APRESENTOU UM
RESULTADO EXPRESSIVO POIS FOI OBTIDA A PARTIR DE 400.000 CELULAS.

Os resultados obtidos da contagem celular a fresco e ap6s o cultivo evidencia

um nuamero de células viaveis entretanto ndo especifica se essas séo células tronco
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ou nao, apenas identificando células em geral. Para afirmarmos que a célula em
questao € uma célula tronco e para quantificar esse numero células realizamos a

imunofenotipagem.

IMUNOFENOTIPAGEM

A realizacédo da imunofenotipagem com a utilizagcdo dos marcadores celulares
permitiu resultados indicativos da porcentagem de células-tronco encontradas no
material a fresco e apés cultivo celular. Foi realizada uma primeira analise qualitativa
para verificar se 0s marcadores que eram positivos para células tronco, realmente
positivaram e os que eram negativos, se mantiveram negativos. Os marcadores
positivos foram CD90, CD73 e CD105 e, os marcadores negativos HLA, CD14,
CD45 e CD34. Os dados foram obtidos através da leitura do aparelho FACSaria.
Os resultados estdo demonstrados através da porcentagem de marcagcao de cada
anticorpo na populacdo selecionada, para isso foi realizada analise da média de
todos as amostras testadas, ou seja, todas as células-tronco que passaram pela
leitura do aparelho marcaram determinado marcador em porcentagens diferentes.

Imunofenotipagem
100

i- -~ i I ® a fresco
F—*

o = cultivo

(%) de marcacao
N BB O @
T T E T
%
_ a
P [ —
C‘Oa L
)
I

Marcadores Celulares

GRAFICO 2: REPRESENTACAO DA MEDIA DA PORCENTAGEM CELULAR APOS
MARCAGCAO COM OS ANTICORPOS, COMPARANDO O MATERIAL FRESCO E APOS
CULTIVO, SENDO POSITIVO: CD90, CD73 E CD105 E NEGATIVOS: HLA, CD14, CD45 E
CD34.

Como pode ser percebido no gréafico 2, nos testes realizados com o material
fresco, os marcadores positivos CD90 e CD73 apresentaram respectivamente
marcacéo de 37,53% e 50,34% em relacdo ao total de células marcadas e o
marcador positivo CD105 apresentou uma baixa marcacédo de 4,21%. J& os
marcadores negativos CD14, CD45, CD34 e HLA apresentaram marcacao de
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3,59%, 25,3%, 1,57% 47,6% respectivamente, demonstrando assim que havia
contaminacéao por outros tipos celulares nos materiais frescos, principalmente pelo
CD45 e HLA. Entretanto nas analises apds o cultivo de células, pode-se perceber
gue os marcadores positivos CD90, CD73 e CD105 apresentaram respectivamente,
marcacao de 62,91%, 87,55% e 42,86% e 0s negativos CD14, CD45, CD34 e
HLA apresentaram marcacgao de 3,12%, 14,66%, 3,0% e 2,36% respectivamente,
indicando assim que o isolamento e o tempo em cultivo celular foram eficientes para
a selecao de células-tronco.

Os marcadores positivos CD90 e CD73 positivaram em ambas as condi¢cdes
testadas (material a fresco e cultivado) mas foram mais efetivos ap6s o cultivo em
meio especifico ficando os valores acima de 60% de marcacao. Ja apos o cultivo
celular, apenas o CD105 ficou com marcagdes inferiores a 50%, levando-se a
observacao de que esse anticorpo estava apresentando problema na marcacéao e
que poderia ser desconsiderado na analise.

Podemos observar que ap6s o cultivo celular das células-tronco, alguns
marcadores que deveriam ter sido negativos, ficaram levemente positivados,
levando a considerar que mesmo apos o cultivo no meio especifico, as células-
tronco ainda poderiam estar contaminadas por outros tipos celulares.

Para confirmar a efetividade da marcacdo com marcadores celulares, antes e
depois do cultivo celular, foi realizada uma analise estatistica para podermos avaliar
que a diferenca entre uma condicdo e outra foi realmente significativa. Utilizamos
para analise estatistica o software JMP versao 11, utilizando a anélise por teste f,
conforme explicado anteriormente e presentes no quadro 3.

Marcador Valor de p: sem cultivo X apés cultivo
CD90 0,0307

CD73 <0,0001

CD105 <0,0001

HLA <0,0001

CD14 0,8285

CD45 0,0216

CD34 0,2839

Controle Negativo 0,8897

QUADRO 2 — ANALISE ESTATISTICA COMPARANDO OS MARCADORES ANTES E APOS O
CULTIVO CELULAR.

Podemos observar no quadro 2 que os marcadores CD90, CD73, CD105, CD45
e HLA apresentaram significancia estatistica por apresentarem t menor que 0,05.
Pode-se observar que apenas os marcadores CD14 e CD34 ndo apresentaram
diferencas significativa ap6s o cultivo em meio seletivo. Os demais marcadores

apresentaram diferencas significativas apds o cultivo provando assim que o cultivo
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foi eficaz para a obtencéo de células tronco.

CONCLUSOES

Com base nos resultados obtidos neste estudo pode-se concluir que: é
possivel realizar a lipoaspiracdao de gordura abdominal da parede antero-lateral do
abdémen; é possivel o isolamento de células viaveis do lipoaspirado através dos
processos quimicos e enzimaticos especificos para esse tipo cellular; é possivel
realizar a contagem de células viaveis e imunofenotipagem por citometria de fluxo
na amostra a fresco, sendo que a contagem é varidvel em cada amostra e 0s
marcadores sdo imprescindiveis para uma melhor garantia da célula em questao
ser uma célula tronco adiposa; € possivel realizar a contagem de células viaveis e
imunofenotipagem por citometria de fluxo na amostra apds cultivo celular em meio
especifico para células-tronco, sendo que a contagem € menos variavel por ter sido
estabelecido uma quantidade pré-determinada de plaqueamento celular para cultura
e, que existe maior exatiddo na expressao dos marcadores pelas células tronco
adiposas ap6s a cultura pois outras células foram eliminadas por esse processo de
cultura especifica. Quando comparadas as amostras a fresco e as amostras apos
cultivo celular, o melhor rendimento de células-tronco adiposas apresenta-se na

amostra ap6s cultivo celular.
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