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RESUMO

Objetivo: Estabelecer um protocolo de extracao de células
mesenquimais do tecido adiposo, a partir da avaliagdo do
rendimento celular em dois métodos de digestdo enzimatica
do tecido. Material e Métodos: Fragmentos de tecido adiposo
foram extraidos da regiao inguinal de camundongos e
processados por dois protocolos distintos: Grupo 1 — digestédo
enzimatica com colagenase |; Grupo 2 — digestao enzimatica
com colagenase | e tripsina/EDTA, ambos por 1 hora a 37°C.
No terceiro subcultivo (P3) as células dos dois grupos foram
submetidas a contagem em Camara de Neubauer para
avaliacao da proliferacéo celular e obtencdo da curva de
crescimento nos intervalos de 24, 48 e 72 horas. Foi realizada
a marcacao pelo DAPI no intervalo de 72 horas, nos grupos
estudados, para avaliar a existéncia de danos morfoldgicos
nucleares. Os dados foram analisados estatisticamente, com
nivel de significancia de 5%. Resultados: Os dois grupos
exibiram um padré@o de crescimento celular ascendente. As
médias das contagens celulares demonstraram uma maior
proliferacdo celular no grupo |, com diferenca estatisti-
camente significante entre os grupos nos intervalos de 48 e
72 horas (p<0,05). Alterag6es morfologicas nucleares nao
foram observadas nos grupos. Concluséo: A digestédo
enzimatica do tecido adiposo por colagenase I, sem
associacao com a tripsina, proporcionou melhor rendimento
das células mesenquimais, o que favorece a escolha desse
protocolo em experimentos com este tipo celular.

DESCRITORES
Tecido Adiposo. Técnicas de Cultura de Células. Proliferacéo
Celular.

ABSTRACT

Objective: To establish a protocol for extraction of adipose-
derived mesenchymal cells, evaluating the cell yield in two
methods of tissue enzymatic digestion. Material and Methods:
Fragments of adipose tissue were removed from the inguinal
region of mice and processed by two different protocols:
Group 1 - enzymatic digestion with collagenase I; Group 2 -
enzymatic digestion with collagenase | and trypsin/EDTA,
both for 1 hour at 37°C. In the third passage (P3), cells from
both groups were counted in a Neubauer chamber for
evaluation of cell proliferation, and growth curves were plotted
at intervals of 24, 48 and 72 hours. The DAPI nuclear staining
was performed in both groups in a 72-hour interval to evaluate
the presence of nuclear morphological damage. Data were
analyzed statistically with a significance level of 5%. Results:
The two groups showed an upward pattern of cell growth.
The mean cell counts showed a higher cell proliferation in
group |, with a statistically significant difference between
groups in intervals of 48 and 72 hours (p<0.05). Nuclear
morphological changes were not observed in the groups.
Conclusion: The enzymatic digestion of adipose tissue by
collagenase |, without association with trypsin, improves the
yield of mesenchymal cells, what suggests the choice of
that protocol in experiments with this cell type.

DESCRIPTORS
Adipose Tissue. Cell Culture Techniques. Cell Proliferation.
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isolamento de uma populagdo de células

rogenitoras do tecido adiposo de roedoresfoi

descrito pelaprimeiravez por RODBELL (1964).

VAN, RONCARI (1977) relataram que o tecido adiposo

de ratos adultos contém células com potencial para

proliferar e adquirir caracteristicas morfoldgicas
semel hantes as de adipdcitos.

Ap0s aintroducéo dalipoaspiracéo, a obtencéo
detecido adiposo setornou maisfacil (ILLOUZ, 1983).
Em 2001, umamodificacdo nos métodos deisolamento
existentes utilizando residuos de lipoaspiragdo como
matéria-prima demonstrou o potencial desta fonte de
tecido abundante parafuturasterapiasclinicas. O tecido
adiposo humano, obtido por lipoaspiracéo, foi pro-
cessado para a obtencéo de uma populagéo de células
semel hantes afibroblastos, que foram mantidasin vitro
por periodos prolongados com um crescimento celular
estével e baixos niveis de senescéncia. A citometria de
fluxo e aimunofluorescéncia mostraram que amaioria
dessas células era de origem mesodérmica ou mesen-
quimal (ZUK etal., 2001).

Emborahajaa gunsdebates envolvendo aorigem
de células-tronco no tecido adiposo - se realmente se
originam no tecido adiposo, ou sdo, talvez, células-
tronco mesenquimais do sangue periférico que passam
pel o tecido adiposo — esse tecido representa umafonte
facil e disponivel para o isolamento de células-tronco
potencia mente Uteis que podem ser obtidas em grandes
quantidadescommorbidademinima(LEVI, LONGAKER,
2011, STERODIMAS et al., 2010). No entanto, a
padronizacdo dos métodos para preparacéo do tecido,
isolamento das células e cultivo das mesmas ainda se
faz necessério.

Neste sentido, o objetivo do trabalho foi esta-
belecer um protocolo de extragdo de células mesen-
quimais do tecido adiposo, a partir da avaliacdo do
rendimento celular apos o processamento tecidual por
dois métodos de digestao enzimaética.

MATERIAL E METODOS

O presente trabalho foi aprovado pela CEUA/
UFRN (protocol o 008/2009). Células mesenquimais do
tecido adiposo foram obtidas de dois camundongos
albinos Swiss machos, com dois meses de idade e 30g
de peso. Apos a eutanasia, fragmentos do tecido
adiposo foram col etados da regi&o inguinal e mantidos
em tampéo fosfato (PBS) até seu processamento. Em
camaradefluxo laminar, o fragmento tecidual foi cortado
em fragmentos menores e submetidos a trés lavagens,
de 10 minutos cada, com umasolugao contendo meio &
MEM (Cultilab, Brasil) enriquecido com antibidtico e

antifungico (Gibco, USA), objetivando eliminar possivel
contaminacéo.

Posteriormente, os fragmentos de tecido adiposo
foram submetidos a dois protocolos para extracéo de
célulasmesenquimais:

- Grupo |: digestdo enzimatica com solucao
contendo 3 mg/mL de colagenase| (Gibco).

- Grupo Il: digestdo enzimética com solucao
contendo 3 mg/mL de colagenase| (Gibco) e
ImL detripsina/EDTA (Cultilab).

Ambos os grupos foram incubados em placa de
Petri, por 1 horaa37°C. Em seguida, o material resultante
da digestéo enzimatica foi transferido para um tubo
conico tipo Falcon, adicionado 5 mL de PBS e centri-
fugado a 1200 rpm por 5 minutos. Os adipdécitos pre-
sentes no sobrenadante foram aspirados e as células
precipitadas foram submetidas a uma nova centri-
fugacé@o com PBS. O pellet celular foi processado em
umapeneirade 70 um e as célulasforam cultivadasem
meio &MEM contendo antibidtico (Cultilab) e suple-
mentado com 10% de soro fetal bovino (Cultilab) e
mantidasa37° C em 5% de CO, até atingirem 70— 90%
de confluéncia, com trocade meio acadatrésdias.

Com a finalidade de identificar a natureza
multipotencial das células, asmesmasforam cultivadas
em meios de diferenciacdo osteogénico e adipogénico
(StemPro® Differentiation Kits, Invitrogen Corp.,
Carlsbad, CA, USA) por até 21 dias. Apdseste periodo,
as células exibiram, namicroscopiade luz, morfologia
caracteristica de células osteoblasticas e adiposas.

No terceiro subcultivo (P3), as células foram
cultivadas em placas de 24 pocos, nadensidade de 3x10*
células/poco, durante osintervalosde 24, 48 e 72 horas
apods o plagueamento, com o objetivo de avaliar o
rendimento celular e obter a curva de crescimento nos
diferentes grupos. Decorridos ostempos experimentais,
as células foram submetidas a andlise da adesdo e
proliferacdo celular utilizando-se 0o método de exclusdo
por azul de Tripan em cdmarade Neubauer. A existéncia
de alteragdes morfoldgicas no nucleo das células
estudadas foi avaliada através damarcacao pelo DAPI
(4’ -6-Diamidino-2-phenylindole), em microscopio de
fluorescéncia, nointervalo de 72h.

Os dados obtidos foram submetidos & andlise
nao paramétrica. Cada valor das contagens celulares
correspondeu a média + desvio padréo da média de 4
amostras por intervalo em cada grupo. As diferencas
entre os grupos foram comparadas pelo teste de Mann-
Whitney, considerando-se um nivel designificanciade
5%.
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RESULTADOS

Os dois protocolos estudados permitiram um
padréo de crescimento ascendente das células mesen-
guimais derivadas do tecido adiposo, como mostra a
Figural.

A extrac8o realizada apenas com colagenase
exibiu um indice proliferativo estatisticamente mais
acentuado quando comparada com a que utilizou

N®de células (x10%)

24hs 43hs

colagenase associada a tripisina/ EDTA. Verificou-se
significancia estatistica entre 0s grupos nos interval os
ded8e72h(Tabelal).

Naandlise em microscopiade fluorescéncianédo
foram observadas alteracdes morfoldgicas, como
fragmentacgdes nucleares e nlcleos picnoticos, nas
células mesenquimai s extraidas por meio dos protocol os
estudados (Figura 2).

Grupo |
—e—Grupoll

1Zhs

Figura 1. Curva de crescimento das células mesenquimais derivadas do tecido adiposo nos

intervalos de tempo estudados.

Tabela 1. Médias e desvio-padrao das contagens

celulares nos diferentes qrupos.

Grupo | Grupo |l p*
T24 25+06 2903 0,4047
T48 48+05 31106 0,0265
T72 6504 3605 0,0294

"Mann-Whitney. Os nimeras em nagrito indicam diferencas

significativas {p<0.05)
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Figura 2 - Fotomicrografia das células do Grupo | (A) e Grupo Il (B), apds 72 horas de cultivo celular.

(Coloracao DAPI, 40x)

DISCUSSAO

O tecido adiposo representa uma fonte abun-
dante de células-tronco com grande pl asticidade, defécil
acessibilidade e extremamente disponivel em proce-
dimentosdelipoaspiracéo (LEVI, LONGAKER, 2011).
Mesmo apds algumas décadas do isolamento de células-
tronco do tecido adiposo, 0s protocol os paraaextragcéo
desse tipo celular ainda ndo estdo bem estabelecidos.
Diversos protocolos para digestéo tecidual tém sido
descritos, sendo a colagenase tipo | — com ou sem
associagdo a outra solugdo — a enzima mais utilizada
(DEGIROLAMOetal., 2011, FAUSTINI etal., 2010).A
literaturarevelaque umadigestdo ef etivatambém pode
ser obtida com colagenase tipo 11 (GASTALDI et al.,
2010), enzimaRTase (KO et al., 2011), colagenasetipo ||
com solucao salina balanceada de Hank’s (TALENS-
VISCONTI et al., 2006) e colagenasetipo | associadaa
tripsina (ZHU et al., 2008), a albumina de soro bovino
(LEE, KIM, KIM, 2010), ao tampéo fosfato salino
(GONDA et al., 2008, LIU et al., 2008) ou ao tampéao
fosfato salino com soro bovino (MARINO et al., 2010,
MITCHELL etal., 2006).

Normalmente a extracdo celular de um tipo de
tecido especifico € realizada com base em protocolos
que foram estabelecidos, esperando que rendimentos
semelhantes sejam conseguidos posteriormente.

Quando se busca extrair células-tronco de tecidos
dentais (polpaeligamento periodontal), por exemplo, a
associacdo da colagenase | com a dispase é bastante
realizada (VASCONCELOSet al ., 2011, PAPACCIO et
al., 2006); todavia, estatltimaenzimando é utilizadana
digest&o do tecido adiposo.

Neste estudo, optamos por testar a capacidade
proliferativa das células obtidas apds o processamento
tecidual com colagenase tipo | isoladamente ou
associada atripsins/EDTA. Com isso, observamos um
mel hor rendimento celular quando aextracdo érealizada
sem aassociagdo da colagenase com atripisina/EDTA.
Os resultados menos favoraveis do rendimento celular
para o grupo extraido com colagenase etripsins/EDTA
pode ser explicado pelo fato de que a tripsina, quando
utilizada por um longo periodo de tempo, pode clivar
receptores defatoresde crescimento nasuperficiecelular
ou proteinas de membrana, comprometendo aatividade
celular (HUANG et al., 2010).

Em relag8o aos possiveis danos morfol 6gicos
nucleares, estes ndo foram verificados em nenhum dos
protocol os utilizados no presente estudo, demonstrando
gue a agdo das duas enzimas restringe-se & membrana
celular.

Os resultados deste estudo mostram uma maior
capacidade proliferativa das células quando a digestéo
enziméticado tecido adiposo érealizadacom colagenase,
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corroborando com os resultados encontrados por DE
GIROLAMO et al., (2011) e FAUSTINI et al., (2010).
Estefato contribui paraautilizacdo deste protocolo para
isolamento de células mesenquimais derivadas do tecido
adiposo para utilizagdo em futuras terapias regene-
rativas, visto que se faz necessario uma quantidade
adequada de células viaveis paraaplicagdo clinica
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CONCLUSAO
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