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RESUMO

Introdugdo: O tecido adiposo armazena energia e secreta varias moléculas
enddcrino/paracrina como a angiotensina Il (All) e expressa receptores como de insulina
e de All (AT4 e AT,). Esses horménios estao envolvidos em varias patologias tais como a
obesidade, hipertensao, diabetes e aterosclerose. Objetivos: Caracterizagdo morfoldgica
da cultura primaria de adipdcitos humanos e da resposta ao estimulo dos horménios All e
insulina. Métodos: Para caracterizacdao morfoldgica fez-se a coloragdo com Oil red O,
goticulas de lipidios, MitoTracker red, mitocondrias e ERTracker, reticulo endoplasmatico.
Determinaram-se também as fases do ciclo celular, tamanho e complexidade das
populagdes das células cultivadas e dispersas através da citometria de fluxo. O cultivo
das células foi realizado de acordo com Hauner et al. (1989). Para as medidas do Ca*
intracelular foi utilizada a analise por microscopia de fluorescéncia de alta resolugdo. As
células adiposas foram caracterizadas por imunocitoquimica utilizando-se anticorpos para
insulina, AT, da All, receptor de insulina e lectina conjugados com um marcador
fluorescente. Resultados: Por microscopia confocal verificou-se a presenca de varias
goticulas lipidicas, citoesqueleto, mitocéndrias, reticulo endoplasmatico e membrana
celular preservados, e proprios dos pré adipocitos, Os pré-adipécitos apresentaram
receptores e granulos de insulina e o receptor AT,. Também se verificou por citometria de
fluxo a amostra de células rescém-dispersas que pbde ser classificada como pré-
adipdcito. A avaliagdo temporal dos niveis de Ca?* nas células de pré-adipécitos
humanos estimuladas com a All e insulina induzem respostas transientes no caso da All

i

0 aumento imediato das [Ca”]; seguido da diminuigcdo desta resposta e no caso da

insulina apresentou oscilagdes nas [Ca®];

na presenca deste agonista. Conclusées:
Determinou-se a caracterizagcdo morfologica da cultura primaria de adipécitos humanos
como pré-adipécitos por:apresentarem morfologia semelhante a fibroblastos e iniUmeras
goticulas de lipidios; evidenciado a presenga dos receptores de angiotensina Il (AT1) e
insulina (RI) por imunofluorescéncia. As células presentes na amostra do tecido adiposo
apresentaram tamanho e complexidade de pré-adipocitos; Nos pré-adipocitos humanos
cultivados verificou-se o aumento dos niveis intracelulares de Ca?* que foi transiente para

o estimulo com angiotensina Il e oscilatorio para a insulina.
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SUMMARY

Introduction: The adipose tissue stores energy and secretes several endocrine/paracrine
molecules as the angiotensin Il (All) and expresses receptors as of insulin and of All (AT
and AT,). These hormones are involved in several pathologies such as the obesity,
hypertension, diabetes and atherosclerosis. Objectives: Morphologic characterization of
the primary culture of human adipocytes and of the answer to the incentive of the All
hormones and insulin. Methods: For morphologic characterization the coloration with Qil
red O, lipids droplets, MitoTracker red, mitochondrias and ERTracker, endoplasmic
reticulum was made. It also determined the phases of the cellular cycle, size and the
populations complexity of the cultivated cells and disperse through the flow cytometry.
The cells cultivation was accomplished in agreement with Hauner et al. (1989). For the
Ca?" intracellular measures the analysis by fluorescence microscope of high resolution
was used. The adipose cells were characterized by immunocytochemistry using
antibodies for insulin, AT4 of All, insulin receptor and lectina conjugated with a fluorescent
marker. Results: For confocal microscope was verified the presence of several lipidics
droplets, cytoskeleton, mitochondrias, endoplasmic reticulum and cellular membrane
preserved, characteristic on preadipocytes. The preadipocytes presented receptors and
insulin granules and AT, receptor It was also verified by flow cytometry the sample of
newly-dispersed cells that could be classified as preadipocyte. The temporary evaluation
of the Ca*" levels in the human adipocytes cells which were stimulated with All and insulin

showed that All induced transient answers, by the immediate increase of the [Ca®'];

followed by the decrease of this response. The insulin presented oscillations in the [Ca®'];
during the presence of this agonist. Conclusions: For confocal microscopy was
determined the morphologic characterization of the primary culture of human adipocytes
as preadipocytes and evidenced the presence of the receivers of angiotensina Il (AT1)
and insulin (RI) for imunofluorescéncia. The present cells in the sample of the fatty fabric
presented size and preadipocytes complexity; In the cultivated human preadipocytes the
increase of the levels intracelulares of Ca?* was verified that was transient for the

incentive with angiotensina Il and oscillatory for the insulin.
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1. INTRODUGAO

A necessidade de substituicdo de tecido adiposo ou preenchimento
de areas de perda de tecido ocorre em diversas situagbes, como por
exemplo assimetrias em face, mama, regidao glutea, ou em areas
localizadas nas sequelas traumaticas com perda de tecido nas atrofias e
hipotrofias das mais variadas formas, fazendo da bioengenharia tecidual
uma opg¢ao para criar condicdes para o reparo e a substituicdo de tecidos
lesados, fornecendo elementos celulares e fatores de proliferacédo. Isto
permitiria o desenvolvimento de tecidos autdlogos para restauragbes
estéticas e de defeitos congénitos (HERMSDORFF & MONTEIRO, 2004).

O campo da engenharia de tecido esforca-se para integrar a
contribuicdo tecnoldgica de disciplinas que aparentemente ndo estdo
relacionadas, com o objetivo de gerar terapias inovadoras e revolucionarias

para o reparo e enxertia de tecidos.

Estratégias de engenharia de tecido baseadas no tratamento com
células autdélogas tém sido realizadas. Estas novas técnicas co-relacionam
pré-adipocitos autdlogos, substratos de matriz extracelular, células
progenitoras adultas e fatores de crescimento com atividades biol6gicas
locais. Estes fatores combinados devem resultar em uma fabricacéo in vitro

de enxerto de tecido adiposo e o0 subsequente uso clinico.

Novos conhecimentos da terapia celular e engenharia tecidual
permitem técnicas para reparo ou preenchimento de tecido em grandes

areas corporais.

A expansao do tecido adiposo in vivo ocorre rapidamente apds o

nascimento. No adulto, a capacidade de surgirem novos adipdcitos persiste,
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como ocorre nos casos de obesidade severa, confirmados por
pesquisadores que obtiveram adipécitos maduros pela diferenciagao in vitro
de células adiposas precursoras, isoladas do tecido adiposo de pacientes
(BJORNTORP et al.,, 1985; DESLEX et al, 1987; DESLEX, NEGREL &
AIHAUD, 1987).

Atualmente ha um consenso de que os adipocitos sdo um tipo celular
especifico que deriva de células mesenquimatosas indiferenciadas, com
capacidade de diferenciarem-se em células mesodérmicas como
condrécitos, osteoblastos, miécitos e adipdcitos (GREGOIRE,SMAS & SUL,
1998). As células adiposas precursoras também sdo chamadas de pré-
adipdcitos ou lipoblastos e, segundo POLIARD et al. (1995) nos primeiros
estagios de diferenciacdo, essas s&o indistinguiveis dos fibroblastos,

mesmo por microscopia eletrénica.

O tecido adiposo € um tipo especializado de tecido conjuntivo
atuando como um grande reservatorio de gordura. Esse tecido é
encontrado abaixo da pele modelando a superficie corporal sendo um
importante isolante térmico do organismo. Possui importante fungdo como
reservatorio energético corporal, secretando inumeras moléculas que agem
sobre os proéprios adipdcitos ou outros tecidos do organismo, chamadas de
adipocinas (KERSHAW & FLIER, 2004).

Estas adipocinas desempenham um papel importante na resposta
imunitaria, doencas vasculares e regulagao do apetite, em sua grande
maioria, estdo relacionadas direta ou indiretamente aos processos que
contribuem na aterosclerose, hipertensao arterial, resisténcia insulinica,
diabetes tipo Il e dislipidemias (GREGOIRE,SMAS & SUL, 1998).

Os componentes do sistema renina-angiotensina-aldosterona (SRAA)
como o angiotensinogénio (AGT) e as angiotensinas | (Al) e Il (All) estao

elevadas durante a adipogénese. A angiotensina | promove crescimento e
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diferenciacdo em adipécitos por induzir diretamente a lipogénese e
indiretamente a estimulacao da sintese de prostaglandinas (ENGELI et al.,
2003). Os adipdcitos maduros produzem All que pode inibir um maior

recrutamento de pré-adipocitos.

Os componentes derivados do SRAA como a All no tecido adiposo
podem atuar de forma autécrina, paracrina e enddcrina e sao importantes

na patogénese da obesidade, da resisténcia a insulina e da hipertenséo.

A All aumenta a entrada de calcio na célula através de canais de
calcio tipo L presente na membrana celular. O Ca** e o diacilglicerol (DAG)
ativam a proteina cinase C (PKC) e as cinases calcio-calmodulina, as quais
catalizam a fosforilagcdo de proteinas que regulam, por ultimo, a resposta

celular.

A insulina exerce muitas agdes biologicas, as quais inclui regulagao
de glicose sanguinea, sintese de lipidios e proteinas e a transcrigcdo génica
(ROSEN, 1987). Com a falta deste horménio, observa-se um quadro de
hiperglicemia, situacdo que induz uma série de alteracdes patologicas em
células vasculares e neuronais em pacientes diabéticos e modelos de
animais,sendo que existem multiplas teorias propostas para explicar a
patogénese das varias complicagbes causadas pelo aumento da glicemia
(KOYA & KING, 1998).

A insulina € o principal hormdénio que controla o metabolismo
intermediario. Seu efeito global consiste em conservar os combustiveis
energéticos: lipidios e aminoacidos, pois facilita a captacao, a utilizacédo e o

armazenamento celular da glicose apds as refeigdes.

Aumentos na massa de tecido adiposo elevam os riscos de muitas
complicagdes clinicas incluindo diabetes, hipertensdo, doencas cardiacas,

aterosclerose e algumas formas de cancer. Entdo, é imperativo que
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entendamos 0s mecanismos pelos quais o tecido adiposo se expande. A
amplificacdo de células adiposas durante o desenvolvimento da obesidade
pode ser um fator que ative a proliferacdo de novas células adiposas.
Sendo assim, sao necessarios estudos in vitro e in vivo para entender esse
complexo, inter-relacionando mecanismos fisiologicos e fisiopatolégicos
pelos quais o crescimento deste importante 6rgao é regulado (HAUSMAN
et al., 2001).

Para colaborar com esse entendimento, nesse trabalho utilizou-se a
microscopia confocal, citometria de fluxo e microscopia de fluorescéncia de
alta resolucdo como ferramentas para estudo in vitro das células adiposas

humanas.
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2. OBJETIVOS

1. Caracterizacdo morfolégica dos adipécitos humanos em cultura

primaria.

2. Caracterizacdo da resposta dos adipécitos humanos em cultura

primaria ao estimulo dos horménios angiotensina Il ou insulina.
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3. LITERATURA

Neste capitulo os artigos de literatura referentes ao assunto
pesquisado serdo apresentados divididos por temas, e cada sub-tema sera

ordenado cronologicamente.

CULTURA DE ADIPOCITOS

PETTERSSON et al. (1985) isolaram células precursoras de
adipocitos a partir de estroma vascular de omento e de tecido adiposo
subcutdneo de humanos adultos obesos e ndo obesos e compararam a
taxa de replicagdo destas células em cultura e o numero de células com
capacidade de expressar o fendtipo de adipécitos. Verificaram que nao ha
diferenca na taxa de replicacdo de células das amostras de doadores
obesos e ndo obesos, nem quando comparados com células precursoras
de outros locais diferentes. Avaliaram o crescimento celular em meio de
cultura enriquecido, onde aproximadamente 6.5% da populacdo celular
original exibiram a morfologia de adipdcitos. Assim estes resultados
sugerem que as células encontradas no estroma vascular do tecido adiposo
tém a habilidade para diferenciar-se em adipécitos sendo que o ambiente e
fatores locais, muito mais do que os fatores genéticos, podem ser

responsaveis pela hiperplasia em humanos obesos.

DESLEX et al. (1987) demonstraram que as células do estroma
vascular do tecido adiposo humano adulto podem sofrer conversao

gordurosa que consiste na sintese de goticulas de lipidio quando cultivadas
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em meio contendo insulina, transferrina e triiodotironina. Dez a 20% das
células mudaram sua morfologia para adipdcitos e acumularam goticulas de
lipidio no periodo de 10 a 15 dias. As células se diferenciaram e formaram
“cluster” — agrupamento de células com a caracteristica original do tecido
adiposo observados por imunofluorescéncia pela identificacdo da
lipoproteina lipase (situado na regido de Golgi) e por meio da
imunohistoquimica identificando-se o glicerol-3-fosfato (GPDH). Os
fibroblasto de prepucio n&o exibiram nenhum destes fendtipos. O
crescimento celular em meio de cultura apropriado, livre de soro, permitiu a
diferenciacdo de adipdcitos dipléides precursores por apresentarem fatores

envolvidos na estimulagao ou inibicao do processo de diferenciagao.

DESLEX, NEGREL & AILHAUD (1987) mostraram que células do
estroma vascular de ratos obesos de 4 semanas de idade quando
cultivados em meio contendo insulina ou fator de crescimento insulina-like,
IGF-I, triodotironina e transferrina sofreram conversdo em células
gordurosas. Cerca de 90% das células acumularam goticulas de lipidio e
isso foi proporcional a reducdo na suplementacido do soro no meio de
cultura. A conversdo foi avaliada pelo desenvolvimento de lipoproteina
lipase e atividade da (GPDH), incorporacdo de glicose marcada com '“C
pelas células. Resultados semelhantes obtidos de diferentes regides de rato
com células do estroma vascular de tecido adiposo. Este resultado sugeriu
que em meio apropriado livre de soro ocorre diferenciacdo celular de
precursores de adipdcitos diploides e abre a possibilidade da
caracterizacao de ativadores ou inibidores do processo de conversao

adiposa.

HAUNER et al. (1989) cultivaram células do estroma vascular obtidas
do tecido adiposo subcutdaneo humano de adulto que foram cultivados em
meio de cultura livre de soro na presencga de 0,2 nM de triiodotironina, 0,5

uM de insulina. Apos 18 dias mais de 25% das células foram capazes de
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diferenciar-se. As células foram avaliadas por acumulo de lipidios,
expressao de lipoproteina lipase (LPL) e pela atividade da GPDH. A adicao
do cortisol resultou num potente processo de diferenciacdo do tecido
adiposo com caracteristica concentracao-dependente. O cortisol pode ser
substituido pela dexametasona ou pela aldosterona, mas ndo por
hormdnios esterdides sexuais. A proporcdo de células diferenciadas era
dependente da idade e do doador. Quando isoladas de adultos jovens, até
70% dessas células do estroma vascular expressaram o fendtipo de
adipdcito, quando comparada a 5-10% das células que foram isoladas dos
pacientes mais velhos. Uma relacdo inversa foi observada entre a idade
dos 27 doadores com peso normal e alta expressao de GPDH, apds a
manutencao das células por 18 dias em meio de cultura suplementado com
insulina, triiodotironina e cortisol. Esses autores concluiram que o tecido
adiposo humano adulto ainda contém células precursoras de adipdcitos que
sdo capazes de sofrer diferenciacdo in vitro. Este provavel sistema de
cultivo pode oferecer a oportunidade de caracterizar outros fatores
adipogénicos ou anti-adipogénicos envolvidos no controle do crescimento

do tecido adiposo.

POLIARD et al (1995) mostraram que a linhagem celular C1 derivada
de teratocarcinoma se comportava como uma célula progenitora de tripla
potencialidade mesodermal que poderia diferenciar-se em osteoblasto,
condroblastos ou adipoblasto sendo estritamente dependente da
organizagao espacial das células e da natureza da indu¢éo. Na auséncia de
contato entre as células antes da adicdo de indutores, as células C1
mantinham um fendtipo de indiferenciagdo estavel. Quando entram em
contato, antes da indugdo de diferenciacdo, apresentam genes
caracteristicos dos trés destinos. Na presenca de fatores especificos, como
beta glicerol fosfato, ascorbato, dexametasona essas células poderiam
diferenciar-se nesses tipos celulares. Isso demonstrou que essa

capacidade validou a utilizacdo desse clone C1 como um modelo in vitro
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para estudo desses fatores moleculares que podem ter uma agao sinérgica
pela acdo conjunta de fatores de estimulacdo como a dexametasona e

insulina que foram capazes de converter as C1 em adipdcitos funcionais.

GREGOIRE (2001) Relatou avancos da biologia do tecido adiposo
que tém demonstrado que o tecido adiposo branco (TAB) possui um papel
central na regulacdo do equilibrio energético e atua como um orgao
secretorio/endocrino  que media numerosos processos fisiologicos e
patolégicos. Desequilibrio do TAB pode causar obesidade ou lipoatrofia,
doencas cardiovasculares e diabetes. Alteracdes no TAB resultam em
mudancas nos numeros ou tamanhos de adipdcitos. As mudancas do
numero de adipdcitos sdo alcancadas por uma interacdo complexa entre
proliferacao e diferenciacdo de pré-adipdcitos. Diferenciacdo de adipécitos
ou a adipogénese, € um processo altamente controlado que foi estudado

extensivamente durante os ultimos 25 anos.

WECHSELBERGER et al. (2002) os autores transplantaram pré-
adipécitos, células de urotélio e epitélio traqueal cultivados in vitro
colocados adequadamente sobre uma superficie de capsula pré-fabricada
usando a cola de fibrina como veiculo de transporte para a reconstrucao
tecidual. Na primeira fase em modelo animais, coletaram os diferentes
tecidos e as células foram cultivadas, e um bloco de silicone que foi
implantado subcutaneamente, ou dentro da envoltura anterior do reto
introduzindo-se a capsula para sua formacédo. Depois de 6 a 10 dias,
quando as culturas primarias estavam confluentes, os animais foram re-
anestesiados e cortadas as bolsas da capsula recentemente formadas, e as
suspensodes de células de urotélio (n 40), células de epitélio traqueal (n 32),
e pre-adipadcitos (n 40) foram implantados sobre a superficie da capsula em
dois grupos, o primeiro utilizando meio de cultura como um veiculo de
transporte e o segundo a cola de fibrina. Foi realizada histologia das

amostras e em todos os animais nos quais os autores usaram cola de
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fibrina como um veiculo, puderam demonstrar uma reimplantacédo prospera
de todos os tipos celulares. Concluiram que a inducdo de capsula em
combinagcdo com a cola de fibrina pode ser um modelo prdospero para

transplante in vivo.

JANKE et al. (2002) examinaram o papel de All para a diferenciacao
de pré-adipécitos humanos em cultura primaria. Os pré-adipécitos isolados
do tecido adiposo humano foram estimulados para diferenciagdo. A
influéncia do SRAA em diferenciagcdo de adipécitos foi investigada
adicionando angiotensinogénio (AGT), All ou antagonistas do receptor de
All no meio para diferenciagcdo. Verificaram também a influéncia de
adipécitos em adipogénese por meio de experiéncias em co-cultura. A
expressao dos genes do SRAA, AGT, ECA e receptor AT, aumentaram
durante a adipogénese. A estimulacdo do receptor AT, através da All
reduziu conversao da gordura, considerando que o bloqueio deste receptor
notadamente aumentou a adipogénese. Os adipécitos podem inibir a
diferenciagdo de pré-adipocito na co-cultura, e este efeito foi abolido pelo
bloqueio do receptor AT,. Este achado leva para um papel funcional do
SRAA na diferenciacdo do tecido adiposo humano, porque a secrecado de
AGT e geracdo de All sdo caracteristicas da adipogénese. Os autores
postularam um mecanismo paracrino de retroalimentacdo negativo que

inibe o recrutamento adicional de pré-adipocitos em adipécitos maduros.

HARTE et al. (2003) Utilizaram os adipdcitos isolados do subcutaneo
que foram tratados com insulina (1-1000 nM) por 48 h. Como parte dos
estudos, foi desenvolvido um anticorpo anti AGT e validado por
imunohistoquimica. Doses crescentes de insulina elevaram a expressao da
proteina de AGT de uma maneira dose-dependente. Os autores concluiram
que as doses crescentes de insulina estimularam a producdo de AGT.
Neste estudo a analise dessa proteina sugere que a hiperinsulinemia possa

ser um fator importante para a relacao hipertensao e obesidade.
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O'CONNOR, et al. (2003) estimularam a fracdo do estroma vascular
do tecido adiposo humano para adipogénese in vitro numa matriz de
substrato extracelular diferente de tecido adiposo coletado de pacientes do
sexo feminino de 25 a 45 anos de idade submetidos a uma cirurgia eletiva.
Depois de 24 dias, menos de 5% de células estroma-vasculares tinha sido
convertida em adipécitos com substrato de fibronectina, 13% a 28% com
colageno | e 59% = 7% com Matrigel. O volume de lipidio ultrapassou 4,5 x
10° ym®/célula para o Matrigel com 30% abaixo para os outros substratos. A
proliferacao das células era evidente para o Matrigel e para a fibronectina,
as células apresentaram um espalhamento maior com uma area projetada
que excede 3x10° pm?/célula. Estes resultados sdo pertinentes ao designio
de um implante gorduroso, enquanto promovem sua viabilidade na

composicao de um substituto.

CASSIS et al. (2004) buscaram determinar se a produgao local de All
influenciava a liberacéo de leptina de adipdcitos e concentragdes de leptina
circulantes. Os adipdcitos de ratos tratados por trés dias com captopril,
demonstraram reducao de All, liberagao de leptina e diminuigdao das
concentracdes de leptina circulante. Adipdcitos incubados com All
resultaram em um aumento da expressao do RNAm da leptina e liberacao
da mesma. Determinaram o efeito elevado da All sistémico e leptina em
ratos com injecbes de All ou solugdo salina por 1, 2, ou 7 dias tendo
reduzido a concentragcido de leptina circulante com a duragcao da exposi¢ao
de All. Indicaram que a produgao local de All aumenta leptina liberada
pelos adipodcitos; porém, com elevacdes em All sistémica, ativada pelos

efeitos da All local produzida.
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ANGIOTENSINA

MIASIRO et al. (1983) relataram que muitas respostas a All em
registro isométrico com preparacdes isoladas de ileo de coelho albino sdo
rapidamente atenuadas (dessensibilizadas) apds a resposta inicial para o
peptidio. A dessensibilizagdo ou a perda da resposta fisiolégica € um
processo regulatério exibido por muitas células quando expostas a
diferentes agonistas por tempo prolongado ou por administragdes
sucessivas e, esse fendmeno pode representar um importante mecanismo

regulatorio em muitos tecidos.

LEFKOWITZ, STADEL & CARON (1983) apresentou dois
mecanismos bioquimicos propostos para explicar o processo de
dessensibilizacdo. Um mecanismo que envolve um rapido desacoplamento
do receptor das proteinas ligantes da proteina G, mediado pela fosforilagdo
do receptor por quinases especificas, o qual é descrito para o caso de
dessensibilizacdo induzida por receptores p-adrenérgicos. O segundo
mecanismo envolve o sequestro ou a internalizacdo que transporta o
receptor da superficie celular, tornando-o inacessivel para o ligante

extracelular.

ANDERSON & PEACH (1994) relataram que o mecanismo
bioquimico para explicar a dessensibilizagao para os receptores da All nao
esta bem esclarecido. Assim, a dessensibilizagdo na formagédo de inositol
trisfosfato mediada pela All em musculos lisos tem sido atribuida a
sequestro e a internalizagao do receptor responsavel pela dessensibilizacio

induzida pela All.

JONES, STANDRIDGE e MOUSTAID (1997) caracterizaram o

receptor AT, em adipdcitos da linhagem 3T3-L1 e testaram a hipétese que
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a All tem acado direta no metabolismo de adipdcitos usando ambos
modelos, 3T3-L1 e adipécitos humanos. Mostraram que a All tem efeitos
semelhantes em células adiposas humanas e na linhagem 3T3-L1 mantidas
em cultura primaria. Finalmente, demonstraram que a All aumenta a taxa
de transcricdo do FAS e do gene ob em 3T3-L1 e células adiposas
humanas. Estes resultados indicaram que All pode estar envolvida no
controle da adiposidade pela regulagdo da sintese de lipidio e do

armazenamento em adipocitos.

KIM et al. (2002) Mostraram que a All aumenta a sintese de acido
gorduroso e trigliceridios armazenados. Os trigliceridios armazenados estéao
correlacionados com a concentragao de leptina circulante. Propuseram que
a All pudesse aumentar a diferenciacdo de adipdcitos e a producido de
prostaglandinas (PGs). O propdsito deste estudo foi determinar se All
aumenta a secrecgao de leptina por um mecanismo PG-dependente. Doses
fisiolégicas de All aumentaram secrecao de leptina significativamente na
linhagem 3T3-L1 e em adipdcitos humanos. Concluiram que embora a All
estimule a secrecdo de leptina e PG em adipdcitos, a regulagédo dessa
secrecao de leptina, pela All em adipécitos ndo € mediado por um

mecanismo PG-dependente.

INSULINA

GONZALES-YANES & SANCHEZ-MARGALET (2000) demonstraram
que a pancreastatina (PST), um peptidio derivado da cromogranina-A, tem
efeitos de contraregulagdo da insulina em hepatdcitos e adipdcitos,
sugerindo um possivel papel na resisténcia a insulina. O mecanismo de

acao da PST sobre a glicose e o metabolismo de lipidio é tipica de um
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hormo&nio que mobiliza calcio e induz a ativagao de um receptor acoplado a
proteina G 11 que ativa a via da fosfolipase C B (PLC-B). Em adipdcitos de
rato, a PST inibe o transporte de glicose mediada pela insulina, utilizacdo
de glicose, e sintese de lipidio, e tem um efeito lipolitico. Entretanto
estimula o nivel basal da sintese protéica que é estimulada pela insulina.
Estudaram recentemente o sistema do efeito do receptor da PST em
membranas de adipdcitos. Para investigar os mecanismos do efeito da
PST sob a agao de insulina, estudam a via de sinalizacdo cruzada da PST
com a sinalizagdo da insulina em adipdcitos de rato. Esses autores
acreditam que a PST inibe a translocag¢ao do GLUT4 para a membrana que
€ estimulada pela insulina, isso explicaria a inibicdo do transporte de
glicose. O receptor de insulina ativa a fosforilagdo da tirosina, substrato do
receptor de insulina (IRS)-1, e p60-70 que também impede a associagao e
atividade da p85 — fosfatidilinositol 3-cinase (PI3K). O mecanismo desta
inibicdo envolve a ativacao da “classica” isoforma da proteina cinase C e a
fosforilagdo da serina do receptor de insulina e do IRS-1. A PST ativa a
proteina ativadora de mitose (MAPK) modula a sinalizacdo e aumenta o
efeito da insulina. Esta via da PST pode ser considerada como ativadora da
sintese protéica. Esses autores concluiram que a PST parece inibir a
estimulacao da insulina via PI3K em adipdcitos, considerando a ativacao da
via da MAPK. Estes resultados sugeriram uma via cruzada da PST sobre a
sinalizacédo da insulina que pode ser explicada pelo efeito da PST sobre o

metabolismo da glicose e da sintese protéica.

CRANDALL et al. (2000) investigaram o efeito da insulina e do fator
de crescimento (IGF-1), insulina-like, sobre o inibidor-1 do ativador de
plasminogenio (PAI-1) liberado de cultura primaria de pré-adipocitos e
adipécitos humanos. Inicialmente foi medido experimentalmente o nivel
basal de PAI-1 produzido (ng/ml) indicando uma variabilidade entre culturas
individuais. Usando uma nova técnica para quantificagdo em adipdcitos,

determinaram o PAI-1 liberado pelas células, indicando uma significante
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reducdo com a diferenciacdo. Uma grande faixa de concentracdo de
insulina e de IGF-1 nao afetou a liberagdo do PAI-1. Esses dados foram
confirmados pela técnica de RT-PCR do RNAmM do PAI-1 apds tratamento
com insulina e IGF-1. Estas culturas expressaram gliceroldeido-3-fosfato
desidrogenase estimulada pela insulina (GAPDH) e sintese de leptina apos
diferenciacdo de adipdcitos. Este foi o primeiro trabalho que autores
descreveram a secrecao do PAI-1 por culturas primarias de pré-adipdcitos e
adipécitos humanos, indicando que a liberagao de PAI-1 independente da
insulina e do IGF-1 o que indica a existéncia de outros fatores responsaveis
pela elevagao de PAI-1 plasmatica observada no processo de resisténcia a

insulina.

DIETZE et al. (2002) para analise das vias cruzadas de sinalizagao
de fatores, produzidos por adipdcitos que desenvolvem um papel
fundamental na indugéo da resisténcia a insulina em musculo esquelético,
foi estabelecido um sistema de co-cultura de adipdcitos humanos e células
musculares esqueléticas. Células musculares provenientes de trés
doadores foram co-cultivadas com células de tecido adiposo de varios
doadores, a sinalizagdo da insulina foi subsequentemente analisada em
midcitos. A fosforilagdo da tirosina induzida pela insulina de substratos do
receptor de insulina (IRS)-1 foi completamente bloqueada, sem alterar a
expressao de IRS-1. A troglitazona aumentou a agéo da insulina sobre a
fosforilacdo do IRS-1 na presenca ou na auséncia da co-cultura. A insulina
regulou a ativagao da cinase Akt em midcitos que foi reduzida apés a co-
cultura, onde a acdo da insulina foi restaurada com a troglitazona. A adi¢ao
do fator de necrose tumoral (TNF)-a (2,5 nmol/l) para miocitos por 48 h
reduziu a expressao de IRS-1 e inibiu IRS-1 e a fosforilacdo da Akt
comparada com o efeito da co-cultura. Doses baixas de TNF-a foi
ineficiente. Apds a co-cultura, TNF-a no meio de cultura foi detectado no
limite de 0.3 pmol/l. Um nivel muito baixo de resistina foi detectado no

sobrenadante dos midcitos, mas ndo nos adipécitos. Esses autores
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concluiram que a liberacdo de fatores de células adiposas induzem uma
resisténcia a insulina em células musculares esqueléticas humanas,
enquanto que o TNF- a e a resistina aparentemente ndo estao envolvidos

neste processo.

INDICADOR FLUORESCENTE

GRYNKIEWICZ, POENIE & TSIEN (1985) mostraram uma nova
familia de indicadores altamente fluorescentes que foram sintetizados para
estudos bioquimicos e para o papel fisiolégico de Ca®* citosélico livre. Estas
propriedades, particularmente a sensibilidade ao ion, cujo comprimento de
onda é especifico para a forma ligada ao Ca*. Estes indicadores
fluorescentes foram escolhidos para muitas aplicagdes intracelulares,
especialmente em células unicas, células aderentes que se estendem em

camadas ou pedacos de tecidos.

POENIE et al. (1986) utilizando um novo indicador de Ca**
fluorescente fura-2 determinaram a concentracao do ion de calcio livre em
células PtK1. Nenhuma diferenga estatistica significante foi encontrada nos
niveis basais de calcio citoplasmatico ([Ca®*].) em células em interfase e
mitose. Entretanto, as células em mitose apresentaram uma rapida
elevacdo do ([Ca*'],) de 130nM para 500 ou 800nM no intervalo de 20s na
transicdo da metafase-anafase. Os niveis transientes de calcio ([Ca?'];) na
regido central da célula no inicio da anafase sugerem que calcio pode ter

um papel sinalizador no processo de divisdo celular.

WILLIAMS & FAY (1990) apresentaram uma técnica que incluia o uso

de métodos potenciométricos, para o preciso controle e determinagcdo dos
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niveis de Ca®* em solugdes, e esta associada com o método que equilibra
solugdes internas e externas com ionéforos, como a ionomicina. O produto
dessa técnica tem sido desenvolvido como um processo simples que utiliza
fura-2 como um indicador das concentragcdes de calcio ionizadas que
apresenta uma faixa fisiolégica pCa 7,5-5,5, em solugdes. As vantagens
desse procedimento s&o: (i) rapida resolugdo ou performance; (ii)
independente da concentragdo total de EGTA na solugdo (substancia
captadora de calcio dentro de cada solucdo experimental); (iii)
independente da pureza de EGTA; e (iv) ndo é afetado pelo grande numero

de cations presente dentro das solucdes.

GOLOVINA & BLAUSTEIN (1997) verificaram a organizacéo do Ca*
nos estoques do reticulo endoplasmatico e sarcoplasmatico liso de
astrocitos e midcitos. A dindmica do armazenamento e liberacao de calcio
foi estudada usando imagens de microscopia de fluorescéncia de alta
resolugdo. Descreveram a heterogeneidade dos estoques de calcio em
células estimuladas com agonistas fisioldgicos. Estes resultados sugerem
que o calcio estocado no reticulo endoplasmatico estd organizado
espacialmente em distintos compartimentos com funcionalidade de
discretas unidades (pool). O acido ciclopiazénico (inibidor da bomba de
calcio ATPase da membrana do reticulo endoplasmatico) e a cafeina ou a
rianodina recrutam calcio de compartimentos espacialmente separados.
Esses resultados sugerem que as células podem gerar espacialmente e
temporalmente distintas sinalizacbes de calcio para o controle individual

dos processos calcio-dependentes.
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4. METODOS

4.1 CULTURA PRIMARIA DE ADIPOCITOS HUMANOS

Foram utilizadas amostras de tecido adiposo abdominal subcutaneo
de cinco mulheres, com média de idade de 35 anos, obtidas durante
cirurgias eletivas de abdominoplastia realizadas no Hospital Sdo Paulo pelo
Setor de Abddémen, coordenado pelo Prof. Dr. Fabio Nahas, da Disciplina
de Cirurgia Plastica da UNIFESP-EPM. O tecido obtido seria desprezado
apdés o procedimento cirdrgico, e nao necessitaria de exame
anatomopatologico para elucidagdo de qualquer patologia associada, e
somente foi enviado quando a paciente foi entrevistada antes de tal

procedimento e obtido consentimento escrito (Anexo 01).

O projeto de pesquisa foi aprovado pelo Comité de Etica em
Pesquisa da UNIFESP-EPM sob n°® 072/05. (Anexo 02)

Para obtencao da cultura primaria de adipdocitos humanos a amostra
de 5 cm® de tecido retirado da cirurgia foi transferido para um frasco de
cultura estéril de 100 ml contendo 50 ml de solucdo salina balanceada
Hank’s (HBSS) obtido da Sigma Chemical Company, St Louis, MO, EUA,
com 100 U/ml de penicilina e 100 ug/ml de estreptomicina e levado
imediatamente ao laboratério de Cultura de Células da Pele da Disciplina
de Cirurgia Plastica da UNIFESP - EPM.

No fluxo laminar, o tecido adiposo foi transferido para uma placa de
Petri de 100 mm? de diametro e cortado em pequenos fragmentos de

aproximadamente 0,5 mm? com auxilio de uma tesoura de iris. Em seguida,
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os fragmentos foram transferidos para um frasco de vidro de 100 ml estéril
(Figura 1A) e acrescentado colagenase tipo Il (Sigma Chemical Company,
St Louis, MO, EUA), 1 mg/ml em HBSS contendo na proporg¢ao 4 volumes

de colagenase para 1 volume do tecido obtido (figura 1B), submetidos a

agitacdo por 30 minutos com barra magnética a 37°C em atmosfera Umida
contendo 5% CO..

Figura 1. Imagens fotograficas dos fragmentos do tecido adiposo (A) e a solugdo de digestéao
enzimatica contendo 1mg/ml de colagenase (B) dentro da seringa para ser adicionada ao frasco
contendo esses fragmentos.

A solucdo de tecido gorduroso obtida (Figura 2A) foi filtrada em
malha de nylon de 250 um. O filtrado obtido foi colocado em tubos cénicos
estéreis de 15 ml (Figura 2B) e centrifugado por 10 minutos a 300 g em
temperatura ambiente. A gordura superficial do sobrenadante foi aspirada
com auxilio de uma pipeta sorolégica de 10 ml e transferida para um tubo
cbnico de 15 ml. Desprezou-se a fase intermediaria e o precipitado (figura
2A) também foi transferido para outro tubo cénico de 15 ml, juntou-se essas
duas fases e foram ressuspensos em 20 ml de meio de cultura Eagle
modificado por Dulbecco (DMEM) obtido da Sigma Chemical Company, St
Louis, MO, EUA, suplementado com 10% soro fetal bovino (SFB), 100 U/ml

de penicilina e 100 ug/ml de estreptomicina. A seguir o volume foi dividido
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em duas garrafas de 75 cm? as quais foram mantidas em incubadora timida
a 37°C e 5% de CO..

Apods 24 horas do isolamento o meio foi aspirado, a garrafa de cultivo
foi lavada com solugao tampéao fisioldgica (PBS) obtido da Sigma Chemical
Company, St Louis, MO, EUA, e acrescentado 10 ml de DMEM/Ham’s F-12
(1:1), suplementado com 10% de SFB, 100 U/ml de penicilina e 100 ug/ml
de estreptomicina. Para a manutencao das células foi renovado o meio de

cultura a cada 2 dias.

As células cultivadas da primeira a terceira passagem foram utilizadas nos

experimentos.

Figura 2. Imagens fotograficas mostrando as amostras de tecido adiposo apos digestdo pela
colagenase e filtragéo (A). Essa solugéo foi fracionada em tubos cénicos de 15 ml (B) que foram
submetidos a centrifugagao de 300 g por 10 min. As amostras apresentaram duas fases: a gordura

superficial no sobrenadante e o precipitado formado (C).

4.2 CARACTERIZAGAO MORFOLOGICA DA CULTURA PRIMARIA DE
ADIPOCITOS HUMANOS

Para caracterizagdo morfofuncional da cultura primaria de adipdcitos

humanos utilizou-se a microscopia confocal e citometria de fluxo.
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4.2.1 CITOQUIMICA E IMUNOCITOQUIMICA POR MICROSCOPIA DE
FLUORESCENCIA CONFOCAL

Para os ensaios de deteccdes citoquimicas e imunocitoquimicas, 10°
células cultivados do tecido adiposo nas passagens P1 até P3 foram
semeadas sobre laminulas circulares de 12 mm? , cada laminula foi
acondicionada em um pocgo de placa de 24 pocos (Figura 3) mantidas em
incubadora Umida a 37°C e 5% de CO, até atingirem a subconfluéncia, que

se deu apos 48 horas.

Apos 48 horas o meio foi aspirado e os pogos lavados com PBS e as
células foram fixadas com formol 0,4% em PBS e mantidas a 4°C até o

momento do experimento.

Figura 3. Imagem fotografica de uma placa de 24
pocos onde foram colocadas as laminulas
circulares de 12 mm?, a seguir foram semeadas as

células e mantidas em estufa CO, por 48 horas.
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A marcacao das células com os marcadores e corantes fluorescentes
foram feitas de acordo com o método descrito por BKAILY et al (1996) com
adaptacoes, cujos dados dos fluoréforos utilizados constam na Tabela 1 do
Anexo 03

As laminulas contendo as células foram observadas no microscopio de
fluorescéncia confocal da Carl Zeiss LSM 510 (Figura 4), objetiva 40X ou
100X com abertura numérica 1,4 a 6leo. Sendo possivel a analise com
excitacdo envolvendo quatro lasers simultaneamente, foram eles: laser de
Arglnio (488 nm), Hélio/Nebnio-1 (543 nm), Hélio/Nebnio-2 (633 nm) e o
Titanio/safira (750 nm). Foram também utilizados os respectivos filtros de
interferéncia para os fluoréforos utilizados, a fim de se obter os
comprimentos de onda de emissao e as imagens na profundidade do plano

focal, que foram obtidas combinando as fatias Opticas projetadas dos eixos

X-Y.

Fez-se a varredura linear das células a cada 3 segundos de acordo
com a velocidade do scanner, ainda dependendo do numero de fatias. A
visualizagao e obtencado das imagens foram feitas por meio do microscopio
confocal acoplado a um computador cujo programa de aquisicao e analise

de imagens permite a criacdo de imagens em 3D.
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Figura 4. Imagem fotografica do equipamento de Microscépio Confocal Carl Zeiss LSM 510 e as
fontes de laser titanio-safira (canto inferior esquerdo) e Helio-Nednio1 e 2 e fonte de Argdnio atras
do microscoépio. O sistema € integrado ao computador para coleta de imagens tomograficas das

amostras.

4.2.1.1 IDENTIFICAGAO DE MITOCONDRIAS

As mitocdndrias das células foram identificadas utilizando-se um
marcador seletivo, o Mitotracker red (Molecular Probes, Eugene, OR, EUA),
a partir da solugao estoque de 1 mM em dimetil sulféxido (DMSO) obtido da
Sigma Chemical Company, St. Louis, MO, EUA, posteriormente diluida em
solugdo Tyrode-BSA (5 mM HEPES obtida da Sigma Chemical Company,
St. Louis, MO, EUA, 13 mM NaCl, 2,7 mM KCI, 1 mM MgCI2, 1,9 mM

CaCl2, 5,6 mM glicose), com pH 7,4 e suplementado com 0,01% albumina
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sérica bovina (BSA) obtida da Sigma Chemical Company, St. Louis, MO,
EUA (Tabela 2 do Anexo 04) para a concentracao final de 10 nM.

Inicialmente foram aspirados o formol e lavado trés vezes com PBS,
uma vez em PBS contendo 0,1 M de glicina e duas vezes em PBS. A
marcacgao foi realizada utilizando-se 1 ul de Mitotracker red na presenca de
1ul do acido plurénico, Pluronic F-127 (Molecular Probes, Eugene, OR,
EUA), em temperatura ambiente e protegida da luz, durante 1 minuto,
lavou-se trés vezes com 1 ml de PBS para a retirada do excesso do
marcador. Apds a marcacdo das células, as mitocondrias foram
visualizadas efetuando-se a varredura da amostra de células pelo laser de
Arglnio (488 nm).

4.2.1.2 IDENTIFICAGAO DO RETICULO ENDOPLASMATICO (RE)

O reticulo endoplasmatico (RE) das células adiposas em cultura
primaria foi identificado utilizando-se um marcador seletivo, o ER Tracker
(Molecular Probes, Eugene, OR, EUA). Fez-se a solucdo estoque de 100
nM em DMSO que posteriormente foi diluida em solugao Tyrode-BSA, na

concentracao final de 10 nM para o ER Tracker.

Inicialmente foram aspirados o formol e lavado trés vezes com PBS,
uma vez em PBS contendo 0,1 M de glicina e duas vezes em PBS. A
marcacgao foi realizada utilizando-se 1 ul de ER Tracker na presenca de 1l
do Pluronic F-127, em temperatura ambiente e protegida da luz, durante 1
minuto, lavou-se trés vezes com 1 ml de PBS para a retirada do excesso do
marcador. Apds a marcacao das células, o RE foi visualizado efetuando-se

a varredura da amostra pelo laser de argénio (488 nm).
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4.2.1.3 IMUNOCITOQUIMICA

Inicialmente foram aspirados o formol e lavado trés vezes com PBS,
uma vez em PBS contendo 0,1 M de glicina e duas vezes em PBS.
Posteriormente, as células foram incubadas com anticorpo primario, na
diluicdo descrita abaixo, em PBS contendo 1% de BSA por 45 minutos. Ao
final da incubacéo, as células foram lavadas por duas vezes em PBS, 1 vez
em PBS com 1% BSA e novamente em PBS por mais duas vezes. A seguir,
as células foram incubadas com anticorpo secundario conjugado ao Alexa
Flaor 488 e 594, diluidos 1:50 (25 pg;ml) em PBS. Apds 30 minutos de
incubacdo, as células foram lavadas cinco vezes em PBS e montadas
sobre laminas de vidro. As células fixadas e marcadas foram observadas no

microscopio confocal.

Anticorpos: Lectina (Molecular Probe W11261), monoclonal obtido
de coelho e com secundario conjugado com Alexa Fluor 488, foi utilizado
numa diluicdo de 1:250; receptor AT4, monoclonal obtido de coelho e com
secundario conjugado com Alexa Fluor 594, foi utilizado numa diluicdo de
1:100; receptor de insulina (Sta. Cruz SC 711), policlonal obtido de coelho e
com secundario conjugado com Alexa Fluor 594, foi utilizado numa dilui¢gao
de 1:100; granulos de insulina (Sta. Cruz, SC 9168), policlonal obtido de
coelho e com secundario conjugado com Alexa Fluor 488, foi utilizado numa
diluicdo de 1:100.

4.2.2 CITOMETRIA DE FLUXO

Na analise por citometria de fluxo foram identificadas e quantificadas as

células recém dispersas do tecido adiposo e as células cultivadas.
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4.2.2.1 QUANTIFICACAO DO NUMERO DE CELULAS ADIPOSAS E
VIABILIDADE CELULAR PELO IODETO DE PROPIDEO

Na anadlise por citometria de fluxo foram quantificadas as células
recém dispersas do tecido adiposo e as células cultivadas permeaveis ao
iodeto de propideo (PIl). Foi também realizada a avaliagdo da viabilidade
celular do tecido adiposo humano presente na amostra de células recém

dispersas e cultivadas.

Para marcar as células em apoptose foi utilizada a marcagdo com
iodeto de propideo (PI), AMANN et al., 1999, que como o brometo de etideo
(BRE) se intercala entre as bases do DNA e tem a capacidade de fluorescer

quando excitado pela luz UV.

As células recém dispersas do tecido adiposo foram coletadas em 1
ml de PBS e em seguida foram centrifugadas a 300 g e ressuspensas em
100l de PBS marcadas com 5 ug/ml de PI, utilizando-se em cada amostra
10° células. As células foram incubadas por 15 minutos a temperatura
ambiente, protegidas da luz e entdo foram lavadas 3 vezes com 1 ml de
PBS e imediatamente analisadas no citbmetro de fluxo FACSCalibur
(Becton Dickinson — BD, SAN JOSE, CA EUA) (figura 5).

Figura 5: Citbmetro de fluxo utilizado para analise das
células cultivadas e recém-dispersas do tecido adiposo.



Métodos 31

4.2.2.2 SEPARAGAO E IDENTIFICAGAO DOS TIPOS CELULARES DA
DISPERSAO DO TECIDO ADIPOSO.

A separagdo dos tipos celulares utilizando ficoll-hypaque foi feita
utilizando uma amostra de células obtidas da dispersao do tecido adiposo
de 5 pacientes. Esta amostra continha 50% de cada um das fases, superior
e inferior do sobrenadante, onde os tipos celulares foram separados por
gradiente de centrifugacdo seguindo a metodologia descrita por BOYUM,
1968. Esta consistiu em colocar iguais volumes (3ml) de solugdes de
diferentes densidades (Hypaque 1119 e 1077) juntamente com a
suspensdo de células (3ml) contendo a ordem de 10" células / ml e
centrifugar o conteudo de células em cada anél a 300 g por 30min. Este
procedimento padrdo para separagdo de células sanguineas agrupa as
células de dimensbes e pesos semelhantes em anéis facilmente
diferenciaveis onde o anel superior sera formado pelas células
mononucleadas, o intermediario por granulécitos e no inferior encontram-se
os eritrocitos. Apds a separagao das células foi utilizado a citometria de
fluxo para identificar as populacbes de pré-adipocitos e adipdcitos

presentes nos aneis das amostras de células do tecido adiposo humano.

Determinou-se a regido de acordo com o tamanho (FSC — Forward
Side Scatter) e complexidade (SSC - Side Scatter). Inicialmente foi
eliminado a populagao de eritrocitos por fycoll-hepaque, antes de iniciar as
leituras pelo citbmetro de fluxo. Restou assim, uma populacdo de células
mononucleadas. Para a eliminacdo das populacbes de células
mononucleadas eram necessarios marcadores especificos para ser obtida
uma populacédo pura de adipdcitos e pré-adipdcitos. Por isso, inicialmente
foi caracterizado as populagdes de interesse determinando uma regido de
acordo com tamanho e complexidade de cada populagéo celular utilizando

o marcador fluorescente de goticulas de lipidios, o Oil red O.
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4.2.2.3 DETERMINAGAO DA VIABILIDADE CELULAR E DAS FASES DO
CICLO CELULAR POR CITOMETRIA DE FLUXO

A fracao de células em cada fase do ciclo celular foi determinada pela
quantificagao de DNA pelo PI, que € um agente que se intercala de maneira
estequiométrica, isto €, proporcional ao numero de bases do DNA seguindo
as disposicdes espaciais de acordo com a forma molecular da dupla hélice
do acido nucléico. Os ensaios foram realizados de acordo com a técnica
revista por NICOLETTI et al (1991). As células foram centrifugadas a 200 g
por 15 min em tubos cénicos de 15 ml, o botdo de células foi ressuspenso
em 2 ml de etanol a 4°C. As células foram lavadas 2 vezes com 1ml de
PBS a 4°C e ressuspensas em 500ul de PBS gelado a 4 °C. Para eliminar a
dupla hélice de RNA que esta presente na amostra foi adicionado RNAse
em uma concentragdo de 0,5 mg/ml a 4°C por 50 minutos. A seguir,

colocou-se 1 ml de solugdo contendo Pl por 15 min a 4°C.

A andlise foi realizada em citbmetro de fluxo e foram analisados
10.000 eventos por amostra, cada evento correspondeu a uma célula que
no histograma de analise bivariada passou pelo feixe de laser em fila
indiana e foi detectada. O conteudo de DNA foi avaliado no detector FL2A
analisado em escala grafica linear. A populacéo celular a ser analisada foi
selecionada em histograma bivariado de area de FL2A versus largura do
sinal de FL2, para eliminarem-se os agregados celulares. A analise da
porcentagem de células nas diferentes fases do ciclo celular, Go/G4,S e

G,/M foi realizada utilizando o software Cell Quest versao 3.4 (BD).

A intensidade da marcacao na escala linear do Pl no canal FL2A
refere-se a quantidade de DNA das células, desta forma as células em
Go/Gy (2n) apresentam menor intensidade de fluorescéncia por
apresentarem menor quantidade de DNA em comparagao com as células

na fase G,/Mitose (4n). As células em apoptose apresentam uma
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guantidade menor de 2n localizando-se a esquerda da fase Gy/G4, regido
subGy/G;, (figura 6).

Sub Gy/G; Sub Gy/G,
Ho ML M2 B ML M2
) 1_' 1:
I|I‘- - |Jll b
T | J.i“m_ . i ) e wfl I'*"*-xwm_ .
0 1023 1] 1023
Intensidade de Pl — (FL2A) Intensidade de Pl — (FL2A)

Figura 6: Histograma do conteudo de DNA ¢ lido no canal FL2A marcados com PI. As células que
apresentam baixo contetido de DNA (subGy/G4) sédo as células em apoptose localizando-se na
regido M1, as células nas outras fases do ciclo celular se encontram na regiao M2.

43 MARCAGAO POR MEIO DE FLUOROCROMOS PARA
MICROSCOPIA DE FLUORESCENCIA DE ALTA RESOLUGAO

As células da cultura primaria do tecido adiposo foram cultivadas em
meio para adipocitos e mantidas em incubadora umida a 37°C, contendo
5% de CO,. As células foram semeadas em laminulas circulares de 25 mm?
pré-tratadas com matrigel (Becton e Dickinson), complexo de proteinas de
adesdo, principalmente colageno e laminina. As células foram entéo
incubadas por 48 horas e lavadas trés vezes com 2 ml de solugcdo Tyrode-
BSA.
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4.31 MEDIDAS DOS NiVEIS DE CALCIO INTRACELULAR POR
MICROSCOPIA DE FLUORESCENCIA DE ALTA RESOLUGAO

As laminulas circulares de 25 mm? contendo as células em estado de
confluéncia (100%) foram pré-tratadas com matrigel e entdo cultivadas
dentro de placas de Petri de 35 mm? com 2 ml de DMEM/Ham’s F12 (1:1) e
mantidas em incubadora umida a 37° C, contendo 5% de CO, por 48 horas.
Para cada laminula contendo as células, foi acrescentado 1 uM do
indicador de Ca®" intracelular — acetoxi-metil ester (Fura-2/AM) obtido da
Molecular Probes, Eugene, OR, EUA. O tempo total de incubacao foi de 10
minutos, cuja incorporacdo do indicador fluorescente deu-se em
temperatura ambiente, a fim de evitar-se a extrusdo deste pelos
transportadores anidnicos da membrana celular e a entrada deste em
compartimentos subcelulares, organelas. O indicador foi preparado em
DMSO conforme orientacdo do fabricante e acondicionado em frasco de
vidro ambar a —4°C. O detergente acido plurénico (Pluronic F127),
solubilizado a 10% DMSO, foi adicionado no momento do experimento em

volume igual ao do indicador.

O indicador Fura-2/AM ao ser incorporado pelas células sofre acéo
de esterases citoplasmaticas e dessa forma, complexa-se aos ions Ca®*
onde o seu espectro de excitagdo desloca-se de 380 nm (indicador livre)
para 340 nm (indicador ligado ao Ca?*) o que denota um aumento na
intensidade de fluorescéncia em 340 nm, correspondendo ao aumento das
concentracdes intracelulares de Ca®* ([Ca®])). As leituras foram realizadas
em dois comprimentos de ondas de excitacdo, 340 e 380 nm, por um
programa que alterna o monocromador entre fragcbes de milissegundos,
permitindo a leitura continua da fluorescéncia. A emissao da fluorescéncia
foi medida no comprimento de onda de 505 nm, descontando-se a

autofluorescéncia das células e a fluorescéncia de fundo. A leitura inicial
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nos dois comprimentos de onda de excitagao (340/380 nm) equivaleu ao
valor do calcio intracelular basal. ApoOs estabilizagdo da leitura com a
obtencdo dos niveis basais de Ca®* foram administrados os agonistas ou

reagentes, conforme o protocolo experimental de dessensibilizacao.

4.3.2 DETERMINAGAO DO R yaxmmo E R minmo PARA O FURA-2/AM

Os resultados dos experimentos foram fornecidos pelo método da
razdo de leitura em 340 e 380 nm ou pela [Ca®']; utilizando-se a formula
[Ca®] = Kd X [(R = R minimo) / (R maximo — R) X p (GRYENKIEWICZ et al.,
1985) onde Kd é a constante de dissociacao do Fura-2/AM e vale 224 nM a
37°C, R é a razéo de fluorescéncia obtida em 340 e 380 nm, 3 é a razdo
entre a fluorescéncia do Fura-2/AM livre e a da forma ligada ao calcio,
obtida com a curva de calibragcédo “in situ” (WILLIAM & FAY, 1990). Para
isso, utilizamos a cultura de células permeabilizadas com digitonina e

expostas ao MnCl..

A digitonina permeabilizou a membrana plasmatica das células,
poupando a das organelas que n&o possui colesterol em suas bicamadas
lipidicas e, portanto, expondo o Fura-2/AM citosdlico as concentragdes do
Ca?" extracelulares, obtendo-se assim um aumento da intensidade da
fluorescéncia, que indica a saturacdo do indicador com o Ca*
representando o valor maximo da razdo 340/380 (razdo maxima de

fluorescéncia (R yax) de cada experimento.

O Mn* promoveu a queda rapida da intensidade da fluorescéncia
uma vez que este competiu e deslocou o Ca®* do Fura-2/AM e apagou a

fluorescéncia do indicador atingindo os valores da autofluorescéncia da
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célula. Como o Mn?* possui a propriedade de complexar-se somente com a
forma totalmente desesterificada do fluoréforo e ndo com as formas
parcialmente esterificadas, que também fluorescem, essa estratégia
assegura que o0s sinais observados foram provenientes do complexo
fluoroforo-ion Ca®". Portanto, as variacbes de razdo 340/380 nm
corresponderam as variagbes da concentragao intracelular do complexo

Fura-2—Ca?®"

Os valores obtidos foram expressos com a razao de fluorescéncia em
340 e 380 nm ou pela [Ca®'] utilizando a formula desenvolvida por
GRYENKIEWICZ et al. (1985): [Ca?']; = Kd X [(R = R min) / (R max — R)] X B,
onde [ € o fator de calibragdo do aparelho entre o Fura-2 livre e o ligado ao
Ca®*, obtido a partir da curva de calibracdo in situ, o Kd é a constante de
dissociac&o in vitro do complexo Fura-2 — Ca** com valor de 224 nM a 37°
C; R é a razado de fluorescéncia emitida em 505 nm, proveniente das
amostras excitadas em 340 e 380 nm; Ruyax ¢ Rwin representam
respectivamente, a razdo da intensidade de fluorescéncia do Fura-2/AM no
comprimento de onda de excitacdo de 340/380 nm na presenca de
quantidades maximas de Ca®" (saturagdo dada pela digitonina) e na
presenca de Ca** zero (WILLIAMS & FAY, 1990).

Sabe-se que os valores de [Ca®'];

GRYNKIEWICZ, POENIE & TSIEN. (1985) e POENIE et al. (1986),

apresentam uma incidéncia de erros devido: (1) ao valor da constante de

estimados pela férmula de

dissociagdo que € obtida numa condigdo in vitro, e a viscosidade nesta
situacdo difere muito daquela das condi¢des celulares (POENIE et al.
1986); (2) a uma desesterificacdo incompleta do Fura-2/AM, que nesta
forma é insensivel ao Ca®*; (3) ao vazamento do Fura-2/AM pela membrana
celular, por transportadores aniénicos ou por pontos de lesdo da membrana
(DI VIRGILIO et al., 1988); (4) e a geometria das células (POENIE et al.,
1986).
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Como o indicador de fluorescéncia existe apenas nas formas, livre ou
complexado ao Ca?*, o sinal a partir deste par de comprimentos de onda de
excitacdo (340/380 nm) se infere a [Ca®*], (COBBOLD & RINK, 1987) de tal
forma que a determinacao da razdo 340/380 nm (método raciométrico) evita

o erro anteriormente descrito no item 4 e alguns artefatos.

Os resultados foram apresentados pelas razbes obtidas diretamente
das leituras no decorrer dos experimentos, utilizando-se assim o método

raciomeétrico

4.3.3 INDUGAO DE DESSENSIBILIZAGAO EM ADIPOCITOS HUMANOS
CULTIVADOS

As células adiposas cultivadas na passagem 1 a 3 foram semeadas
(5X10* células) em laminas circulares de 25 mm? pré-tratadas com
matrigel, e permaneceram banhadas em meio DMEM/Ham’s F-12 (1:1),
suplementado com 10% de SFB, 100 U/ml de penicilina e 100 pg/ml de
estreptomicina em incubadora de CO, a 37°C por 2 dias. Para o protocolo
experimental, a amostra de células foi lavada trés vezes com 1 ml da
solugdo Tyrode-BSA e foram mantidas nesta solugdo. Assim, foram
marcadas com o indicador fluorescente Fura-2/AM por 10 min como
descrito anteriormente. Para a indugcdo da dessensibilizagdo, as células
foram estimuladas com uma dose de All (10 nM) ou insulina (10 nM) por
tempo prolongado (5 minutos) sendo assim, observadas ao microscopio de
fluorescéncia de alta resolucao (NIKON Eclipse TE 300) (figura 7) acoplado
a camera CCD (MicroMax 512BFT, Roper Sci, Princeton Instruments,
EUA). As imagens foram obtidas a cada 3s, o que permitiu a observagéo do

fendbmeno estudado em tempo real. A avaliagdo dos niveis intracelulares de
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Ca?* frente ao estimulo dado pelos horménios, seguiu a descricdo do

meétodo citado anteriormente.

Figura 7. Imagem fotografica do Microscopio de Fluorescéncia de Alta Resolugéo acoplado a
camara CCD (A) Microscoépio invertido, (B) Laboratério de microscopia do equipamento aonde
vimos o microscépio completo (computador a direita), (C) Fonte de laser, (D) Camara CCD e (E)
Filtro de lasers

4.4 ANALISE ESTATISTICA

Na citometria de fluxo utilizaram-se amostras de trés pacientes e os

experimentos foram realizados em triplicata e a analise do histograma foi



Métodos 39

realizada quantificando a porcentagem das regides M1 e M2 utilizando o
programa Cell Quest (versao 3.4 BD). Uma vez delimitada uma regido de
analise, o programa calcula a média dos eventos da escala linear mediante

a formula:

Media - 2X;
n

onde X; é o valor linear dos eventos € n € o numero de eventos

usados nos calculos.

Para a microscopia de fluorescéncia de alta resolugao utilizaram-se
amostras de cinco pacientes, células cultivadas da primeira a terceira
passagens e os experimentos foram realizados em quadruplicata. A analise
estatistica dos resultados foi determinada para comparacdes entre grupos
usando-se o teste T pareado de Student ou o Teste de ANOVA, para
multiplas comparacdes. A significancia estatistica foi dada para p<0,05. As
medidas de fluorescéncia foram realizadas por computador usando-se o
programa de aquisicdo e analise de imagens Spectralyzer, pois estes dados
sdo variaveis e ndo sao distribuidos uniformemente. Os valores da razao da
intensidade de fluorescéncia para o Fura-2/AM, ligado ou livre do ion Cca®

(340/380 nm) foram normalizados, utilizando-se a seguinte formula:

A Fluorescéncia (%) = (R 340/380 — R 340/380 basal) x 100

(R 340/380 basal)
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5. RESULTADOS

A caracterizacdo das células primarias de adipécitos humanos foi
inicialmente feita com a utilizacdo de microscopia de luz na qual podemos
observar na Figura 8 a micrografia das células adiposas na primeira
passagem, antes de atingir o estado de confluéncia do frasco de cultura de

75 cm?.

Figura 8. Fendtipo das células adiposas sob microscopia de luz utilizando
objetiva de 40X (esquerda) 20X (direita) do microscopio NIKKON TE300,
aumento de 400X e 200X com 10° células em frasco de cultura de 75
cm?. As células apresentadas em estdo em estado de subconfluéncia
com caracteristica morfolégica preservada.
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Para a caracterizagcdo fenotipica das células adiposas, fez-se o
ensaio de citoquimica. As células foram incubadas separadamente com os
corantes fluorescentes cujas imagens estdo ilustradas na Figura 9 (A, B, C
e D). As laminulas contendo as células foram observadas no microscopio
de fluorescéncia confocal Carl Zeiss (LSM 510) e fez-se a tomografia 6ptica
para a aquisicdo das imagens e reconstru¢cdo em 3D. Oberva-se em
vermelho, a concentragao de goticulas de lipidios, principalmente na regiao
perinuclear, caracterizando a célula como pré-adipdcito. Oberva-se também
a distribuicdo dos filamentos de actina (verde) o que mostra a auséncia de

bolhas (blebing) e caracteristica do citoesqueleto preservada.
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Figura 9. Galeria de imagens das células primérias adiposas identificadas por citoquimica.

A - goticulas lipidicas estédo coradas com oil red (vermelho)
B - Nucleo celular corado com DAPI (azul) .
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C - Imunomarcagédo para proteina do citoesqueleto por coloragdo da actina F com faloidina
conjugado com Alexa fluor 488 (verde). Nota-se a preservagéo dos filamentos de actina.
D - Sobreposicao das imagens A, B e C. Mostrando a co-localizagdo das organelas.
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5.1 LOCALIZACAO E ANALISE QUALITATIVA DAS MITOCONDRIAS
EM PRE-ADIPOCITOS HUMANOS CULTIVADOS

As mitocéndrias das células adiposas foram identificadas com o
marcador seletivo Mitotracker red. Apés a marcagao as células foram
visualizadas efetuando-se a varredura da amostra de células pelo laser de
argonio (488 nm). Os resultados foram expressos nas imagens obtidas nas
Figuras 10, com as quatro imagens para cada ensaio (A, B, C, D).
Também se observa o nucleo celular corado em azul e filamentos de actina

em vermelho.
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Figura 10. Imagem de microscopia confocal das células cultivadas do tecido adiposo humano.

A - As mitocbndrias coradas MitoTracker red (vermelho)

B - Nucleo celular corado com DAPI (azul) .

C - Imunomarcagédo para proteina do citoesqueleto por coloragdo da actina F com faloidina
conjugado com Alexa fluor 488 (verde). Nota-se a preservagao dos filamentos de actina.

D - Sobreposi¢ao das imagens A, B e C. Mostrando a co-localizagdo das organelas.
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5.2 LOCALIZAGAO DO RETICULO ENDOPLASMATICO EM PRE-
ADIPOCITOS HUMANOS CULTIVADOS

O reticulo endoplasmatico das células adiposas foi identificado com o
marcador seletivo ER Tracker da Molecular Probe. Apdés a marcagao as
células foram visualizadas efetuando-se a varredura da amostra de células
pelo laser de titanio-safira (375 nm). Os resultados foram expressos nas

imagens obtidas na Figura 11

Figura 11. Imagem de microscopia confocal das células cultivadas do tecido adiposo humano.

A - O reticulo endoplasmatico corada ER Tracker (azul). Mostrando a localizagéo e dimensao do
reticulo endoplasmatico.

B - Imunomarcagao para fosfolipidio lectina (verde).

C - Sobreposicao das imagens A, B. O nucleo celular pode ser observado em preto (ausente de
marcadores).
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5.3 IDENTIFICAGAO DE RECEPTOR AT, EM PRE-ADIPOCITOS
HUMANOS CULTIVADOS

A identificagcdo do receptor foi realizada utilizando-se o anticorpo
monoclonal anti-receptor de AT, produzido em coelho e revelado com o
secundario. Os resultados foram expressos nas imagens obtidas nas

Figuras 12 e 13.

Figura 12 — Marcagéo do receptor AT, das células adiposas em cultura primaria. As células foram
marcadas com os respectivos anticorpos fluorescentes e a imagem obtida por microscopia
confocal.

A - Marcacao do receptor AT, da superficie celular pelo anticorpo anti-AT; de coelho e revelado
com secundario conjugado com Alexa Fluor 594 (vermelho).

B - Identificacdo do nucleo, corado com DAPI em azul.

C - Sobreposi¢ao das imagens A e B. Nucleo (azul) e os receptores AT, (vermelho).
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Figura 13- Marcacao do receptor AT, das células adiposas em cultura primaria .A imagem foi
obtida por microscopia confocal.

A- Marcacéo do receptor AT, da superficie celular pelo o anticorpo monoclonal anti- AT, de coelho
e revelado com secundario conjugado com Alexa Fluor 594 (vermelho)..

B- Coloracao do nucleo, corado com DAPI em azul.

C- Imunomarcagéao para lipidio lectina de superficie celular, utilizando-se o anticorpo monoclonal
anti-lectina de coelho e revelado com o secundario conjugado com Alexa Fluor 488 (verde).

D- Sobreposigdo das imagens A.B e C. Os receptores AT, (vermelho), nucleo (azul) e membrana
(lectina) em verde.
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5.4 IDENTIFICAGAO DO RECEPTOR DE INSULINA E GRANULOS DE
INSULINA EM PRE-ADIPOCITOS HUMANOS CULTIVADOS

A identificacdo do receptor de insulina foi realizada utilizando-se o
anticorpo primario anti-receptor de insulina produzido em coelho e revelado
com o secundario. A Figura 14 mostra a presencga do receptor de insulina e

0 nucleo das células adiposas corado em azul.

A presenca de granulos de insulina foi identificada utilizando-se o
anticorpo primario anti-insulina produzido em coelho e revelado com o
secundario. A Figura 15 mostra a presenga dos granulos de insulina e o
nucleo das células adiposas corado em azul. Apdés a marcagao as ceélulas
foram visualizadas efetuando-se a varredura da amostra de células pelo
laser de HeNe-1 (543 nm).

Figura 14 — Marcacgao do receptor de insulina das células adiposas em cultura primaria. As células
foram marcadas com os respectivos anticorpos fluorescentes e a imagem obtida por microscopia
confocal.

A — Identificagdo do receptor de insulina da superficie celular pelo anticorpo anti-insulina produzido
em coelho e revelado com secundario conjugado com Alexa Fluor 594 (vermelho).

B - Identificacdo do nucleo, corado com DAPI em azul.

C - Sobreposicdo das imagens A e B. Nucleo (azul) e os receptores de insulina (vermelho).
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Figura15. Marcagao da insulina das células adiposas em cultura primaria .A imagem foi obtida por
microscopia confocal

A- Marcagédo da insulina pelo o anticorpo policlonal anti-insulina de coelho e revelado com
secundario conjugado com Alexa Fluor 594 (vermelho)..Observa-se a distribuicdo dos granulos de
insulina.

B- Coloragao do nucleo, corado com DAPI em azul.

C- Imunomarcacgao para lipidio lectina de superficie celular, utilizando-se o anticorpo anti-lectina
de coelho e revelado com secundario conjugado com Alexa Fluor 488 (verde).

D- Sobreposicdo das imagens A.B e C. Os granulos de insulina (vermelho), nucleo (azul) e
membrana (lectina) em verde.

5.5 QUANTIFICAGAO DO NUMERO DE CELULAS ADIPOSAS E
VIABILIDADE CELULAR PELO IODETO DE PROPIDEO

Para identificar as populagdes de pré-adipdcitos e adipdcitos
presentes na amostra de células do tecido adiposo humano determinou-se
a regiao de acordo com o tamanho (FSC — Forward Side Scatter) e a
complexidade (SSC — Side Scatter). Antes de iniciar a leituras pelo
citometro de fluxo, foi eliminado a populagdo de eritrocitos por fycoll -

hepaque, restando assim apenas a populagédo de células mononucleadas.
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Para cultura de tecido adiposo humano de 05 pacientes em triplicata
foi quantificado o numero de células presentes nas trés regides observados

no contour plot (Figura 16).
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Figura 16: A) Contour Plot (FSC X SSC) caracteristico de células humanas, delimitando a regido
dos adipécitos maduros (R3), células em diferenciagéo (R1) e pré-adipdcitos (R2).
B) Caracterizagdo da regido R1, observando a diferenciagéo celular.

Neste histograma (Figura 17) observamos que de 100% das células
avaliadas (10.000) temos praticamente 20% das células tanto na regido
dos adipécitos maduros (R3) como na regiao das células em diferenciacao
(R1). A quantidade de células de pré-adipocitos da regido R2 é
significativamente diferente das outras regides com cerca de 60% do total

de células.
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Figura 17. Numero de células presentes nas trés regides do contour plot (Figura 16, FSC X SSC)
em 10.000 eventos. Células em diferenciadas (R1) e pré—adipécitos (R2) e adipdcitos maduros
(R3). (*) - Significancia estatistica dada por p < 0,05, teste ANOVA, N = 05. Os dados representam
valores médios = S.E.M. de eventos independentes.

1023

SSC

Figura 18: Contour plot (FSC X SSC) caracteristico de células humanas. (R1) distribuicdo dos pré—
adipdcitos e (R2) adipdcitos e células sanguineas.
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Figura 19: Contour Plot (FSC X SSC) caracteristico de células humanas, utilizando o Fecol —
Hypaque. A) Regido dos pré-adipdcitos (R1) e possiveis células mononucleadas. B) Histograma
representativo das células marcadas com oil-red da regido dos pré-adipocitos.C) Contour plot do
gate R1 delimitando a regido dos pré-adipdcitos e D) Histograma representativo da regido dos pré-
adipdcitos corados oil-red.
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Nas condicdes de cultivo, até a terceira passagem, ficam somente os
pré-adipocitos como observado na Figura 20, que nao se diferenciaram
pela auséncia dos fatores estimulantes no meio conforme descrito na
literatura por outros autores (DESLEX, NEGREL & AILHAUD, 1987;
HAUNER et al.,1989). Pode-se observar que na regiao dos pré-adipocitos
temos 80% das células cultivadas (Figura 20A, B e C). O histograma
bivariado, Figura 20D, representa as fases do ciclo celular obtido a partir da

regiao R1 (pré-adipdcitos) identificada na Figura 20B e C.
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Figura 20. Avaliacdo do numero de células em apoptose e mitose da suspensado de cultura de
células na segunda passagem através do ciclo celular. (A, B e C) Contour Plot (FSC X SSC)
representativos da distribuicdo das populagdes de células pré-adipocitos e adipdcitos maduros:
Na figura D o histograma mostra a andlise para a regiao dos pré-adipocitos, onde M1 significa a
regido das células em apoptose, a M2 significa a regiao das células em G0/G1 e M3 significa a
regido das células em S e G2/M. A deteccao das células em apoptose foi determinada utilizando-
se o programa Cell Quest.
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5.6 EFEITO DA All SOBRE OS NIVEIS INTRACELULARES DE Ca* POR
MEIO DO INDICADOR FURA-2/AM

Para estudar o perfil das variagcdes do Ca*" citosdlico pela
estimulagcdo com a All e insulina, as células foram incubadas com o Fura-
2/AM, conforme descrito anteriormente e o perfil obtido € demonstrado nas
Figuras 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27 e 28.

Figura 21. (A) Micrografias de alta resolu¢ao das células dos pré-adipocitos humanos cultivadas
mostrando o efeito temporal da All na célula indicada. As células foram marcadas com Fura-2/AM
por 10 min. (B) Aumento do Ca®* citosdlico foi observado ap6s a adicso de All. (C) A fluorescéncia
maxima foi obitda por meio da digitonina (125 uM). (D) A fluorescéncia minima obtida por meio da
adicdo de MnCl, (2 mM). As laminas circulares contendo as células foram montadas em camaras
circulares e mantidas banhadas em solugcao de Tyrode-BSA (0,1%) a 37°C durante a visualizagédo
€ a aquisicao de imagens. A barra de cores (0-255) representa a intensidade de fluorescéncia do
indicador.



5 min

0 255
Figura 22. Grafico em 3D do efeito temporal da All em pré-adipocitos humanos cultivados. As células foram marcadas com Fura-2/AM por 10 minutos (10
nM). (1,0 min) Aumento do Ca®* citosolico foi observado apds a adicdo de All. (4,5 min) A fluorescéncia maxima obtida por meio da digitonina (125 pM).
(4,8 min) A fluorescéncia minima obtida por meio da adicdo de MnCl, (2 mM). As laminas circulares contendo as células foram montadas em camaras
circulares e mantidas banhadas em solugéo de Tyrode-BSA (0,1%) a 37°C durante a visualizagéo e a aquisicdo de imagens. A barra de cores (0-255)

representa a intensidade de fluorescéncia do indicador.
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Figura 23. Efeito temporal de 10 nM All em pré-adipécitos humanos cultivados (5 min), marcadas
com Fura-2/AM para visualizacdo de Ca®* intracelular. Perfil de resposta das células quando ao
Ca* intracelular por administragao de All . Fez-se a obtengao de fluorescéncia maxima e minima
por meio da digitonina (125 uM) e MnCl, (2 nM), respectivamente. As Iaminas circulares contendo
as células foram montadas em camaras circulares e mantidas banhadas com Tyrode-BSA (0,1%)
a 37°C durante a visualizagdo e a aquisicdo de imagens.



Figura 24. Micrografias de alta resolugao dos pré-adipécitos humanos cultivados mostrando o efeito temporal da All na célula indicada. As células foram
marcadas com Fura-2/AM por 10 min. (1,0 min) Aumento do Ca®* citosolico foi observado apds a adicdo de All. (4,5 min) A fluorescéncia maxima obitda
por meio da digitonina (125 uM). (4,8 min) A fluorescéncia minima obtida por meio da adigao de MnCl, (2 mM). As laminas circulares contendo as células
foram montadas em camaras circulares e mantidas banhadas em solugéo de Tyrode-BSA (0,1%) a 37°C durante a visualizagéo e a aquisi¢cdo de imagens.

A barra de cores (0-255) representa a intensidade de fluorescéncia do indicador.
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Figura 25. Grafico em 3D do efeito temporal da All dos pré-adipécitos humanos cultivados. As células foram marcadas com Fura-2/AM por 10 minutos (10
nM ). (1,0 min) Aumento do Ca®* citosdlico foi observado apos a adicdo de All. (4,5 min) A fluorescéncia maxima obitda por meio da digitonina (125 pM).
(4,8 min) A fluorescéncia minima obtida por meio da adigdo de MnCl, (2 mM). As laminas circulares contendo as células foram montadas em camaras
circulares e mantidas banhadas em solu¢dao de Tyrode-BSA (0,1%) a 37°C durante a visualizagdo e a aquisi¢do de imagens. A barra de cores (0-255)
representa a intensidade de fluorescéncia do indicador.




0 255

Figura 26 Micrografias de alta resolugdo dos pré-adipocitos humanos cultivados mostrando o efeito temporal da insulina na célula indicada. As células
foram marcadas com Fura-2/AM por 10 min. (0,7 min) Aumento do Ca*" citosolico foi observado apos a adigao de insulina. (4,0 min) A fluorescéncia
maxima obtida por meio da digitonina (125 puM). (4,5 min) A fluorescéncia minima obtida por meio da adigdo de MnCl, (2 mM). As laminas circulares
contendo as células foram montadas em camaras circulares e mantidas banhadas em solug¢do de Tyrode-BSA (0,1%) a 37°C durante a visualizagéo e a
aquisicado de imagens. A barra de cores (0-255) representa a intensidade de fluorescéncia do indicador.
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Figura 27. Grafico em 3D do efeito temporal da insulina dos pré-adipocitos humanos cultivados. As células foram marcadas com Fura-2/AM por 10
minutos (10 nM ). (0,7 min) Aumento do Ca®" citosélico foi observado apds a adigdo de insulina. (4,0 min) A fluorescéncia maxima obtida por meio da
digitonina (125 uM). (4,5 min) A fluorescéncia minima obtida por meio da adigdo de MnCl, (2 mM). As laminas circulares contendo as células foram
montadas em camaras circulares e mantidas banhadas em solugéo de Tyrode-BSA (0,1%) a 37°C durante a visualizagdo e a aquisicdo de imagens. A
barra de cores (0-255) representa a intensidade de fluorescéncia do indicador.
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Figura 28. Efeito temporal de 10 nM insulina dos pré-adipécitos humanos cultivados (5 min),
marcadas com Fura-2/AM para visualizagao de Ca®" intracelular. Perfil de resposta das células
quando ao Ca®" intracelular por administragdo da insulina. Fez-se a obtengao de fluorescéncia
maxima e minima por meio da digitonina (125 uM) e MnCl, (2 nM), respectivamente. As laminas
circulares contendo as células foram montadas em camaras circulares e mantidas banhadas com
Tyrode-BSA (0,1%) a 37°C durante a visualizagdo e a aquisicdo das imagens.
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6. DISCUSSAO

O tecido adiposo €& um tipo especializado de tecido conjuntivo
atuando como um grande reservatorio de gordura. Esse tecido é
encontrado abaixo da pele modelando a superficie corporal, € um
importante isolante térmico do organismo, atua como um amortecedor de
choques mecanicos em certas regides do corpo, preenchendo os espagos
entre outros tecidos e mantendo certos 6rgdos em suas posigdes normais.
No entanto, ha evidéncias de que o tecido adiposo secreta fatores que
desempenham papel importante na resposta imunitaria, doencas
vasculares e regulacdo do apetite (BLOOM & FAWCETT, 1994;
GREGOIRE, SMAS & SUL, 1998).

O tecido adiposo expande-se rapidamente apds o nascimento. No
adulto, a capacidade de surgirem novos adipdcitos persiste como ocorre
nos casos de obesidade severa. Essa possibilidade foi verificada por varios
pesquisadores, que obtiveram adipdcitos maduros pela diferenciagao in
vitro de células adiposas precursoras, isoladas de tecido adiposo de rato e
humano (BJORNTORP et al.,, 1985; DESLEX et al., 1987; DESLEX,
NEGREL & AIHAUD, 1987).

Atualmente, ha um consenso de que os adipécitos sdo um tipo
celular especifico que deriva de células mesenquimatosas indiferenciadas,
com capacidade de diferenciarem-se em células mesodérmicas como
condrécitos, osteoblastos, miécitos e adipdcitos (GREGOIRE, SMAS &
SUL, 1998).

No presente estudo, as células do tecido adiposo foram expandidas
in vitro na presencga de meio nutritivo suplementado somente com soro fetal

bovino sem a adigdo de soro fetal humano ou indutores adipogénicos, os
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quais determinariam a proliferagdo celular e a diferenciagcdo celular. No
entanto, a auséncia desses fatores nao impossibilitou a obtencdo e a
expansido de células adiposas cultivadas pouco diferenciadas, os pré-
adipdcitos. Assim, essas células tém um grande potencial para a
engenharia tecidual visto que guardam as propriedades de proliferacéo e
diferenciacao celular fundamentais para a reparagao tecidual ou enxertia de

tecidos.

A utilizacdo das células tronco embrionarias para fins terapéuticos
como o reparo tecidual, precisa transpor a barreira ética quanto a obtencao
e 0 armazenamento destas. Sendo assim, a obtencdo de células adiposas
humanas cultivadas permitiria a utilizagdo destas em engenharia tecidual.
Estas células podem ser obtidas do proprio paciente, proveniente do
abundante tecido adiposo, visto que o implante autdlogo evita a rejeicao

tecidual.

A cultura de tecidos comecou a ser utilizada no inicio do século XIX
como um método para o estudo do comportamento de células animais,
livres das variacbes sistémicas comuns tanto na homeostase quanto
durante a situagao experimental (FRESHNEY, 1995). Como o préprio nome
sugere, a técnica foi primeiramente elaborada usando fragmentos de
tecidos ndao desagregados, e o crescimento ficou restrito a migragdo de
células a partir do mesmo. Os estudos com tecido humano foram
crescentes apds a demonstragdo que tumores humanos poderiam dar
origem a linhagens celulares continuas, como exemplo as células HelLa
(GEY et al., 1952), que se tornaram modelo para o desenvolvimento in vitro

de experimentos até entdo impossiveis (FRESHNEY, 1995).

Em cultura, o meio fisico-quimico (pH, temperatura, pressao
osmotica, tensdo de CO, e O,) pode ser controlado precisamente e as
condigdes fisiologicas podem ser mantidas relativamente constantes. A

unica restricdo é que a maioria das linhagens celulares necessita de
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suplementagao do meio de cultura com soro ou outros constituintes pouco
definidos (FRESHNEY;1995).

Com o desenvolvimento da técnica de cultura de células, foram
incorporados uma infinidade de possibilidades experimentais e

conhecimentos as ciéncias bioldgicas no tangente a pesquisa médica

As células do tecido adiposo humano servem como um excelente
modelo para estudar uma variedade de processos metabdlicos em um
sistema in vitro . Essas células normais s&o derivadas de tecido adiposo de
omento ou subcutdaneo sob condigdes especificas de cultivo. Elas
diferenciardo sem replicacdo em células semelhantes a adipdcitos maduros
ou replicardo tornando-se confluentes e crescerdo em subcultivos. A
observacao inicial de uma fracdo do estroma vascular do tecido adiposo
omental humano contém células semelhantes a fibroblastos que eram os
possiveis precursores de adipocitos, foi descrito por POZNANSKI,
WAHEED & VAN (1973).

Este trabalho aponta-nos para a possibilidade de obtencdo de tecido
adiposo humano por meio de lipossucgao, cujas células seriam expandidas
in vitro, sem a utilizagdo de agentes agressores, com a proposta de serem
reimplantadas no paciente/doador, onde o ambiente fisiolégico adequado,
promoveria o reparo tecidual ou a enxertia quando estas se fizerem

necessarias.

As mais conhecidas das células originarias do tecido adiposo s&o os
adipécitos e o aumento da massa dos depodsitos gordurosos durante o
desenvolvimento é devido ao aumento do numero e do tamanho das
células adiposas. Esse aumento do numero dos adipdcitos € dependente
da diferenciacao dos adipdcitos precursores ou pré-adipécitos. Estes estéo

presentes no proprio tecido e podem ser isolados a partir da retirada de
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tecido adiposo de muitas espécies, cuja diferenciagcdo pode ser conduzida

in vitro (Figura 8).

A dissociacao das células do tecido adiposo foi realizada por meio de
digestdo enzimatica pela colagenase. As células separaram-se em fases
devido a diferenca de densidade entre os adipdcitos e os outros tipos
celulares (Figura 2A e B). Os adipdcitos, contendo goticulas de lipidios
(Figura 9), possuem densidade menor que a solugdo enzimatica e migram
para a superficie ao contrario dos outros tipos celulares que formam um
precipitado com pré-adipécitos, células endoteliais, macrofagos e
fibroblastos. Esta ultima fracdo de células € de estroma vascular com
células que apresentam aspecto de fibroblastos e dentre elas, os pré-
adipdcitos, que acumulam progressivamente lipidios e adquirem as
caracteristicas de adipocitos maduros. A geracdo de novos adipodcitos
depende do equilibrio energético do organismo. No homem, na obesidade
severa, observa-se uma hipertrofia determinada pelo aumento do numero
de adipdcitos (CASTEILLA et al., 2004).

Neste estudo fez-se o cultivo dos adipocitos humanos até a terceira
passagem. Nesta fase de subcultivo as células apresentaram
caracteristicas morfolégicas semelhantes a fibroblastos sendo a avaliagao

morfolégica realizada por microscopia optica.

O aspecto morfologico dessas células assemelhou-se a fibroblastos e
identificou-se a presenca de inUmeras gotas lipidicas no citoplasma devido
a conversao gordurosa dessas células como descrito por DESLEX et al.
(1987). As goticulas foram visualizadas por meio do corante Oil red sob
microscopia confocal, dando evidéncias iniciais que a maioria dessas
células estdo pouco diferenciadas, os pré-adipocitos humanos (Figura 9),
como descrito por HAUNER et al. (1989). Embora, as células adiposas
cultivadas nao se diferenciaram, por auséncia de fatores de diferenciacao,

elas formaram “clusters”, um agrupamento caracteristico de células como
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observado no tecido originario (Figura 10), onde observou-se os nucleos
das células e o entrelacamento de filamentos de actina entre as células

contiguas concordando com DESLEX et al. (1987).

Atualmente nao existe nenhum marcador antigénico especifico para
os pré-adipdcitos, fato que impossibilitou a identificacdo dessas células por
meio de anticorpos especificos. A definicdo exata do pré-adipocito é
funcional, sendo uma célula capaz de diferenciar-se em adipécito
(DESLEX, NEGREL & AILHAUD, 1987). Como no presente estudo a
inducao da diferenciacdo celular ndo era uma meta a ser alcancada,
buscaram-se alternativas metodoldgicas que permitisse a caracterizagao
das células adiposas cultivadas de acordo com os aspectos morfologicos e

farmacoldgicos.

Quando inicia-se a diferenciacdo, o numero de vesiculas de
superficie lisa aumenta, enquanto que a quantidade de reticulo
endoplasmatico rugoso diminui. As pequenas inclusodes lipidicas comegam
a aparecer em um dos poélos citoplasmaticos, assim como vesiculas de

pinocitose e uma fina lamina glicoprotéica externa.

Seguindo o desenvolvimento, as células assumem forma oval, sendo
a principal caracteristica nesta fase a extensa concentracio de vesiculas de
superficie lisa e pequenas goticulas lipidicas, geralmente em torno do
nucleo. Na periferia das goticulas lipidicas surgem particulas de glicogénio,
assim como tornam-se mais aparentes a lamina basal e vesiculas de
pinocitose. Em contato intimo com as células estdo fibrilas colagenas,
sendo estas designadas de lipoblastos de estagio intermediario (BLOOM,
FAWCETT, 1994; HOSS, REITH & ROMRELL, 1993; JEOR, 1993)

No ultimo estagio de diferenciacéo, as células aumentam de tamanho
e tornam-se mais esféricas. Ocupando a por¢ao central do citoplasma,

estdo grandes vacuolos lipidicos formados pela coalescénica de goticulas
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menores. E grande o numero de vesiculas de superficie lisa de varios
tamanhos, enquanto que o reticulo endoplasmatico rugoso torna-se menos

proeminente e o Golgi diminui.

Dessa forma, foi de interesse fazer a caracterizacdo fenotipica das
células adiposas cultivadas pela identificacdo e morfologia de organelas e
componentes celulares como o0 nucleo, as mitocondrias, o reticulo

endoplasmatico e citoesqueleto.

Para caracterizar os componentes celulares do citoesqueleto e a
presenca dos receptores de insulina e All e insulina intracelular fez-se a
citoquimica e a imunofluorescéncia como observado nas Figura 10
(mitocbndrias e citoesqueleto), Figura 11 (reticulo endoplasmatico) e a
presenca dos receptores de insulina (Figura 14) e All (Figura 12 e 13),

insulina intracelular (Figura 15).

Foi observada a presenca de varias goticulas de lipidios dispersas no
citoplasma, bem como, numerosas mitocondrias (Figura 10), reticulo
endoplasmatico proeminente (Figura 11) com citoesqueleto preservado. As

células apresentaram morfologia alongada semelhante a fibroblastos.

Estes resultados permitiram evidenciar uma cultura de pré-adipdcitos
e a citometria de fluxo foi uma ferramenta para avaliacdo quantitativa que
permitiu a analise das populagdes celulares pelo tamanho celular e
complexidade do DNA das células recém dispersas do tecido adiposo e

aquelas cultivadas.

Para identificar as populacbes de pré-adipécitos e adipdcitos
presentes na amostra de células do tecido adiposo humano determinou-se
a regido de acordo com o tamanho (FSC) e complexidade (SSC).
Inicialmente foi eliminado a populagdo de eritrécitos por fycoll-hepaque,

antes de iniciar as leituras pelo citbmetro de fluxo. Restou-se assim, uma
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populagcdo de células mononucleadas. Para a eliminacdo das populagbes
de células mononucleadas eram necessarios marcadores especificos para
ser obtida uma populacdo pura de adipécitos e pré-adipécitos. Por isso,
inicialmente foi caracterizado as populacbes de interesse determinando
uma regiao de acordo com tamanho e complexidade de cada populagao
celular utilizando o marcador fluorescente de goticulas de lipidios o Oil red
O, baseado na configuragdo descrita por CRANDALL et al., 1999., como
observado na Figura 19. No estudo as células recém-dispersas do tecido
adiposo, que nao foram submetidas ao cultivo, apresentaram-se trés
distintas populacdes celulares: pré adipdcitos, células diferenciadas e
adipécitos maduros de acordo com os parametros dados por tamanho
(FSC) e complexidade (SSC). A viabilidade celular destas células foi
superior a 90% utilizando-se o marcador iodeto de propideo por citometria

de fluxo.

A amostra de células recém-dispersas do tecido adiposo humano, foi
proveniente de 05 pacientes. Os experimentos de cada linhagem foram
repetidos trés vezes. A andlise quantitativa (Figura 17) da amostra de
células presentes nas trés regides definidas no “contour plot” (Figura 16)
mostra que em 100% das células analisadas (10.000 eventos)
aproximadamente 20% tanto das células na regido que corresponde aos
adipocitos maduros (R3) como também de células diferenciadas da regiéo
R1. Em contraste, a quantidade de pré-adipécitos (R2) séao
significantemente diferentes das outras regides com cerca de 60% do total

de células avaliadas.

A separacgao dos tipos celulares, por fycoll-hepaque, feita utilizando
uma amostra de células obtidas da dispersdo do tecido adiposo de 5
pacientes foi obtida a partir de 50% de cada um das fases, superior e

inferior do sobrenadante, onde os tipos celulares foram separados por
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gradiente de centrifugacdo seguindo a metodologia descrita por BOYUM,
1968.

Foram formados dois anéis de células provenientes do tecido
adiposo. No anel intermediario estavam os pré-adipdcitos, adipocitos e
células sanguineas presentes na amostra e o anel inferior foi desprezado
pois apresentava células eritréides. Como mostra no grafico de dispersao
obtido na analise por citometria de fluxo podemos observar na Figuras 18 e
19, Contour plot (FSC X SSC) caracteristico de células humanas. A
distribuicdo dos pré—adipdcitos, adipdcitos e células sanglineas, pela

regiao que indica o tamanho e complexidade deste tipo celular.

Os resultados morfolégicos preliminares demonstraram a importancia
e a necessidade de marcadores especificos para identificacdo e isolamento
dos pré-adipdcitos para que nado haja outras populagdes celulares que
possam interferir na analise. Nas condicbes de cultivo até a terceira
passagem ficaram somente os pré-adipdcitos (Figura 20), que néo se
diferenciaram pela auséncia dos fatores estimulantes no meio, conforme
descrito por DESLEX, NEGREL & AILHAUD (1987), HAUNER et al. (1989).
As células cultivadas do tecido adiposo apds a terceira passagem

envelheceram e morreram por necrose ou apoptose.

DESLEX, NEGREL & AILHAUD (1987) mostraram que células do
estroma vascular de ratos obesos de quatro semanas de idade quando
cultivados em meio contendo insulina ou fator de crescimento semelhante a
insulina, IGF-I, triodotironina e transferrina sofreram conversao para célula
adiposa. Cerca de 90% das células acumularam goticulas de lipidio e isso
foi proporcional a redugcao da suplementacdo do soro no meio de cultura. A
conversao foi avaliada pelo desenvolvimento de lipoproteina lipase e
atividade da GPDH, incorporagdo de glicose marcada com '*C. Resultados
semelhantes com células do estroma vascular de tecido adiposo foram

obtidos de diferentes regides de rato. Este resultado sugere que em meio
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apropriado livre de soro ocorre diferenciacdo celular de precursores de
adipaocitos dipldide e abre a possibilidade da caracterizagdo de ativadores

ou inibidores do processo de conversao adiposa.

Neste estudo, mostrou-se a presenca do receptor da All e insulina,
AT, (Figura 12 e 13) e IR (Figura 14), respectivamente. O receptor AT, nos
pré-adipdcitos cultivados apresentou-se expresso na membrana celular

(Figura 13 A) confirmado pela co-localizagdo com a lectina (Figura 13 D)

O excesso de peso parece contribuir para o aumento da pressao
arterial, em grande proporgdo de pacientes com hipertensdo essencial e
pode também ser o responsavel do aumento da pressao arterial que ocorre

com o envelhecimento nos paises industrializados (OIGMAN, 2000).

Em geral, a obesidade esta associada a hiperinsulinemia de jejum
como também a uma resposta insulinica exagerada a sobrecarga de
glicose. Esta situagdo caracteriza-se como uma sindrome complexa

denominada resisténcia a insulina (OIGMAN, 2000).

Modelos patogénicos tém sido propostos para explicar a associacéo
entre a adiposidade e o sistema renina angiotensina. Este parece estar
relacionado ao acumulo de gordura no tecido adiposo, bem como ao seu

envolvimento no processo inflamatério e aterogénico.

Em adicdo a via classica do sistema de All, o SRA tem sido
identificado em varios 6rgaos implicando, assim, que varios tecidos possam
apresentar a capacidade de sintetizar All independente do sistema

circulante.

O angiotensinogénio esta intensamente expresso no tecido adiposo
humano com outros marcadores de funcédo do adipdcito. A producgao local

de All pode participar no controle local do crescimento do tecido e no seu



Discussao 73

desenvolvimento. Sua elevada concentracdo em individuos obesos pode
ser mais um elo entre a obesidade, hipertensédo e doengas cardiovasculares
(HERMSDORFF & MONTEIRO, 2004).

No presente estudo foi de interesse investigar o efeito da All e
insulina em pré-adipdcitos humanos cultivados. Assim, fez-se a analise do
efeito prolongado da All e insulina nos pré-adipécitos cultivados por
medidas dos niveis intracelulares de calcio e imagens obtidas por
microscopia de fluorescéncia de alta resolugdo, que permitiu a verificagao
dos fendmenos e obtencdo das imagens em tempo real. A administracao
exogena desses horménios nas células permitiu mimetizar as condigdes
fisiolégicas onde a All, sendo sintetizada no tecido adiposo promove de
maneira autdcrina a diferenciagdo celular, a adipogénese entre outras

respostas autdcrinas e/ou paracrinas.

O tratamento prolongado com insulina em pré-adipécitos cultivados
promoveu oscilagdes nos niveis intracelulares de calcio durante o tempo
estudado (Figura 28) ou seja, cinco minutos, e esse efeito oscilatério
(Figura 26 e 27) nos niveis intracelulares de Ca** pode ser importante para
a captacao de glicose induzida pela insulina, que requer aumento nos
niveis intracelulares de calcio para a apresentacdo a membrana plasmatica
dos transportadores de glicose, os GLUT-4. Além disso, espera-se da
insulina no tecido adiposo e em especial nos pré-adipdcitos a diferenciagao,
proliferacdo e a atividade secretdria entre outras (NAGAMATSU et al.,
2001; NAKAMICHI et al., 2002).

A analise das imagens obtidas e dos niveis intracelulares de Ca®*
marcados com o indicador fluorescente, mostrou que a estimulacdo do
receptor AT, (Figura 21 e 22) e do receptor de insulina (IR) (Figura 26 e
27), ambos presentes nos pré-adipocitos humanos cultivados (Figura 12,
13, 14 e 15), podem responder a esses hormdnios e promover aumento nos

niveis de calcio intracelular. A exposi¢ao das células adiposas cultivadas a
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esses peptidios por tempo prolongado promoveu o aumento da [Ca®']

seguido de diminuigdo da resposta celular que se aproximou dos niveis
basais de Ca®". Observou-se entdo o fendmeno de dessensibilizacdo a All
caracterizado pela perda ou diminuicdo da resposta celular ao estimulo
prolongado. Este € um mecanismo regulatério presente em muitos tecidos
que permite a protecao tecidual de estimulos prolongados, como o
muscular liso (SHIMUTA et al. 1990).

Esta é a primeira evidéncia de dessensibilizagao a All (Figura 23) em
células do tecido adiposo, em especial nos pré-adipdcitos humanos
cultivados. Ainda, verificou-se a propagagao da sinalizagéo celular induzida
pela All (Figuras 21 e 24) e insulina (Figura 26) por meio de ondas de calcio
propagadas em sincronismo para as células adjacentes (Figuras 25 e 27).
Esse fenbmeno pode ser atribuido ao papel das jungdes intercelulares (gap
junctions) que estédo presentes na maioria das células e tecidos. As células
acopladas por jungcbes comunicantes podem transferir moléculas, os
segundos mensageiros como o Ca?* ou IP; proveniente da célula
estimulada para as células adiposas. As células acopladas podem
influenciar a amplitude e duragcdo da resposta ao estimulo levando as
cascatas de eventos celulares, como a proliferacdo celular. Assim o
estimulo pode ter sido propagado pela difusdo entre células adjacentes de
Ca?* ou de IP; por meio das juncdes comunicantes do tipo gap. Esse fato
permitiu as células cultivadas do tecido adiposo o acoplamento elétrico,
fendmeno importante para a propagacgao da resposta local e sincronismo no
tecido adiposo, cujos resultados (Figuras 24 e 26). ) mostra a propagacéao
do Ca*" entre células adjacentes o que denota a presenca de juncdes
comunicantes do tipo gap (SCHILLER et al., 2001)
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6.1 PERSPECTIVAS

A correcdo de defeitos de tecido mole por enxerto de gordura
autdlogo € um procedimento de rotina em cirurgia plastica. Sua eficiéncia e
seguranga tém sido muito discutidas e muitas técnicas de lipoinjecdo tém
sido desenvolvidas. Entretanto, muitas vezes o procedimento precisa ser
repetido devido a reabsorcao do transplante. As razdes sdo que muitas das
células transplantadas ja estdo diferenciadas, e que n&do ha suporte
nutricional para a camada de células proprias quando estas séo
transplantadas em fragmentos. Pelo cultivo de adipdcitos autélogos pode-
se ter somente células ndo diferenciadas, entdo os pré-adipdcitos podem
ser transplantados e o procedimento pode ser feito de maneira que otimize
o suporte nutricional das células. HUSS & KRATZ (2002) compararam a
técnica de cultura de células com dois modelos clinicos de processamento
de material de liposucgao e mostraram que os pré-adipdcitos sobrevivem e

apresentam maior potencial proliferativo em cultura de células.

A utilizacdo atual do tecido adiposo e as recentes evolugdes da
técnica de COLEMAN, vem progressivamente permitir que o enxerto de
tecidos ceda lugar ao enxerto de células o que permite uma reconstrugéo

tecidual proxima do ideal da area lesada.

O enxerto de fragmentos autélogos de tecido adiposo é muito
eficiente. O dominio das condi¢cdes de cultura das células do tecido adiposo
e da diferenciacao destas em adipdcitos permite considerar a multiplicacéo
in vitro das células progenitoras e a sobrevivéncia delas por varios dias.
Esta possibilidade de expansao abre entdo a esperanca de que a partir de
pequenas retiradas, seja possivel desenvolver o material suficiente para o

enxerto. Caso contrario, a congelagdo das células do tecido adiposo,
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pratica de rotina dentro dos laboratérios de pesquisa, torna possivel por

este tipo de procedimento em destaque para o uso clinico futuro.

A criagao de banco de células congeladas abre entdo possibilidades
de utilizagdo das ceélulas do tecido adiposo para o enxerto do tipo
heterdlogo. Evidentemente, este tipo de aplicagdo requer uma rigida
avaliacdo, mas fara parte do arsenal cirurgico. Apesar da existéncia de tais

bancos de células, isto ndo € parte da realidade clinica atual.

O tecido adiposo revela caracteristicas notaveis que vai da
capacidade energética, pluripoténcia, fungdo enddcrina/secretora e
imunolégica. A pesquisa com tecido adiposo € portadora de esperangas em
terapia celular. Esta aponta para esclarecer as capacidades e o0s
mecanismos de desenvolvimento do tecido adiposo. Estes conhecimentos
devem abrir novas perspectivas para sua utilizagao terapéutica e o controle

de seu desenvolvimento.

Gragas aos dados cientificos quanto as suas potencialidades e
devido a grande quantidade de tecido adiposo no adulto, esta deixa de ser

um investimento de risco e passa a ser portadora de titulo de nobreza.
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7. CONCLUSOES

Determinou-se a caracterizacdo morfolégica da cultura primaria de
adipdocitos humanos como pré-adipdcitos por: apresentarem morfologia
semelhante a fibroblastos e inumeras goticulas de lipidios, evidenciado a
presenca dos receptores de angiotensina Il (AT;) e insulina (RI) por
imunofluorescéncia. As células presentes na amostra do tecido adiposo

apresentaram tamanho e complexidade de pré-adipdcitos.

Nos pré-adipdcitos humanos cultivados verificou-se o aumento dos
niveis intracelulares de Ca®*" que foi transiente para o estimulo com

angiotensina Il e oscilatério para a insulina.
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ANEXO 01

Termo de Consentimento livre e Esclarecido

1. Titulo do projeto: “Tecido adiposo: isolamento, cultivo e caracterizagao de adipdcitos
humanos”.

2. Informacdes sobre o objetivo: Essa pesquisa nha qual vocé participara como voluntario,
tem como objetivo estabelecer o isolamento e cultivo de adipécitos humanos e analisar
os eventos da caracterizagao e sinalizagao celular para futuramente usarmos estas
informagdes em diversas restauragdes estéticas e de defeitos congénitos.

3. Descrigao dos procedimentos: Apds sua cirurgia eletiva, quando normalmente os
tecidos redundantes retirados durante o procedimento serdo desprezados, como gordura
e pele, serao enviados para o laboratério de cultura de células onde faremos as células
crescerem dentro de recipientes apropriados.

4. Relagao dos procedimentos: A gordura e pele que s&o desprezadas em cirurgias
eletivas como mamoplastia, abdominoplastia e lipoaspiracao, serdo encaminhadas ao
Laboratério de Cultura de Células.

5. Descricdo dos desconfortos e riscos esperados: Nenhum transtorno sera causado, pois
o material utilizado seria desprezado, nenhum procedimento a mais sera acrescentado a
sua cirurgia.

6. Beneficio para o paciente: Nao ha beneficio direto ao participante.

7. Procedimentos alternativos: Nao existem procedimentos alternativos, pois ndo serao
realizados procedimentos aos ja necessarios ao procedimento eletivo.

8. Garantia de acesso: Em qualquer etapa do estudo, vocé tera acesso aos profissionais
responsaveis pela pesquisa para esclarecimento de eventuais duvidas. O principal
investigador ¢é a aluna Silvana Gaiba de Franga que pode ser encontrada no seguinte
endereco: Rua Napoledo de Barros, 715, 4" andar, Telefone: (11) 5576.4118. Se vocé
tiver alguma consideragao ou duvida sobre a ética da pesquisa, entre em contato com o
Comité de Etica em Pesquisa (CEP) — Rua Botucatu, 572 — 1" andar — cj 14, 5571.1062,
FAX 5539.7162 — E-mail: cepunifesp@epm.br.

9 — E garantida a liberdade da retirada de consentimento a qualquer momento e deixar de
participar do estudo, sem qualquer prejuizo a continuidade de seu tratamento na
Instituicao;

10 — Direito de confidencialidade — As informagdes obtidas serdo analisadas em conjunto
com outros pacientes, ndo sendo divulgado a identificacdo de nenhum paciente;

11 — Direito de ser mantido atualizado sobre os resultados parciais das pesquisas,
quando em estudos abertos, ou de resultados que sejam do conhecimento dos
pesquisadores;

12 — Despesas e compensacdes: nao ha despesas pessoais para o participante em
qualquer fase do estudo, incluindo exames e consultas. Também n&o ha compensacao
financeira relacionada a sua participagao. Se existir qualquer despesa adicional, ela sera
absorvida pelo orgamento da pesquisa.

13 — Em caso de dano pessoal, diretamente causado pelos procedimentos ou
tratamentos propostos neste estudo (nexo causal comprovado), o participante tem direito
a tratamento médico na Instituicao, bem como as indenizagbes legalmente estabelecidas.

14 — Eu, como pesquisador, comprometo a utilizar os dados e o material coletado
somente para esta pesquisa.



Acredito ter sido suficientemente informado a respeito das informagdes que li ou
que foram lidas para mim, descrevendo o estudo ” Tecido adiposo: isolamento,

cultivo e caracterizagao de adipdcitos humanos”.

Eu discuti com a aluna Silvana Gaiba de Franga sobre a minha decisdo em
participar nesse estudo. Ficaram claros para mim quais séo os propdésitos do
estudo, os procedimentos a serem realizados, seus desconfortos e riscos, as
garantias de confidencialidade e de esclarecimentos permanentes. Ficou claro
também que minha participagéo é isenta de despesas e que tenho garantia do
acesso a tratamento hospitalar quando necessario. Concordo voluntariamente em
participar deste estudo e poderei retirar o meu consentimento a qualquer
momento, antes ou durante 0 mesmo, sem penalidades ou prejuizo ou perda de

qualquer beneficio que eu possa ter adquirido, ou no meu atendimento neste

Servico.
Assinatura do paciente/representante legal Data / /
Assinatura da testemunha Data / /

para casos de pacientes menores de 18 anos, analfabetos, semi-analfabetos ou

portadores de deficiéncia auditiva ou visual.

Declaro que obtive de forma apropriada e voluntaria o Consentimento Livre e
Esclarecido deste paciente ou representante legal para a participagdo neste

estudo.

Assinatura do responsavel pelo estudo Data / /




ANEXO 02

ISLFLL Tair F

Unpersidade Feders) de S50 FPaulo Comité de Etica em Pesquisa
Eacola Pauwista de Medicina Hospital S8o Pauio

Séo Paulo, 4 de margo de 2005.
CEP 0072/05

llmo(a). Sr(a).
Pesquisador(a) SILVANA GAIBA DE FRANGA
Co-Investigadores: Lydia Masako Ferreira, Alfredo Gragnani Filho, Soraia Smaili, Alice Teixeira Ferreira, Lucimar Pereira
de Franga, Jerénimo Pereira de Franga.
Disciplina/Departamento: Cirurgia Plastica/Cirurgia da Universidade Federal de Sao Paulo/Hospital S&o Paulo
Patrocinador: Recursos Proprios.

PARECER DO COMITE DE ETICA INSTITUCIONAL
Ref: Projeto de pesquisa intitulado: “Tecido adiposo: isolamento, cultivo e caracterizagio de adip6citos humanos”.

CARACTERISTICA PRINCIPAL DO ESTUDO: Cultura de células.

RISCOS ADICIONAIS PARA O PACIENTE: Sem risco, desconforto minimo.

OBJETIVOS: Isolar, cultivar e caracterizar os adipécitos humanos..

RESUMO: Adipdcitos humanos serdo caracterizados por citometria e microscopia de fluorescéncia confocal, por meio de
marcadores especificos de estrutura celular. Havera construgdo de curva de crescimento na presenca e na auséncia dos
horménios: angiotensina Il e insulina. Caracterizacdo das células e das organelas, mitocéndrias e reticulo
endoplasmético nas diferentes fases de cultivo por sondas fluorescentes. O tecido adiposo para cultura primaria sera
obtido de cirurgia realizada no HSP..

FUNDAMENTOS E RACIONAL: Estudo com cultura de células, para o estude de sinalizacio celular na diferenciagdo de
adipécitos humanos. Esta fundamentado, podendo trazer importantes informacbes.

MATERIAL E METODO: Sera realizado em colaboragéo com pesquisadores com experiéncia na metodologia para
estudo da sinalizaco celular.

TCLE: Sera obtido TCLE do paciente mesmo sendo o material utilizado, normalmente descartado ..

DETALHAMENTO FINANCEIRO: Sem financiamento externo - R$ 7800,00.

CRONOGRAMA: 12 meses.

OBJETIVO ACADEMICO: Mestrado.

ENTREGA DE RELATORIOS PARCIAIS AO CEP PREVISTOS PARA: 27/02/06 e 22/02/07.

O Comité de Etica em Pesquisa da Universidade Federal de Sao Paulo/Hospital S3o0 Paulo ANALISOU e APROVOU o
projeto de pesquisa referenciado.

1. Comunicar toda e qualquer alteracéo do projeto e termo de consentimento livre e esclarecido. Nestas circunstancias a
incluséo de pacientes deve ser temporariamente interrompida até a resposta do Comité, apés anélise das mudangas
propostas.

2. Comunicar imediatamente ao Comité qualquer evento adverso ocorrido durante o desenvolvimento do estudo.

3. Os dados individuais de todas as etapas da pesquisa devem ser mantidos em local seguro por 5 anos para possivel
auditoria dos 6rgdos competentes.

Atenciosamente,

Prof. Dr. José Osmar Medina Pestana
Coordenador do Comité de Etica em Pesquisa da
Universidade Federal de S&o Paulo/ Hospital Sdo Paulo

Rua Botucatu, 572 - 1° andar — conj. 14 - CEP 04023-062 - Sic Paulo / Brasil
Tel.: (011) 5571-1062 - 5539.7162



ANEXO 03

Tabela 1 — Dados de indicadores e sondas fluorescentes utilizados nos ensaios

de microscopia

Indicador/sonda Aplicacao EX max | EM max Laser de Ar/Kr,
fluorescente (nm) (nm) He/Ne e
titdnio/safira em nm
DAPI Indicador de acido 374 430-640 |UV ou filtro (“UV
nucléico longpass”)
ER tracker Sonda para RE/RS 374 430-640 |UV ou filtro (“UV
longpass”)
FITC (Fluoresceina) utilizada 494 520 488
em sondas fluorescentes
Fura-2/AM Indicador de Ca ** 340/380 |505 UV ou filtro (“UV
citosodlico longpass”)
Mitotracker red |Sonda para mitocéndrias |579 599 543
Oil red O Corante para goticulas 599 UV ou filtro (“UV
lipidicas citoplasmaticas longpass”)
Pl Corante para acidos 599 UV ou filtro (“UV

nucléicos

longpass”)




ANEXO 04

Tabela 2 — Composi¢éo da solugdo Tyrode

Reagentes Concentragao (mM)
NaCl 137,00

KCI 2,70

CaCl,.2H,0 1,36

MgCl,.6H,0 0,50

NaH,PO4. H20 0,36

NaHCO3; 11,90

Glicose 5,50




