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RESUMO 

 

 

Introdução: Há um interesse científico crescente na plasticidade e 

potencial terapêutico das células-tronco do tecido adiposo humano 

(CTTAH), células multipotentes e abundantes no tecido adiposo que 

podem se diferenciar in vitro em múltiplas linhagens celulares, incluindo 

adipócitos, condrócitos, osteoblastos, células neurais, endoteliais e 

cardiomiócitos. O objetivo deste estudo foi verificar o efeito da AII nas 

CTTAH. Métodos: Células precursoras humanas do tecido adiposo foram 

obtidas de tecido abdominal subcutâneo, separadas por gradiente de 

centrifugação por densidade, cultivadas, estimulados com diferentes meios 

de cultivo e então analisadas. Resultados: Os resultados de citometria de 

fluxo evidenciaram a expressão dos marcadores CD73, CD90 e CD105, 

contrastando com a falta de expressão dos marcadores CD16, CD34 e 

CD45. A diferenciação adipogênica, osteogênica e condrogênica também 

foi induzida, confirmando seu potencial de células-tronco mesenquimais in 

vitro As CTTAH foram capazes de se replicar em cultivo mantendo o 

fenótipo semelhante a fibroblastos in vitro. Quando estimuladas com os 

diferentes meios de cultivo verificamos que os meios contendo AII 

aumentaram a atividade celular e mitótica dessas células. Conclusão: Com 

a identificação da expressão dos receptores AT1 e AT2 e sob ação da AII 

exógena verificou-se o aumento da atividade celular e mitótica das 

CTTAH.  
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1. INTRODUÇÃO 

 

 

O tecido adiposo é o principal reservatório energético do organismo, 

sendo que os adipócitos são as únicas células especializadas no 

armazenamento de lipídios na forma de triacilglicerol (TAG) em seu 

citoplasma, sem que isto seja nocivo para sua integridade funcional 

(AHIMA & FLIER, 2000). Além disso, nos últimos 15 anos foram dadas 

grande importância ao seu papel endócrino, em decorrência de estudos 

mostrando uma ampla gama de proteínas secretadas pelo tecido adiposo, 

denominadas adipocinas. Este fato consolida a ideia de que este tecido não 

é apenas um fornecedor e armazenador de energia, mas também um órgão 

dinâmico e endócrino (KERSHAW & FLIER, 2004; AILHAUD, 2006).  

Estas adipocinas desempenham um papel importante na resposta 

imunitária, doenças vasculares e regulação do apetite. Em sua grande 

maioria, estão relacionadas direta ou indiretamente aos processos que 

contribuem na aterosclerose, hipertensão arterial, resistência insulínica, 

diabetes tipo II e dislipidemias (GREGOIRE, SMAS, SUL, 1998; 

AILHAUD, 2006).  

Vários componentes do sistema renina angiotensina (SRA) foram 

descritos no tecido adiposo (MASSIERA et. al., 2001). Estudos realizados 

nos últimos anos mostram que o SRA modula de forma importante o 

metabolismo e a função endócrina nesse tecido. 
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O sistema renina-angiotensina constitui uma cascata hormonal 

coordenada iniciada pela biossíntese da enzima renina pelas células 

justaglomerulares das arteríolas aferentes renais. A renina é então liberada 

por essas células através de exocitose, agindo enzimaticamente sobre o 

angiotensinogênio (AGT) hidrolisando-o em um decapeptídeo inativo, a 

angiotensina I (AI). Este peptídeo será catabolizado pela enzima 

conversora de angiotensina (ECA) em um octapeptídeo biologicamente 

ativo, a angiotensina II (AII). 

Os níveis de RNAm de AGT são 60% maiores no tecido adiposo do 

que no fígado, que era considerado até então a principal fonte de AGT 

(HARP et. al., 1995, SAYE et al. 1993). A literatura tem demonstrado que 

a expressão de RNAm do AGT é regulado por ácidos graxos livres e que os 

glicocorticóides aumentam enquanto que a insulina diminui essa expressão 

(SAFANOVA et al., 1997; AUBERT et al., 1997: AUBERT et al., 1998). 

Sabe-se que a célula adiposa é uma das poucas células que dispõem 

não somente de todo o maquinário e ferramentas necessários para a síntese 

de angiotensina II (AII) como também aloja em sua membrana a 

subunidade AT1 de seu receptor, modulador de grande parte de suas 

respostas (CASSIS et al., 1998). Os receptores da AII pertencem a 

superfamília de receptores acoplados a proteína G (G protein-coupled 

receptors - GPCRs), possuindo em sua estrutura sete hélices 

transmembranais (seven-transmembrane - 7TM) e na região N-terminal 

extracelular, sítios de glicosilação (OLIVEIRA et al., 2007). A proteína G 

que se encontra acoplada ao receptor constitui uma via de transdução do 

sinal para o meio intracelular (OLIVEIRA et al., 2007). 

Os sítios de afinidade entre o receptor AT1 da AII têm cinética 

semelhante aos de outros órgãos alvos desse peptídeo e a presença desse 
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receptor no tecido adiposo é semelhante a do coração. Os adipócitos 

isolados do tecido adiposo humano demonstram apenas a presença de 

receptores AT1, sendo que muitas das ações da AII são antagonizadas por 

agentes que bloqueiam a atividade de receptores AT2 em células adiposas 

cultivadas (JONES et al., 1997). 

Devido às recentes descobertas de que o tecido adiposo expressa os 

vários componentes do sistema renina-angiotensina (SRA) e processa toda 

a atividade enzimática desse sistema, inclusive vias alternativas, sugerem o 

possível papel do angiotensinogênio do tecido adiposo na obesidade 

associada à hipertensão (AILHAUD, 2006).  

Sabe-se que a engenharia de tecido tem por objetivo integrar a 

contribuição tecnológica de diversas áreas de conhecimento científico que 

aparentemente não estão relacionadas, com o objetivo de gerar terapias 

inovadoras e revolucionárias para o reparo e enxertia de tecidos (LANGER 

& VACANTI, 1993; MOJALLAL & FOYATIER, 2004; AROSARENA, 

2005).  

Novas técnicas correlacionam pré-adipócitos autólogos, substratos de 

matriz extracelular, células progenitoras adultas e fatores de crescimento 

com atividades biológicas locais, os quais combinados resultariam em uma 

fabricação in vitro de enxertos autólogos de tecido adiposo e o subseqüente 

uso clínico (GOMILLION & BURG, 2006). 

As células-tronco são células indiferenciadas e não especializadas, 

com capacidade única de se multiplicar por longos períodos, mantendo-se 

indiferenciadas por meio da autorreplicação, de forma que um pequeno 

número de células pode originar uma grande população de células 

semelhantes, e ainda exibem a potencialidade de se diferenciarem em 

células especializadas de um tecido especifico (WEISSMAN, 2000, CAN 
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& KARAHUSEYINOGLU, 2007, RAMALHO-SANTOS & 

WILLENBRING, 2007, YAMANAKA & BLAU, 2010). 

Toda vez que um órgão ou tecido sofre uma lesão, os sinais gerados 

induzem parte destes progenitores latentes para se desenvolverem em uma 

célula especializada, cumprindo um papel na manutenção, reparo e 

reconstituição de tecidos e órgãos de adultos, como o tecido adiposo, 

podendo ser divididas em dois grandes grupos, as células-tronco 

embrionárias e células-tronco adultas (WEISSMAN, 2000, 

CAN & KARAHUSEYINOGLU, 2007, RAMALHO-SANTOS &  

WILLENBRING, 2007, YAMANAKA & BLAU, 2010).  

Pouco se sabe sobre os mecanismos que regulam o recrutamento das 

células-tronco de se submeterem a diferenciação adipogênica assim como 

os mecanismos intracelulares envolvidos na resposta da angiotensina II na 

formação dos adipócitos para a fisiologia do tecido adiposo. 

.  
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Avaliar o efeito da angiotensina II em células-tronco 

do tecido adiposo humano. 
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3. LITERATURA 

 

 

PETTERSSON et al. (1985) isolaram células precursoras de 

adipócitos a partir de estroma vascular de omento e de tecido adiposo 

subcutâneo de humanos adultos obesos e não obesos. Depois, compararam 

a taxa de replicação destas células em cultura e o número de células com 

capacidade de expressar o fenótipo de adipócitos. Verificaram que não há 

diferença na taxa de replicação de células das amostras de doadores obesos 

e não obesos, nem quando comparados com células precursoras de outros 

locais diferentes. Também avaliaram o crescimento celular no meio de 

cultura, onde aproximadamente 6,5% da população celular original 

exibiram a morfologia de adipócitos. Assim estes resultados sugerem que 

as células encontradas no estroma vascular do tecido adiposo têm a 

habilidade para diferenciar-se em adipócitos sendo que o ambiente e fatores 

locais, muito mais do que os fatores genéticos, podem ser responsáveis pela 

hiperplasia em humanos obesos. 

 

DESLEX et al. (1987) demonstraram que as células do estroma 

vascular do tecido adiposo humano adulto podem sofrer conversão 

gordurosa que consiste na síntese de gotículas de lipídio quando cultivadas 

em meio contendo insulina, transferrina e triiodotironina. Cerca de 20% das 

células mudaram sua morfologia para adipócitos e acumularam gotículas de 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=pubmed&cmd=Search&term=%22Pettersson+P%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=pubmed&cmd=Search&term=%22Deslex+S%22%5BAuthor%5D
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lipídio no período de 10 a 15 dias. As células se diferenciaram e formaram 

aglomerados observados por imunofluorescência pela identificação da 

lipoproteína lipase (situado na região de Golgi) e por meio da 

imunohistoquímica identificando-se o glicerol-3-fosfato (GPDH). O 

crescimento celular em meio de cultura apropriado, livre de soro, permitiu 

a diferenciação de adipócitos diplóides precursores por apresentarem 

fatores envolvidos na estimulação ou inibição do processo de 

diferenciação. 

 

DESLEX, NEGREL, AILHAUD (1987) demonstraram 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 conversão em células 

gordurosas. Cerca de 90% das células acumularam gotículas de lipídio e 

isso foi proporcional à redução na suplementação do soro no meio de 

cultura. A conversão foi avaliada pelo desenvolvimento de lipoproteína 

lipase e atividade da GPDH, incorporação de glicose marcada com 
14

C 

pelas células. Resultados semelhantes obtidos de diferentes regiões de rato 

com células do estroma vascular de tecido adiposo. Este resultado sugeriu 

que em meio apropriado livre de soro ocorre diferenciação celular de 

precursores de adipócitos diplóides e abre a possibilidade da caracterização 

de ativadores ou inibidores do processo de conversão adiposa.  

 

HAUNER et al. (1989) cultivaram células do estroma vascular 

obtidas do tecido adiposo subcutâneo humano de adulto que foram 

cultivados em meio de cultura livre de soro na presença de 0,2 nM de 

triiodotironina, 0,5 M de insulina. Após 18 dias mais de 25% das células 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=pubmed&cmd=Search&term=%22Deslex+S%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=pubmed&cmd=Search&term=%22Negrel+R%22%5BAuthor%5D
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foram capazes de diferenciar-se. As células foram avaliadas por acúmulo 

de lipídios, expressão de lipoproteína lipase (LPL) e pela atividade da 

GPDH. A adição do cortisol resultou num potente processo de 

diferenciação do tecido adiposo com característica concentração-

dependente. O cortisol pode ser substituído pela dexametasona ou pela 

aldosterona, mas não por hormônios esteróides sexuais. A proporção de 

células diferenciadas foi dependente da idade e do doador. Quando isoladas 

de adultos jovens, até 70% dessas células do estroma vascular expressaram 

o fenótipo de adipócito, quando comparada a 5-10% das células que foram 

isoladas dos pacientes mais velhos. Uma relação inversa foi observada 

entre a idade dos 27 doadores com peso normal e alta expressão de GPDH, 

após a manutenção das células por 18 dias (meio de cultura suplementado 

com insulina, triiodotironina e cortisol). Esses autores concluíram que o 

tecido adiposo humano adulto ainda contém células precursoras de 

adipócitos que são capazes de sofrer diferenciação in vitro.  

 

DARIMONT et al., (1994) analisaram a capacidade da AII para 

induzir os pré-adipocitos a diferenciação e, sua presença simultânea de 

células diferenciadas. Em co-cultura, tais experimentos mostram que o 

efeito da promoção de AII sobre a diferenciação de células pré-adipocitos 

foi fortemente reduzida pela aspirina, os anticorpos capazes de neutralizar 

PGI2, e os antagonistas dos receptores AT2 (PD123177), mas não pelo 

antagonista do receptor AT1. Juntos, estes resultados demonstraram que a 

AII como sendo capaz por meio de ligação a um receptor do subtipo AT2 

presente nas células adiposas, controlar o efeito adipogênico de PGI2 com 

sinalização parácrina. 
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POLIARD et al. (1995) mostraram que a linhagem celular C1 

derivada de teratocarcinoma se comportava como uma célula progenitora 

de tripla potencialidade mesodermal podendo diferenciar-se em 

osteoblasto, condroblasto ou adipoblasto, sendo estritamente dependente da 

organização espacial das células e da natureza da indução. Na ausência de 

contato entre as células antes da adição de indutores, as células C1 

mantinham um fenótipo de indiferenciação estável. Quando em contato, 

antes da indução de diferenciação, apresentam genes característicos de 

osteoblasto, condroblasto e adipoblasto. A presença de fatores específicos, 

como β-glicerofosfato, ascorbato e dexametasona nas células induziram 

essa diferenciação nesses três tipos celulares validando essa capacidade nos 

clones C1 como um modelo in vitro para estudo desses fatores moleculares 

que podem ter uma ação sinérgica pela ação conjunta de fatores de 

estimulação como a dexametasona e insulina que foram capazes de 

converter as C1 em adipócitos funcionais.  

 

JONES, STANDRIDGE, MOUSTAID (1997) caracterizaram o 

receptor AT1 em adipócitos da linhagem 3T3-L1 e testaram a hipótese que 

a AII tem ação direta no metabolismo de adipócitos usando ambos os 

modelos, 3T3-L1 e adipócitos humanos. Mostraram que a AII tem efeitos 

semelhantes em células adiposas de humanos e na linhagem 3T3-L1 

mantidas em cultura primária. Finalmente, demonstraram que a AII 

aumenta a taxa de transcrição do FAS e do gene ob em 3T3-L1 e células 

adiposas de humanos. Estes resultados indicaram que AII pode estar 

envolvida no controle da adiposidade pela regulação da síntese de lipídio e 

do armazenamento em adipócitos. 

 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=pubmed&cmd=Search&term=%22Poliard+A%22%5BAuthor%5D
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JONES et al. (1997) Os autores investigaram os niveis de mRNA do 

AGT em tecidos adiposos de ratos Zucker, obesos, ratos Avy e humanos e 

trataram os adipócitos 3T3-L1 com insulina, glicose e um agonista beta-

adrenergico. Demonstraram que o mRNA do AGT diminui 

aproximadamente 50 e 80%, respectivamente, em tecidos adiposos de 

obesos versus magros (ratos Zucker e camundongos Avy). Concluindo que 

o mRNA do AGT é 'regulado para cima' pela insulina e 'regulado para 

baixo' pela estimulação de beta-adrenérgico em adipócitos. 

 

MALLOW et al., (2000) demonstraram a monitoração da produção 

de AT1 e AT2 durante a diferenciação dos pré-adipócitos 3T3-L1 de 

camundongos por imunodetecção com anticorpos. Receptores AT1 pode 

ser detectado durante o período de diferenciação. Demonstrou que a 

expressão de AT2 em pré-adipócitos foi alta, porém, foi perdida durante o 

curso da diferenciação, o que sugere que a expressão de receptores AT2 é 

inversamente correlacionada com a diferenciação em adipócitos. 

 

GREGOIRE (2001) relatou que o tecido adiposo branco possui um 

papel central na regulação do equilíbrio energético e atua como um órgão 

secretório/endócrino que participa de numerosos processos fisiológicos e 

patológicos. Desequilíbrio do tecido adiposo branco pode causar obesidade 

ou lipoatrofia, doenças cardiovasculares e diabetes. Alterações no tecido 

adiposo branco resultam em mudanças nos números ou tamanhos de 

adipócitos. As mudanças do número de adipócitos são alcançadas por uma 

interação complexa entre proliferação e diferenciação de pré-adipócitos. 

Diferenciação de adipócitos ou a adipogênese, é um processo altamente 

controlado que foi estudado extensivamente durante os últimos 25 anos.  
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JANKE et al. (2002) examinaram o papel de AII para a diferenciação 

de pré-adipócitos humanos em cultura primária. Os pré-adipócitos isolados 

do tecido adiposo humano foram estimulados para diferenciação. A 

influência do sistema renina-angiotensina-aldosterona (SRAA) em 

diferenciação de adipócitos foi investigada adicionando angiotensinogênio 

(AGT), AII ou antagonistas do receptor de AII no meio para diferenciação. 

Verificaram também a influência de adipócitos em adipogênese por meio 

de experiências em co-cultura. A expressão dos genes do SRAA, AGT, 

enzima conversora de angiotensina (ECA) e receptor AT1 aumentaram 

durante a adipogênese. A estimulação do receptor AT1 através da AII 

reduziu conversão da gordura, considerando que o bloqueio deste receptor 

notadamente aumentou a adipogênese. Os adipócitos podem inibir a 

diferenciação de pré-adipócito na co-cultura, e este efeito foi abolido pelo 

bloqueio do receptor AT1. Este achado leva para um papel funcional do 

SRAA na diferenciação do tecido adiposo humano, porque a secreção de 

AGT e geração de AII são características da adipogênese. Os autores 

postularam um mecanismo parácrino de retroalimentação negativo que 

inibe o recrutamento adicional de pré-adipócitos em adipócitos maduros. 

 

KIM et al. (2002) mostraram que a AII aumenta a síntese de ácido 

graxos e e triglicerídeos armazenados. Os triglicerídeos armazenados estão 

correlacionados com a concentração de leptina circulante. Propuseram que 

a AII pudesse aumentar a diferenciação de adipócitos e a produção de 

prostaglandinas (PGs). O propósito deste estudo foi determinar se AII 

aumenta a secreção de leptina por um mecanismo PG-dependente. Doses 

fisiológicas de AII aumentaram secreção de leptina significativamente na 
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linhagem 3T3-L1 e em adipócitos humanos. Concluíram que embora a AII 

estimule a secreção de leptina e PGs em adipócitos, a regulação dessa 

secreção de leptina, pela AII em adipócitos não é determinada por um 

mecanismo PGs-dependente. 

 

SCHLING (2002) aborda a questão através do monitoramento dos 

níveis de RNAm, assim como a produção de proteína dos receptores da 

AT1 e AT2 durante a diferenciação dos pré-adipócitos humanos em cultura 

e em adipócitos maduros. Níveis de RNAm dos dois tipos de receptores são 

inversamente correlacionados durante a conversão do tecido adiposo. O 

receptor AT1 foi reduzido em até 12 dias após a indução de diferenciação, 

enquanto AT2 foi elevada, correlacionando bem com o aumento da 

atividade da desidrogenase específica glicerol-3-fosfato das células, mas o 

receptor AT1 não varia durante o período de diferenciação.  

 

HARTE et al. (2003) utilizaram os adipócitos isolados do subcutâneo 

que foram tratados com insulina (doses variando de1–1000 nM) por 48 h. 

Desenvolveram um anticorpo anti-AGT e validaram por 

imunohistoquímica. As doses crescentes de insulina elevaram a expressão 

da proteína de AGT de uma maneira dose-dependente e concluíram que 

essas doses crescentes estimularam a produção de AGT. A análise dessa 

proteína sugeriu, nesse trabalho, que a hiperinsulinemia deve ser um fator 

importante para a relação hipertensão e obesidade. 

 

O`CONNOR et al. (2003) estimularam a fração do estroma vascular 

do tecido adiposo humano para adipogênese in vitro numa matriz de 
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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 adipócitos com substrato de fibronectina, 13% a 28% com 

colágeno I e 59% ± 7% com Matrigel. O volume de lipídio ultrapassou 4,5 

× 10
3 

µm
3
/célula para o Matrigel com 30% abaixo para os outros 

substratos. A proliferação das células era evidente para o Matrigel e para a 

fibronectina, as células apresentaram um espalhamento maior com uma 

área projetada que excede 3×10
3
 µm

2
/célula. Estes resultados são 

pertinentes ao desígnio de um implante gorduroso, enquanto promovem sua 

viabilidade na composição de um substituto. 

 

CASSIS et al. (2004) buscaram determinar se a produção local de 

AII influenciava a liberação de leptina de adipócitos e concentrações de 

leptina circulantes. Os adipócitos de ratos tratados por três dias com 

captopril, demonstraram redução de AII, liberação de leptina e diminuição 

das concentrações de leptina circulante. Adipócitos incubados com AII 

resultaram em um aumento da expressão do RNAm da leptina e liberação 

da mesma. Determinaram o efeito elevado da AII sistêmico e leptina em 

ratos com injeções de AII ou solução salina por 1, 2, ou 7 dias tendo 

reduzido a concentração de leptina circulante com a duração da exposição 

de AII. Indicaram que a produção local de AII aumenta leptina liberada 

pelos adipócitos; porém, com elevações em AII sistêmica, ativada pelos 

efeitos da AII local produzida.  

 

MATSUSHITA et al. (2006) avaliaram a expressão de RAS 

endógeno em células tronco mesenquimais humanas do tecido adiposo 
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durante sua diferenciação em adipócitos e estudaram os efeitos do AT1, 

AT2, antagonista do AT1 (Valsartana) e antagonista do AT2 (PD123319). 

Foi demonstrado que a diferenciação foi associada a um aumento na 

expressão dos receptores da renina celular e AII e uma diminuição 

concomitante no angiotensinogênio e na expressão de enzima conversora 

de angiotensina. O efeito foi associado a um aumento na produção 

endógena intracelular da AII. Incubação com AII (exógena) inibiu a 

adipogênese. O tratamento combinado de exógenos AII e Valsartana 

inibiram a adipogênese, enquanto o tratamento combinado de AII e 

PD123319 aboliram completamente a inibição da adipogênese, sugerindo 

um papel importante para AT2. A combinação de Valsartana e PD123319 

não teve nenhum efeito. Os dados demonstram um papel importante da 

expressão do RAS local e na regulação da diferenciação das células tronco 

do tecido adiposo.  

 

ASAMIZU et al. (2009) demonstraram que o mecanismo de AII-

induzido pelo fator de necrose tumoral alfa (TNF-alfa) induzido pela 

proteína quimiotática de monócitos-1 (MCP-1) produzida por pré-

adipócitos de linhagem 3T3-L1. A MCP-1 e a expressão do RNAm da 

proteína MCP-1 dos pré-adipócitos foram aumentados significativamente 

pela estimulação com TNF-alfa. Os autores não encontraram aumento 

significativo na concentração de MCP-1 pela AII mas ocorreu aumento da 

expressão de TNF-alfa induzido pela expressão do RNAm da MCP-1 de 

maneira dose-dependente. A AII aumentou a proteína-1 ativadora (AP-1) 

(c-fos) induzida por TNF-alfa sugerindo que a AII pode servir como um 

estímulo adicional na produção de TNF-alfa induzindo produção de MCP-1 
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através das vias ERK e p38MAPK provavelmente devido à ativação do 

AP-1. 

 

FUENTES et al. (2010) buscaram esclarecer os mecanismos 

intracelulares envolvidos na resposta anti-adipogênicas de células de pré- 

adipocitos omental em angiotensina II. Foram avaliados em células 

estimuladas a diferenciação adipogênica in vitro, pela avaliação de 

desidrogenase glicerol-3-fosfato de atividade e expressão de marcadores 

precoces de adipogênese. A exposição a angiotensina II durante o período 

de diferenciação de 10 dias resultou numa resposta adipogênica reduzida. 

Um efeito anti-adipogénico semelhante foi observado quando este 

hormônio estava presente durante as primeiras 48 h de indução de 

diferenciação. Após a exposição da angiotensina II, foi determinado,um 

aumento de ERK fosforilada que era mais proeminente 8-20 h após a 

indução da adipogênese. A inibição química da fosforilação ERK impediu 

a redução da angiotensina II dependente na adipogênese. Estes resultados 

confirmaram a participação da via proteína quinase / ERK e do efeito anti-

adipogênico em pré-adipócitos em humanos tratadas com angiotensina. 

 

LIU et al. (2011) verificaram o efeito da Ang-(1-7) sobre o estresse 

oxidativo e captação de glicose em adipócitos utilizando cultura de 

adipócitos do epidídimo de camundongos para estudar o efeito da a 

angiotensina-(1-7)  sobre a captação de glicose. Também utilizaram Ang-

(1-7)  exógena em células de linhagem 3T3-L1 após diferenciação e super 

expressaram a ECA para induzir a Ang (1-7) para esclarecer seus efeitos 

sobre a ROS. Verificaram os efeitos da ROS por citometria de fluxo e por 

PCR em tempo real. Concluíram que a Ang-(1-7) pode ser um protetor 
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contra o estresse oxidativo  e melhorar o metabolismo da glicose nos 

adipócitos. 

THAN, TEE, CHEN (2012) investigaram os efeitos da AII sobre a 

secreção da apelina e sobre a expressão do receptor da apelina em células 

de linhagem 3T3-L1 e elucidaram as vias de sinalização mediadas pelos 

receptores AT1 e AT2 da AII. Demonstraram que o receptor AT1 estimula 

a secreção da apelina enquanto o AT2 inibi essa secreção. Além disso, 

demonstraram que a expressão do receptor da apelina também é regulada 

pelos receptores AT1 e AT2 da AII.  
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4. MÉTODOS 

 

 

4.1 AMOSTRA 

 

 

O presente estudo foi submetido ao Comitê de Ética e Pesquisa da 

Unifesp, tendo sido aprovado. CEP 0858/08 (Apêndice 1). 

Os pacientes foram selecionados de acordo com os critérios de 

inclusão estabelecidos a seguir, após assinatura de termo de consentimento 

(Apêndice 2). 

 

 

4.1.1. Caracterização da Amostra 

 

 

As amostras de células foram obtidas de 10 pacientes submetidos a 

cirurgias eletivas de abdominoplastias realizadas no Hospital São Paulo 

(HSP) pela Disciplina de Cirurgia Plástica. Os pacientes foram do gênero 

feminino com idade entre 18 a 50 anos e tipo de pele II ou maior segundo a 

classificação de Fitzpatrick.  
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4.2 CULTURA PRIMÁRIA DE CÉLULAS-TRONCO DO 

TECIDO ADIPOSO HUMANO (CTTAH) 

 

 

Para a obtenção da cultura primária de células-tronco do tecido 

adiposo humano duas amostras de 10 cm
3
 de pele de peça cutânea adiposa 

infra-umbilical que seriam desprezadas nessas cirurgias foram 

imediatamente transportadas em frasco de cultura estéril de 100 ml (Schott 

Duran,Wertheim am Main, Badem-Württemberg, Alemanha) contendo 50 

ml de solução salina balanceada Hank’s (HBSS) (Sigma Aldrich, St.Louis, 

Missouri, EUA), com 100 U/ml de penicilina (Sigma Aldrich, St. Louis, 

Missouri, EUA) e 100 g/ml de estreptomicina (Sigma Aldrich, St. Louis, 

Missouri, EUA), e levados para ambiente estéril no Laboratório de Cultura 

de Células da Disciplina de Cirurgia Plástica. 

No ambiente estéril, cabine de fluxo laminar (Class IIA B3 - 

ThermoFischer Scientific, Waltham, Massachussets, EUA), os fragmentos 

foram lavados em seis béqueres (Laborglas, São Paulo, São Paulo, Brasil) 

com 20 ml de solução HBSS com auxílio de pinças estéreis e os fragmentos 

foram transferidos para uma placa de Petri de 100 mm (Corning, Corning, 

New York, EUA) de diâmetro sendo o tecido adiposo cortado em 

fragmentos de aproximadamente 0,5 mm com auxílio de uma tesoura de 

Íris.  

Os fragmentos resultantes foram transferidos para um frasco de vidro 

de 100 ml estéril e acrescentado 1 mg/ml de colagenase tipo II (Sigma 

Aldrich, St. Louis, Missouri, EUA) em HBSS na proporção 4 volumes de 



 

Métodos 

 

23 

colagenase tipo II para 1 volume do tecido obtido, submetidos à agitação 

em incubadora (TE-420 - Tecnal, Piracicaba, São Paulo, Brasil) por 

10 minutos a 37
º 
C. A solução obtida foi filtrada em malha de nylon de 

250 m. O filtrado obtido foi colocado em tubos cônicos (Corning, 

Corning, New York, EUA) estéreis de 50 ml e centrifugado (Centrífuga 

Excelsa II – Fanem, São Paulo, São Paulo, Brasil) por 10 minutos a 300 g 

em temperatura ambiente. 

O precipitado foi transferido para um tubo cônico de 50 ml (Corning, 

Corning, New York, EUA) e lavado com uma solução de 20 ml de meio de 

cultura Eagle modificado por Dulbecco (DMEM)/Mistura de Nutrientes F-

12 (HAM) (Sigma Aldrich, St. Louis, Missouri, EUA),  suplementado com 

10% de soro fetal bovino (SFB) (Cultilab, Campinas, São Paulo, Brasil), 

100 U/ml de penicilina e 100 g/ml de estreptomicina (denominado a partir 

desse momento como DMEM/F12 completo), a solução contida no tubo foi 

centrifugada novamente por 10 minutos a 300 g em temperatura ambiente. 

Para a separação das CTTAH utilizou-se o ficoll-hypaque como 

gradiente de centrifugação e a solução contendo o precipitado foi 

ressuspensa em 3 ml de solução tampão fosfato (PBS) (Sigma Aldrich, St. 

Louis, Missouri, EUA) e adicionada em iguais volumes (3 ml) de soluções 

de diferentes densidades (Histopaque® -1077 e 1119) sendo após 

centrifugada a 300 g por 30 min. Este procedimento agrupa as células de 

dimensões e pesos semelhantes em anéis facilmente diferenciáveis, sendo 

retirado o anel intermediário com o uso de uma pipeta de 5 ml descartável 

(Corning, Corning, New York, EUA). As células presentes nesse anel 

foram ressuspensas em um tubo cônico de 15 ml contendo 10 ml de 

DMEM/F12 completo sendo novamente centrifugado a 300 g por 10 min 
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em temperatura ambiente. Foi descartado o sobrenadante e o precipitado de 

células foi ressuspenso em 4 ml de meio DMEM/F12 completo. 

A solução de 4 ml de meio DMEM/F12 completo com as células 

ressuspendidas foi distribuída em quatro garrafas de cultura de 75 cm
2
 

(Corning, Corning, New York, EUA) contendo 10 ml de DMEM/F12 

completo e mantidas em incubadora (Revco Elite II - ThermoFischer 

Scientific, Waltham, Massachussets, EUA) úmida a 37
º 
C e 5% de CO2. No 

ambiente estéril após 24 horas do isolamento, com as CTTAH aderidas na 

garrafa de cultura, o meio foi removido por sucção utilizando uma pipeta 

estéril tipo Pasteur ponta capilar fina, havendo depois a lavagem da garrafa 

por três vezes com 10 ml de PBS contendo 100 U/ml de penicilina e 

100 g/ml de estreptomicina à 37º C e adicionados 10 ml de DMEM/F-12 

completo. Para a manutenção das células foi renovado o meio de cultura a 

cada 48 horas. 

 

 

4.3 SUBCULTIVO DAS CÉLULAS-TRONCO DO TECIDO 

ADIPOSO HUMANO 

 

 

Quando as células aderidas à garrafa ou placa de cultura atingiram 

aproximadamente 80% de confluência, foi realizada a passagem através da 

digestão enzimática (tripsinização). Esse procedimento tem por objetivo 

desprender as células da garrafa ou placa e transferi-las para outro 

recipiente e/ou utilizá-las em procedimentos posteriores (células utilizadas 

da segunda a sexta passagem). Para a tripsinização a garrafa ou placa de 
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cultura teve seu meio de cultura retirado por sucção sendo após lavada 

utilizando uma solução de PBS suplementado com 0,5M de 

ethylenediamine-tetra acetic acid (EDTA) (Sigma Aldrich, St. Louis, 

Missouri, EUA) e em seguida a solução foi retirada por sucção e 

acrescentada uma solução de 0,25% de tripsina (Sigma Aldrich, St. Louis, 

Missouri, EUA) e 0,02% de EDTA por 2 minutos em igual proporção de 

volume da tripsina, essa variava dependendo do tamanho da garrafa ou 

placa de cultura utilizada. A tripsina foi neutralizada utilizando meio 

DMEM/F12 completo. A suspensão de células foi centrifugada a 300g por 

10 min, o sobrenadante foi retirado por sucção e as células foram 

ressuspensas em meio DMEM/F12 completo e mantido em incubadora 

úmida a 37
º 
C e 5% de CO2 até atingirem novamente 80% de confluência. 

As CTTAH foram distribuídos de acordo com os meios de cultura: a) 

DMEM/F12 completo b) DMEM/F12 completo suplementado com AII 10
-

7
M (Sigma Aldrich, St. Louis, Missouri, EUA) c) meio adipogênico 

(DMEM/F12 completo, 10 µM insulina, 1 µM de dexametasona), d) meio 

adipogênico  suplementado com AII 10
-7

M. 

 

 

QUADRO 1 – Grupos experimentais. 
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NOME DOS GRUPOS MEIOS UTILIZADOS 

Grupo I/Controle (GC) DMEM/F12 completo 

Grupo II DMEM/F12 completo com AII 10
-7

M 

Grupo III Meio Adipogênico 

Grupo IV Meio Adipogênico com AII 10
-7

M 

 

 

 

4.4 ENSAIOS DE DIFERENCIAÇÃO 

 

 

Para o grupo controle as células foram cultivadas em duas placas de 

6 poços (TPP, Trasadingen, Schaffhausem, Suíça) contendo 2 ml de meio 

de cultura DMEM/F12 completo por 21 dias, sendo então mantidas em 

incubadora úmida a 37º C e 5% de CO2 e o meio de cultura trocado a cada 

3 dias. Após esse período, o meio foi removido por sucção e as células 

lavadas duas vezes com PBS. Imediatamente após foi utilizado 2 ml de 

uma solução fixadora de paraformaldeido 0,4% em PBS (Electron 

Microscopy Sciences, Hartfield, Pennsylvania, EUA). Após 30 min a 

solução fixadora foi removida por sucção e as células lavadas três vezes 

com PBS. A seguir: as células foram incubadas por 10 min em PBS 

contendo 0,1 M de glicina sendo posteriormente lavadas duas vezes apenas 

em PBS por 2 min. 

Posteriormente, as células foram incubadas com o corante 

hematoxilina (Sigma Aldrich, St. Louis, Missouri, EUA) a temperatura 
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ambiente por 30 min. A solução corante foi removida cuidadosamente com 

auxílio de uma pipeta descartável de 2 ml e lavada cinco vezes com 2 ml de 

água corrente para retirar o excesso de corante. A seguir, as células foram 

incubadas com o corante eosina  em PBS por 2 min e as células foram 

novamente lavadas três vezes com água corrente para retirar o excesso do 

corante. A placa com as células fixadas e coradas foi observada no 

microscópio de epifluorescência Nikon Ti-U e fotografadas utilizando o 

Software NIS-Elements - 3.2 (Nikon Instruments INC, Melville, New 

York, EUA). O referido equipamento foi adquirido no subprojeto 

“Avaliação funcional e morfológica de células em regeneração tecidual 

ecto e mesodérmica”, coordenado pela Profa. Dra. Lydia Masako Ferreira 

(Edital Capes nº 27/2010 - Pró-Equipamentos Institucional). 

 

 

4.4.1 Diferenciação adipogênica 

 

 

Para a diferenciação adipogênica, as células foram cultivadas em 

duas placas de 6 poços (TPP, Trasadingen, Schaffhausem, Suíça) contendo 

2 ml de meio de cultura DMEM/F12 completo suplementado com 10 µM 

insulina e 1 µM de dexametasona (Sigma Aldrich, St. Louis, Missouri, 

EUA) por 15 dias, sendo então mantidas em incubadora úmida a 37
º 
C e 5% 

de CO2 e o meio de cultura trocado a cada 3 dias. Após esse período, o 

meio foi removido por sucção e as células lavadas duas vezes com PBS. 

Imediatamente após foi utilizado 2 ml de uma solução fixadora de 

paraformaldeido 0,4% em PBS (Electron Microscopy Sciences, Hartfield, 
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Pennsylvania, EUA). Após 30 min a solução fixadora foi removida por 

sucção e as células lavadas três vezes com PBS como descrito a seguir: 

uma vez em PBS contendo 0,1 M de glicina por 10 min e duas vezes 

apenas em PBS por 2 min. 

Posteriormente, as células foram incubadas com o 0,5% de corante 

Oil Red O (Sigma Aldrich, St. Louis, Missouri, EUA) a temperatura 

ambiente por 30 min. A solução corante foi removida cuidadosamente com 

auxílio de uma pipeta descartável de 2 ml e lavada cinco vezes com 2 ml de 

água corrente para retirar o excesso de corante. A seguir, as células foram 

incubadas com 1µg/ml do corante (4’,6-diamidino-2 fenilindole), 

dihidrocloride (DAPI) (Sigma Aldrich, St. Louis, Missouri, EUA)  em PBS 

(0,1% de BSA (Sigma Aldrich, St. Louis, Missouri, EUA) e 0,2 % de 

saponina (Calbiochem, Darmstadt, Hessen, Alemanha) por 2 min e as 

células foram novamente lavadas três vezes em PBS. A placa com as 

células fixadas e coradas foi observada no microscópio de epifluorescência 

Nikon Ti-U e fotografadas utilizando o Software NIS-Elements - 3.2 

(Nikon Instruments INC, Melville, New York, EUA).  

 

 

4.4.2 Diferenciação osteogênica 

 

 

Para diferenciação osteogênica, as células foram cultivadas em duas 

placas de 6 poços (TPP, Trasadingen, Schaffhausen, Suíça) contendo 2 ml 

de meio de cultura DMEM/F12 completo suplementado com 50µM de 

ácido ascórbico (Sigma Aldrich, St. Louis, Missouri, EUA) ®), 0,1µM de 
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dexametasona e 10
-2

M de β glicerofosfato (Mallinckrodt Baker, 

Phillipsburg, New Jersey, EUA) por 21 dias, sendo então mantidas em 

incubadora úmida a 37
º 
C e 5% de CO2 e o meio de cultura trocado a cada 3 

dias. Após esse período, o meio foi removido por sucção e as células 

lavadas duas vezes com PBS. Imediatamente após foi utilizado 2 ml de 

uma solução fixadora paraformaldeido 0,4% em PBS. Após 30 min a 

solução fixadora foi removida por sucção e as células lavadas três vezes 

com PBS como descrito a seguir: uma vez em PBS contendo 0,1 M de 

glicina por 10 min e duas vezes apenas em PBS por 2 min.  

Posteriormente, as células foram incubadas com uma solução de 40 

mM de alizarina vermelha sódica (pH 4.1) (Sigma Aldrich, St. Louis, 

Missouri, EUA)  a temperatura ambiente por 30 minutos. A solução corante 

foi removida cuidadosamente com auxílio de uma pipeta descartável de 2 

ml e lavada 5 vezes com 2 ml de água corrente para retirar o excesso de 

corante. A seguir, as células foram incubadas com 1µg/ml do corante DAPI 

em PBS (0,1% de BSA e 0,2 % de saponina) por 2 min e as células foram 

novamente lavadas três vezes em PBS. A placa com as células fixadas e 

coradas foi observada no microscópio de epifluorescência Nikon Ti-U e 

fotografadas utilizando o Software NIS-Elements - 3.2 (Nikon Instruments 

INC, Melville, New York, EUA) 

 

 

 

4.4.3 Diferenciação condrogênica 

 

 



 

Métodos 

 

30 

Para diferenciação condrogênica, as células foram cultivadas em 

duas placas de 6 poços (TPP, Trasadingen, Schaffhausen, Suíça) contendo 

2 ml de meio de cultura DMEM/F12 completo suplementado com 10 µM 

insulina, 0,1 µM de dexametasona, 50µM de ácido ascórbico e 10ng/ml 

TGF-β1 (Cell Signaling Technology, Beverly, Massachusetts, EUA) por 21 

dias, sendo então mantidas em incubadora úmida a 37
º 
C e 5% de CO2 e o 

meio de cultura trocado a cada 3 dias. Após esse período, o meio foi 

removido por sucção e as células lavadas duas vezes com PBS. 

Imediatamente após foi utilizado 2 ml de uma solução fixadora formalina 

0,4% em PBS paraformaldeido 0,4% em PBS. Após 30 min a solução 

fixadora foi removida por sucção e as células lavadas três vezes com PBS 

como descrito a seguir: uma vez em PBS contendo 0,1 M de glicina por 10 

min e duas vezes apenas em PBS por 2 min.  

Posteriormente, as células foram incubadas com uma solução 0,1% 

de azul de Toluidina (Sigma Aldrich, St. Louis, Missouri, EUA) a 

temperatura ambiente por 30 minutos. A solução corante foi removida 

cuidadosamente com auxílio de uma pipeta descartável de 2 ml e lavada 5 

vezes com 2 ml de água corrente para retirar o excesso de corante. A placa 

com as células fixadas e coradas foi observada no microscópio de 

epifluorescência Nikon Ti-U e fotografadas utilizando o Software NIS-

Elements - 3.2 (Nikon Instruments INC, Melville, New York, EUA). 

 

 

4.5 DETERMINAÇÃO DA ATIVIDADE CELULAR  
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Para determinação da atividade celular das CTTAH foi utilizada uma 

solução de 3-(4,5-Dimethyl-2-thiazoly)-2,5-diphenyl-2H tetrazolium 

bromide (MTT) (Amresco, Solon, Ohio, EUA). Foram semeadas 

1x10
3 
células em cada poço de placa de cultura (96 poços) com 90 μL de 

meio DMEM/F12 completo e mantido em incubadora úmida a 37
º 
C e 5% 

de CO2 por 24 horas e depois distribuídos nos respectivos grupos avaliados. 

Após 24, 48 e 168 horas na placa de 96 poços foram adicionados 

10 μL de solução de MTT a 10 mg/mL [10x] em DMEM/F-12 sem SFB e 

mantidos em incubadora por 4 horas a 37
º 
C. O meio de cultura foi 

removido e substituído por 100 μL de solução de dimetilsulfóxido (DMSO) 

(Sigma Aldrich, St. Louis, Missouri, EUA) e após 10 min, as leituras de 

absorbância foram realizadas em equipamento de Elisa SpectraMax M2
e 

E 

(Molecular Devices, Sunnyvalle, Califórnia, EUA) em um comprimento de 

onda de 570nm. O referido equipamento foi adquirido no subprojeto 

“Avaliação espectrofotométrica, fluorimétrica e luminométrica para 

pesquisa em regeneração tecidual ecto e mesodérmica e estresse oxidativo”, 

coordenado pela Profa. Dra. Lydia Masako Ferreira (Edital Capes nº 

11/2009 - Pró-Equipamentos Institucional). 

 

 

4.6 CITOMETRIA DE FLUXO 

 

 

4.6.1 Imunofenotipagem das CTTAH 
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Após o isolamento das CTTAH as células da segunda passagem 

foram tripsinizadas e a suspensão centrifugada a 300 g por 4 min, o 

sobrenadante foi descartado e adicionaram-se 1 mL de PBS. Este 

procedimento, ou seja, a lavagem da suspensão de células foi repetida duas 

vezes. Após a segunda lavagem as células foram ressuspensas em 600 µL 

se PBS e divididas em 6 tubos de citometria de 5 mL. Foi acrescentado em 

cada tubo apenas um dos seguintes anticorpos (CD16 - PE-CY7, CD34 - 

APC, CD45 - FITC, CD73 - PE, CD90 - APC e CD105 - PE) conforme 

descrito no Quadro 2.  

Os tubos contendo as células e os anticorpos foram incubados 

durante 20 minutos, em temperatura ambiente e protegidos da luz. A seguir 

foram acrescentados 300 µL de PBS e as amostras foram submetidas à 

análise no citômetro de fluxo Guava easyCyte HT(Millipore, Belford, 

Massachusetts, EUA) e analisadas no programa InCyte Software. 
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QUADRO 2 – Anticorpos conjugados a fluoróforos para citometria de 

fluxo. 

 

ANTICORPO DILUIÇÃO 
VOLUME 

(µL)  

CANAL DE 

FLUORESCÊNCIA 
MARCA 

HU CD16 - 3G8 pronto para uso 5 PE-CY7 
Becton, 

Dickinson 

HU CD34 - 581 pronto para uso 20 APC 
Becton, 

Dickinson 

HU CD45 - HI30 pronto para uso 20 FITC 
Becton, 

Dickinson 

HU CD73 - AD2 pronto para uso 20 PE 
Becton, 

Dickinson 

HU CD90 - 5E10 pronto para uso 10 APC 
Becton, 

Dickinson 

HU CD105 - 266 pronto para uso 10 PE 
Becton, 

Dickinson 

 

4.6.2 Identificação dos receptores AT1 e AT2 da AII das CTTAH 

 

Após o estimulo com os diferentes meios de cultivo as CTTAH 

cultivadas foram tripsinizadas e a suspensão centrifugada a 300 g por 

4 min, o sobrenadante foi descartado e adicionaram-se 1 mL de PBS. Este 

procedimento, ou seja, a lavagem da suspensão de células foi repetida duas 

vezes. Após a segunda lavagem as células foram ressuspensas em 600 µL 

se PBS e divididas em 2 tubos de citometria de 5 mL. Foi acrescentado em 

cada tubo apenas um dos seguintes anticorpos (Anti-receptor AT1 da AII - 

PE e Anti-receptor AT2 - APC) conforme descrito no Quadro 2. 

Os tubos contendo as células e os anticorpos foram incubados 

durante 20 minutos, em temperatura ambiente e protegidos da luz. A seguir 

foram acrescentados 300 µL de PBS e as amostras foram submetidas à 

análise no citômetro de fluxo citômetro de fluxo Guava easyCyte HT e 

analisadas no programa InCyte Software. 
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QUADRO 3 – Anticorpos conjugados a fluoróforos para identificação 

dos receptores AT1 e AT2 da AII. 

 

ANTICORPO DILUIÇÃO 
VOLUME 

(µL)  

CANAL DE 

FLUORESCÊNCIA 
MARCA 

Anti-Receptores 

AT1 da AII AAR-

011-AO 

1:250 em PBS 
100 (1x10

6
 

células) 
PE 

Alomone 

Labs 

Anti-Receptores 

AT2 da AII 

(A2295-07T3 

pronto para 

uso 

10 (1x10
6
 

células)  
APC 

US 

Biological 

 

 

4.6.3 Determinação das fases do ciclo celular por citometria de 

fluxo 

 

 

A fração de células em cada fase do ciclo celular foi determinada 

pela quantificação de DNA pelo IP, que é um agente que se intercala de 

maneira estequiométrica, isto é, proporcional ao número de bases do DNA 

seguindo as disposições espaciais de acordo com a forma molecular da 

dupla hélice do ácido nucléico. Os ensaios foram realizados de acordo com 

a técnica revista por NICOLETTI et al. (1991). As células de cada grupo 

experimental foram tripsinizadas e ressuspensas paraformaldeido 0,4% em 

PBS. Após 30 min a células fixadas foram lavadas duas vezes com 1ml de 

PBS a 4°C e ressuspensas em 0,1 M de glicina por 10 min. As células 

foram lavadas 2 vezes com 1ml de PBS e após a segunda lavagem as 
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células foram ressuspensas em 500 l de PBS (0,1% BSA e 0,3% saponina) 

a 4° C. Para eliminar duplas hélices de RNA na amostra, foi adicionada 

RNAse em uma concentração de 0,5 mg/ml, e a amostra foi incubada a 

4 C por 50 minutos. Então, foi adicionado 5 g/ml de IP por 15 min em 

temperatura ambiente. A amostra foi protegida da luz e analisada no 

citômetro de fluxo (10.000 eventos por amostra).  

A análise da porcentagem de células nas diferentes fases do ciclo 

celular, G0/G1, S e G2/M foi realizada utilizando-se o programa InCyte 

Software. 

 

 

4.7 MICROSCOPIA DE FLUORESCÊNCIA  

 

 

Para os ensaios de detecções citoquímicas e/ou imunocitoquímicas, 

1x10
4
 células foram semeadas sobre lamínulas circulares de 12 mm de 

diâmetro em placas de 24 poços contendo meio DMEM/F12 completo e, 

mantida em incubadora úmida à 37
º 
C e 5% de CO2. Após sete dias o meio 

foi removido por sucção e as células foram lavadas duas vezes com PBS. 

Imediatamente após foi utilizado 2 ml da solução fixadora formalina 0,4% 

em PBS. Após 30 min a solução fixadora foi removida por sucção e as 

células foram lavadas três vezes com PBS como descrito a seguir: uma vez 

em PBS contendo 0,1 M de glicina por 10 min e duas vezes apenas em PBS 

por 2 min. Posteriormente, as células foram incubadas com uma solução 

corante e/ou anticorpo a temperatura ambiente por 30 minutos. A solução 

corante e/ou anticorpo foi removida cuidadosamente com auxílio de uma 
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pipeta descartável de 2 ml e lavada 5 vezes com 2 ml de água destilada para 

retirar o excesso de corante e/ou anticorpo. A seguir, as células foram 

incubadas com 1µg/ml do corante DAPI em PBS (0,1% de BSA e 0,2 % de 

saponina) por 2 min e as células foram novamente lavadas três vezes em 

PBS.  

As lamínulas contendo as células foram observadas no microscópio 

de epifluorescência Nikon Ti-U e fotografadas utilizando o Software NIS-

Elements - 3.2 (Nikon Instruments INC, Melville, New York, EUA). 

 

 

QUADRO 4 – Fluoróforos e anticorpos para microscopia de 

fluorescência. 

 

ANTICORPO OU CORANTE DILUIÇÃO 
EMISSÃO 

(nm)  
APLICAÇÃO 

Alexa Fluor 1:100 em PBS 570 Citoesqueleto 

Alizarina Vermelha 40 nM 599 
Precipitado de 

Cálcio 

Anexina V 5µl/ml 520 Fosfatidilserina 

Anti-receptores AT1 da AII 1:250 em PBS 576 
Receptores AT1 da 

AII 

Anti-receptores AT2 da AII 1:500 em PBS 576 
Receptores AT2 da 

AII 

DAPI 1:100 em PBS 454 Ácido nucléico 

IP 5µl/ml 599 Ácido nucléico 

Oil Red O 0,5% 599 Gotículas Lipídicas 

 

 

4.8 ESTATÍSTICA  
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Todos os dados coletados foram comparados entre si e submetidos a 

análise estatística. 

Os parâmetros de análise foram representados como valores médios 

ou como porcentagem de aumento relativo ao controle. Os valores foram 

expressos como média ± erro padrão. A análise estatística dos resultados 

foi determinada usando-se o teste de Anova seguido pelo teste de Mann-

Whitney. Em todos os testes se fixou em 5% (p< 0,05) o nível de rejeição 

de nulidade, assinalando-se com um asterisco os valores significantes. 

A análise do histograma em citometria de fluxo foi realizada 

quantificando a porcentagem das regiões G0/G1, S e G2/M utilizando-se o 

programa InCyte Software.  

 

 

  



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Resultados 

 

 

 



 

Resultados 

 

39 

5. RESULTADOS 

 

 

5.1 ENSAIO DE DIFERENCIAÇÃO 

 

 

Para os ensaios de diferenciação as células-tronco do tecido adiposo 

humano (CTTAH) cultivadas da segunda passagem (P2), que estavam 

aderidas nas duas placas de seis poços, foram divididas nos quatro grupos 

experimentais em triplicata. Esse procedimento foi realizado para as 

amostras de todos os doadores participantes e as imagens representativas 

correspondentes a cada ensaio estão demonstradas nas figuras 1, 2, 3 e 4 

respectivamente. 
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5.1.1 Células-tronco do tecido adiposo humano (grupo controle). 

 

 

 

 
Figura 1. CTTAH (P2) corado com hematoxilina e eosina. (A) e (B) 

Microscópio de fluorescência (campo claro) com objetiva de 20x e em (C) 

e (D) (objetiva 40x). Células aderentes em semiconfluência com 

morfologia fusiforme, citoplasma extenso (semelhante a fibroblastos).  
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5.1.2 Células-tronco do tecido adiposo humano (diferenciação 

adipogênica) 

 

Figura 2. CTTAH (P2) após diferenciação 

adipogênica. (A) Microscópio de fluorescência 

(objetiva 40x) demonstrando as gotículas lipídicas 

que foram coradas com Oil Red O (vermelho) e 

núcleo com DAPI (azul). (B) Mesma imagem 

utilizando o campo claro (objetiva 40x). A 

mudança para o meio de indução adipogênico 

originou células com várias inclusões lipídicas e 

núcleo periférico. 
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5.1.3 Células-tronco do tecido adiposo humano (diferenciação 

osteogênica) 

 

 
Figura 3. CTTAH após diferenciação 

osteogênica em 21 dias. Os precipitados de 

cálcio foram corados com Alizarina vermelha 

(vermelho) e núcleo com DAPI (azul). (A) 

Microscópio de fluorescência (objetiva 20x) e 

(B) microscópio de fluorescência - campo claro 

(objetiva 20x). 
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5.1.4 Células-tronco do tecido adiposo humano (diferenciação 

condrogênica) 

 

 
Figura 4. CTTAH cultivados após diferenciação 

condrogênica em 21 dias. As células foram 

coradas com azul de toluidina (azul). (A) 

Microscópio de fluorescência - campo claro 

(objetiva 20x) e (B) microscópio de fluorescência 

- campo claro (objetiva 40x). 
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5.2 CITOMETRIA DE FLUXO 

 

 

5.2.1 Imunofenotipagem das células-tronco do tecido adiposo 

humano. 

 

 

Foi isolado uma população homogênea de CTTAH e essas células 

foram caracterizadas por imunofenotipagem utilizando citometria de fluxo. 

Os resultados demonstraram que as células possuem características 

imunofenotípicas específicas de células-tronco mensenquimais. A 

expressão foi baixa (<5%) para os marcadores CD16, CD34 e CD45 e 

apresentaram alta expressão (>90%) para os antígenos característicos de 

células-tronco mesenquimais CD73, CD90 e CD105. Esse procedimento 

foi realizado para as amostras de todos os doadores participantes e os 

resultados da imunofenotipagem das CTTAH foram apresentados nas 

imagens representativas (figuras 5 e 6) e as porcentagens das células que 

expressaram cada um dos antígenos avaliados estão na figura 7. 
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Figura 5. Imunofenotipagem representativa das CTTAH por citometria de 

fluxo (A) mostrando uma população negativa para a fluorescência avaliada 

(yellow fluorescence – YEL-HLog). Foram negativas também CD16 (B), 

CD34 (C) e CD45 (D). 
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Figura 6. Imunofenotipagem das CTTAH por citometria de fluxo (A) 

mostrando uma população negativa para a fluorescência avaliada (yellow 

fluorescence – YEL-HLog). Foram positivas para CD73 (B), CD90 (C) e 

CD105 (D).  
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Figura 7. Média da porcentagens da imunofenotipagem da população de 

CTTAH cultivadas dos dez doadores avaliados. Todas as populações de 

células avaliadas estavam entre P2-P3. A expressão foi baixa (<5%) para 

os marcadores de células hematopoiéticas CD16, CD34 e CD45 e 

apresentaram alta expressão (>90%) para os marcadores de células-

tronco mesenquimais CD73, CD90 e CD105. 

 

 

5.2.3 IDENTIFICAÇÃO DOS RECEPTOR AT1 E AT2 DA AII 

POR CITOMETRIA. 

 

 

As CTTAH distribuídos nos diferentes grupos foram analisados quanto à 

expressão dos receptores AT1 e AT2 da AII utilizando citometria de fluxo 

conforme demonstrado na figura 8.  
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Figura 8. Média da porcentagem da população de CTTAH dos dez 

doadores avaliados. Foram marcados os receptores AT1 (1) e AT2 (2) da 

AII que foram avaliados 168 horas após estimulação com os diferentes 

meios de cultivo. Dados analisados utilizando-se one-way Anova, 

seguido de Mann-Whitney (nível de significância: p<0,05). Os valores 

representam a média ± erro padrão (*: p<0,05. **: p<0,01. ***: p<0,001 

indicam diferenças estatisticamente significantes em relação ao 

controle). Todos os grupos avaliados apresentaram a expressão dos 

receptores AT1 e AT2 da AII. 
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5.2.4 ATIVIDADE CELULAR DAS CTTAH UTILIZANDO 

MTT POR ELISA. 

 

 

Atividade celular das CTTAH utilizando MTT ao longo do tempo 

mostrando que essa atividade diminuiu nos grupos GII e GIII 24 horas após 

o estímulo com os diferentes meios, não houve diferença entre os grupos 

quando avaliados 48 horas depois do estímulo, sendo que 168 horas depois 

esse aumento da atividade foi verificado principalmente nos grupos GII e 

GIV (figura 9). 

 

 

Figura 9. Atividade Celular utilizando MTT ao longo do tempo. Dados 

analisados utilizando-se one-way Anova, seguido de Mann-Whitney (nível 

de significância: p<0,05). Os valores representam a média ± erro padrão (*: 

p<0,05. **: p<0,01. ***: p<0,001 indicam diferenças estatisticamente 

significantes em relação ao controle). O aumento da atividade foi 

verificado principalmente nos grupos GII e GIV depois de 168 horas da 

estimulação com diferentes meios.  
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5.2.5 CICLO CELULAR DAS CTTAH ESTIMULADAS COM 

DIFERENTES MEIOS DE CULTIVO. 

 

 

A distribuição do ciclo celular foi medida quantitativamente pela 

análise do conteúdo de DNA por citometria de fluxo conforme 

demonstrado na figura 10.  

 

 
Figura 10. Ciclo celular das CTTAH. (R2) representa a região 

correspondente a população de CTTAH onde podemos verificar o tamanho 

e complexidade dessas células (SSCxFSC). O histograma representativo 

(superior direito) mostra a análise da região das CTTAH marcadas com 

7AAD onde R3 corresponde a população em G0/G1, R4 corresponde a 

população das células em S e R5 corresponde a população de células em 

G2/M. (C) O histograma (inferior dreito) representa a análise 

correspondente aos fragmentos de DNA. Avaliação do ciclo celular foi 

realizadas no citometro de fluxo Guava (easyCyte HT) e analisadas no 

programa InCyte Software.  
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A análise das CTTAH nos grupos apresentados foram avaliados 

utilizando a citometria de fluxo que mostrou uma população homogênea 

quanto ao tamanho e a granulosidade. O ciclo celular desses grupos foi 

expresso em média percentual de células nas diferentes fases do ciclo 

celular: fragmentos de DNA, G0/G1, S e G2/M (figura 11). A distribuição 

quanto ao ciclo celular das CTTAH mostrou uma maior proporção de 

células na fase G0/G1 (quiescentes) sendo que nos grupos GIII e GIV 

houve um aumento na fase S/G2/M (fase proliferativa). Todos os grupos 

apresentaram baixa proporção de fragmentos de DNA. 

 

 

Figura 11. Média da porcentagem da população de CTTAH nas 

diferentes fases do ciclo-celular avaliadas por citometria de 

fluxo. (1) fase G0/G1, (2) fase S/G2/M e (3) fragmentos de 

DNA dos diferentes grupos avaliados. Dados analisados 

utilizando-se one-way Anova, seguido de Mann-Whitney. Os 

valores representam a média ± erro padrão (*: p<0,05. **: 

p<0,01. ***: p<0,001 indicam diferenças significantes em 

relação ao controle). 
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5.5 MICROSCOPIA DE FLUORESCÈNCIA. 

A análise morfológica das CTTAH nos diferentes grupos avaliados 

foram avaliadas por microscopia de fluorescência. As figuras 12-15 

mostram a presença dos receptores AT1 da AII nos grupos avaliados assim 

como é demonstrado a presença dos receptores AT2 da AII nas figuras 16-

19. O citoesqueleto, a presença das gotículas de lipídios e morte celular 

dessas células nos grupos avaliados foram verificados nas figuras 20-23. 
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Figura 12. Imunofluorescência das CTTAH (GC). 

Identificação do receptor AT1 da angiotensina II 

presente na superfície celular utilizando-se o 

anticorpo anti-AT1 (vermelho) e núcleo da célula 

marcado com o corante DAPI (azul).   
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Figura 13. Imunofluorescência das CTTAH (Grupo 

II). Marcação do receptor AT1 da angiotensina II 

presente na superfície celular utilizando o anticorpo 

anti-AT1 (vermelho) e núcleo da célula marcado 

com o corante DAPI (azul).  
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Figura 14. Imunofluorescência das CTTAH (Grupo 

III). Marcação do receptor AT1 da angiotensina II 

presente na superfície celular utilizando o anticorpo 

anti-AT1 (vermelho) e núcleo da célula marcado 

com o corante DAPI (azul).  
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Figura 15. Imunofluorescência das CTTAH (Grupo 

IV). Marcação do receptor AT1 da angiotensina II 

presente na superfície celular utilizando o anticorpo 

anti-AT1 (vermelho) e núcleo da célula marcado 

com o corante DAPI (azul). 
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Figura 16. Imunofluorescência das CTTAH 

(GC). Marcação do receptor AT2 da 

angiotensina II presente na superfície celular 

utilizando o anticorpo anti-AT2 (vermelho) e 

núcleo da célula marcado com o corante DAPI 

(azul).  
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Figura 17. Imunofluorescência das CTTAH (Grupo 

II). Marcação do receptor AT2 da angiotensina II 

presente na superfície celular utilizando o anticorpo 

anti-AT2 (vermelho) e núcleo da célula marcado 

com o corante DAPI (azul).  
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Figura 18. Imunofluorescência das CTTAH 

(Grupo III). Marcação do receptor AT2 da 

angiotensina II presente na superfície celular 

utilizando o anticorpo anti-AT2 (vermelho) e 

núcleo da célula marcado com o corante DAPI 

(azul).  
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Figura 19. Imunofluorescência das CTTAH 

(Grupo IV). Marcação do receptor AT2 da 

angiotensina II presente na superfície celular 

utilizando o anticorpo anti-AT2 (vermelho) e 

núcleo da célula marcado com o corante DAPI 

(azul).  
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Figura 20. Microscopia de fluorescência das CTTAH (GC). (A) 

Citoesqueleto (vermelho) utilizando Alexa flúor 546 e núcleo da célula 

marcado com o corante DAPI (azul). (B) Gotículas de gordura (vermelho) 

marcado com o corante Oil Red O e núcleo da célula marcado com o 

corante DAPI (azul). (C) Citoesqueleto (vermelho) utilizando Alexa flúor 

546, fosfatidilserina marcada com Anexina V e núcleo da célula marcado 

com o corante DAPI (azul).  
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Figura 21. Microscopia de fluorescência das CTTAH Grupo II. (A) 

Citoesqueleto (vermelho) utilizando Alexa flúor 546 e núcleo da célula 

marcado com o corante DAPI (azul). (B) Gotículas de gordura (vermelho) 

marcado com o corante Oil Red O e núcleo da célula marcado com o 

corante DAPI (azul). (C) Citoesqueleto (vermelho) utilizando Alexa flúor 

546, fosfatidilserina marcada com Anexina V e núcleo da célula marcado 

com o corante DAPI (azul).  
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Figura 22. Microscopia de fluorescência das CTTAH  do Grupo III. (A) 

Citoesqueleto (vermelho) utilizando Alexa flúor 546 e núcleo da célula 

marcado com o corante DAPI (azul). (B) Gotículas de gordura (vermelho) 

marcado com o corante Oil Red O e núcleo da célula marcado com o 

corante DAPI (azul). (C) Citoesqueleto (vermelho) utilizando Alexa flúor 

546, fosfatidilserina marcada com Anexina V e núcleo da célula marcado 

com o corante DAPI (azul).  
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Figura 23. Microscopia de fluorescência das CTTAH do Grupo IV. (A) 

Citoesqueleto (vermelho) utilizando Alexa flúor 546 e núcleo da célula 

marcado com o corante DAPI (azul). (B) Gotículas de gordura (vermelho) 

marcado com o corante Oil Red O e núcleo da célula marcado com o 

corante DAPI (azul). (C) Citoesqueleto (vermelho) utilizando Alexa flúor 

546, fosfatidilserina marcada com Anexina V e núcleo da célula marcado 

com o corante DAPI (azul).  
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6. DISCUSSÃO 

 

 

Segundo o Instituto Brasileiro de Geografia e Estatística (IBGE) o 

peso dos brasileiros vem aumentando nos últimos anos. Isso ocorre em 

todas as regiões do país, em todas as faixas etárias e em todas as faixas de 

renda. O sobrepeso atinge mais de 30% das crianças entre cinco e nove 

anos de idade, cerca de 20% da população entre 10 e 19 anos e nada menos 

que 48% das mulheres e 50,1% dos homens acima de 20 anos (IBGE, 

2010).  

No Brasil mais de 60% das mulheres adultas que utilizam unidades 

de pronto atendimento do Sistema Único de Saúde apresentam algum grau 

de sobrepeso ou obesidade e que 44% apresentam obesidade central (da 

Rosa et al., 2011). Estima-se que cerca de 38 milhões da população acima 

de 20 anos estão acima do peso e mais de 10 milhões são considerados 

obesos (IBGE, 2010). 

A obesidade é o estado mais grave do excesso de peso e é 

caracterizada como a expansão da massa de tecido adiposo no corpo como 

resultado do desequilíbrio entre ingestão e gasto energético (MEDINA-

GÓMEZ & VIDAL-PUIG, 2009). É bem reconhecido que a obesidade é 

um dos maiores problemas de saúde pública e uma das doenças crônicas 

não-transmissíveis que, epidemiologicamente, mais crescem em todo o 

mundo (LINO, MUNIZ, SIQUEIRA, 2011). A obesidade está associado à 
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ocorrência de hipertensão, hiperlipidemia, diabetes tipo 2 e doença 

cardiovascular (FERRAREZI et al., 2007; GRAY & VIDAL-PUIG, 2007; 

GREGOR & HOTAMISLIGIL, 2007; MATHEW et al., 2007; LINO, 

MUNIZ, SIQUEIRA, 2011) 

A hipertensão é uma complicação freqüente da obesidade e um 

importante fator de risco para o desenvolvimento de doenças 

cardiovasculares. Estudos epidemiológicos mostram uma correlação 

positiva significante entre pressão sanguínea e teores circulantes de 

angiotensinogênio (ANG) (MASSIERA, 2001; MAENHAUT & VAN DE 

VOORDE, 2011). 

Embora a produção de angiotensinogênio ocorra principalmente no 

fígado, o tecido adiposo é considerado uma importante fonte extra-

hepática, contribuindo, possivelmente, para a elevação dos teores 

circulantes em indivíduos obesos (BRÜCHER et al., 2007; MAENHAUT 

& VAN DE VOORDE, 2011).  

O tecido adiposo é capaz de secretar ANG e renina e sintetizar os 

receptores AT1 e AT2 da Angiotensina II (AII) e enzima conversora de 

angiotensina (ECA), proteínas que participam da diferenciação das CTTAH 

e da lipogênese, indicando o seu envolvimento com o processo de acúmulo 

de gordura corporal. (AUBERT, 1997; SAFANOVA, 1997; AUBERT, 

1998; CASSIS, 1998; SAYE, 1990; CASSIS et al., 2008). 

Pré-adipócitos humanos são células precursoras do tecido adiposo, 

podem se diferenciar em adipócitos maduros in vitro e in vivo, e são 

comumente utilizados como modelo de cultura para estudar a proliferação e 

diferenciação de adipócitos (GREGOIRE, SMAS, SUL, 1998; BRADLEY 

et al., 2001). Embora progressos significativos já tenham sido feitos na 

dissecção dos eventos moleculares e celulares que ocorrem durante a 
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transição das células precursoras assim como as células-tronco para 

adipócitos não é completamente compreendido (HU et al, 2009).  

Já foi demonstrado que as células precursoras isoladas do tecido 

adiposo subcutâneo apresentavam as características de ASCs (adipose-

derived stem cells), termo adotado pelo Internacional Fat Applied 

Technology Society para identificar a população celular plástico-aderente e 

multipotente (BUNNELL et al., 2008).  

Neste estudo utilizamos o termo células-tronco do tecido adiposo 

humano (CTTAH) para designar essa população de células estudadas. 

Essas células apresentaram a capacidade de aderência ao plástico em 

cultura e também o potencial de diferenciação adipogênico, osteogênico e 

condrogênico (figuras 1-4). Essas duas características estão de acordo com 

os estudos de BJORNTORP et al., 1985; DESLEX et al., 1987; DESLEX, 

NEGREL, AIHAUD, 1987, GREGOIRE, SMAS, SUL, 1998, ZUK et al., 

2001 e com os critérios estabelecidos pelo International Society for 

Cellular Therapy (ISCT) que definem células-tronco mesenquimais adultas 

(LUBIS et al., 2011).  

Para obtenção de células indiferenciadas do tecido adiposo, o 

produto da fragmentação desse tecido foi submetido à digestão enzimática 

e posterior centrifugação permitindo a separação de uma fração 

sobrenadante (contendo adipócitos) e de um precipitado (contendo CTTAH 

de acordo com a metodologia descrita em métodos, que está de acordo com 

o trabalho de BUNNELL et al., 2008. Nesse trabalho foram obtidos 10 x 

10
6
 células a partir da digestão enzimática seguida de centrifugação de 100 

ml de tecido adiposo subcutâneo de cada doador. Essas células 

apresentaram, em cultivo, morfologia semelhante a do fibroblasto, 

característica de célula mesenquimal (figura 1). 
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Rodbell relatou em 1964 a separação de células da fração estroma 

vascular dos adipócitos maduros, utilizando um método enzimático. A 

observação inicial de que a fração do estroma vascular do tecido adiposo 

contém células semelhantes a fibroblastos e que eram os possíveis 

precursores de adipócitos, foi descrito por POZNANSKI, WAHEED, VAN 

(1973). Em 2001, ZUK et al. publicaram um trabalho demonstrando que 

células indiferenciadas provenientes do produto de lipoaspirado podiam ser 

cultivadas e possuíam capacidade de se diferenciar na linhagem 

condrogênica, osteogênica, adipogênica e miogênica, identificando o tecido 

adiposo como um reservatório de células-tronco mesenquimais. 

Para comprovar a capacidade de diferenciação foi utilizada a técnica 

de citoquímica que demonstrou o aspecto morfológico dessas células 

(figura 1). Essas células apresentaram características semelhantes a 

fibroblastos com a presença de inúmeras gotículas lipídicas citoplasmáticas 

nas CTTAH diferenciadas para adipócitos e corados com Oil Red O 

(diferenciação adipogênica) (figura 2). O potencial de diferenciação 

osteogênico foi evidenciado pela formação de precipitados de cálcio 

corados com Alizarina vermelha (figura 3) e o potencial de diferenciação 

condrogênico foi evidenciado pela coloração com Azul de Toluidina 

(figura 4) (BUNNELL et al, 2008). 

Outra característica que foi determinada pelo ISCT é a expressão de 

marcadores de superfície celular. Existe um consenso que células-tronco 

mesenquimais (MSCs) possuem baixa expressão dos marcadores 

hematopoéticos CD16 (receptor expresso em células natural killer, 

macrófagos e neutrófilos), CD34 (marcador de células-tronco 

hematopoética primitiva) e CD45 (marcador de células hematopoéticas) 

entre outros. Entretanto, possuem uma expressão alta para CD44 (molécula 
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de adesão expressa em linfócitos B e T), CD73, CD90 (molécula da matriz 

extracelular) e CD105 (molécula de adesão) entre outros (CAWTHORN, 

SCHELLER, MACDOUGALD, 2012).  

Para ao caracterização das CTTAH utilizou-se a citometria de fluxo 

para verificar-se a expressão dos marcadores de superfície celular. As 

células cultivadas entre as passagens P2 e P3 dos diferentes doadores foram 

avaliadas antes de serem estimulados com os diferentes meios de cultivo.  

Todas as amostras entre P2 e P3 apresentaram a expressão dos 

marcadores de superfície celular, sendo o percentual de 97,3% (+) para o 

CD73, 95,1% (+) para o CD90 e 92,4% (+) para o CD105, o que está de 

acordo com os critérios do ISCT (≥ 90%). Ainda de acordo com os critérios 

do ISCT, as células cultivadas apresentaram ausência da expressão que foi 

de 3,0% (-) para o CD16, 2,9% (-) para o CD34 e 3,0% (-) para o CD45 nas 

amostras celulares estudadas (≤ 5%) e isso ocorreu com todas as amostras 

das células de todos doadores (figuras 5-6). Esses dados também estão de 

acordo com vários autores (BJORNTORP et al., 1985, DESLEX, 

NEGREL, AIHAUD, 1987, GREGOIRE, SMAS, SUL, 1998, ZUK et al. 

2001, CAWTHORN, SCHELLER, MACDOUGALD, 2012) que 

verificaram semelhante expressão de marcadores de superfície celular 

como os obtidos neste trabalho (figuras 5-7). 

A citometria de fluxo surge, então, como uma importante ferramenta 

alternativa para o estudo dos eventos celulares envolvidos na resposta 

imunológica com aplicações clínicas subseqüentes (SHAPIRO, 2004), 

porque uma das características deste instrumento é a manutenção das 

condições vitais da célula após sua manipulação, permitindo investigações 

mais aprofundadas do comportamento biológico da população em estudo, 

inclusive de avaliação funcional.  
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Essa versatilidade metodológica deriva da múltipla e independente 

quantidade de análises das características físicas e químicas das células 

(BERNAS et al., 2006), pois no citômetro elas são individualmente 

conduzidas em canal de corrente fluida que, ao interceptarem o feixe de luz 

geralmente proveniente de um laser, causam sua dispersão em várias 

direções, dependendo do tamanho, da estrutura interna, das características 

topográficas e de densidade óptica de cada célula (SHAPIRO, 2004), as 

quais estão diretamente correlacionadas com a morfologia celular que pode 

ser verificada em preparados corados.  

Nesse contexto, o feixe de luz que passa pela partícula com um 

mínimo de desvio está relacionado ao tamanho celular (forward light 

scatter - FSC), enquanto aqueles que captam o desvio ortogonal aos eixos 

do fluído celular e do laser (side light scatter - SSC) estão relacionados com 

a complexidade celular interna, em particular sua granularidade 

(SHAPIRO, 2004, ROBINSON, 1993, BERNAS et al., 2006). Após 

análise simultânea desses parâmetros, gráficos de coordenadas x e y são, 

então, gerados (SHAPIRO, 2004). 

Nesse estudo, foi verificada a presença dos receptores AT1 e AT2 da 

AII nas CTTAH, 168 horas após o estimulo com os diferentes meios de 

cultura, utilizando-se a citometria de fluxo. A administração exógena da 

AII nas células permitiu verificar se esse estímulo alterava a presença dos 

receptores AT1 e AT2 quando comparados com o grupo controle.  

Sabe-se que os receptores de angiotensina são classificados em dois 

subtipos, AT1 e AT2 (OLIVEIRA et al., 2007). Cada subtipo foi clonado, e 

a sua sequência estabelecida, apresentando uma homologia de apenas 32% 

nas sequencias dos dois receptores (OLIVEIRA et al., 2007). As principais 

funções biológicas da angiotensina II (regulação cardiovascular) são 
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mediadas através do receptor AT1 e em geral, a estimulação do receptor 

AT2 parece opor-se às ações fisiológicas da angiotensina II. 

O tecido adiposo expande-se rapidamente após o nascimento. A 

capacidade de surgirem novos adipócitos persiste em indivíduos adultos e 

está evidenciado na obesidade. Essa possibilidade foi confirmada em outras 

pesquisas, onde obtiveram adipócitos maduros pela diferenciação 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). 

Sob condições de cultivo de células, o meio fisico-químico (pH, 

temperatura, pressão osmótica, pressão de CO2 e O2) pode ser controlado 

precisamente e as condições fisiológicas podem ser mantidas relativamente 

constantes. A única restrição é dada pela necessidade de suplementação do 

meio de cultura com soro ou outros constituintes por serem pouco definidos 

(FRESHNEY;1995). No presente estudo, as CTTAH foram expandidos in 

vitro na presença de meio nutritivo (DMEM/F12) suplementado com 10% 

de SFB e 1% de penicilina e estreptomicina (Grupo controle). O cultivo 

dessas células permitiu mimetizar as condições fisiológicas e foi obtido 

viabilidade celular, manutenção da sua morfologia e proliferação celular. 

Essas células foram induzidas a diferenciação celular adipogênica, 

osteogênica e condrogênica (figuras 1-4).  

Está bem estabelecido que adipócitos não apenas desempenham um 

importante papel na homeostase energética, mas também secretam 

hormônios e fatores adipogênicos que estão envolvidos na regulação do 

apetite, resposta imune, sensibilidade à insulina, e crescimento vascular e 

esquelético (GREGOIRE, SMAS, SUL, 1998, FRUHBECK et al., 2001; 

GREGOIRE, 2001). A deposição excessiva de gordura corporal também 
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resulta em obesidade, que é um problema de saúde prevalente em países 

industrializados, e intimamente relacionados à ocorrência de hipertensão, 

hiperlipidemia, diabetes tipo II e doenças cardiovasculares (FERRAREZI 

et al., 2007; MATHEW et al., 2007; GREGOR & HOTAMISLIGIL, 

2007). 

Os componentes do sistema renina-angiotensina (SRA) como o 

angiotensinogênio (AGT) e as angiotensinas I (AI) e II (AII) estão elevadas 

durante a adipogênese. A angiotensina I promove crescimento e 

diferenciação em adipócitos por induzir diretamente a lipogênese e 

indiretamente a estimulação da síntese de prostaglandinas (ENGELI et al., 

2003). Os adipócitos maduros produzem AII que pode inibir um maior 

recrutamento de pré-adipócitos. Os componentes derivados do SRA como a 

AII no tecido adiposo podem atuar de forma autócrina, parácrina e 

endócrina e são importantes na patogênese da obesidade, da resistência à 

insulina e da hipertensão. A significância funcional da produção de 

componentes do SRA pelos adipócitos é uma área de intensa investigação e 

pode ser uma ligação entre a obesidade e as doenças cardiovasculares, 

incluindo hipertensão (CASSIS et al., 2008). 

Nesse estudo, foi caracterizada a presença dos receptores AT1 e AT2 

da AII nas CTTAH estimulados com os diferentes meios de cultura, 

utilizando-se a imunofluorescência sob microscopia de fluorescência. A 

administração exógena desse hormônio nas células permitiu mimetizar as 

condições fisiológicas onde a AII, sendo sintetizada no tecido adiposo 

promove de maneira autócrina o estímulo dos seus receptores cuja resposta 

leva à proliferação celular, a diferenciação celular, a adipogênese entre 

outras respostas autócrinas e/ou parácrinas. A presença do receptor AT1 foi 

demonstrada em todos os grupos estudados (figuras 12-15), assim como, a 
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presença do receptor AT2 (figuras 16-19). Isso demonstra a participação 

desses receptores durante o processo de proliferação e/ou diferenciação 

celular. 

Como os adipócitos secretam todos os componentes do SRA, essa 

célula pode servir como fonte dos componentes desse sistema para a 

circulação sistêmica, para todos os tecidos adjacentes, incluindo vasos 

sangûineos ou localmente para controlar o crescimento e diferenciação de 

adipócitos e a expressão de adipocinas. Um SRA do adipócito quando 

desregulado pode contribuir com a elevação da pressão arterial pela 

modulação (local e circulante) dos componentes do SRA ou exercendo 

efeitos locais nos adipócitos e/ou macrófagos infiltrantes (CASSIS et al., 

2008). 

Há muitas metodologias empregadas para quantificar a proliferação 

celular in vitro. Existem aquelas por incorporação de nucleotídeos 

radioativos ao DNA celular durante a replicação sendo a resposta 

proliferativa determinada pelos níveis de radiomarcador (por exemplo: 

timidina tritiada). Outras como o MTT que ocorre a redução de sais 

tetrazólio e outros derivados, por ação de redutases (GERLIER & 

THOMASSET, 1986, FERRARI, FORNASIERO, ISETTA, 1990). Essas 

ferramentas experimentais são alternativas, porém ambas não permitem 

estudos subseqüentes com as células, uma vez que comprometem sua 

viabilidade. No entanto, o método MTT detecta todas as células 

metabolicamente ativas incluindo as células na fase G0 e, assim pode-se 

inferir o número total de células viáveis, independentemente da proporção 

de células em proliferação (PETERSEN et al, 2008). 

Nesse estudo as CTTAH foram estimulados com diferentes meios de 

cultivo (Grupos I, II, III e IV) e foram submetidas ao ensaio por MTT onde 
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se verificou em 24 h, 48 h e 168 h a atividade celular em todos os grupos. 

Quando verificamos a viabilidade celular por esse método foi constatado 

que houve aumento da atividade celular após 168 horas. Os grupos GII e 

GIII apresentaram inibição da atividade celular nas primeiras 24 horas 

avaliadas, entretanto, todos os grupos apresentaram atividade celular 

semelhante em 48 horas. O aumento da atividade celular pode ser 

condizente com o metabolismo celular e a produção de adipocinas por 

essas células estando aumentada principalmente pela AII (grupos II e IV) 

que atuando em seus receptores AT1 e AT2 podem promover tanto a 

proliferação quanto a diferenciação celular. 

Nesse trabalho o ciclo celular das CTTAH estimulados por 168 horas 

com diferentes meios de cultivo (Grupos I, II, III e IV) foram avaliados por 

citometria de fluxo (figura 11). Ao se avaliar o perfil proliferativo das 

CTTAH verificou-se que essa população celular estava principalmente no 

estágio inicial do ciclo celular (G0/G1). Supostamente o estímulo com os 

diferentes meios de cultivo nos grupos avaliados acarretou tanto redução na 

proliferação das células uma vez que as células apresentaram uma 

porcentagem menor em S/G2/M. Entretanto houve um aumento 

significante de células na fase S/G2/M nos grupos III e IV.  

Estudos indicam que em condições fisiológicas as células-tronco 

entram no ciclo celular muito raramente, mantendo-se principalmente em 

G0. Essas células mais primitivas apresentam ciclo celular mais prolongado 

quando comparadas com seus progenitores mais comprometidos. Esse 

aumento da cinética de proliferação pode estar relacionado ao meio de 

cultivo que continha fatores de diferenciação adipogênico (insulina e 

dexametasona) influenciando possivelmente no comprometimento dessas 

células com a diferenciação celular. 
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Existe um consenso que as CTTAH possuem fenótipo semelhante ao 

de fibroblastos e proliferam exponencialmente durante a fase de 

crescimento até atingir a confluência de 100% na placa de cultura. Quando 

temos limitação de espaço ocorre a parada da proliferação devido a inibição 

por contato célula-célula. Esta inibição entre as células sinaliza para que 

ocorra uma parada no ciclo celular em G1/S. Essa parada do ciclo é o 

primeiro passo para os pré-adipocitos em cultivo se comprometerem com a 

diferenciação terminal em adipócitos (AILHAUD et al 1989; GREGOIRE, 

SMAS, SUL, 1998).  

Embora as CTTAH estejam comprometidos a retirarem-se do ciclo, 

eles restauram a capacidade de crescimento logo após a conversão em 

adipócito. Apenas parar o crescimento leva à conversão de adipócitos, onde 

a confluência e contato célula-célula não são pré-requisitos para que ocorra 

o processo. Esta opinião é corroborada por PAIRAULT & GREEN (1979) 

que demonstraram que a multiplicação celular não é essencial para a 

conversão em adipócitos, mas é uma forma de seleção clonal, que aumenta 

a proporção de células adiposas em relação às células indiferenciadas. 

A presença dos receptores AT1 e AT2 foram identificados por 

citometria de fluxo e posteriormente por microscopia de fluorescencia. 

Todos os grupos avaliados apresentaram a presença  dos receptores AT1 e 

AT2 sendo que os grupos GIII e GIV foram significantes quando 

comparados ao controle. No grupo GIII verificou-se uma diminuição na 

expressão do receptor AT1 sendo que no grupo GIV ocorreu o aumento da 

expressão do receptor AT1 em relação ao grupo controle. 

Todos os grupos foram avaliados 168 horas após o estimulo com os 

diferentes meios de cultivo. Em relação ao receptor AT2 a citometria de 
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fluxo mostrou a expressão desse receptor que foi significante nos grupos II, 

III e IV (fig 8), assim como visualizados por microscopia de fluorescência.  

Todos os grupos avaliados apresentaram a presença dos dois 

receptores (AT1 e AT2 da AII) por microscopia de fluorescência e quando 

observado a morfologia celular das CTTAH foram constatadas as seguintes 

estruturas : Citoesqueleto (por Alexa Fluor 546) ; núcleo (por DAPI) e 

goticulas de gordura (por Oil Red). 

A apoptose de todos os grupos foi verificada por marcação de 

anexina V, onde obtivermos poucas imagens, semelhante a demonstrada 

por citometria de fluxo quando verificado o ciclo celular dessas células  

após o estimulo com os diferentes meios de cultivo (fragmentos de DNA 

menos de 2%). 

 

 

PERSPECTIVAS  

 

 

Averiguar mais detalhadamente o ciclo celular utilizando a 

citometria de fluxo e estudando as proteínas que regulam a transcrição 

entre as fases G1 e S, pode elucidar melhor o papel da AII tanto na 

proliferação quanto na diferenciação dessas células. 

Por outro lado, o desenvolvimento de agonistas específicos de 

receptores que possam inibir e/ou estimularem as vias de sinalização das 

adipocinas pode ser uma promissora maneira de atenuar os efeitos da 

progressão de doenças relacionadas à obesidade. 
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Estudar o efeito de fitoterápicos (drogas anti-obesidade) no processo 

de proliferação e diferenciação nessas células, visando à possível utilização 

terapêutica desse composto no tratamento da obesidade e outras doenças 

metabólicas. 

O presente estudo abre perspectivas no sentido de se continuar 

estudando as influências da angiotensina II sobre as CTTAH. Sendo assim, 

vale à pena investigar mais a fundo os mecanismos pelos quais essa 

adipocina atua não somente com essas células, mas também em co-culturas 

com fibroblastos e/ou queratinócitos.  
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7. CONCLUSÃO 

 

 

 

 

Com a identificação da expressão dos receptores AT1 e AT2 e sob 

ação da AII exógena verificou-se o aumento da atividade celular 

e mitótica das CTTAH.  
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Abstract 

 

 

 



 

 

ABSTRACT 

 

 

 

Introduction: There is a crescent scientific interest about the plasticity and 

therapeutic potential of adipose-derived stem cells (ASCs), multipotent and 

abundant cells in adipose tissue, which are able to differentiate in multiple 

cellular lineages in vitro, including adipocytes, chondrocytes, osteoblasts, 

neural cells, endothelial and cardiomyocytes. Objective: The aim of this 

study was verify the effect of AII on ASCs. Methods: Human adipose 

tissue precursor cells were obtained of subcutaneous abdominal tissue, 

separated by density centrifugation gradient, cultivated and stimulated with 

different culture media and, then analysed. Results: The results of flow 

citometry showed the expression of CD73, CD90 and CD105 markers, 

constrasting with the lack of expression of CD16, CD34 and CD45 

markers. The adipogenic, osteogenic and chondrogenic differentiation were 

also induced, confirming its mesenchymal stem cell potential in vitro. The 

human ASCs were able to replicate in culture, keeping phenotype similar to 

fibroblasts in vitro. When stimulated with different culture media, we 

verified that the media containing AII increased the cellular and mitotic 

activity of these cells. Conclusion: With the identification of the 

expression of the AT1 e AT2 receptors and under AII exogenous action, it 

was verified the increase of cellular activity and mitotic of human ASCs. 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Normas adotadas 

 

 

 



 

 

NORMAS ADOTADAS 

 

 

Descritores em Ciências da Saúde (http://decs.bvs.br) 

Ferreira LM, Goldenberg S, Nahas FX, Barbosa MVJ, Ely PB, 

Blanes L, Bretos JLG. Orientação normativa para elaboração e 

apresentação de teses - guia prático. 1. ed. São Paulo: LMP; 2008. 

 

 

 

 

 

 

 

http://decs.bvs.br/


 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fontes consultadas 

 

 

 



 

 

FONTES CONSULTADAS 

  

 

- Curi R, Pompéia C, Miyasaka CK, Procopio J. Entendendo as gorduras. 

Os ácidos graxos. 1. ed. São Paulo: Manole; 2002. 

- Freshney RI. Animal cell culture: a practical approach. 1 ed. Oxford: IRL 

Press; 1996. 

- Freshney RI. Cultured of Animal Cell: a manual of basic technique. 3 ed. 

New York: Wily-Liss; 1995 

- Jones GE. Human Cell Culture Protocols. Totowa. New Jersey: Humana 

Press; 1996. 

- Peres CM, Curi R. Como cultivar células. 1 ed. Rio de Janeiro: Guanabara 

Koogan; 2005 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Apêndices 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 



 

 

Apêndice 2 
 

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO 

 

1. Título do projeto: “Pré-adipócitos humanos cultivados e estimulados com 

angiotensina II”. 

2. Informações sobre o objetivo: Essa pesquisa na qual você participará como 

voluntário tem como objetivo estimular os pré-adipócitos humanos com 

angiotensina II e analisar os eventos da sinalização celular para futuramente 

usarmos estas informações em diversas restaurações estéticas e de defeitos 

congênitos. 

3. Descrição dos procedimentos: Após sua cirurgia eletiva, quando 

normalmente os tecidos redundantes retirados durante o procedimento serão 

desprezados, como gordura e pele, serão enviados para o Laboratório de 

Cultura de Células da Pele onde faremos as células crescerem dentro de 

recipientes apropriados. 

4. Relação dos procedimentos: A gordura e pele que são desprezadas em 

cirurgias eletivas como mamoplastia, abdominoplastia e lipoaspiração, serão 

encaminhadas ao Laboratório de Cultura de Células da Pele. 

5. Descrição dos desconfortos e riscos esperados: Nenhum transtorno será 

causado, pois o material utilizado seria desprezado, nenhum procedimento a 

mais será acrescentado à sua cirurgia. 

6. Benefício para o paciente: Não há benefício direto ao participante. 

7. Procedimentos alternativos: Não existem procedimentos alternativos, pois 

não serão realizados procedimentos aos já necessários ao procedimento 

eletivo. 

8. Garantia de acesso: Em qualquer etapa do estudo, você terá acesso aos 

profissionais responsáveis pela pesquisa para esclarecimento de eventuais 

dúvidas. O principal investigador é a aluna Silvana Gaiba de França que pode 

ser encontrada no seguinte endereço: Rua Napoleão de Barros, 715, 4º andar, 

Telefone: (11) 5576.4118. Se você tiver alguma consideração ou dúvida sobre 

a ética da pesquisa, entre em contato com o Comitê de Ética em Pesquisa 



 

 

(CEP) – Rua Botucatu, 572 – 1º andar – cj 14, 5571.1062, FAX 5539.7162 – E-

mail: cepunifesp@epm.br. 

9 – É garantida a liberdade da retirada de consentimento a qualquer momento 

e deixar de participar do estudo, sem qualquer prejuízo à continuidade de seu 

tratamento na Instituição; 

10 – Direito de confidencialidade – As informações obtidas serão analisadas 

em conjunto com outros pacientes, não sendo divulgado a identificação 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 compensações: não há despesas pessoais para o 

participante em qualquer fase do estudo, incluindo exames e consultas. 

Também não há compensação financeira relacionada à sua participação. 

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 Instituição, bem como às indenizações 

legalmente estabelecidas. 

14 – Eu, como pesquisadora, comprometo-me a utilizar os dados e o material 

coletado somente para esta pesquisa. 



 

 

Acredito ter sido suficientemente informado a respeito das informações que li 

ou que foram lidas para mim, descrevendo o estudo “Pré-adipócitos humanos 

cultivados e estimulados com angiotensina II”.  

Eu discuti com a aluna Silvana Gaiba de França sobre a minha decisão em 

participar nesse estudo. Ficaram claros para mim quais são os propósitos do 

estudo, os procedimentos a serem realizados, seus desconfortos e riscos, as 

garantias de confidencialidade e de esclarecimentos permanentes. Ficou claro 

também que minha participação é isenta de despesas e que tenho garantia do 

acesso a tratamento hospitalar quando necessário. Concordo voluntariamente 

em participar deste estudo e poderei retirar o meu consentimento a qualquer 

momento, antes ou durante o mesmo, sem penalidades ou prejuízo ou perda 

de qualquer benefício que eu possa ter adquirido, ou no meu atendimento 

neste Serviço. 

-------------------------------------------------  

Assinatura do paciente/representante legal Data         /       /        

  

-------------------------------------------------------------------------  

Assinatura da testemunha Data         /       /        

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

ou portadores de deficiência auditiva ou visual. 

 

Declaro que obtive de forma apropriada e voluntária o Consentimento Livre e 

Esclarecido deste paciente ou representante legal para a participação neste 

estudo. 

-------------------------------------------------------------------------  

Assinatura do responsável pelo estudo Data         /       /        
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Curva de atividade celular - MTT 

Atividade celular de pré-adipócitos humano cultivados em meio DMEM/F12 completo e meio 

adipogênico. A atividade celular foi avaliada a cada 48 horas depois de semeadas as células em placas de 

cultura de 96 poços durante 12 dias. Nesse experimento os grupos 1 e 2 continham 1000 e 20000 células 

em cada coluna da placa de 96 poços.  

A curva de Crescimento ou atividade identifica melhor o fenômeno do que a utilização de curvas de 

barras. A partir do sexto dia a atividade celular/crescimento celular são diferenciados. 
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Curva de densidade celular - MTT 

Absorbância a 570 nm segundo o número de células semeado, em placa de 96 poços, 

para curva de densidade por MTT 

GRUPOS 

EXPERIMENTAIS Nº CÉLULAS 

MÉDIA DAS 

ABSORBÂNCIAS 

1 100 0,1162 

2 200 0,1468 

3 300 0,1752 

4 400 0,1867 

5 500 0,1867 

6 1000 0,2402 

7 2000 0,3689 

8 3000 0,4836 

9 4000 0,4699 

10 5000 0,5314 

11 6000 0,5771 

12 7000 0,7062 

 

 
 

Atividade celular de pré-adipócitos humano cultivados em meio DMEM/F12 completo. 

A atividade celular foi avaliada 24 horas depois de semeadas as células em placas de 

cultura de 96 poços. Nesse experimento os grupos de 1 a 12 continham respectivamente 

100, 200, 300, 400, 500. 1000, 2000, 3000, 4000, 5000, 6000 e 7000 células em cada 

coluna da placa de 96 poços. Foi verificado a relação entre o número de células dos 

grupos experimentais e a absorbância constatando que o aumento do número de células 

era proporcional ao aumento da absorbância.  

 


