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RESUMO

O tecido adiposo € fonte alternativa de células-tronco mesenquimais, apresentando-se como
método menos invasivo e permitindo coleta de maior quantidade celular em comparacdo a
medula 6ssea (MO). Nos humanos, o tecido adiposo apresenta diferencas de metabolismo,
conforme a localizacdo anatomica. Em camundongos, foram observadas diferencas em
relacdo a composicdo celular e a capacidade de diferenciacdo das células tronco
mesenquimais derivadas do tecido adiposo (ADSCs), de acordo com as regides anatdomicas. O
objetivo deste trabalho é comparar a proliferacio e viabilidade de células-tronco
mesenquimais (CTMs) derivadas da bolsa adiposa interescapular, do omento maior e da
gordura da regido perirrenal de coelhos. Para isso, trés coelhos foram submetidos a
procedimentos cirdrgicos para remocao de tecido adiposo do omento maior, regido perirrenal
e bolsa adiposa interescapular. As células foram processadas e cultivadas em atmosfera
umidificada a CO; 5%, sendo posteriormente coradas com Azul de Tripan e contadas em
camara de Neubauer. Conclui-se que houve variagdo na capacidade proliferativa das CTMs
em relacdo as regides estudadas, com vantagem da gordura omental sobre as outras duas
regides. A viabilidade das CTMs das trés regides apresentou variagdo durante as passagens.

Palavras-chave: terapia celular, cirurgia, coelhos, CTM.

PROLIFERATION AND VIABILITY OF MESENCHYMAL STROMAL CELLS
DERIVED FROM OMENTUM, FAT PERIRENAL AND ADIPOSE
INTERSCAPULAR POUCH IN RABBITS (Oryctolagus cuniculus)

ABSTRACT
Adipose tissue is an alternative source of mesenchymal stem cell. It can be obtained by less

invasive method and in larger quantities when compared with bone marrow. In humans,
adipose tissue metabolism differs according to anatomic location. In mices, according to the
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anatomical regions, differences were observed in cellular composition and differentiation
capacity of adipose-derived stromal cells (ADSCs). The objective of this study is to compare
the viability and proliferation of mesenchymal stromal cells (MSC) derived from the bag
interscapular fat, omental and perirenal fats of rabbits. For this, three rabbits were undergone
to surgical collect fat from difference sites. Cells were processed and grown in a humidified
atmosphere containing 5% CO,, and subsequently they were stained with Trypan blue and
counted in a Neubauer chamber. It was concluded that there was variation in the proliferative
capacity of MSCs over the regions studied, with advantage of great omental fat about the
other regions. The viability of MSCs from the three regions showed variation during
passages.

Keywords: cell therapy, surgery, rabbits, MSC.

PROLIFERACION Y LA VIABILIDAD DE LAS CELULAS DERIVADAS DEL
ESTROMA MESENQUIMAL DE EPIPLON, EL TEJIDO ADIPOSO PERIRRENAL
Y EL BOLSO DE GRASA INTERESCAPULAR EN CONEJOS (Oryctolagus cuniculus)

RESUMEN

El tejido adiposo es una fuente alternativa de células madre mesenquimales, se presenta como
el nimero de aumento de la coleccién de células menos invasiva y permitiendo comparaciéon
con el método de la médula 6sea (MO). En los seres humanos, el metabolismo del tejido
adiposo difiere de acuerdo con la localizacién anatomica. En ratones, se observaron
diferencias en la composicion celular y la capacidad de diferenciacion de las células madre
mesenquimales derivadas de tejido adiposo (ADSC), de acuerdo a las regiones anatémicas. El
objetivo de este estudio es comparar la proliferacion y la viabilidad de las células
mesenquimales estromales multipotentes (CTMs) derivados de la bolsa de grasa
interescapular, el epiplon mayor y la grasa perirrenal de conejos. Para esto, tres conejos
fueron sometidos a cirugia para la extirpacién de un tejido adiposo omental, perirrenal y
interescapular abultada bolsa. Las células se procesaron y se cultivaron en una atmésfera
humidificada con 5% de CO?2, y posteriormente se tifieron con azul de tripano y se contaron
en una cidmara de Neubauer. Llegamos a la conclusiéon de que hubo una variacién en la
capacidad proliferativa de CTMs con respecto a las regiones estudiadas, con la ventaja de la
grasa omental en las otras dos regiones. La viabilidad de CTMs las tres regiones mostrd
variacién durante los pasajes.

Palabras clave: terapia celular, cirugia, conejos, células madre mesenquimales.
INTRODUCAO

As células-tronco mesenquimais (CTMs) foram isoladas inicialmente em 1976, como
células da medula d6ssea com capacidade de formar unidades de colonia semelhantes a
fibroblastos in vitro (CFU-F) (1). Em 1991 o termo CTM foi definido como uma célula capaz
de dar origem a outras linhagens celulares diferentes da sua origem (2). Em 2005, padroni-
zando a nomenclatura, o0 Comité de Células-tronco Mesenquimais e dos Tecidos da Sociedade
Internacional de Terapia Celular (ISCT) definiu as caracteristicas das CTMs como: devem ser
aderentes ao pldstico quando mantidas em cultura; devem expressar CD105, CD73 e CD90, e
nao expressar os marcadores CD45, CD34, CD14 ou CDI11b, CD79a ou CD19 e HLA-DR;
devem se diferenciar em osteoblastos, adipdcitos e condroblastos in vitro (1).
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As MSCs sao consideradas linhagem de células-tronco somaéticas, estando presentes em
regides perivasculares de todos os tecidos adultos, em pequenas quantidades, incluindo na
medula 6ssea (MO), no tecido adiposo, no peridsteo, no tecido muscular e nos 6rgaos
parenquimatosos. A MO constitui um dos principais sitios doadores dessas células, assim
como de células-tronco hematopoiéticas e endoteliais. As MSCs caracterizam-se como
populacdo de células multipotentes capazes de se diferenciar e produzir qualquer tipo celular
necessario num processo de reparacdo, como osteoblastos, condroblastos, hepatdcitos,
neurOnios, células epiteliais, renais, cardiacas, dentre outras. Tais caracteristicas de
plasticidade sugerem que as MSCs sdo responsaveis pela renovagdo e manutencdo de todos os
tecidos do organismo. Elas tornaram-se foco de numerosas pesquisas em todo o mundo por
fornecer perspectivas clinicas promissoras para a terapia celular (3,4).

O tecido adiposo (TA) é fonte celular alternativa de MSCs, a qual pode ser obtida por
um método menos invasivo e em maiores quantidades do que na MO. Tem sido demonstrado
que o TA contém células-tronco semelhantes as da MO, denominadas de lipoaspirado
processado (LAP). Em humanos, estas células podem ser isoladas em grande niimero a partir
de lipoaspiracdes cosméticas e facilmente cultivadas, inclusive com condi¢des de cultura de
tecidos. A capacidade de diferenciacdo em multilinhagens destas células foi confirmada por
pesquisas (5).

Pereira et al. (6), objetivando definir protocolos especificos para a extracdo e
quantificacdo de células tronco mesenquimais a partir de tecido adiposo excisado em coelhos
Nova Zelandia, realizaram lipectomia em bloco na regido dorsal, Scm caudal a regiao
occipital. Os autores concluiram que o protocolo seguido mostrou-se de fécil
reprodutibilidade, com poucas situagdes que possam gerar contaminacdo da amostra € com
pequenas repercussdes para os animais, mostrando-se factivel para a obtencdo de células-
tronco a partir de tecido adiposo.

Com o objetivo de estabelecer modelo experimental versétil e que satisfizesse varias
areas de interesse, Torres (7) propds o coelho como fonte de de tecido adiposo, utilizando
como local de coleta a bolsa adiposa interescapular. O pesquisador concluiu que o coelho da
raca Nova Zelandia pode ser considerado um modelo adequado pelo grande e localizado
actimulo de tecido adiposo. O autor afirma que a capitagdo tecidual por lipoaspiragdo € ripida,
eficaz e com baixa morbidade, além de que a bolsa adiposa interescapular apresenta
quantidade significativa de tecido adiposo.

Kern et al. (5) compararam as MSCs derivadas da MO, TA (ADSCs) e sangue do
corddo umbilical (SCU) em relacdo a morfologia, taxa de sucesso de isolamento, frequéncia
da colonia, potencial de expansdo, a capacidade de diferenciagao multipla e o fendtipo
imunolégico. Os autores verificaram que as células derivadas do SCU e TA sao alternativas
atraentes a MO para isolamento. O TA contém MSCs com maior frequéncia e o SCU parece
ser mais vantajoso em relagio ao potencial de expansao destas células.

Nos humanos, o tecido adiposo apresenta diferencas de metabolismo, conforme a
localizagcdo anatomica. Em camundongos, pesquisadores observaram diferengas em relagdo a
composi¢do celular e a capacidade de diferenciacdo das ADSCs, de acordo com as regides
anatomicas (8). Assim, parece provavel que o tecido adiposo humano seja composto de
diferentes subtipos de células-tronco, dependendo da localizacdo anatdmica. No entanto, sdo
necessarios mais estudos comparativos acerca da natureza celular e do potencial de
diferenciacdo das ADSCs isoladas do tecido adiposo de regides anatdomicas distintas, com
atencdo, também, ao tipo de procedimento cirdrgico e/ou laboratorial empregado (9).

Segundo Prunet-Marcassus et al. (10), tecidos adiposos branco e marrom sao
amplamente reconhecidos como diferentes em termos de metabolismo e composicao celular.
Os depositos de tecido adiposo branco de sitios anatomicos diferentes, especialmente do
espaco subcutaneo em relacdo aos sitios internos, também exibe propriedades metabdlicas e
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funcoes diferentes. Os autores concluiram em seus estudos que o tecido adiposo aparece como
tecido complexo, composto de subconjuntos de células diferentes de acordo com a natureza e
o local anatomico. Também sugerem que outras investigacdes deste tipo levardo ao
surgimento de novas idéias fundamentais para fazer progredir o conhecimento da biologia do
tecido adiposo.

Sakaguchi et al. (11) compararam as propriedades de células-tronco mesenquimais
(MSCs) humanas, derivadas do osso, da medula dssea, da sindvia, do peridsteo, do musculo
esquelético e do tecido adiposo. Entre as propriedades avaliadas estavam rendimento e
capacidade de expansdo celular. Os autores demonstraram diferencas significativas nas
propriedades estudadas dependendo da fonte de origem. Estes resultados podem fornecer
informacdes importantes na escolha do tecido mesenquimal ideal como fonte de células,
potencializando sua utilidade clinica.

O objetivo deste trabalho é comparar a proliferacao e viabilidade de CTMs apds coleta
de gordura do omento maior, regido perirrenal e da bolsa adiposa interescapular em coelhos
(Oryctolagus cuniculus).

MATERIAL E METODOS

Para a elaboragdao do estudo foram utilizados trés coelhos (Oryctolagus cuniculus),
machos adultos, raca Nova Zelandia Branco, clinicamente sadios, com peso médio de 3,33kg,
oriundos do Biotério Central da Universidade Federal de Santa Maria. Todos os animais
foram alojados em gaiolas individuais, por um periodo minimo de 15 dias para sua adaptacao
as condicdes ambientais € ao convivio humano, bem como para a deteccdo de possiveis
enfermidades. Durante todo o periodo do experimento, os animais permaneceram em
ambiente climatizado, recebendo racao e dgua a vontade.

Ap6s o periodo de adaptagdo dos animais, os mesmos foram separados e identificados
em trés unidades experimentais (C1, C2 e C3), para posterior coleta da gordura dos locais
previamente determinados. Os trés animais foram submetidos aos mesmos procedimentos
cirirgicos para coleta de tecido adiposo. Os locais previamente escolhidos foram a bolsa
adiposa interescapular, o omento maior € a gordura perirrenal (Tabela 1). Logo apds os
procedimentos, realizados no mesmo dia e turno, o tecido adiposo coletado foi encaminhado
para processamento, posterior cultura celular, quantificagdo e verificacdo da viabilidade
celular.

Tabela 1 - Quantidade (g) de tecido adiposo coletado do omento maior, regido perirrenal e
bolsa adiposa interescapular de coelhos Nova Zelandia.

Animal/locais Omento Regiao perirrenal Bolsa adiposa
interescapular
C1 (3,67kg) 3 4 5
C2 (3,12kg) 3 4 6
C3 (3,38kg) 2 4 6

No periodo anterior ao procedimento cirtrgico, os animais foram pesados e submetidos
a tricotomia ampla, da cavidade abdominal e regido interescapular para a realizacdo da coleta
da gordura.

A medicagdo pré-anestésica constituiu-se de associacdo de cloridrato de cetamina (20
mg kg') e maleato de midazolam (2 mg kg') por via intramuscular (IM). A analgesia foi
realizada com cloridrato de tramadol (6 mg kg, IM), anteriormente ao procedimento. A
seguir, os animais foram encaminhados para o bloco cirdrgico do Laboratério de Cirurgia
Experimental (LACE) da UFSM. A inducdo anestésica foi realizada por meio de méscara e
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vaporizacdo com isoflurano. J4 a manutencdo, realizou-se com isoflurano vaporizado em
100% de O, ao efeito, com uso de madascara via sistema inalatorio aberto, mantendo-se a
respiragdo espontinea.

O procedimento para coleta de gordura abdominal foi realizado por meio de incisdo
retro-umbilical com bisturi, passando pelo tecido subcutaneo e chegando-se a linha Alba. A
seguir, 0os musculos retos abdominais foram reparados com duas pingas de Allis, permitindo a
incisdo da linha Alba com bisturi e ampliacdo do acesso com tesoura de Metzenbaum. Na
sequencia, a partir de disseca¢do romba, coletou-se o tecido adiposo do omento maior e da
gordura perirrenal. A sutura da linha alba foi realizada com poliglactina 910 3-0 em padrdo
isolado tipo Sultan, sendo o espago subcutaneo reduzido com o mesmo material e em padrao
continuo simples. A sutura cutinea foi obtida com ndilon 4-0 em padrao de Wolff. A seguir, o
animal foi mudado de decubito para o esternal, a fim de coletar-se a gordura da bolsa adiposa
interescapular. O fragmento de tecido adiposo foi obtido por meio de incisdo na linha média
dorsal do animal, na regido interescapular. Ap6s identificacao do tecido adiposo, o mesmo foi
dissecado com pincas de Halsted e seccionado com tesoura de Metzenbaum. O espaco
subcutianeo foi reduzido com fio absorvivel sintético de poliglactina 910 3-0, em padrao
isolado simples. J4 a sutura cutanea foi obtida com monondilon 4-0, com pontos de Wolff.

Os fragmentos de TA colhidos foram imediatamente depositados em recipientes de
vidro, estéreis, contendo 150 mL de solucdo de Hanks (Sigma-Aldrich®) cada. Os frascos
com os tecidos foram pesados ainda no interior da sala cirdrgica, identificados e
encaminhados, de modo asséptico, para o Laboratério de Terapia Celular Regenerativa. Os
animais utilizados foram submetidos a eutandsia ap6s os procedimentos de coleta do tecido
adiposo. A eutandsia foi realizada por meio de injecio com propofol (8mg kg™, IV) ou até a
obtencdo de parada cardiorespiratdria.

Todo o procedimento foi realizado de forma asséptica, com os materiais esterilizados
por autoclavagem, radiacdo ou filtracdo. No interior de uma capela de fluxo laminar, o
recipiente contendo o fragmento de TA foi aberto e, com uma pin¢a de dissecacgao, transferiu-
se o tecido para uma placa de Petri. Com o auxilio de tesoura, a gordura foi seccionada vdrias
vezes, em diversos fragmentos menores, até ndo ser mais possivel sustentd-la com a pinga de
dissecacao.

Os pequenos fragmentos de TA foram lavados com solucdo de Hanks, utilizando-se
peneira a fim de impedir a passagem dos fragmentos de gordura. A seguir, a gordura foi
transferida para tubos Falcon de 50 mL e, adicionou-se a mesma, uma solu¢ao de 1 mg/mL de
colagenase tipo II (Sigma-Aldrich®), na propor¢do 1:3 (volume:volume). Os tubos foram
tampados e lacrados com uma pelicula semi-transparente e encaminhados para o banho-maria.
Estes permaneceram no banho-maria a uma temperatura de 37°C e eram agitados
manualmente, a cada cinco minutos. Nestas condi¢des, a colagenase promovia a digestdo do
coldgeno, permitindo que diversos tipos celulares fossem liberados do tecido, condi¢do que
gerava aspecto leitoso apds, aproximadamente, 25 minutos. Passado este periodo, os tubos
foram retirados do banho-maria e encaminhados novamente para a capela de fluxo laminar.
Dada a citotoxicidade da colagenase, a mesma era neutralizada através da adicdo de meio
completo, em um volume de 1:1.

A seguir, os tubos com o TA e o meio completo eram centrifugados a 600 G, em
temperatura ambiente, durante cinco minutos. Na sequencia, realizou-se agitacdo manual
vigorosa dos tubos, objetivando-se romper os adipdcitos e promover a liberagcdo de maior
nimero de células mononucleares. Apds, os tubos foram recolocados na centrifuga, por mais
cinco minutos, com a mesma rotagao.

O sobrenadante foi descartado e a fracdo lavada com meio completo DMEM (Sigma-
Aldrich®) e centrifugada, desta vez, a 440 G, em temperatura ambiente, durante cinco
minutos. Apds a centrifugacdo, o sobrenadante, contendo a fragdo adipocitdria, foi
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desprezado, e o botdo celular, contendo a fracdo vascular estromal (FVE), ressuspendido em
DMEM (Sigma-Aldrich®) contendo 10% de SFB. A seguir, as células foram plaqueadas em
garrafas de cultura primdria de 75cm?, com DMEM e 10% de SFB. As garrafas foram entdo
encaminhadas para estufa a 37°C, com concentragcdo de 5% de didxido de carbono, local em
que permaneceram a fim de se expandirem (Figura 1), sendo a troca do meio realizada apds
48 horas.

Figu 1. CTMs derivadas do tecido adipos do omento maior (A), regido perirrenal (B) e
bolsa adiposa interescapular (C) de coelhos Nova Zelandia, durante o periodo de expansdo a
37°C em CO,.

As células foram submetidas a cinco passagens, uma a cada sete dias, sendo em cada
uma, realizada a quantificacdo e analise da viabilidade. A contagem das células foi realizada
na Camara de Newbauer nos quadrantes laterais, de acordo com a somatdria do ndmero
celular em cada quadrante. Posteriormente, foi multiplicada por 10* obtendo assim o nimero
exato de células. Procedeu-se entdo a coloragcdo destas células com o corante Tripan Blue a
fim de verificar quanto a vitalidade. Na oportunidade, pela observacdo das garrafas de cultivo,
verificou-se a viabilidade celular, bem como a presenca de contaminagdo por fungos ou
bactérias.

As células da terceira passagem, em suspensdo, foram fixadas em 4% de PFA em PBS
por 20 minutos. Sequencialmente, as amostras foram incubadas em PBS contendo 3% de SFB
para bloqueio dos sitios inespecificos por 20 minutos. Posteriormente, as células foram
incubadas nessa mesma solu¢do com os anticorpos anti-CD105 PerCPCy5.5, anti-CD90 PE,
anti-CD45 FITC e anti-CD73 FITC nas dilui¢des recomendadas pelo fabricante, a saber,
5:100, 5:100, 20:100 e 10:100, respectivamente. Apds 30 minutos de incubacdo com os
anticorpos a temperatura ambiente, as células foram lavadas com PBS e ressuspendidas em
400mL de PBS para aquisicdio dos dados no citometro de fluxo BD FACSDiva (BD
Bioscience). Foram adquiridas no minimo 30.000 células por amostra, identificadas no gate
do dot-plot do canal de dispersao frontal (FSC — forward scatter - fornece informacdes sobre
o tamanho celular) versus o canal de dispersdo lateral (SSC — side scatter - fornecem
informagdes sobre a granulosidade). As andlises foram realizadas no software FlowjoV10. A
amostra negativa consistiu de células ndo expostas aos anticorpos. A partir dessa amostra
tracaram-se os quadrantes onde eventos observados além do quadrante inferior esquerdo
(contendo a amostra negativa) foram considerados positivos. Outros controles foram também
utilizados para a compensagdo dos detectores do citdometro.

Todos os dados foram submetidos ao teste estatistico Shapiro-Wilk (5%), para
verificacdo de normalidade. Utilizou-se também o teste ndo-paramétrico de Wilcoxon-Mann-
Whitney para comparar dois a dois, as médias de grupos e passagens para as varidveis
proliferacdo e viabilidade. Consideraram-se as diferencas significativas quando p < 0,05.
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RESULTADOS E DISCUSSAO

Desde o processo de excisdo do TA das trés regides estudadas até o processamento das
células, totalizando cinco passagens, ndao houve nenhum tipo de intercorréncia como
complicagdes trans-cirdrgicas ou contaminacdo das amostras por fungos e/ou bactérias. Os
procedimentos para coleta de material mostraram-se rdpidos e seguros, sendo que os locais
também apresentaram facil acesso para remocao da gordura. Esses resultados sdo semelhantes
aos encontrados por Ribeiro et al. (12), que estudaram CTMs derivadas do TA em equinos.
Estes autores relatam que ndao houve necessidade de tranquilizacdo, mas os animais
permaneceram em tronco de contencdo durante o procedimento para garantir a seguranca do
pesquisador, e que a anestesia local foi suficiente para impedir qualquer estimulo doloroso.
Para os autores, o uso do cloridrato de lidocaina com vasoconstritor foi importante para mi-
nimizar o sangramento durante a coleta, evitando contaminacdo da amostra. No presente
estudo, os animais foram submetidos a anestesia geral inalatdria j& que o procedimento de
coleta foi de maior porte, envolvendo celiotomia e manipulagdo visceral abdominal.

A quantidade de material coletado foi variavel entre os animais, conforme ja descrito na
tabela 1. Retirou-se em média 2,66 g de omento maior, 4 g de tecido adiposo da regidao
perirrenal e 5,66 g da bolsa adiposa interescapular. Essa variagdo ocorreu, pois na regidao
escapular existe uma quantidade bem maior de tecido adiposo do que nas outras regides
coletadas. Ribeiro et al. (12) também relataram diferencas nas quantidades de tecido excisadas
de cada animal quando trabalharam com equinos, coletando em média 13,44 g de tecido por
animal. No presente trabalho, a quantidade coletada de cada regido foi suficiente para isolar e
cultivar apropriadamente as CTMs.

Heimburg et al. (13) comparam o rendimento de pré-adipdcitos excisados ou aspirados
de tecido adiposo humano e verificaram que o material lipoaspirado apresenta rendimento
maior que o excisado, provando que a suc¢do ndo danifica a fragdo de células do estroma do
tecido adiposo. Em nosso estudo, verificamos que a quantidade de CTM obtida a partir da
excisdo tecidual foi plenamente satisfatoria em todos os sitios coletados, destacando o omento
maior como local da maior média de rendimento celular.

A metodologia utilizada para o processamento e cultivo das amostras foi considerada
simples e muito eficiente. A capacidade proliferativa das CTMs derivadas do tecido adiposo
foi mantida no decorrer do tempo experimental em todas as passagens e locais estudados. A
partir do método de exclusdo por azul de tripan, podem-se observar maior média para o grupo
omento quando comparado com os grupos perirrenal e escdpula, porém, com significancia
estatistica (p<0,05) apenas entre os grupos omento e escapula (p=0,02344) (Tabela 2, Figuras
3 e 4). Verificou-se que a quantidade de gordura omental foi a menor entre todas as fontes.
Pdde-se observar também que houve queda na proliferacio entre as passagens 1 e 2, seguida
de recuperagdo nas passagens subsequentes. Outros pesquisadores (5), em seus estudos com
MSCs derivadas do tecido adiposo de humanos, também observaram recuperagcdo acentuada
na proliferacdo celular entre a terceira e sexta passagens. Em relacdo a média de quantidade
nossos resultados superam os encontrados por Patricio (14), que utilizou células derivadas do
tecido adiposo subcutianeo de cdes. Na oportunidade a autora obteve uma média de 146.803
cél/g de tecido, bem inferior a desta pesquisa, que foi de 892.182 cél/g de tecido. Segundo
Neupane et al. (15), diferentemente dos resultados encontrados no presente estudo, tem-se
mais sucesso no isolamento de CTMs com tecido adiposo subcutaneo, comparado com tecido
do omento e de depdsitos inguinais.

Pinto Filho STL, Treichel TLE, Aramburd Jr JS, Rosa MB, Brun MV, Linhares MT, Rodrigues BE, et al.
Proliferagdo e viabilidade de células-tronco derivadas do omento maior, tecido adiposo perirrenal e bolsa adiposa
interescapular em coelhos (Oryctolagus cuniculus). Vet. e Zootec. 2015 dez.; 22(4): 607-618.



ISSN 0102-5716 ISSN Eletronico 2178-3764 Veterinaria e Zootecnia 614

Tabela 2. Médias de proliferacdo (Prol.) por grama tecido adiposo e viabilidade (Viab.) (%), com seus
respectivos desvios padrio, das CTMs derivadas do tecido adiposo coletadas do omento maior, regido
perirrenal e bolsa adiposa interescapular em coelhos (p < 0,05).

Locais/médias  Médias Prol. Desvio Padrao Meédias Viab.(%) Desvio Padrio
Omento 1.423.372 a 1.463.467,2 94,27 0,07
Perirrenal 751.335 ab 504.370,5 92,89 0,11
Escapula 501.840 b 302.523,9 95,28 0,06

*Letras diferentes em mesma coluna demonstram diferenca significativa (p<0,05).

A proliferacdo (cél/g de tecido adiposo) variou entre os locais durante as cinco
passagens. Nas CTMs coletadas do omento e regiao perirrenal foi observada maior expansao
na primeira passagem. J4 as coletadas da bolsa adiposa interescapular tiveram sua méixima
proliferacao na quarta passagem (Figura 2). Kern et al. (5) em seus estudos encontraram
méxima expansdo na oitava passagem. Os dados diferem nos dois experimentos, porém, na
presente pesquisa foram realizadas apenas cinco passagens € nao nove, como verificado nos
trabalhos dos autores citados acima.
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Figura 2. Grafico demonstrando as médias de proliferagdo das CTMs (células/g de tecido) dos locais
coletados. Observar que as células obtidas de tecido adiposo coletado do omento maior de coelhos
Nova Zelandia apresentaram maior proliferacdo em todas as passagens.
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Figura 3. Gréficos lineares demonstrando a média de proliferagdo das CTMs (células/g de tecido) de
cada local coletado. Para as células do omento (A) e gordura perirrenal (B) ocorre uma queda
acentuada na segunda passagem e uma recuperacdo nas demais. Observar que a recuperacdo do
omento é melhor do que a da perirrenal. Nas células da bolsa adiposa interescapular (C) a tendéncia é
linear, ou seja, independente da passagem, o nimero de células por grama se mantém.
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As médias de viabilidade celular entre os tecidos estudados nao apresentaram diferengas
estatisticamente significativas, embora as células derivadas da bolsa adiposa interescapular
tenham se mostrado levemente superiores as do omento maior e regido perirrenal, sendo que
todas se mantiveram acima dos 92% (Tabela 2). Estes resultados foram semelhantes aos
encontrados por Heimburg et al. (13), que também obtiveram média de viabilidade alta (94%)
nas culturas de pré-adipdcitos humanos obtidas de tecido adiposo excisado ou lipoaspirado.
Ribeiro et al. (12), ap6s processamento de células derivadas de tecido adiposo da regido
glitea de equinos obtiveram viabilidade de 96%. Treichel (16) estudando CTMs do tecido
adiposo de coelhos Nova Zelandia obteve média de viabilidade de 99,8% nas passagens
iniciais, porém, nao menor que 92% no restante das passagens. No presente estudo, pode-se
observar ligeira queda da viabilidade nas células derivadas da regido perirrenal, sendo que
esta na quinta passagem apresentou-se como a menor viabilidade entre todas (81,24%)
(Tabela 3). Esse dado encontrado foi semelhante ao encontrado por Maciel (17), estudando
células do tecido adiposo de gatos, que chegou a verificar percentual de viabilidade de 73%
na quinta passagem, com média de 81,8% entre suas amostras. Esse fato pode ser explicado
talvez pelo processo natural de senescéncia (envelhecimento celular) ocorrido com as CTMs
deste local, indicado pela baixa taxa de proliferacdo e viabilidade da cultura apds algumas
passagens. Observou-se que algumas células ja apresentavam na quarta passagem morfologia
indicativa de processo de envelhecimento.

Tabela 3. Viabilidade celular (%) das CTMs derivadas do tecido adiposo de coelhos Nova
Zelandia nas cinco passagens realizadas, de acordo com cada local coletado.

Passagens/locais Omento Perirrenal Escépula
P1 99,37% a 99,32% a 97,08% ab
P2 95,73% ab 95,68% ab 98,75% a
P3 98,59% a 97,00% ab 99,45% a
P4 83,67% b 91,23% b 87,66% b
P5 93,99% ab 81,24% b 93,46% ab

A citometria de fluxo revelou que, quando avaliados juntamente os CDs positivos 90 e
105 e o negativo CD45, 62,7% das células mostraram-se positivas para as duas primeiras
proteinas de superficie e negativas para a ultima, conforme esperado quando se fala em CTM;
também foi verificada positividade de 60,5% das células par o CD73 (Figura 4). Embora ja
tenham sido identificados oito marcadores de superficie para identificacdo de MSC, a
International Society for Cellular Therapy concorda que apenas a identificagdo dos
marcadores CD105, CD73 e CD90, quando ndo estiverem expressos marcadores
hematopoiéticos (CD45, por exemplo), € suficiente para a imunofenotipagem dessas células
(3), conforme ocorrido neste estudo. A citometria de fluxo revelou que hd reacdo cruzada
entre humanos e coelhos, conforme também verificado no estudo de Carvalho et al. (18),
utilizando ADSCs de equinos. Por problemas técnicos no laboratério nao foi possivel a
realizacdo da diferenciacdo nas trés linhagens citadas pela literatura.
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Figura 4. Citometria de fluxo das CTMs derivadas do tecido adiposo de coelhos Nova
Zelandia. Observar positividade para os CDs 73, 90 e 105 e negatividade para o CD45.
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CONCLUSOES

A partir dos resultados encontrados neste estudo, conclui-se que existe variacdo na
capacidade proliferativa das CTMs em relacdo as regides estudadas, com vantagem
estatisticamente significativa da gordura omental sobre a derivada da escdpula. A viabilidade
das CTMs apresenta variacdes durante as diferentes passagens.
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