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RESUMO

É extensa a literatura existente sobre as características e potenciais terapêuticos das célu-
las-tronco mesenquimais adultas, e a possibilidade de seu isolamento a partir de tecido
adiposo excedente de outros procedimentos é promissora e extremamente desejável. Os
protocolos para tal utilização, porém, ainda são descritos de maneira sumarizada e não
padronizada. O objetivo dessa comunicação é apresentar um protocolo simples, prático e
eficaz tanto da coleta do tecido adiposo em ambiente hospitalar quanto do isolamento e
cultivo, em laboratório, in vitro de células-tronco mesenquimais adultas derivadas de teci-
do adiposo, com a finalidade de discutir as perspectivas da utilização dessa técnica na der-
matologia.
Palavras-chave: células-tronco adultas; dermatologia; células-tronco; tecido adiposo;
terapia celular.

ABSTRACT
There are extensive reports on the characteristics and therapeutic potential of adult mesenchymal stem
cells.The possibility of isolating them from excess adipose tissue obtained from other procedures is
promising and extremely desirable. However, the protocols for such applications are still described in
a summarized, rather than standardized, manner.Thus, the objective of this paper is to present a sim-
ple, practical and effective protocol for the collection of adipose tissue in the hospital environment, and
for the isolation and in vitro cultivation of adult mesenchymal stem cells obtained from adipose tis-
sue in a laboratory, with the purpose of discussing the potential uses of this technique in the field of
dermatology.
Keywords: adult stem cells; dermatology; stem cells; adipose tissue ; tissue therapy.
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INTRODUÇÃO
A inovação científica e o potencial terapêutico trazidos

pelas células-tronco derivadas de tecidos adultos às áreas médica
e científica têm sido reportados há anos. Tais células (células-
tronco adultas ou ASCs, do inglês adult stem cells), parecem estar
envolvidas na renovação natural de tecidos.1, 2 Esse potencial
terapêutico baseia-se em algumas propriedades intrínsecas,
como, por exemplo, a clonogenicidade – habilidade de perceber
a baixa densidade das células e ativar sua capacidade de
duplicação –, a multipotencialidade – potencial de dar origem a
um maior número de células mais especializadas; e a capacidade
de autorrenovação, dando origem a novas células
multipotentes.3-7 Em 1999, tais características foram sumarizadas
e ressaltadas em um editorial da revista Science,8 e desde então, o
interesse no estudo dessas células vem crescendo continuamente
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na comunidade científica, uma vez que suas potenciais
aplicações na engenharia de tecidos e terapia genética são
enormes.9

Estudos relacionados à terapia celular são cada vez mais
frequentes e revelam terapias potenciais para a medicina
regenerativa, que se dedica ao tratamento de lesões e doenças e
para a possível substituição ou proteção de células e tecidos
lesados ou perdidos, objetivando restaurar suas funções.10

Propõe-se atualmente que a terapia celular com células
mesenquimais adultas apresente vantagens em relação a outros
métodos na reparação de tecidos, resultando em regeneração de
alta qualidade sem a formação de cicatrizes ou fibrose.Além do
mais, por ser transplante autólogo apresenta baixíssimo risco de
rejeição e transmissão de doenças em comparação a outras
possíveis fontes de células-tronco exógenas, tais como as
embrionárias.3, 4, 10-15

Estudos realizados por Meirelles e Nardi,16 Haynesworth et
al.,17 Majumdar et al.,18 Romanov et al.19 e Campagnoli et al.20

demonstraram que as células-tronco mesenquimais (CTMs) iso-
ladas da medula óssea apresentam características que permitem
sua classificação de forma operacional e são capazes de se auto-
rrenovar, podendo diferenciar-se em várias linhagens de tecido
conjuntivo, ósseo, adiposo e muscular.

Meirelles et al.5 mostraram que células com características
de CTMs podem ser derivadas e propagadas in vitro a partir de
diferentes órgãos e tecidos, como cérebro, baço, fígado, rim,
pulmão, medula óssea, músculo, timo e pâncreas. No tecido
adiposo, a presença de tais células já havia sido reportada por
Zuk et al.,21 que realizaram estudos comprovando a existência de
células-tronco no tecido adiposo humano e compararam o
potencial de diferenciação dessas células com o das CTMs
isoladas da medula. Esse trabalho provado que as células-tronco
provenientes do tecido adiposo são semelhantes às células-
tronco obtidas da medula óssea.22

Já se demonstrou que a população de células-tronco
derivadas de tecido adiposo digerido com colagenase, também
chamada de fração vascular estromal, é capaz de se diferenciar em
diversas linhagens celulares, incluindo tecido adiposo, cartilagem,
osso, musculatura esquelética, células neuronais, células
endoteliais, cardiomiócitos e células do tecido muscular liso.3,19,

20,23-27 O tecido adiposo representa a fonte ideal de células-tronco
autólogas, uma vez que sua obtenção é fácil, com mínimo
desconforto para o paciente e, muitas vezes, com capacidade
proliferativa maior do que a das células derivadas da medula
óssea. Tal característica pode ser intrínseca às células ou então
resultado de maior densidade de células-tronco na população
inicial. Dessa forma, existe menor invasividade e complexidade
na coleta, o que resulta em menor sofrimento para o paciente,
associadas à possibilidade de recuperar números expressivos de
células mesenquimais, suficientes para evitar expansão extensiva
em cultivo, geram efetivo potencial clínico das células derivadas
de tecido adiposo, em relação a outras metodologias.

Dessa maneira, o tecido adiposo tornou-se para a medicina
cirúrgica e regenerativa muito atraente fonte de CTMs para
procedimentos de terapias celulares, principalmente na

dermatologia cirúrgica e cosmiátrica, pois podem ser obtidas em
grandes quantidades em cirurgias de lipoaspiração, a partir de
material que antes seria descartado.28 Desse modo, este artigo
tem como objetivo descrever os procedimentos para a obtenção
de material lipoaspirado mediante intervenção cirúrgica,
isolamento das células mesenquimais e seu cultivo.

TÉCNICA DE COLETA, ISOLAMENTO E CULTIVO
PROTOCOLO SUGERIDO
CCoolleettaa  ddoo  tteecciiddoo  aaddiippoossoo

Utiliza-se gordura descartada de cirurgias cosméticas de
lipoescultura (lipoaspiração/lipoenxertia) em pacientes do sexo
feminino.

O procedimento de coleta do tecido adiposo se inicia com
o estudo cuidadoso do local a ser manipulado. Realizam-se
fotodocumentação prévia e marcação de áreas doadoras. Na
prática, as áreas mais utilizadas como doadoras são as regiões
supratrocantéricas, flancos e abdome; porém, segundo Jurgens et
al.29 e Almeida et al.30, as áreas doadoras preferidas para obtenção
de maior rendimento de células da fração vascular estromal estão
localizadas no tronco e, em seguida, nos membros.

Para a coleta do lipoaspirado, procede-se à assepsia e
antissepsia da região doadora, seguida de anestesia tumescente
composta por 180ml de soro fisiológico 0,9%, 10ml de
cloridrato de lidocaína 2% sem vasoconstritor, 10ml de solução
de bicarbonato de sódio 8,4% e 0,4ml de epinefrina na diluição
de 1/1.000.31.32

Após realização de botão anestésico na área doadora com
lidocaína 2%, procede-se a pequena incisão com lâmina 11 e
introduz-se cânula de lipoaspiração de três milímetros, com três
orifícios na extremidade, acoplada a seringas de 10ml.

Aproximadamente 30ml de gordura é aspirada através da
técnica manual sob baixa pressão, atraumática. Se necessário,
efetua-se fechamento com sutura (ponto simples com fio
mononylon 6-0) no local de introdução da cânula, massageando
o local previamente para a drenagem de fluidos e sangue.

As seringas contendo o material coletado são lavadas com
soro fisiológico estéril duas ou três vezes, seladas e colocadas em
decantador por 30min. Posteriormente, procede-se ao descarte
do sobrenadante e à obtenção do precipitado (Figura 1).

As seringas com a gordura remanescente são seladas e
enviadas ao laboratório para processamento do tecido adiposo.

Digestão do tecido adiposo, isolamento e cultivo das
células mesenquimais

Diversos autores têm relatado diferentes técnicas para essa
fase do procedimento24,26,33. Rodbell et al.33 introduziram o
método inicial para isolar as células do tecido adiposo em
animais de laboratório. Posteriormente o protocolo foi adaptado
e utilizado com sucesso em amostras de tecido adiposo
humano.24,26

Atualmente, a metodologia mais comumente utilizada para
o isolamento das MSCs a partir de lipoaspirados é a publicada
por Zuk et al.,24 que descrevem os processos de aspiração do
tecido adiposo, digestão do tecido, cultivo e caracterização das
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células mesenquimais. A técnica descrita a seguir é baseada na
técnica de Zuk.24

Reagentes utilizados
- Tampão salino fosfato (PBS, do inglês phosphate buffered saline)
- Colagenase IV (Sigma®)
- Meio de cultivo DMEM
- Soro fetal bovino caracterizado (Hyclone®)
- Sulfato de amicacina (Klebicil, Greenpharma®)
- Anfotericina B (Invitrogen®)
- Substituto de tripsina Tryple express (Invitrogen®)
- Dimetilsulfóxido (DMSO, Sigma®)

Instrumental e equipamentos utilizados
- Placas de cultivo de 60mm (TPP®)
- Tubos cônicos de 15ml e 50ml (TPP®)
- Pipetas (Eppendorf®)
- Ponteiras para pipetas (TPP®)
- Centrifuga (Baby I centrifuge mod.206, Fanem®)
- Câmara de fluxo laminar (Trox technik®)
- Incubadora (Forma Scientific®)
- Microscópio invertido (Leica DM IRB®)
- Mr. Frosty (Nalgene®)
- Câmara de Neubauer (Boeco Germany®)

Procedimento
Todos os procedimentos laboratoriais são realizados em

câmara de fluxo laminar sob condições estéreis (Figura 2). Para
a obtenção das CTMs o tecido adiposo lipoaspirado deve passar
por sucessivas lavagens em solução de PBS. Após as lavagens, o
material é submetido ao processo enzimático de digestão com
colagenase (0,010g/ml de colagenase IV) em meio de cultivo
DMEM, suplementado com 83,4µg/ml de sulfato de amicacina
e 1% de anfotericina B. A solução de colagenase com tecido
adiposo deve ser então mantida em incubadora a 37ºC com 5%
CO2 por três horas, com umidade controlada.

Após o período de incubação enzimática, a solução
resultante é lavada em meio de cultivo suplementado com 10%
de soro fetal bovino e antibiótico, centrifugado durante cinco
minutos a 300g, e o sobrenadante, descartado (fração adiposa). O
precipitado resultante é ressuspendido no meio de cultivo
supracitado, sequencialmente semeado em placas de 60mm e
mantido em incubadora com temperatura (37oC) e atmosfera
de CO2 controlada (5% em ar).

A partir das primeiras 48 horas, o meio de cultivo é trocado
a cada dois dias, mantendo-se as trocas até que as células
alcancem a confluência de 70%, quando são então submetidas a
repique e plaqueamento. Tais procedimentos incluem a
tripsinização celular, que consiste na incubação da placa de

Figura 1: Fotomacroscopia do procedimento de coleta do tecido adiposo

através de lipoaspiração; A. anestesia tumescente; B. coleta do lipoaspirado;

C. lavagem da gordura com soro fisiológico; D. material decantado;

E. gordura resultante

A B

C D

E

Figura 2: Fotomacroscopia do protocolo do cultivo celular; A. lipoaspirado

com colagenase para a digestão celular; B. digestão celular; as figuras 

C e D evidenciam a formação do sobrenadante (seta) e o pellet (círculo)

contendo células

A B

C D
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cultivo com o substituto da enzima tripsina por
aproximadamente dez minutos, e a inativação do processo com
meio DMEM suplementado com soro fetal. Nesse momento, as
células são transferidas para tubos de centrífuga cônicos com
capacidade de 15ml e centrifugadas a 300g durante oito
minutos; o sobrenadante é descartado; o precipitado,
ressuspendido; a concentração, estimada através da Câmara de
Neubauer; e as células, replaqueadas. O cultivo in vitro deve ser
acompanhado e fotodocumentado em microscópio invertido
(Figura 3).

O processo de congelamento para a preservação e
manutenção do cultivo celular é realizado com a etapa de
tripsinização, como já descrito, seguida do congelamento: o
sobrenadante formado é retirado, e o precipitado, ressuspendido
em meio para congelação previamente preparado (DMEM
suplementado de 10% de SFB, 10% de DMSO e antibióticos)

em concentração de aproximadamente 1 x 106 células/ml e
distribuído em criotubos. Os criotubos são alocados em
dispositivos próprios para congelamento (Mr. Frosty), que
permitem a realização da curva de congelamento de -1oC por
minuto, quando submetidos à temperatura de -80oC. O
dispositivo contendo os criotubos assim permanece de quatro a
24 horas, quando então são transferidos  para o tanque de
nitrogênio líquido no qual permanecem armazenados e
criopreservados por tempo indeterminado.

PERSPECTIVAS
O envelhecimento cutâneo é um desafio para a medicina.

Os cirurgiões plásticos e os dermatologistas são constantemente
solicitados a resolver problemas como o preenchimento de rugas
e sulcos profundos.

Por essa razão, diversas pesquisas com células mesenquimais
provenientes de tecido adiposo lipoaspirado vêm sendo
realizadas, não só porque o processo de obtenção é simples em
relação às outras fontes, mas principalmente pelos bons
resultados de regeneração do local em que essas células foram
aplicadas em protocolos de terapia celular.6 Alguns ensaios
clínicos relatam ainda que há diferenciação das mesmas em
células do tecido residente,34 ainda que atualmente se acredite
que um possível fator trófico dessas células seja o maior fator de
regeneração tecidual pós-injúria.35

Segundo Shiffman e Mirrafati36 o sucesso do procedimento
depende diretamente das técnicas de coleta, limpeza e reinjeção
do material.Ainda não existe, porém, um protocolo-padrão que
defina a melhor maneira de processamento da gordura para
enxerto de longo prazo independente da área injetada.37

Recentemente mostrou-se que a associação de CTMs e
enxerto de gordura visando ao aumento da mama promove
resultados satisfatórios sem complicações importantes,38 pois
oferece a possibilidade de preenchimento em longo prazo,39

sendo a sobrevivência dos adipócitos um dos principais fatores
que interferem diretamente no sucesso dos enxertos.24, 27, 40

Segundo Radovan Borojevic41 a utilização de terapias
celulares com células-tronco mesenquimais é prática em
ascensão nas cirurgias reparadoras, principalmente de defeitos
estéticos, como cicatrizes de acne, rítides e envelhecimento
cutâneo, entre outros. É importante ressaltar que terapias nas
quais células-tronco são utilizadas para o rejuvenescimento não
impedem o processo natural do envelhecimento; a terapia
celular, entretanto, poderia torná-lo mais gradual, resultando em
melhor qualidade de vida quanto à funcionalidade e estética do
organismo humano. �

Figura 3:
Fotomicroscopia

das células-tronco

mesenquimais

derivadas de 

tecido adiposo

humano; A. células

(círculo) com um

dia de cultivo;

B. células após

quatro dias de 

cultivo (seta).

Meio: DMEM. Barra:

A = 500µm; B =

100µm

A

B
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