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RESUMO: Introdugéo: Perdas de tecido mesenquimal podem acarretar grandes areas
cruentas, cujos tratamentos nem sempre sao isentos de morbidade. A participacao de células
mesenquimais indiferenciadas, no processo de cura de feridas, tem sido amplamente estudada.
Objetivo: comparar dois métodos de obtencdo de células mesenquimais indiferenciadas
de tecido adiposo. Métodos: amostras padronizadas de fragmentos de tecidos gordurosos
provenientes de lipectomia (L) e de lipoaspiragéo (LA) foram mantidas em cultura celular em
placas multipogos de 6 pogos por 72 horas e posteriormente descartadas. Apds 96 horas do
descarte, as células aderidas as superficies de cultura foram soltas e contadas em camara
hemocitométrica. Resultados: no grupo LA a média do ndmero de células encontradas foi
9,4 x 10, enquanto que no grupo L o numero de células encontrado foi 0 (zero). Concluséao:
na comparagdo dos métodos, foram obtidas células somente a partir de produto de
lipoaspiracao.
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INTRODUCAO

perda de tecidos de origem
Amesenquimal, tais como lesdes
traumaticas ou ressecgdes tumorais
podem gerar grandes areas cruentas. Atualmente,
a solucao para a reconstrucao desses defeitos é a
utilizacdo de auto-enxertos, retalhos ou préteses,
porém, nem sempre apresentam resultados estéticos
satisfatérios, além de serem acompanhadas de
morbidade no sitio doador no caso de enxertos e
retalhos ou de implantes de materiais sintéticos.
Frente a este cenario, a engenharia de tecidos
podera nos trazer uma alternativa para reconstrugéo
dessas feridas.

A participacao de células mesenquimais
indiferenciadas no processo de cura da ferida tem
sido amplamente estudada. Estas células foram
inicialmente obtidas por puncao de medula 6ssea.
No entanto, ja foi comprovado que no tecido adiposo
existe também grande numero dessas células,
semelhantes as obtidas da medula 6ssea, com
idéntico potencial de diferencia¢édo®, e apresentando
vantagens como a facilidade de obtengao por causar
menos desconforto ao paciente e por ter uma fonte
abundante. A obtencao pode ser feita tanto a partir
de fragmento de lipectomia, quanto de produto de
lipoaspiracdo. Na literatura estd consagrado que
na obtencdo a partir do produto de lipoaspiracéo
ha maior numero de células e maior potencial de
diferenciagéo nas diversas linhagens’.

OBJETIVO

Comparar a obtencao de células
mesenquimais indiferenciadas a partir de fragmentos
de lipectomia e produto de lipoaspiragéo.

MATERIAL E METODO

Foram obtidos fragmentos de lipectomia de
trés pacientes e produto de lipoaspiragcdo de trés
pacientes distintos. Nao houve selecao por género,
a idade variou entre 34 e 62 anos. O material foi
transportado ao laboratério de cultura celular em
Meio de Eagle Modificado por Dulbecco (DMEM)
acrescido de 10% de Soro Bovino Fetal e 1% de
solugdo antibidtica e antimicética (composto por
penicilina G 10.000 pg/mL, estreptomicina 25 pg/
mL, anfotericina B 0,85%), que por nds foi intitulado
“D10”. Os produtos foram separados em dois grupos:

a . HEE

Rev Med (Sdo Paulo). 2009 jan.-mar.;88(1):16-9.

lipectomia (L) e lipoaspiragéo (LA).

O material do grupo L foi processado
imediatamente apds a chegada no laboratério
da seguinte maneira: irrigacdo com solucao
estéril de cloreto de sodio 0,9% por 10 minutos, o
procedimento foi repetido 2 vezes. Foram separados
6 fragmentos de aproximadamente 5 mL cada e
colocados individualmente em um poco de uma
placa multipoco de 6 pogos. Todos os fragmentos
foram imersos em 3 mL de D10. As placas foram
incubadas a 37°C com atmosfera de 5% CO,, os
fragmentos foram retirados no 3° dia e 0 meio de
cultura foi trocado a cada 3 dias.

O material do grupo LA foi processado
imediatamente apds a chegada no laboratério da
seguinte maneira: irrigagdo com solugao estéril de
cloreto de sédio 0,9% por 10 minutos, o procedimento
foi repetido 2 vezes. Foram separados 30 mL,
divididos igualmente em seis pogos de uma placa
multipoco de 6 pocos, contendo, aproximadamente,
5 mL do produto de lipoaspiracédo e 3 mL de D10. A
placa foi mantida a 37°C, o sobrenadante, composto
por produto de LA, foi retirado no 3° dia e 0 meio de
cultura foi trocado a cada 3 dias.

Apds 1 semana, em ambos 0s grupos, as
células foram contadas em camara hemocitométrica,
sendo consideradas apenas as células com formato
arredondado contendo nucleo.

RESULTADOS

O numero de células do grupo LA foi 9,4x10*
células (Tabela 1).

Tabela 1. Comparacgéao entre grupos lipectomia (L) e
lipoaspiracédo (LA) - média do numero de células x 10*

Grupo Lipectomia Lipoaspiracéao

Células (x10°) 0 9,4

Ao 3° dia de cultura, o grupo LA apresentava
células mesenquimais entremeadas a adipécitos
(Figura 1).

Apods 7 dias ja havia confluéncia de células
mesenquimais e menor numero de adipdcitos
(Figura 2).

Nao foram obtidas células do grupo L.
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Rego FMP et al. Estudo comparativo de dois métodos para obtencdo de células mesenquimais.

Figura 1. Células mesenquimais indiferenciadas (A); entremeadas com adipdcitos (B). 32 dia de cultura celular. MOC
100X

Figura 2. Células mesenquimais indiferenciadas confluentes no 72 dia de cultura. MOC 100X




DISCUSSAO

De acordo com a literatura é possivel obter
células mesenquimais indiferenciadas a partir de
fragmentos de lipectomia. Em nosso trabalho néo
obtivemos células neste grupo. Acreditamos que
este fato se deva ao pouco tempo de permanéncia
do fragmento em meio de cultura (apenas 3 dias),
porém este periodo de contato mostrou-se suficiente
para obtencdo de células no grupo LA. Revendo
publicagdes existentes sobre obtencao de células
mesenquimais indiferenciadas a partir de tecido
adiposo, o procedimento de lipoaspiragao mostra-se
mais eficaz, o que corrobora com nossos achados.

A maioria dos protocolos de obtencao de
células mesenquimais indiferenciadas envolve
digestao enzimatica tanto do produto de lipoaspiragao
quanto do fragmento de lipectomia. No entanto
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esses protocolos sdo mais trabalhosos e demorados,
em média duram 2 a 3 horas. 2 O objetivo da
padronizacao metodoldgica proposto neste estudo
foi oferecer uma forma de obtencédo de células
mesenquimais indiferenciadas mais simples.
Entretanto ainda sdo necessérios outros estudos
comparando o método com digestdo enzimatica de
produtos de lipoaspiragdo com o nosso protocolo
de decantacao de produto de lipoaspiragdo para
determinarmos qual serd o método de elei¢cdo para
obtencéo de células mesenquimais indiferenciadas
em Nosso Servigo.

CONCLUSAO
Na comparacao dos métodos observamos que

foram obtidas células somente a partir do produto de
lipoaspiragéo.
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ABSTRACT: Introduction: Mesenchymal tissue loose can lead to large wounds, which treatments
are not completely free of morbidity. The adipose tissue derived stem cell participation in wound
healing process has been widely studied. Objective: The aim of the study is to compare two
different methods of harvesting adipose tissue derived stem cell. Methods: Standard amounts
of adipose tissue from lipectomy (L) and liposuction (LA) have been kept in cell culture for 72
hours in 6 well clusters and then discharged. 96 hours after the discharge cells were tripsynized
from the multi-well culture surface and counted on hemocitometer chamber. Results: The mean
number of cells from LA group was 9.4 x 104, in the L group the number of cell was 0 (zero).
Conclusion: Comparing the 2 methods, cells were harvested only from the liposuction group.
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