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Caracterização de células-tronco e membrana de látex visando um novo 

modelo de biocurativo 

 

Garms, B.C1  

1Universidade Federal da Grande Dourados 

 

Resumo 

A engenharia tecidual aplica conhecimentos das ciências biomédicas 

e engenharia com o intuito de promover a regeneração, reparo ou 

manutenção da função dos tecidos. Esse campo do conhecimento envolve o 

emprego de biomaterias, como a membrana de látex, amplamente utilizada 

em aplicações terapêuticas. Outro alvo de grande interesse na comunidade 

científica em tratamentos clínicos e pré-clínicos, são as células-tronco 

mesenquimais derivadas do tecido adiposo (ASC). Dentro desse contexto, 

buscou-se padronizar as técnicas de cultivo de ASC e a confecção da 

membrana de látex a fim de desenvolver, a médio prazo, um biocurativo 

empregando a terapia celular associada ao látex como inovadora opção 

terapêutica para regeneração tecidual. As ASC foram isoladas, expandidas e 

diferenciadas em linhagens de osteócitos, condrócitos e adipócitos. As 

membranas de látex (MLN) foram submetidas a testes de resistência 

mecânica e demonstraram que a incorporação da polilisina (PLL) ao látex 

conserva resistência suficiente para aplicação terapêutica do material.  O 

ensaio de citotoxicidade revelou que a MLN reduziu sensivelmente o 

metabolismo celular, porém ao adicionar PLL, houve uma expressiva redução 

na viabilidade celular. Os resultados obtidos permitiram caracterizar as ASC e 

padronizar a confecção da MLN, como metodologias básicas com 
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potencialidade para aplicações clínicas, como uma nova opção de 

biocurativo, para emprego, sobretudo, em lesões de difícil cicatrização.  

 

Palavras-chave: Células-tronco mesenquimais; Membrana de látex; 

Engenharia Tecidual; Biocurativo.  

 

1. Introdução 

A engenharia tecidual pode ser entendida como um campo de 

conhecimento interdisciplinar, resultante da aplicação dos conhecimento das 

ciências biomédicas e engenharia, visando a regeneração, reparo ou 

manutenção da função de órgãos e tecidos lesados pelas mais diferentes 

etiologias: genéticas, congênitas ou degenerativas [1-4]. O conjunto de 

princípios e conhecimentos da engenharia tecidual tem sido, portanto, 

amplamente empregados, sobretudo, em dermatologia [2], odontologia [3] e 

ortopedia [4].  

O emprego de biomateriais como suporte (scaffolds) associados à 

linhagens celulares representa uma importante ferramenta metodológica no 

contexto da regeneração, reparo e/ou substituição tecidual. Vale citar, como 

importantes “scaffolds” atualmente empregados, gel de plasma rico em 

plaquetas (PRP) [5], membrana de celulose [6] e membrana de quitosana [7]. 

A membrana de látex (ML) extraído da seringueira (Hevea 

brasilienses) destaca-se como um scaffold para crescimento de diferentes 

tipos celulares, como fibroblastos e osteócitos. Em um trabalho pioneiro, 

Mrué [8] demonstrou o potencial da ML em acelerar o processo de 

neoformação esofágica de cães e apresentou resultados significativos no 
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aumento da vascularização (neoangiogênese) e epitelização (epitélio 

pseudoestratificado) [9]. Desde então, a ML tem sido empregada para 

diferentes fins terapêuticos, tais como, reconstrução do palato em cães [10], 

regeneração do nervo ciático em ratos [11] e no tratamento de úlceras de 

diferentes etiologias.  

As células-tronco (CT) têm sido, também, amplamente empregadas 

na regeneração de órgãos e/ou tecidos lesados por diferentes patologias. 

Embora o mecanismo de ação na regeneração tecidual não esteja bem 

elucidado, atribui-se às CT papel imunomodulatório, com supressão ou 

inibição do processo inflamatório e estimulação da angiogênese [12-14]. 

Estas propriedades tornam estes tipos celulares extremamente atraentes 

para emprego na regeneração tecidual, seja isoladamente ou associadas a 

biomateriais.  

Células-tronco mesenquimais derivadas do tecido adiposo (ASC), 

pioneiramente descritas Zuk et al. [15], têm despertado grande interesse no 

contexto da medicina regenerativa e engenharia tecidual. Dentre as 

propriedades das ASC vale ressaltar sua facilidade de obtenção (os 

procedimentos são minimamente invasivos), pode ser extraído do próprio 

paciente, é encontrada em quantidade abundante e pode se diferenciar em 

múltiplas linhagens celulares de maneira controlada e reprodutível [12,16-18]. 

 Uma série de trabalhos têm associado o uso de CT à biomaterias. 

Pereira-Junior et al. [19] compararam o crescimento de células-tronco 

mesenquimais (MSC) em diferentes tipos de scaffolds e apresentaram 

resultados significativos de crescimento e adesão celular em diferentes 

superfícies. Em outro estudo, foi avaliado o crescimento de MSC em hidrogel 
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de ácido hialurônico fibroso, apresentando resultados promissores visando 

estratégias futuras no reparo de cartilagem [20].  

Dentro desse contexto, buscou-se padronizar as técnicas de cultivo 

de células-tronco de tecido adiposo e a confecção da membrana de látex, 

com o propósito de, a médio prazo, desenvolver uma inovadora opção 

terapêutica, decorrente da incorporação das ASC à membrana de látex, que 

permita a estruturação e padronização de um novo biocurativo, de baixo 

espectro de aplicação em diferentes tipos de lesões teciduais.  

 

2. Materiais e métodos 

2.1 Animais 

Foram utilizados 5 ratos albinos machos da linhagem Wistar (com 

peso médio de 500g), espécie Rattus norvegicus, oriundos do Biotério 

Central da Universidade Estadual Paulista – Campus de Assis – SP, para 

obtenção das células tronco derivadas do tecido adiposo. Os animais foram 

mantidos em temperatura controlada (22 ± 2°C) e expostos a ciclos 

claro/escuro de 12 horas respectivamente, e receberam dieta sólida 

(Nuvilab®; Paraná, Brasil) e água ad libitum. 

 

2.2 Extração do tecido adiposo 

Para a coleta do tecido adiposo, os ratos foram sacrificados por meio 

de aprofundamento de anestesia com Tiopental sódico (Cristália, SP, Brasil), 

400 mg/Kg, por via intraperitonial. Em seguida, a região inguinal foi 

tricotomizada e submetida a um processo de antissepsia com 

polivinilpolirridona-iodo (PVP-I), para posterior extração de aproximadamente 
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2g de tecido adiposo da região inguinal (lados direito e esquerdo) de cada um 

dos animais, obtendo-se um total de aproximadamente 10g de tecido. 

 

2.3 Desinfecção do tecido adiposo 

Após a coleta, o tecido adiposo foi mantido em meio RPMI 1640 

(Roswell Park Memorial Institute – 1640) com HEPES (Gibco®, New York, 

EUA) suplementado com 10% de Soro Bovino Fetal – SBF (Gibco®, New 

York, EUA) e 2% de antibiótico/antimicótico 100X (Gibco®, New York, EUA), 

a 4°C durante um período de 24 horas para desinfecção. 

 

2.4 Isolamento e cultura das células-tronco derivadas do tecido adiposo por 

dissociação mecânica  

Após o processo de desinfecção, o tecido adiposo foi colocado em 

uma placa de Petri (vidro), contendo meio RPMI 1640 com HEPES 

suplementado com 2% de antibiótico – antimicótico, e dissociado 

mecanicamente com o auxílio de duas agulhas de seringa (BD™, New 

Jersey, USA) em forma de Z, para desprendimento das células do tecido. O 

meio contendo as células dissociadas foi colocado em seringas que 

permaneceram em posição vertical, por cerca de dez minutos. Em seguida, a 

solução celular foi filtrada em um filtro de 70 µm (Cell Strainer - BD Falcon™, 

New Jersey EUA) para a separação de restos celulares. O material coletado 

foi centrifugado durante 10 minutos a 900g. O precipitado obtido foi 

homogeneizado em 1 mL de meio ALPHA-MEM (Minimum Essential Medium 

Eagle Alpha Modification, Gibco®, New York, EUA) suplementado com 20% 

SBF e 1% antibiótico/antimicótico. Uma alíquota de 10 µL foi retirada para 
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contagem em câmara de Neubauer e mensuração da viabilidade celular. 

Após a contagem, as células foram plaqueadas em garrafas de cultura de 25 

cm2 (BD Falcon™, New Jersey, EUA) a uma concentração de 1x105 

células/cm2, na presença de meio ALPHA-MEM suplementado com 20% de 

SBF e 1% de antibiótico/antimicótico, e incubadas em estufa a 37°C e 5% de 

CO2. A primeira troca do meio de cultura ocorreu após 72 horas e as trocas 

seguintes a cada 48 horas. Ao atingirem 60 – 80% de confluência as células 

foram dissociadas com a utilização de Tryple™ (Gibco®, New York, EUA).  

 

2.5 Viabilidade Celular 

Para verificação da viabilidade e contagem celular foi empregada 

câmara de Neubauer com 10µL de azul de tripan e 10µL de suspensão 

celular. 

 

2.6 Caracterização das células-tronco derivadas do tecido adiposo 

Para induzir as diferenciações osteogênica, condrogênica e 

adipogênica, as ASC foram plaqueadas a uma concentração de 1x105 

células/cm2 e cultivadas em meio ALPHA-MEM suplementado com 20% de 

SBF e 1% de antibiótico – antimicótico, até atingirem uma confluência de 60-

80%. Em seguida, as células foram cultivadas na presença dos kits de 

diferenciação osteogênica, condrogênica e adipogênica StemPro® (Gibco®, 

New York, USA), segundo a metodologia proposta pelo fabricante. A 

diferenciação osteogênica foi confirmada pela análise da coloração com 

Alizarin Red S (Sigma-Aldrich®, St. Louis, MO, EUA), a condrogênica por 

Alcian Blue (Sigma-Aldrich®, St. Louis, MO, EUA) e a adipogênica por Oil 
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Red O (Sigma-Aldrich®, St. Louis, MO, EUA).  

 

2.7 Unidade formadora de colônia  

Unidades formadoras de colônia (UFC) das células-tronco 

mesenquimais isoladas do tecido adiposo foram identificadas por meio dos 

corantes Panótico Rápido LB (Laborclin®, BR) e Violeta Cristal (Vetec®, Rio 

de Janeiro, Brasil) conforme protocolo descrito pelo fabricante. 

 

2.8 Obtenção do látex 

             O látex, extraído das seringueiras Hevea brasiliensis, foi colocado em 

presença de amônia para impedir a coagulação. Em seguida, foi submetido à 

centrifugação de 8000g por 2 horas, com o objetivo de diminuir a quantidade 

de proteínas que causam reações de hipersensibilidade de sua composição 

natural.  

 

2.9 Fabricação dos scaffolds 

             Membranas com 0,2 mm de espessura foram preparadas em placas 

de seis poços para cultura de células (BD Falcon™) de 9,6 cm2. Foram 

confeccionadas membranas de látex natural puro, membranas de látex com 

0.1% de polilisina (Poly-L-lysine Hydrobromide, PM 70-140 Kda, Sigma-

Aldrich®, St. Louis, MO, EUA), membranas de látex banhadas com polilisina 

(PLL) 0.1% e biofilme de PLL. Após secagem, o material sofreu esterilização 

em óxido de etileno.  

 

2.10 Ensaios mecânicos  
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             Membranas de látex natural puro (MLN) e membranas de látex com 

polilisina 0.1 % (MLN+P) foram submetidas à testes de tensão-deformação. 

As amostras foram confeccionadas em formato de alteres com 43 mm de 

comprimento 15 mm de largura e 0.9 mm de espessura. O ensaio, realizado 

com o equipamento EMIC-DL 2000, aplica uma carga constante de 10 kgf 

sobre as amostras. Os resultados foram analisados por meio de um software 

que acompanha o equipamento e gera curvas de resposta (força vs 

deformação) de cada corpo de prova. 

 

2.11 Avaliação de citotoxicidade 

             A citotoxicidade da membrana de látex e a viabilidade celular foram 

determinadas por meio do ensaio MTT brometo de 3-(4,5 dimetiltiazol-2-il)-

2,5-difenil tetrazólio. Foi utilizado o kit de ensaio Vybrant® MTT Cell 

Proliferation V-13154 (Gibco®, New York, USA) conforme instruções do 

fabricante.  

 

3. Resultados 

3.1 Cultura das células-tronco derivadas do tecido adiposo 

            

              O comportamento das células-tronco provenientes do tecido adiposo 

foi observado por meio de aspectos morfológicos, expansão e viabilidade 

celular, bem como a capacidade de adesão à superfície plástica. Na cultura 

primária, as ASC foram plaqueadas numa densidade de 1x105 células/cm2 e 

após 48h notou-se a aderência celular à superfície de cultura. Pequenas 

colônias de células apresentaram aspecto de fuso, 72 horas após o início da 
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cultura. A partir do 7o dia, as colônias aumentaram a densidade da população 

de células alongadas e com morfologia fusiforme, semelhante ao de 

fibroblastos. A confluência de 70 – 80% foi atingida no 11o dia de cultura. 

Posteriormente à cultura primária, a confluência de 70 – 80% foi alcançada 

entre 3 – 4 dias. A cultura celular apresentou monocamada homogênea e 

com morfologia fusiforme a partir da terceira passagem, demonstrando que, 

possivelmente, não havia contaminação com células não aderentes, como 

adipócitos maduros e hemácias. A viabilidade celular foi quantificada em 

cada uma das passagens, apresentando uma média de aproximadamente 

99%. As células foram cultivadas até a 4a passagem e mantiveram o mesmo 

padrão morfológico (Figura 1).  

 

Fig. 1 Células-tronco mesenquimais alongadas com morfologia fusiforme (aumento de 20x). 

 

3.2 Diferenciação condrogênica, osteogênica e adipogênia das ASC 

Testes de diferenciação in vitro foram realizados a fim de verificar se 

as células-tronco mesenquimais derivadas do tecido adiposo cumprem com 

os requisitos estabelecidos pela Sociedade Internacional de Terapia Celular 

[21]. A Figura 2 mostra a diferenciação em condrócitos, osteócitos e 

adipócitos das ASC. A diferenciação condrogênica foi confirmada por meio de 

coloração com o corante Alcian Blue. O azul é indicativo da síntese de 

proteoglicanos pelos condrócitos. A osteogênese foi constatada mediante 
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coloração da matriz óssea dos osteoblastos e osteócitos com Alizarin Red S. 

Finalmente, mediante o corante Oil Red O, foi avaliada a diferenciação das 

ASC em adipócitos. 

 

Fig. 2 A - Cultivo das ASC na ausência de meio indutor (aumento de 20x); B1 – ASC diferenciadas em 

condrócitos na ausência de corante (aumento 20x). B2 – Proteoglicanos sintetizados pelos condrócitos 

e corados com Alcian Blue (aumento 20x). C1– ASC diferenciadas em osteoblastos na ausência de 

corante (aumento 20x). C2 – Matriz óssea corada com Alizarin Red S (aumento 40x). D1 – ASC 

diferenciadas em adipócitos na ausência de corante. D2 – Vacúolos lipídicos corados com Oil Red O 

(aumento 20x). 

 

3.3 Unidade formadora de colônia 

Para avaliar o crescimento celular, duas técnicas de coloração foram 

realizadas. A Figura 3 mostra unidades formadoras de colônias de ASC 

coradas, respectivamente, pelos corantes, Violeta Cristal e Panótico Rápido. 

B1 

A 

B2 

C1 

C2 

D1 

D2 
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Fig. 3 Coloração de ASC pelos métodos Violeta Cristal (I) e Panótico Rápido (II), no aumento de 20x. 

 

3.4 Testes de resistência mecânica das membranas 

 

             O grau de deformação e resistência de cada amostra (Figura 4) foi 

demonstrado por testes biomecânicos de tração. A média dos valores da 

força de ruptura das amostras de MLN foi de 11,82 N e apresentou 760,4% 

de alongamento de ruptura. Esses valores foram sensivelmente superiores 

comparados ao da MLN+P, que apresentou média da força de ruptura das 

amostras de 8,110 N e média do alongamento de ruptura de 754,0%, 

expressos graficamente pela Figura 5. 

   

Fig. 4 Amostras em formato de alteres de MLP e MLP+P (I). A deformação do material (amostra da 

esquerda) após os ensaios mecânicos (II).   

 

 

I	   II	  

I	   II	  
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Fig. 5 Curva de força versus deformação de membranas de látex natural com e sem polilisina 0.1% 

 

3.5 Teste de citotoxicidade  

Para avaliar a citotoxicidade da membrana de látex natural com e 

sem PLL no crescimento de células-tronco mesenquimais foi realizado o 

método de redução do MTT. No controle negativo, as células foram tratadas 

com meio de cultura ALPHA-MEM suplementado com 20% de SBF e 1% de 

antibiótico/antimicótico, e representaram 100% de viabilidade celular. No 

controle positivo, as células não receberam tratamento, levando à morte 

celular, mensurando 0% de metabolismo do MTT. Membranas de látex 

natural (em suspensão) e MLN (aderidas à placa) expressaram valores 

semelhantes de viabilidade celular, 78.35% e 74.36% respectivamente. O 

percentual de viabilidade celular das amostras de MLN+P foi de 55.7% e o 

biofilme de PLL 25.85% (Figura 6). 
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Fig. 6 Valores de viabilidade celular (%) em diferentes tipos de amostra; membrana de látex 

natural em suspensão (MLN S), membrana de látex natural puro (MLN), membrana de látex natural 

com polilisina (MLN+P) e polilisina pura (PLL).  

 

4. Discussão 

 

O racional para desenvolvimento deste estudo está alicerçado nos 

princípios da engenharia tecidual, que emprega tecidos e\ou células 

incorporados à biomateriais para regeneração e reparo de órgãos e tecidos 

lesados. Uma nova vertente metodológica, entanto, que se propõe com este 

estudo refere-se à associação de membranas de látex com células-tronco 

oriundas do tecido adiposo (ASC).  

Muitos estudos relacionam a membrana de látex com à aceleração 

do processo cicatricial [8-11, 22, 25, 26], por outro lado há vasta literatura 

sobre a participação de ASC em processos regenerativos de diferentes 
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tecidos [12]. A associação de látex de seringueira com as ASC representam, 

neste contexto, uma convergência ou junção de conhecimentos teóricos e 

procedimentos metodológicos, que poderão resultar num somatório ou 

sinergismo de ação para o reparo tecidual e, como decorrência, conduzir a 

uma opção terapêutica para reparo de lesões, particularmente, das lesões 

cutâneas de difícil cicatrização, como aquelas decorrentes de neuropatias 

periféricas e diabetes melitus.  

Os resultados permitiram validar que as células oriundas do tecido 

adiposo e mantidas em cultura, representavam células-tronco mesenquimais, 

com formação de colônias celulares alongadas e em formato de fuso e 

capacidade de adesão à superfície plástica. Além disso, células  isoladas do 

tecido adiposo apresentaram, em condições específicas de indução, a 

capacidade de diferenciação in vitro, nas linhagens condrogênica, 

osteogênica e adipogênica. A Figura 2, evidencia a diferenciação das ASC 

por análise histoquímicas, de modo coerente com os critérios de validação 

adotados por diferentes autores e pela Sociedade Internacional de Terapia 

Celular [17, 21].  

Deve-se enfatizar que no presente estudo empregou-se uma nova 

técnica  para isolamento e cultivo das ASC. A técnica de dissociação 

mecânica, pioneiramente estabelecido por nosso laboratório [23]. A 

metodologia torna prescindível o emprego de colagenase (enzima proteolítica 

de origem bacteriana), comumente utilizada na digestão enzimática do tecido 

adiposo. Além disso, a dissociação mecânica torna o processo menos 

dispendioso e mais eficiente.  



20	  
	  

	  
	  

Os testes de tração realizados nas membranas mostraram que a 

composição pode influenciar no comportamento elástico do material. A 

diminuição da resistência mecânica observada ao agregar a PLL ao látex 

deve-se, possivelmente, à interação molecular entre o látex natural e a PLL, 

uma vez que não houve aumento de ligações cruzadas do compósito. Além 

disso, não houve alteração significante da porcentagem de alongamento da 

membrana. Pode-se, portanto, intervir que, apesar da alteração no 

comportamento elástico do látex ao incorporar PLL, as amostras apresentam 

resistência suficiente para aplicação terapêutica. Em um estudo semelhante, 

Zimmermann et al. [24], compararam a resistência mecânica de dois 

diferentes tipos de membranas (látex puro e látex com enxofre e ácido 

fórmico) para substituição da bainha muscular em cães e avaliou que os 

modelos testados também apresentavam resistência suficiente para essa 

aplicação. Herculano [22], ao adicionar fármacos à membranas de látex 

observou que a resistência sofria alterações, porém, sem que houvesse 

interferência na aplicação como membrana oclusiva em tíbia de coelhos. 

A citotoxicidade das ASC cultivadas em associação com membranas 

de látex (MLN) revelou diferença de viabilidade celular quando comparada 

com o controle negativo (100% de viabilidade). Conforme se verifica na 

Figura 6, a incorporação de polilisina ao látex, reduz o número de células 

viáveis, como também se verifica com a utilização do biofilme de PLL. Em 

baixas concentrações, a PLL, é comumente empregada para facilitar a 

adesão celular à superfícies de crescimento [25, 26], porém, em alta 

concentração, pode adquirir um caráter tóxico [27]. Pinho [25] demonstra que 

a PLL 0.1% pode potencializar os efeitos de adesão celular à MLN, tornando 
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a superfície da membrana pouco irregular, o que favorece a expansão das 

células. Entretanto, ao comparar o implante da MLN com e sem PLL 0.1% na 

reparação de defeitos abdominais em ratos, Paulo et al. (2005) [26] não 

observaram diferença significativa de crescimento e adesão celular entre 

membranas tratadas ou não com PLL. Esse dados demonstram que, apesar 

da polilisina em baixas concentrações favorecer o crescimento e adesão 

celular, na concentração de 0.1% utilizada neste estudo, esse biopolímero 

apresentou alto índice de toxicidade às células. Portanto, concentração de 

PLL empregada deve ser reavaliada. Por outro lado, a MLN apresentou baixa 

toxicidade e pouca influência na viabilidade celular, possibilitando a 

associação com ASC. 

 

5. Conclusão 

  Os resultados mostram que o isolamento de células-tronco por meio 

da dissociação mecânica do tecido adiposo é uma metodologia reprodutível e 

que os testes de validação mostram características compatíveis com ASC, 

conforme os critérios preconizados por diferentes autores e pela Sociedade 

Internacional de Terapia Celular [17, 21]. A técnica empregada para 

confecção das membranas de látex, obtidas de seringueira, mostrou 

reprodutibilidade e baixa toxicidade para as ASC. 

A associação de látex de seringueira com as ASC, ainda que em fase 

inicial e de padronização das técnicas, representa uma abordagem 

interessante e potencialmente promissora, como nova opção terapêutica para 

reparo de lesões teciduais de diferentes etiologias, sobretudo das lesões 

cutâneas de difícil cicatrização.  
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