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Influência de um protocolo de criopreservação no 
rendimento in vitro de células-tronco derivadas  
do tecido adiposo
Effect of a cryopreservation protocol on the in vitro yield of  
adipose-derived stem cells

RESUMO
Introdução: O tecido adiposo obtido por lipoaspiração pode ser uma fonte acessível de 
células-tronco, para posterior aplicação clínica na regeneração tecidual. O processo de 
criopreservação mantém essas células vivas por longos períodos, sem prejuízo a suas fun-
ções. O objetivo deste estudo foi avaliar a influência de um protocolo de criopreservação 
na proliferação das células-tronco derivadas do tecido adiposo. Método: Fragmentos de 
tecido adiposo de camundongos foram submetidos a digestão enzimática e as células fo-
ram cultivadas em meio α-MEM (do inglês Minimum Essential Medium), suplementado 
com 10% de soro fetal bovino (SFB), e mantidas a 37ºC em 5% de dióxido de carbono. 
No primeiro subcultivo, uma alíquota de 1x106 células foi criopreservada em SFB com 
10% de dimetilsulfóxido por 30 dias, e outro grupo permaneceu em cultura. No terceiro 
subcultivo, as células dos dois grupos (não-criopreservadas e criopreservadas) foram 
plaqueadas e a viabilidade celular e as curvas de crescimento foram estabelecidas a 
partir de contagem em hemocitômetro e pelo ensaio de MTT, nos intervalos de 24 horas, 
48 horas e 72 horas. A avaliação da morfologia nuclear foi realizada pela marcação por 
DAPI. Os dados foram analisados estatisticamente, com nível de significância de 5%. 
Resultados: Observou-se padrão de crescimento celular ascendente em ambos os grupos, 
sem diferença significante ao longo do experimento (P > 0,05). Não houve alteração 
considerável da viabilidade celular e danos nucleares também não foram observados 
nos grupos estudados. Conclusões: O protocolo de criopreservação avaliado mostrou-se 
eficaz para manter a integridade das células-tronco de tecido adiposo, permitindo seu 
armazenamento para uso posterior.

Descritores: Tecido adiposo. Células-tronco. Criopreservação. Proliferação de células.

ABSTRACT
Background: Adipose tissue obtained by liposuction may be an accessible source of stem 
cells for future clinical application in tissue regeneration. Cryopreservation maintains stem 
cells in a live state for long periods of time, without impairing their function. The aim of 
this study was to assess the effect of a cryopreservation protocol on the proliferation of 
adipose-derived stem cells. Methods: Fragments of mouse adipose tissue were subjected to 
enzymatic digestion in order to isolate cells that were then cultured in minimum essential 
medium (α-MEM) supplemented with 10% fetal bovine serum (FBS). Cells were main
tained at 37°C in 5% carbon dioxide (CO2). At the first passage, an aliquot of 1 × 106 cells 
was cryopreserved in FBS with 10% dimethylsulfoxide (DMSO) for 30 days, whereas the 
remaining cells were seeded and maintained in culture. When these cells reached the third 
passage, the 2 groups of cells (cryopreserved and non-cryopreserved) were seeded for 
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experiments. Cell viability and proliferation curves were established at intervals of 24, 48, 
and 72 hours by counting cells with a hemocytometer and MTT assay. Nuclear morphology 
was assessed by DAPI staining. The data were statistically analyzed, with a significance 
level of 5%. Results: Increasing cellular proliferation was observed in both groups, with 
no significant difference throughout the experiment (P > 0.05). There was no significant 
change in cell viability and signs of nuclear damage were not detected in both the groups 
studied. Conclusions: The cryopreservation protocol analyzed was effective for maintaining 
the integrity of adipose-derived stem cells, allowing their storage for later use.

Keywords: Adipose tissue. Stem cells. Cryopreservation. Cell proliferation.

INTRODUÇÃO

As células-tronco adultas são responsáveis pela reposi
ção das células dos tecidos onde se encontram ao longo de 
toda a vida, tendo sido isoladas de vários órgãos, incluindo 
o tecido adiposo1,2. Esse tecido altamente complexo con
siste de adipócitos maduros, pré-adipócitos, fibroblastos, 
células endoteliais, monócitos/macrófagos residentes e 
linfócitos3. Esse tecido tem sido foco de pesquisas com 
células-tronco, uma vez que fornece rica fonte de células 
pluripotentes4,5.

As células-tronco derivadas do tecido adiposo (adipose 
tissue-derived stem cells – ADSCs) apresentam um potencial 
de diferenciação semelhante ao das células-tronco derivadas 
da medula óssea, podendo originar células e tecidos de 
origem mesodérmica, como adipócitos, cartilagem, osso e 
músculo esquelético6. No entanto, o principal benefício das 
ADSCs é que elas podem ser facilmente obtidas dos pacientes 
através de um método simples e minimamente invasivo, além 
de serem facilmente cultivadas7. 

A necessidade de manter as células vivas por um longo 
período sem a perda de suas funções levou ao desenvolvi-
mento de técnicas de criopreservação, que têm como obje-
tivo cessar reversivelmente, de forma controlada, todas as 
funções biológicas dos tecidos vivos em uma temperatura 
ultrabaixa, geralmente por volta de -196°C8. Outra possibi-
lidade é realizar a criopreservação celular na temperatura de 
-80ºC, o que garante resultados semelhantes quando se usa 
o nitrogênio líquido, conforme citam Woods et al.9, que crio-
preservaram células mesenquimais indiferenciadas da polpa 
dentária por 6 meses nas duas temperaturas supracitadas e 
observaram capacidade de diferenciação celular idêntica 
nos dois grupos.

Entretanto, é extremamente necessário determinar se o 
processo de criopreservação afeta tanto a capacidade proli
ferativa das células criopreservadas como seu potencial de 
diferenciação, tendo em vista que uma dificuldade da crio
preservação é o restabelecimento das propriedades biológi
cas das células após o descongelamento. Face ao exposto, 
o presente estudo tem como objetivo avaliar, por meio de 

experimentos in vitro, a influência de um protocolo mais 
simples de criopreservação na capacidade proliferativa das 
ADSCs.

MÉTODO

Obtenção e Cultivo Celular 
O presente estudo foi aprovado pela Comissão de Ética 

no Uso de Animais (CEUA) da Universidade Federal do Rio 
Grande do Norte, com o Parecer no 036/2012. Dois camun-
dongos albinos Swiss machos, com 3 meses de idade, pesando 
em média 30 g, foram submetidos a eutanásia com dose 
letal de pentobarbital sódico (150 mg/kg, intraperitoneal), 
e fragmentos de tecido adiposo foram extraídos da região 
inguinal. Em câmara de fluxo laminar, os espécimes foram 
submetidos a três lavagens de 10 minutos cada, com meio 
α-MEM (Minimum Essential Medium – Cultilab, Brasil) 
enriquecido com antibiótico e antifúngico (Gibco, Estados 
Unidos), objetivando eliminar possível contaminação. 

Posteriormente, o tecido adiposo foi submetido a digestão 
enzimática com solução contendo 3 mg/ml de colagenase I 
(Gibco, Estados Unidos) e 1 ml de tripsina/EDTA (Cultilab, 
Brasil) por uma hora a 37ºC. As células foram cultivadas em 
meio α-MEM suplementado com 10% de soro fetal bovino 
(SFB) e mantidas a 37ºC em 5% de dióxido de carbono (CO2) 
até atingirem entre 70% e 90% de confluência, com troca de 
meio a cada três dias.

Uma alíquota das células foi cultivada em meios de di
ferenciação osteogênico e adipogênico (StemPro® Differen
tiation Kits, Invitrogen Corp., Estados Unidos) por até 21 dias. 
Após esse período, as células exibiram, à microscopia de luz, 
morfologia característica de células osteoblásticas e adiposas, 
comprovando a natureza multipotencial dessas células.

 Criopreservação
No primeiro subcultivo (P1), uma alíquota de 1x106 cé

lulas foi submetida a criopreservação em SFB com 10% de 
dimetilsulfóxido (DMSO), de acordo com o seguinte proto-
colo: 2 horas a 4ºC, 18 horas a -20ºC e, então, mantidas a 
-80ºC por um período de 30 dias. Após esse tempo, as células 
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foram descongeladas e seguiu-se com o cultivo celular seme-
lhante ao de células que não foram criopreservadas (P2).

Avaliação da Proliferação e da Viabilidade Celulares
No terceiro subcultivo (P3), células de cada grupo (não-

-criopreservadas e criopreservadas) foram cultivadas em 
quadruplicata (n = 4), na densidade de 3x104 células/poço, 
a fim de se obter o rendimento e a curva de crescimento nos 
diferentes grupos, durante os intervalos de 24 horas, 48 horas 
e 72 horas após o plaqueamento. A proliferação e a viabilida
de celulares foram avaliadas por meio de contagem utilizando 
o método de exclusão pelo azul de tripan. Outro método de 
estudo da proliferação celular utilizado foi o ensaio de MTT 
[brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazólio], 
em que as células foram cultivadas em placas de 96 poços, na 
densidade de 5x103 células/poço, durante os mesmos inter-
valos. A densidade óptica foi obtida pela leitura das placas 
em espectrofotômetro, no comprimento de onda de 570 nm. 

Avaliação de Danos Morfológicos Nucleares
A marcação dos núcleos celulares foi realizada nos 

dois grupos estudados por meio do corante DAPI (4’, 
6’-diamino-2-fenilindol), no intervalo de 72 horas, com a 
finalidade de identificar possíveis alterações na morfologia 
do núcleo indicativas de apoptose, tais como condensação de 
cromatina e fragmentação nuclear. 

Análise Estatística 
Os dados foram submetidos a análise não-paramétrica. 

A diferença entre os grupos para cada um dos intervalos 
estudados (24 horas, 48 horas e 72 horas) foi analisada pelo 
teste estatístico de Mann-Whitney, considerando-se um nível 
de significância de 5% (P < 0,05).

 RESULTADOS

Curvas de crescimento ascendentes foram observadas 
tanto nas células não-criopreservadas como nas criopreser
vadas, com maior tendência à proliferação no grupo de cé
lulas criopreservadas (Figura 1).

Comparando-se as médias das contagens celulares 
obtidas no grupo de células não-criopreservadas e criopre
servadas, a partir do método de exclusão por azul de tripan, 
verificou-se que não houve diferença estatisticamente signi-
ficante. Esse método também permitiu a avaliação da viabi-
lidade celular, demonstrando que não houve alteração consi-
derável (Tabela 1). Do mesmo modo, o método de ensaio de 
MTT também não apresentou diferença estatística signifi-
cante (P > 0,05) em relação à proliferação celular observada 
nos dois grupos, nos intervalos estudados (Figura 2). 

Não foi observada alteração morfológica no núcleo (como 
fragmentação nuclear ou núcleos picnóticos) nas ADSCs em 
nenhum dos grupos (Figura 3). 

Figura 1 – Curva de crescimento das células não-criopreservadas 
e criopreservadas, nos intervalos estudados.  

Crio = criopreservadas; Não-Crio = não-criopreservadas;  
T24 = 24 horas; T48 = 48 horas; T72 = 72 horas.

Tabela 1 – Valores referentes a média e desvio padrão  
do número de células e porcentual de viabilidade celular  

em cada grupo.
  Não-criopreservada Criopreservada P*

T24
2,9 + 0,3

100%
2,4 + 0,6

100%
0,2059

T48
3,1 + 0,6

100%
3,9 + 0,8

94,8%
0,1913

T72
3,6 + 0,5

96,4%
4,4 + 0,6

100%
0,1441

* Teste de Mann-Whitney.
T24 = 24 horas; T48 = 48 horas; T72 = 72 horas.

Figura 2 – Atividade mitocondrial das células-tronco derivadas 
do tecido adiposo nos grupos estudados. Crio = criopreservadas; 

Não-Crio = não-criopreservadas; T24 = 24 horas;  
T48 = 48 horas; T72 = 72 horas.

DISCUSSÃO

Atualmente, a lipoaspiração vem sendo um procedimento 
bastante comum nas clínicas de estética. Ao término desse 
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tipo de cirurgia, grande quantidade de tecido adiposo é pron-
tamente obtida. Além de ser utilizado para preenchimentos, a 
fim de proporcionar aumento de tecido mole, o tecido adiposo 
também pode ser bastante útil como fonte de células-tronco 
para a regeneração tecidual10. Assim, a criopreservação tem 
sido investigada com o intuito de armazenar o tecido adiposo 
(ou células específicas) para utilização posterior.

Diversos estudos na literatura relatam tempos distintos 
de criopreservação, que variam de um dia a intervalos maio
res11,12. O tempo de avaliação utilizado neste artigo também 
está respaldado na literatura, em diversos autores que ava
liaram o processo de criopreservação por 30 dias9,13,14, sem 
diferenças significativas na proliferação e na capacidade de 
diferenciação celular das células criopreservadas quando 
comparadas às não-criopreservadas.

Com o objetivo de avaliar as capacidades multipotencial 
e proliferativa das ADSCs humanas criopreservadas, Gonda 
et al.12 mantiveram essas células em baixas temperaturas por 
6 meses. Após esse período, observaram que o grupo de cé
lulas criopreservadas demonstrou potencial de proliferação e 
de diferenciação osteogênica, adipogênica e condrogênica 
semelhante ao do grupo de células não-criopreservadas. Uma 
diferença destacada pelos autores foi a maior variabilidade 
no potencial de diferenciação condrogênica para as células 
criopreservadas. No que se refere à proliferação, esses re
sultados corroboram os encontrados em nosso estudo, em 
que ambos os grupos (células não-criopreservadas e criopre-
servadas) tiveram curva de proliferação celular ascendente.

Thirumala et al.15,16, estudando a criopreservação de cé
lulas estaminais de tecido adiposo, comentam principalmente 
o efeito físico que os processos de congelamento e descon
gelamento podem causar na integridade dessas células. 
A partir da marcação pelo DAPI, podemos afirmar que o 
protocolo de criopreservação utilizado no presente estudo 
manteve íntegras as membranas nucleares, bem como a 
morfologia do núcleo.

Os protocolos de criopreservação para as células-tronco 
de tecido adiposo apresentados na literatura mantêm esse 
tipo celular em uma temperatura de -196ºC (nitrogênio 

líquido)12,17,18, o que gera alto custo de manutenção e não está 
acessível a todos os laboratórios de pesquisa. Neste estudo, 
utilizou-se um protocolo mais simples, mais acessível e de 
baixo custo, mantendo as células a uma temperatura de -80ºC 
e ainda assim preservando sua viabilidade. 

Liu et al.19 observaram resultados semelhantes aos deste 
estudo, quando criopreservaram células-tronco de tecido 
adiposo humano por duas semanas. Em outro estudo, células-
-tronco de tecido adiposo de cães foram criopreservadas 
durante 12 meses e depois de descongeladas apresentaram 
taxa proliferativa semelhante à do grupo de células não-
-criopreservadas17. É possível que o tempo em que as células 
permanecem criopreservadas possa afetar sua viabilidade, 
porém períodos mais curtos, como o utilizado neste estudo 
(30 dias), ou mais longos (12 meses), como o estudado por 
Martinello et al.17, não são capazes de alterar a proliferação 
celular. Com base nesses achados da literatura, é provável 
que se possa prolongar o período de criopreservação dessas 
células. No entanto, devem ser avaliados possíveis danos 
desses períodos mais longos de criopreservação no tipo ce
lular em questão.

Entre os vários parâmetros relativos à criopreservação 
de células, os agentes crioprotetores também podem afetar 
significativamente a taxa de sobrevivência e o potencial de 
proliferação após o descongelamento. Optamos por utilizar 
o DMSO, por ser amplamente utilizado para a criopre-
servação de diversos tipos celulares11,17. Como observado 
neste trabalho, esse agente forneceu resultados favoráveis 
em termos de viabilidade celular e capacidade prolifera
tiva após a criopreservação das ADSCs, por um período 
de 30 dias. 

A velocidade de diminuição da temperatura no congela-
mento pode ser outro fator crucial para a viabilidade celular 
após a criopreservação, e deve ser determinada para cada 
célula específica, a fim de evitar a formação de cristais de 
gelo intracelulares20. Adotamos um protocolo padrão para 
outros tipos celulares em cultura, como relatado por Vascon-
celos et al.14 (2 horas a 4ºC, 18 horas a -20ºC, e, em seguida, 
armazenamento a -80ºC durante 30 dias), protocolo este que 
demonstrou ser bastante efetivo para as ADSCs.

Em geral, os resultados do presente estudo demonstraram 
que o protocolo de criopreservação utilizado pode ser uma 
ferramenta adequada para o armazenamento de ADSCs, per
mitindo seu uso posterior em experimentos in vivo, na busca 
por futuras aplicações clínicas.

CONCLUSÕES

O protocolo de criopreservação testado mostrou-se eficaz 
para manter a integridade das ADSCs, conservando sua 
capacidade proliferativa sem causar danos morfológicos 
nucleares.

A B

Figura 3 – Em A, fotomicrografia das células não-criopreservadas, 
no intervalo de 72 horas. Em B, fotomicrografia das células 

criopreservadas, no intervalo de 72 horas (DAPI, 40x).
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