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Estudo histológico comparativo e controlado 
de fibras colágenas da pele humana após  
terapia celular com fibroblastos
Comparative histological controlled study of human skin collagen f 
ibers after cell therapy with fibroblasts
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RESUMO
	 �Introdução: Introdução: A derme é composta principalmente por matriz extracelular e 

fibroblastos,que produzem colágeno tipos I e III, e fibras elásticas.
	� Objetivo: Através de estudo clínico prospectivo,comparativo e controlado verificar se há, 

na pele humana sadia, aumento na produção de fibras colágenas após a injeçãode fibroblas-
tos autólogos na derme.

	� Métodos: Foram colhidos dois fragmentos de pele, na região retroauricular direita de 
quatro mulheres com idade entre 25 e 60 anos. Em um dos fragmentos foi feita a análise 
histológica com hematoxilina-eosina e picrosirius, para qualificação e quantificaçao de 
fibras colágenas (grupo controle). O outro fragmento foi submetido, em laboratório, a uma 
digestão enzimática para extração e cultivo de fibroblastos. Após crescimento satisfatório 
(1 x 107 células/ml) os fibroblastos cultivados foram aplicados na região retroauricular es-
querda das pacientes(grupo pesquisa). Três meses após foram colhidas biopsias dessa região 
e também coradas com hematoxilina-eosina e picrosirius para o estudo comparativo dos 
dois grupos.

	� Resultados: O estudo estatístico do número de fibras colágenas nas três camadas da 
derme - superior, média e profunda - , comparativo entre os grupos-controle e pesquisa, 
mostrou que as médias e medianas observadas após a aplicação das células foram maiores 
do que as observadas antes da aplicação. 

	� Conclusão: A injeção de fibroblastos redunda em aumento na quantidade de fibras colá-
genas em todas as regiões da derme, sendo maior na região profunda

	� Palavras-chave: fibroblastos; terapia celular; colágeno

ABSTRACT
	 �Introduction: The dermis is mainly composed of the extracellular matrix and fibroblasts 

that produce collagen types I and III, and elastic fibers.
	 �Objective: To verify through a prospective, comparative controlled clinical study whether 

there is an increase in the production of collagen fibers in healthy human skin after the 
injection of autologous fibroblasts in the dermis.

	 �Methods: Two skin fragments were collected from the right retro-auricular region of four 
women aged between 25 and 60 years. In one of the fragments, histology was carried out 
with Hematoxylin-Eosin and Picrosirius to qualify and quantify the collagen fibers (Con-
trol Group). A second fragment underwent enzymatic digestion in the laboratory aimed 
at extracting and culturing fibroblasts. After satisfactory growth (1 x 107 cells / ml) the 
cultured fibroblasts were injected in the left retro-auricular region of the patients (Study 
Group). Three months after biopsies were harvested from this region, they were subse-
quently stained with Hematoxylin-Eosin and Picrosirius for comparative study between 
the two groups.

	 �Results: Statistical analysis of the number of collagen fibers in the three layers of the 
dermis – upper, middle and deep – comparing the study and control groups, showed that 
the mean and median observed after the injection of the cells were greater than those 
observed before the injection.

	 �Conclusion: The injection of fibroblasts results in an increase in the amount of collagen 
fibers in all regions of the dermis, with the increase being greater in the deeper regions.

	 Keywords: fibroblasts; cell-and tissue-based therapy; collagen
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INTRODUÇÃO
Os fatores que desencadeiam o envelhecimento da pele 

podem ser intrínsecos ou cronológicos, compondo  um processo 
natural, relacionado a fatores genéticos, encurtamento dos 
telômeros e ação de radicais livres;1 e extrínsecos constituindo 
o fotoenvelhecimento, que é a ação da radiação solar sobre os 
fatores intrínsecos.2

Os principais sinais que caracterizam o envelhecimento 
na pele são o afinamento da epiderme, a diminuição do número 
de células da derme, a quebra das fibras colágenas,3 a redução dos 
precursores de colágeno tipos I e III,a redução no número de 
fibroblastos e a hiperplasia do tecido elástico.4 

A pele é o maior órgão do corpo humano, e dependendo 
da região, apresenta variações em sua espessura.5 A derme é 
composta principalmente por fibroblastos ‒ que produzem 
colágeno tipos I e III e fibras elásticas ‒ e matriz extracelular. 
Essa camada é responsável pela tonicidade, elasticidade e firmeza 
da pele.Podemos dividir a derme em camadas superior, média 
e profunda ou inferior, estando a maior concentração de 
fibroblastos e fibras colágenas na região superior.6 

Para justificar os conceitos explicitados em relação à 
derme utiliza-se a técnica histológica através de colorações 
como a hematoxilina-eosina (HE), que permite a visualização 
das fibras colágenas na cor rosa, sendo essa a mais comum e 
rotineira, e, para análise mais específica, e o picrosirius red, que 
cora o colágeno de rosa a vermelho, e é muito importante para 
a análise de resultados após tratamentos específicos, como o 
objetivo deste trabalho.7

OBJETIVO
O objetivo deste estudo clínico prospectivo, comparativo 

e controlado foi verificar se, após a injeção de fibroblastos 
autólogos na pele da região retroauricular, ocorre aumento na 
produção de fibras colágenasna derme humana.

MÉTODOS
Foram selecionadas quatro mulheres, com idades entre 

25 e 60 anos, brancas, procedentes de São Paulo, Brasil, não 
fumantes, que desejavam submeter-se a tratamentos estéticos na 
face, e nelas realizadas duas biópsias de pele com punchs de 5mm, 
na região retroauricular direita. A anestesia local foi efetuada com 
lidocaína sem vasoconstrictor para a remoção do fragmento de 
pele.Esse trabalho foi aprovado pelo Comitê de Ética e Pesquisa 
da Universidade Santo Amaro ‒ Unisa, protocolo 030/2009.

Um dos fragmentos foi transportado para o laboratório de 
cultivo celular e o outro colocado em tubo contendo formol,e 
encaminhado para estudo histopatológico como material do 
grupo-controle. Os espécimes foram corados por HE e pelo 
picrosírius (corante siriusred F3BA em solução saturada de ácido 
pícrico ‒ SPLABOR ‒ SP, Brazil) para a avaliação de fibras 
colágenas.

Processo de extraçao e cultivo de fibroblastos
Os fragmentos coletados foram lavados com PBS 

(Phosphate Buffer Solution ‒ LGC® ‒ Cotia SP,Brazil) a 1% e 

PE (penicilina estreptomicina LGC® ‒ Cotia SP, Brazil). 
Os fragmentos transportados para o laboratório de 

cultivo celular foram transferidos para a solução enzimática 
DPBS e EDTA (Hyqtase- Hyclone® ‒ Logan, Utah), nela 
permanecendo durante quatro horas. Em seguida, a derme foi 
separada mecanicamente da epiderme e dos folículos pilosos. 
Após a remoção da epiderme realizou-se o explante celular da 
derme. Para isso, os fragmentos foram transferidos para garrafas 
de cultura de 25cm3 e incubados durante 30 minutos a 37ºC 
com 5% de CO

2
. Após esse procedimento foram adicionados 

5ml de meio de cultivo contendo L-aminoácidos, sais de 
Earle e bicarbonato de sódio (M199-LGC® ‒ Cotia SP, Brazil) 
suplementado com 10% de soro fetal bovino. O material obtido 
foi levado para cultivo à temperatura de 37ºC, 5% CO

2
 com ar 

umidificado.8

As células cultivadas tiveram as primeiras trocas do 
meio de cultivo a cada dois dias até a expansão celular. Após 
esse período, o meio de cultivo foi trocado a cada quatro dias. 
Com a obtenção de 70% de confluência da cultura primária, 
as células foram tratadas com enzima tripsina 0,25% (LGC® ‒ 
Cotia SP, Brazil), lavadas três vezes com PBS e centrifugadas 
a 1.500rpm durante cinco minutos. O pellet (aglomerado) de 
células foi ressuspenso com 1ml de M199  e 20% de soro fetal 
bovino, e transferido para garrafa de 75cm3, sendo essa a primeira 
doubling passage (1pd). A expansão dos fibroblastos foi feita até a 
terceira passagem (3pd).A última troca de meio em 3pd já em 
confluência de 70% dos fibroblastos foi realizada com M199 
suplementado com 20% de soro autólogo. 

Após a etapa de tripsinização, foi realizada a viabilidade 
celular e posteriormente o pellet de células foi ressuspenso com 
4ml de PBS e dividido em 10 seringas para injeção, contendo 
solução de fibroblastos imersos em 0,4ml de PBS. Esse processo 
consumiu ao todo oito semanas, seguindo-se a etapa de injeção 
dessa solução na pele das pacientes.

Realizada a assepsia da região retroauricular esquerda 
e demais áreas, seguida do uso tópico de pomada anestésica 
com lidocaína a 4% (Dermomax®, Lab Ache, São Paulo, Brasil) 
durante 30 minutos, procedeu-se à injeção dos fibroblastos, 
realizada com seringa de 1ml e agulha 27G1/2. Uma seringa 
foi utilizada para injeção na região retroauricular esquerda, 
considerada área do grupo pesquisa, predominantemente nas 
dermes média e profunda. As seringas restantes foram aplicadas 
nas rítides frontais e periorais, nos sulcos nasogenianos, lábio 
genianos e na pele periorbital para o tratamento geral da face.

Três meses após a injeção de fibroblastos, retiraram-se com 
punchs dois fragmentos da região retroauricular esquerda (área do 
grupo pesquisa) na direção da linha do tragus,para confecção de 
lâminas histológicas, com a finalidade de comparação das fibras 
colágenas entre os grupos-controle e pesquisa.

Esses fragmentos foram também fixados em parafina 
para a confecção das lâminas histológicas e corados por HE e 
picrosírius.

As lâminas assim preparadas foram utilizadas para a 
quantificação e qualificação das fibras colágenas, sendo a 
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Gráfico 1: Perfis individuais e médios da porcentagem de fibras colágenas 
nas três regiões da derme

médias e medianas observadas após a aplicação das células são 
maiores do que as observadas antes da aplicação. As médias e 
medianas da diferença são da mesma magnitude nas três regiões. 
Observa-se também que a variabilidade das medidas (avaliada 
pelo desvio-padrão) é maior na região inferior

Os valores individuais e médios da porcentagem nos 
dois períodos nas três regiões estão representados no gráfico 1. 
Nota-se que, nas três regiões, os valores observados no período 
pós são maiores do que no pré em todos os indivíduos. Esse 
resultado pode também ser visualizado no gráfico 2, no qual 
estão representados os valores individuais e médios da diferença 
da porcentagem das fibras colágenas nos dois períodos  
(pós e pré). 

O teste t pareado apontou que há diferença significativa 
entre as médias da porcentagem de fibras colágenas nos dois 
períodos, sendo a média no pós maior do que no pré, nas regiões 
superior (p = 0,006), média (p = 0,001) e inferior (p = 0,039).

quantificação realizada por meio de fotos obtidas por uma 
câmera Axion Vision 4,2 REL (Carl Zeiss®) acoplada a um 
microscópio Axiolab 2.0 (Carl Zeiss®) e analisadas pelo software 
ImageLab 2000. Foram realizadas fotos para análise da derme 
superior, média e inferior, das lâminas-controle e pesquisa, para 
obtenção da média da porcentagem de colágeno presente no 
tecido pré e pós-infusão de fibroblastos.

Foram calculados os valores das estatísticas descritivas: 
média, desvio-padrão, mínimo, mediana e máximo da 
porcentagem de fibras colágenas nos períodos pré e pós-aplicação 
das células nas três regiões da derme.

Os perfis individuais da porcentagem de fibras nas regiões 
foram representados graficamente. Foi também construído um 
gráfico com os valores individuas da diferença da porcentagem 
nos dois períodos (pós e pré).

Para cada região da derme, foi aplicado o teste t pareado 
(Fisher e van Belle) para comparar as médias da porcentagem 
de fibras nos dois períodos. Foi considerada hipótese alternativa 
unilateral (média no pós maior do que no pré).Nos testes de 
hipótese foi fixado nível de significância de 0,05.

Para a análise qualitativa, foram comparadas as diferentes 
colorações em amarelo e vermelho para fibras colágenas maduras, 
e verde para fibras colágenas jovens das lâminas-controle e 
pesquisa, com o auxílio de uma câmera Axion Vision 4,2 REL 
(Carl Zeiss®) acoplada a um microscópio polarizado Axiolab 2.0 
(Carl Zeiss®), sendo obtidas as fotos desses cortes histológicos.

RESULTADOS
Na terceira passagem (3pd) obteve-se a média de dez 

milhões de células, que foram separadas em dez seringas, contendo 
aproximadamente um milhão de células por seringa, uma delas 
aplicada na região retroauricular esquerda das pacientes.

Na tabela 1 são apresentados os valores observados de 
estatísticas descritivas para a porcentagem de fibras colágenas 
por região da derme e período, e para a diferença entre as 
porcentagens nos dois períodos (pós e pré). Nota-se que as 

Tabela 1: Estatísticas descritivas para a porcentagem de fibras colágenas por região da derme e período, e para a diferença entre as porcentagens 
nos dois períodos (pós e pré)

Região	 Período	 N	 Média	 Desvio-padrão	 Mínimo	 Mediana	 Máximo

Superior	 Pré	 4	 66,1	 2,8	 63	 65,8	 69,7
	 Pós	 4	 75,5	 1	 74,4	 75,5	 76,6
	 Diferença	 4	 9,4	 3,5	 5,2	 9,8	 13
							     
Média	 Pré	 4	 65,8	 1,5	 64,4	 65,5	 67,9
	 Pós	 4	 75,2	 2,6	 72,5	 74,8	 78,7
	 Diferença	 4	 9,4	 1,7	 7	 9,9	 10,8
							     
Inferior	 Pré	 4	 58,7	 7,1	 49,6	 59,9	 65,3
	 Pós	 4	 69	 6,1	 61,9	 68,9	 76,4
	 Diferença	 4	 10,4	 7,8	 3,8	 8,3	 21,1
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Gráfico 2: Valores individuais e médios da diferença da porcentagem das 
fibras colágenas nos dois períodos (pós e pré) nas três regiões da derme 

A avaliação qualitativa de birrefringência da derme 
do grupo-controle e pesquisa está apresentada em forma de 
microfotografia. Foi observada nas imagens do grupo-controle 
uma grande quantidade de fibras colágenas maduras, coradas em 
amarelo avermelhado, em relação às fibras jovens, essas coradas 
em verde, como apresentadas na figura 1.

No grupo pesquisa foi observado aumento na quantidade 
de fibras colágenas jovens tipo III, corados em verde, como 
mostramos nas figuras 2.

DISCUSSÃO
	 A espessura da pele está relacionada principalmente 

com as camadas de fibras colágenas e elásticas que compõem a 
derme.9

O envelhecimento cutâneo10 causa na pele diminuição 
da espessura e da tonicidade, contribuindo para o surgimento de 
flacidez, rugas e linhas de expressão, sendo agravado por fatores 
externos, como, por exemplo, a radiação solar e o tabagismo, 
que são responsáveis por acelerar o processo natural do 
envelhecimento cutâneo. Entre os diversos sinais causados por 
esse efeito, podemos citar a redução do número de fibroblastos e 
a inibição da produção e quebra das fibras colágenas.

A região superior apresenta maior quantidade de 
fibroblastos em comparação às demais regiões da derme e, 
consequentemente, maior quantidade de fibras colágenas,11 o 
que foi possível comprovar neste estudo, após análise das amostras 
da derme do grupo-controle.

A análise das três camadas da derme dos grupos-controle 
e pesquisa mostrarou que após a aplicação de fibroblastos houve 
aumento na quantidade de fibras colágenas em todas as regiões, 
porém o aumento dessas fibras na região profunda foi muito 
grande, promovendo quantidade de fibras proporcional à região 
superior. 

Esse padrão de aumento das fibras colágenas se manteve 
em todas as amostras do grupo pesquisa. De acordo com os 
resultados de análise da birrefringência, este estudo mostra que 
a aplicação de fibroblastos autólogos promoveu aumento na 
quantidade de fibras colágenas12 na derme dos pacientes, o que 
pôde ser observado pelo aumento no número de fibras jovens 
em microfotografia da imagem polarizada.

A escolha da região retroauricular dos pacientes foi 
devida ao fato de sofrer menos exposição aos efeitos ambientais13 
e não ser visível esteticamente. 

Recentes estudos com fibroblastos cultivados podem 
identificar quais substâncias estimulam melhor os genes de ativação 
para produzir colágeno.14,15  Os fibroblastos na pele humana in 
vivo são ativados quando recebem  traumatismo de qualquer 
natureza, com a intenção de reparar a parede danificada, como 
ocorre em peelings químicos,16-18 lasers,19,20 microagulhamento 
com radiofrequência fracionada,21,22 ultrassom focado,23,24 etc. 
Mas não encontramos estudos que mostrassem histologicamente 
a região da derme em pele sadia após aplicação de fibroblastos 
autólogos humanos. Apesar de vários trabalhos apresentarem a 
ação dos fibroblastos cultivados na produção de fibras colágenas, 
não existem referências aos que são injetados em pele humana.    

CONCLUSÃO
De acordo com os resultados da birrefringência, a análise 

das três camadas da derme do grupo pesquisa mostraram que 
após a aplicação de fibroblastos houve aumento na quantidade 
de fibras colágenas em todas elas. lA B

Figuras 2 A e B: A - Microfotografia polarizada (aumento 10x) de fibras 
colágenas maduras evidenciadas em amarelo-avermelhado com picrosirius 

B - Fibras colágenas jovens coradas em verde-azulado com 
picrosirius (aumento 10x)

BA
Figuras 1 A e B: Microfotografia do corte histológico pela coloração de 

picrosirius. Grupo-controle versus grupo pesquisa, representados respecti-
vamente pelas figuras 1 e 2. Aumento 40X
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