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SIGLAS E ABREVIATURAS 

 

AsAP 1000X - Ácido ascórbico 2-fosfato 

Ca²+ - Cálcio 

Cl‾ - Cloro 

CO2 - Dióxido de carbono 

CP - Células progenitoras 

CT - Células-Tronco 

CTA - Células-Tronco Adultas 

CTA-TA – Célula-Tronco Adulta do Tecido Adiposo 

CTE - Células-Tronco Embrionária 

CTF - Células-Tronco Fetal  

CTH - Células-Tronco Hematopoiéticas 

CTM - Células-Tronco Mesenquimais 

CTMm – Célula-Tronco Mesenquimal murina 

cm² - Centimetro quadrado  

CFU-F - Colony Forming Unit-Fibroblasts. Unidades formadoras de colônia semelhantes a 

fibroblastos 

CO2 – Dióxido de carbono 

DMEM - Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (Meio de Eagle modificado por 

Dulbecco’s). 

DMSO – Dimetilsulfóxido 

EGF – Fator de crescimento epidermal 

PGF – Fator de crescimento derivado de plaquetas 

TGF-ß1- Fator de crescimento transformador ß1  

° C - Graus Celsius 

KCl - Cloreto de potásio.  

K+ - Potásio 

HBSS – Hank’s balanced salt solution. Solução salina balanceada 

HCO³‾ - Bicarbonato de sódio 

IBAMA – Instituto Brasileiro do Meio Ambiente 

ISCT - International Society for Cellular Therapy. Sociedade Internacional de Terapia 

Celular 
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Mg² + - Magnésio 

μm - Micrometro  

μL - Microlitro 

mL -Mililitro 

mm² - Milimetro quadrado 

Na - Sódio 

NIH – National Institutes of Health. Instituto Nacional de Saúde 

O2 - Oxigênio 

PBS - Phosphate Buffered Saline. Solução salina tamponada 

pH - Potencial de hidrogênio 

PO4³‾ - Fosfato 

Rosiglitazona - Rosiglitazona 

ISCN - Sistema Internacional de Nomenclatura de Citogenética Humana de 2005  

SBF - Soro Bovino Fetal 

SO4²‾ - Sulfato  

TPP - “Techno Plastic Products”, Trasadingen, Switzerland 

TRYPLE EXPRESS 1X - Tripsina. 
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RESUMO 

 

As células-tronco adultas (CTA) são células multipotentes e não especializadas 

encontradas na medula óssea, no sangue periférico, na córnea, na retina, no cérebro, no 

músculo esquelético, na polpa dental, no fígado, no pâncreas, no epitélio da pele, no 

sistema digestivo, no cordão umbilical e na placenta. Estas células podem se renovar e 

reproduzir indefinidamente e, sob certos estímulos, se transformar em células 

especializadas de diferentes tecidos ou órgãos. O presente trabalho tem como objetivo a 

obtenção de CTA a partir de tecido epitelial de roedores silvestres de espécies diferentes 

(Oecomys concolor - um exemplar fêmea, Proechimys roberti - dois exemplares machos, 

Hylaeamys megacephalus - dois exemplares machos). A metodologia para isolamento e 

cultivo in vitro de amostras do tecido epitelial foi estabelecida, a partir de protocolos já 

descritos, avaliando aspectos morfológicos, estabilidade genômica, contagem e análise da 

viabilidade celular, potencial clonogênico e indução de diferenciação em osteócitos, 

condrócitos e adipócitos. Todas essas análises foram feitas pós-criopreservação das 

culturas. As CTA foram caracterizadas como população homogênea de células que 

proliferam in vitro, como células aderentes à superfície do plástico, tendo morfologia 

semelhante a fibroblastos e formato fusiforme, com alta taxa de crescimento e proliferação 

celular por várias passagens sucessivas, onde a autorrenovação celular foi avaliada por 

ensaios clonogênicos. Na análise para examinar a estabilidade genômica na P3, todas as 

amostras apresentaram cariótipo com número diplóide normal e estável. A metodologia 

empregada nos ensaios para diferenciação das CTA em linhagens osteogênica, 

condrogênica e adipogênica, apresentou resultados satisfatórios, onde as células mostraram 

a marcação desejada através das colorações Alizarin Red S, Alcian Blue e Oil Red O, 

respectivamente. Todas as amostras testadas apresentam capacidade de proliferação e 

diversidade de diferenciação, sendo potencialmente fornecedores de CTA provenientes da 

pele e podendo ser utilizados como organismos modelos de estudos em CT. 

 

Palavras-chave: Células-tronco adulta (CTA), Rodentia, Stricognathi, Sciurognathi. 
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ABSTRACT 

 

The Adult Stem Cells (ASC) are non-specialized multipotent cells found in the 

bone marrow, peripheral blood, cornea, retina, brain, muscles, dental pulp, liver, pancreas, 

skin epithelium, digestive system, umbilical cord and placenta. These cells can indefinably 

reproduce and renew themselves and, under some stimulation, to change into specialized 

cells of different tissues or organs. The present work had the aim of obtaining ASC from 

epithelial tissues from wild rodents of different species (Oecomys concolor – one female, 

Proechimys roberti – two males, Hylaeamys megacephalus – two males). The 

methodology for isolation and in vitro culture of epithelial tissue following the previously 

described protocols, as well as the analysis after cryopreservation of morphology, genome 

stability, counting and cells viability, clonogenic potential and differentiation on 

osteocytes, chondrocytes and adipocytes. The ADC were characterized as a homogeneous 

population of in vitro growing cells adherent to plastic surfaces, which has a morphology 

similar to fibroblasts and with fusiform shape, with high growing rate and cell proliferation 

form many successive passages, where the clonogenic assays evaluated the cell renewing. 

On checking the genome stability on P3, the entire sample had stable karyotypes with the 

correct diploid number. The methodology for ASC differentiation into osteocytes, 

chondrocytes and adipocytes cell lines was satisfactory and the cells demonstrated the 

staining with Alizarin Red S, Alcian Blue and Oil Red O, respectively. The entire sample 

had capacity of proliferation and differentiation, being a potential source of skin ASC. 

These species can be used as models for ASC studies. 

 

Key-words: Adult Stem Cell, Rodentia, Stricognathi, Sciurognathi. 
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1 - INTRODUÇÃO 

Células-tronco (CT) (do inglês “stem cells”), também conhecidas como células-mãe 

ou células estaminais, são células que possuem a melhor capacidade de se dividir dando 

origem a células semelhantes às progenitoras e de se transformar, num processo conhecido 

por diferenciação celular, podendo originar uma variedade de tipos de tecidos do corpo, 

como osso, tecido adiposo, muscular, neuronal, entre outros (WATT & HOGAN, 2000; 

BERNÁ et al., 2001; ODORICO et al., 2001; GRITTI et al., 2002), Tais células podem ser 

classificadas em Células-Tronco Embrionárias (CTE), Células-Tronco Fetais (CTF), 

Células-Tronco Adultas (CTA), Células-Tronco Hematopoiéticas (CTH) e Células-Tronco 

Mesenquimais (CTM) (SCHWINDT et al., 2005). 

As CT podem ser obtidas da camada interna de blastocistos, do encéfalo de fetos, 

do tecido neuronal maduro (substância cinzenta periventricular ou giro denteado do 

hipocampo) ou de tecidos maduros não-neuronais (como medula óssea, sangue periférico, 

córnea, retina, cérebro, músculo esquelético, polpa dental, fígado, pâncreas, epitélio da 

pele, sistema digestivo, cordão umbilical e placenta). Cada fonte de células apresenta 

vantagens e desvantagens (LINDVALL & KOKAIA, 2006). 

As limitações relativas ao transplante de órgãos direcionam os pesquisadores para 

caminhos alternativos de tratamento. Uma das opções é a engenharia tecidual, a qual tem 

apresentado resultados promissores buscando reparar, substituir ou regenerar órgãos e 

tecidos específicos (GRIFFITH et al., 2002). Esta alternativa terapêutica tem como 

objetivo principal tratar a consequência das doenças, cujos tecidos não apresentam 

capacidade de regeneração própria (ARMANDOLA, 2003). 

Pesquisadores passaram a investigar várias populações celulares, como células-

tronco embrionárias, células do cordão umbilical e células-tronco mesenquimais, sugerindo 

que podem ser utilizadas principalmente em terapias celulares (YEH et al., 2003). 

Em 1998, pesquisadores isolaram pela primeira vez células-tronco embrionárias de 

humanos a partir de um blastocisto (THOMSON et al., 1998; . SHAMBLOTT et al., 1998). 

O estabelecimento destas linhagens celulares representa uma ferramenta importante para o 

estudo da "biologia de células-tronco" e enorme potencial para a producão in vitro dos 

mais variados tipos célulares para a realização de terapia celular, teste de novas drogas e 

estudo de sua toxidade.  
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Atualmente, vários tipos de células-tronco têm sido estudadas devido a sua 

capacidade de diferenciação em diversos tecidos, tais como fígado, sistema nervoso 

central, rins, pâncreas, pulmões, pele, trato gastrointestinal, coração e músculo esquelético 

(HERZOG et al., 2003). O isolamento, quantificação e expansão dessas células permitem 

que a terapia celular seja utilizada na tentativa de tratamento em patologias que afetam o 

homem e os animais (BARKER et al., 2003). 

Todavia, existem inúmeras questões éticas referentes às CTE a respeito do seu 

isolamento e cultivo. A retirada das células em embriões com poucos dias de 

desenvolvimento é feita na maioria das vezes com o sacrifício do embrião, o que 

estabelece um dilema ético (MCHUGH, 2004; SANDEL, 2005). 

As questões éticas assumem uma dimensão distinta quando se advoga, em função 

das suas potenciais vantagens, o uso de CTE que implica na destruição de embriões, por 

comparação com a utilização de células-tronco não embrionárias, obtidas de seres humanos 

adultos e sob o seu consentimento (MCHUGH, 2004; SANDEL, 2005). 

O recente avanço na área da pesquisa de CTMs da medula óssea de adulto sugere 

que tais células replicam-se, possibilitando transplante autólogo e possuem a capacidade de 

se diferenciar em células especializadas, como cardiomiócitos, células endoteliais, 

condrócitos, osteócitos, tecido adiposo e células musculares esqueléticas (LEE et al., 

2004). 

Desta forma, este trabalho apresenta uma revisão bibliográfica sobre células-tronco, 

com destaque para o isolamento das CTA a partir de tecido epitelial realizando o cultivo in 

vitro, estudando os mecanismos de expansão, aspectos morfológicos, caracterização e 

diferenciação nas culturas de células de roedores silvestres para confirmar que as células 

isoladas são as células com que se deseja trabalhar. 
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2 - REVISÃO DA LITERATURA 

 

2.1 - CULTIVO CELULAR 

Uma das maiores dificuldades no manuseio de células animais é a manutenção de 

culturas livres de contaminação in vitro, necessitando de técnicas assépticas rígidas. Após a 

descoberta em 1940 de antibióticos tais como penicilina e estreptomicina, a incorporação 

dos mesmos ao meio de cultura de células animais contribuiu para minimizar a ocorrência 

de contaminação. Entretanto, um significativo avanço na habilidade para iniciar culturas de 

células livres de tecido foi o uso da tripsina, também empregada posteriormente em 

subculturas de células dependentes de ancoramento. Esta técnica foi completamente 

desenvolvida até 1950, quando possibilitou o estabelecimento de populações de células 

homogêneas. Isto encorajou um maior emprego da cultura de células em laboratório, após 

uma variedade de cultivos mostrarem características de ótimo desenvolvimento in vitro. Os 

avanços técnicos e o aparecimento de um grande número de companhias comerciais que 

investiram no desenvolvimento de meios, soros e uma gama de outros produtos necessários 

para as culturas de células, fizeram do cultivo celular uma tecnologia viável (FRESHNEY, 

1994). 

Para o cultivo celular em meio líquido é possível controlar precisamente o ambiente 

e a composição do meio de cultivo. Em um cultivo podem ser controlados todos os fatores 

físicos-químicos (pH, temperatura, pressão osmótica, níveis de O2, CO2) e fisiológicos 

(hormônios, fatores de crescimento, densidade celular) (FRESHNEY, 1994). 

A influência do ambiente na cultura é expressa por quatro fatores: 1) natureza do 

substrato ou a fase em que cada célula cresce, isto é um substrato sólido, monocamada de 

crescimento em plástico; 2) meio semi-sólido com gel de colágeno ou agar de acordo com 

a constituição fisiológica e físico-química do meio; 3) cultura líquida em suspensão de 

acordo com a constituição da fase de gás; 4) temperatura de incubação (FRESHNEY, 

1994). 

A temperatura e o pH são algumas das condições operacionais que devem ser 

acompanhadas durante o cultivo de células. A temperatura é fator de grande importância 

para a célula, pois influencia no metabolismo, na síntese e na degradação de proteínas 

secretadas no produto. Células de mamíferos são cultivadas a 37º C, aves entre 38º e 40º C 

e anfíbios, peixes, insetos e répteis entre 20º e 36º C. Dependendo da cultura celular, a 
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diminuição de temperatura ao longo do cultivo acarreta em perdas nas taxas de síntese 

protéica. O pH do meio deve ser ajustado entre 7.2 e 7.4. Para pequena escala, até 1L de 

meio de cultura, bons resultados para o controle do pH podem ser obtidos apenas agindo 

sobre as mudanças de coloração do indicador vermelho de fenol presente nos meios. Ele é 

vermelho quando o pH é 7.4; torna-se laranja com o pH 7.0; amarelo com 6.5; amarelo 

limão quando o pH está abaixo de 6.5; rosa no pH de 7.6 e púrpura com 7.8. Algumas 

linhagens de fibroblastos proliferam em meio com pH entre 7.4 e 7.7, células diferenciadas 

proliferam em pH entre 7.0 e 7.4, enquanto algumas células epidérmicas podem ser 

mantidas em pH 5.5 (FRESHNEY, 1994). 

O correto suprimento de gases essenciais como oxigênio (O2) e dióxido de carbono 

(CO2) é importante para a obtenção de um alto rendimento de produto, pois estes gases 

possuem funções metabólicas. O dióxido de carbono (CO2) contribui para o controle do pH 

do meio e o oxigênio (O2) é considerado nutriente chave do meio de cultura. O dióxido de 

carbono (CO2) desempenha um papel mais complexo que o oxigênio (O2) dentro do meio 

de cultivo, pelo fato de suas ações estarem inter-relacionadas, como por exemplo, o 

aumento da concentração de dióxido de carbono (CO2) diminui o pH do meio de cultivo 

das células (FRESHNEY, 1994). 

Em geral, para garantir um bom crescimento em cultivo de células é necessário 

acrescentar ao meio: glicose como fonte de carbono e energia, aminoácidos, soro bovino 

fetal (SBF), sais e antibióticos. O uso de antibióticos em meios para cultivo celular deve 

ser considerado mais como uma medida adicional de segurança, mas não como um método 

de esterilização de meio de cultura (FRESHNEY, 1994). 

A presença de aminoácidos essenciais, ou seja, aqueles que não são sintetizados 

pelo organismo, são fundamentais para o desenvolvimento da cultura. A concentração dos 

mesmos usualmente limita a obtenção da concentração máxima de células, podendo 

influenciar na sua sobrevivência e na taxa de crescimento. Cistina, glutamina, isoleucina e 

serina são os aminoácidos utilizados mais rapidamente pelas células e, portanto, são os 

primeiros a serem consumidos (FRESHNEY, 1994).  

Os sais contendo íons Na+, K+, Mg²+, Ca²+, Cl‾, SO4²‾, PO4³‾ e HCO³‾ são os 

principais componentes que contribuem para a osmolaridade (pressão osmótica) do meio. 

Os íons Ca²+, Na+, K+ e Cl‾ regulam o potencial de membrana, enquanto que os íons 
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SO4², PO4³‾ e HCO³‾ são precursores nutricionais de moléculas além de reguladores da 

carga intracelular (FRESHNEY, 1994). 

O meio de cultivo é produzido comercialmente na forma em pó e líquida. Na forma 

em pó ele tem a vantagem de se manter estável por mais de 24 meses se conservado bem 

fechado e em freezer à -20ºC. Deve conter uma grande reserva de nutrientes essenciais 

para suportar o crescimento das células, principalmente no ciclo final da cultura, onde 

usualmente mais de 10
6
 células/mL estão presentes. O meio DMEM (Meio Essencial 

Mínimo de Dulbecco) destina-se a cultura de mamíferos (células humanas e tecidos ou 

células animais) e é o mais indicado quando se está trabalhando com uma alta densidade de 

células, possivelmente devido ao fato da concentração de certos aminoácidos essenciais e 

vitaminas ser muito superior aos dos demais meios de cultura (FRESHNEY, 1994).  

Para o cultivo de células adiciona-se soro bovino fetal, devido a grande quantidade 

de fatores presentes no mesmo, que estimulam o crescimento celular. O soro é, 

usualmente, um componente essencial para a cultura de células e sua ausência pode 

ocasionar uma baixa taxa de crescimento. Ele possui duas funções. A primeira consiste em 

auxiliar a adesão das células as superfícies das garrafas de culturas. A segunda é promover 

a proliferação de células devido à presença de citocinas, hormônios e fatores de 

crescimento, como o fator de crescimento derivado de plaquetas (PGF) e fator de 

crescimento epidermal (EGF) responsável por estimular a divisão celular (TAPP et al., 

2009). 

A maioria das culturas in vitro de células de vertebrados cresce em monocamada ou 

sobre substrato artificial. O crescimento espontâneo em suspensão é restrito às células 

hematopoiéticas, especialmente tumores de roedores e alguns tumores, inclusive de 

humanos (FRESHNEY, 1994). 

 

2.2 – AS CÉLULAS-TRONCO 

Célula-tronco é um tipo especial de célula que tem a capacidade de indiferenciação, 

por não apresentar função específica nos tecidos e ser capaz de se proliferar, originando 

outras células-tronco e mantendo-se em estado indiferenciado por longos períodos, tanto in 

vitro, quanto in vivo. Esta propriedade mantém a população de células-tronco ao longo do 

tempo. Também apresenta capacidade de se diferenciar em células maduras, originando 

unidades especializadas com atividade funcional normal como as demais do tecido 



6 

 

particular em que se encontram, sendo esta propriedade denominada de diferenciação 

(NARDI & AFONSO, 2006; COLOMÉ, 2007; GOMPERTS & STRIETER, 2007; 

BYDLOWSKI et al., 2009; NIH, 2009).  

As células-tronco são células em repouso que apresentam diferentes padrões de 

divisão celular conhecidas como divisão celular assimétrica e divisão celular simétrica 

também conhecida como processo de auto-renovação (MUSCHLER & MIDURA, 2002). 

Na divisão celular assimétrica, a célula-tronco é ativada por algum sinal ou evento que 

induz a saída do seu estado de repouso e a sua reprodução originando duas células filhas 

diferentes. A primeira é idêntica à célula-mãe e permanece em estado de repouso até 

receber algum estímulo. A outra célula-filha é chamada célula progenitora, e pode se 

diferenciar em uma célula tecidual madura ou se reproduzir simetricamente, produzindo 

um grande número de células progenitoras (Figura 1) (VAZ, 2006). Na divisão celular 

simétrica (auto-renovação) uma célula-tronco prolifera simetricamente produzindo duas 

células filhas idênticas a ela. As células progenitoras derivam de uma célula-tronco e são 

parcialmente indiferenciadas. Elas podem passar por um processo de diferenciação celular 

e se transformar em células teciduais diferenciadas (células maduras) ou se reproduzir 

simetricamente, produzindo um grande número de células progenitoras que serão as 

responsáveis pela formação dos mais variados tipos celulares que compõe os tecidos do 

organismo (Figura 2) (VAZ, 2006). Acredita-se que a proliferação celular esteja 

relacionada à regulação da atividade da enzima telomerase, a qual é responsável pela 

manutenção do comprimento dos telômeros e pela estabilidade estrutural cromossômica de 

células eucariontes. Telômero é a porção terminal de cromossomos eucarióticos (sequência 

TTAGGG) que os protege contra fusão e mistura de material genético (BODNAR et al., 

1998; TAM et al., 2007). 

O papel da telomerase na manutenção da proliferação celular é o que difere a 

célula-tronco de outros tipos celulares. Na maior parte das células somáticas essa enzima é 

apenas ativa durante a embriogênese, sendo suprimida após o nascimento. Em células-

tronco e células progenitoras a telomerase se mantém ativa estimulando a reposição e auto-

renovação celular (GREIDER & BLAKBURN, 1985; TAM et al., 2007). A diminuição de 

sua atividade resulta no encurtamento do telômero, diminuição da taxa de proliferação 

celular e posterior senescência da célula (NUGENT et al., 1998; TAM et al., 2007). 
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Figura 1. Representação esquemática da divisão celular assimétrica de célula-tronco. A 

célula-tronco (azul) se reproduz, originando duas células filhas diferentes. A primeira é 

idêntica à célula-mãe e permanece em estado de repouso até receber algum estímulo. A 

outra célula-filha (vermelha) é chamada célula progenitora, e pode se diferenciar em uma 

célula tecidual madura (com o núcleo em amarelo) ou se reproduzir simetricamente, 

produzindo um grande número de células progenitoras (VAZ, 2006). 

 

  

 

Figura 2. Representação esquemática da divisão celular simétrica das células progenitoras 

(auto-renovação). As células progenitoras derivam de uma célula-tronco e são 

parcialmente indiferenciadas. A célula progenitora (vermelha) se reproduz, originando 

duas células filhas idênticas a ela. Uma com o núcleo amarelo passa por um processo de 

diferenciação celular e se transformar em células teciduais diferenciadas (células maduras). 

A outra em vermelho se reproduz simetricamente, produzindo um grande número de 

células progenitoras que serão responsáveis pela formação dos mais variados tipos 

celulares que compõe os tecidos do organismo (VAZ, 2006). 
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Dessa forma, as células-tronco podem ser definidas segundo três propriedades: I) 

auto-renovação, ou seja, capacidade de originar outra célula-tronco com características 

idênticas; II) habilidade de se diferenciar em células maduras com morfologia e função 

específicas e, III) capacidade de repor células mortas ou danificadas durante o 

remodelamento tecidual, processo altamente regulado e organizado (SLACK, 2000; 

ULLOA-MONTOYA et al., 2005; LAKSHMIPATHY & VERFAILLIE, 2005; MOORE et 

al., 2006; DALERBA et al., 2007). 

As células-tronco podem ainda ser classificadas segundo a sua potencialidade em:  

I) Totipotentes: células capazes de gerar todos os tipos de celulares embrionários e 

extra-embrionários, com o zigoto e o blastômero (ZHANG et al., 2006). 

II) Pluripotentes: compreendem uma classe de células-tronco capaz de originar os 

mais de 200 tipos de células conhecidas do corpo humano. Uma única célula-tronco 

pluripotente pode dar origem a células que se formam a partir das três camadas 

germinativas (mesoderma, endoderma e ectoderma) de onde os tecidos do corpo são 

originados. As únicas fontes conhecidas de células-tronco pluripotentes são aquelas 

isoladas e cultivadas de embriões humanos e do tecido fetal destinado a fazer parte das 

gônadas (crista gonadal) (ZHANG et al., 2006). 

III) Multipotentes: são células isoladas de vários órgãos adultos autorrenováveis 

com capacidade de diferenciação mais limitada, mas ainda capazes de originar               

múltiplos tipos celulares de órgãos específicos, que originam células de um sub-grupo de 

linhagens celulares  do mesmo folheto embrionário, como as células-tronco mesenquimais 

(CTM), células-tronco hematopioéticas (CTH) e células-tronco neurais (ZATZ, 2004; 

MEIRELES et al., 2006; NARDI & MEIRELES, 2006). 

 

 2.3 - CÉLULAS-TRONCO EMBRIONÁRIAS 

As células-tronco embrionárias são derivadas de um grupo de células presentes em 

um dos estágios mais precoces do desenvolvimento do embrião humano chamado 

blastocisto, cinco dias após a fertilização (BISWAS & HUTCHINS, 2007; FOYGEL et al., 

2008). Ele é utilizado para a captação de CTE, que são derivadas da massa celular interna. 

Deste modo, um embrião humano normal de 5 dias é formado por 200 a 250 células, das 

quais a maioria pertence ao trofoectoderma (ZHANG et al., 2006). Por meio de uma 

micro-cirurgia ou imuno-cirurgia, as células da massa interna são captadas (número médio 
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de 30 a 34 células) e podem ser expandidas em cultura na presença de fatores que impeçam 

a sua diferenciação (Figura 3). O uso de fatores tróficos é essencial, visto que, na sua 

ausência, as CTE podem se diferenciar espontaneamente em todos os tipos de tecidos, 

inclusive em células germinativas. Elas são consideradas pluripotentes (GAGE, 2000) e 

são capazes de gerar células maduras dos três folhetos embrionários. Entretanto, e até em 

consequência de seu elevado potencial de diferenciação, possuem altíssimo poder 

replicativo, o que torna extremamente difícil o controle de seu crescimento tanto in vitro 

quanto in vivo. 

 

 

Figura 3. A partir de um blastocisto, células-tronco são extraídas e manipuladas in vitro, 

para que possam originar diferentes tecidos, com o potencial para serem transplantados 

(SCHWINDT et al., 2005). 

 

O estabelecimento de culturas de linhagens celulares pluripotentes a partir de 

blastocistos de camundongos foi primeiramente descrito no início da década de 80. Estas 

linhagens demonstravam capacidade de diferenciação in vitro e in vivo (EVANS & 

KAUFMAN, 1981). Tais células são extraídas em sua fase embrionária, ou seja, antes de 

iniciada a organogênese. 

Thomsom et al., (1998);  Shamblott et al., (1998) e Reubinoff et al., (2000) 

descreveram, um método que permite isolar e cultivar CTE humanas. O estabelecimento 

destas linhagens celulares estimulou a investigação em células-tronco de origem humana e 

sugeriu a sua aplicação potencial como recurso terapêutico. 
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Em teoria, as CTE podem ser cultivadas e tratadas para se diferenciarem em 

qualquer tecido ou célula do corpo. Em resposta a estímulos extracelulares apropriados, as 

células-tronco possuem o potencial de auto-renovação através de divisões simétricas e 

diferenciação em linhagens celulares específicas por intermédio de divisões assimétricas. 

Para obtenção de cultura das CTE, Evans & Kaufman (1981) consideraram que o 

sucesso depende de três fatores: o estágio exato das células existentes no embrião, a 

retirada do número suficiente de células e as condições de cultivo que conduzam mais à 

multiplicação do que a diferenciação. 

No entanto, há importantes questões éticas envolvidas na extração de tais células de 

humanos, como já mencionado (MCHUGH, 2005; SANDEL, 2005). 

 

2.4 - CÉLULAS-TRONCO FETAIS 

As CTF são uma fonte alternativa de células tronco e podem ser isoladas do próprio 

feto e de estruturas extra-fetais de suporte, como o cordão umbilical e o seu sangue, a 

membrana amniótica, o líquido amniótico e a placenta (BOSSOLACO, 2004). Assim como 

as CTA, as CTF não se diferenciam espontaneamente e ainda apresentam outras vantagens: 

estão presentes em abundância por todo o organismo em desenvolvimento e possuem 

maior potencial de auto-renovação. Existe um crescente interesse na utilização de células 

fetais em engenharia tecidual, para tratamento de diversos defeitos congênitos (FUCHS et 

al., 2003). A maioria destas células prolifera mais rapidamente, em meio de cultura, 

quando comparadas às células após o nascimento com grande potencial de uso para terapia 

celular (FINE, 1994; BARTLEY et al., 2005; LUAN et al., 2005; QU et al., 2005). 

 

2.5 - CÉLULAS-TRONCO ADULTAS 

São células indiferenciadas encontradas em todos os órgãos e tecidos pós-natais 

(MEIRELLES et al., 2008), que podem se renovar e reproduzir indefinidamente e, sob 

certos estímulos, se transformar em células especializadas de diferentes tecidos ou órgãos. 

Estas células são encontradas na medula óssea, sangue periférico, córnea, retina do 

olho, cérebro, músculo esquelético, polpa dental, fígado, pâncreas, epitélio da pele, sistema 

digestivo, cordão umbilical e placenta (KERKIS et al., 2004; TARNOWSKI & SIERON, 

2006; SANTOS et al., 2004; MEIRELES et al., 2006; NARDI & MEIRELES, 2006). Elas 

possuem determinada duração de plasticidade e capacidade de auto-renovação e 
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diferenciação mais limitada do que as CTE, sendo assim multipotente e usualmente de 

linhagens específicas, possuindo menor potencial teratogênico quando comparado às CTE 

(BAJADA et al., 2008; PRESTON et al., 2003; ULLOA-MONTOYA et al., 2005). 

As CTA não são capazes de manter suas propriedades por longos períodos em 

culturas e podem ser induzidas à diferenciação com a administração de fatores de 

crescimento apropriados ou outros sinais externos (WURMSER et al., 2004; NIH, 2001; 

NIH 2009). Uma das fontes mais utilizadas para a extração de CTA é a medula óssea, 

amplamente estudada face ao uso clínico em transplantes em humanos. 

Nesse tecido, encontramos dois tipos de células-tronco: as células-tronco 

hematopoiéticas (CTH) e as células-tronco mesenquimais (CTM) (SCHWINDT et al., 

2005; CARSTANJEN et al., 2006; NAKAGE & SANTANA, 2006).  

As CTA da medula óssea além de poder fazer a reconstituição hematopoiética, 

podem tornar-se precursores de células neurais (BRAZELTON et al., 2000; MEZEY et al., 

2000; EGLITIS & MEZEY, 1997; KREBSBACH & ROBEY, 2002), células hepáticas e 

dos três tipos de músculo: cardíaco, esquelético e liso (BONILLA et al., 2005; FERRARI 

et al.,1998; MINGUELL et al., 2000; PETERSEN et al., 1999; SCHWARTZ et al., 2002). 

As células-tronco adultas têm sido isoladas, com grande sucesso, de uma grande 

variedade de tecidos (BLAU et al., 2001; MEIRELLES et al., 2006; ZUK et al., 2002; 

NIXON et al., 2008; BUNNELL et al.,2008; MARCHENKO & FLANAGAN, 2007; 

GOLDRING et al., 2002; BLANPAIN et al., 2007; GRITTI et al., 1996; MEIER et al., 

2009) e foi comprovado o seu potencial de diferenciação. Por exemplo, estas células 

podem dar origem a linhagens de células ósseas, cartilaginosas, adiposas, musculares, 

hepáticas, endoteliais, epiteliais e neurogênicas (BROOKE et al., 2007.; PERONI et al., 

2008.; MARCHENCO & FLANAGAM, 2007; GOLDRING et al., 2002.; BLANPAIN et 

al., 2007; LAGASSE et al., 2000; GRITTI et al., 1996). 

Há evidentes demonstrações de que algumas populações de células-tronco isoladas 

de tecidos adultos apresentam certa plasticidade, de acordo com os sinais do ambiente 

extracelular, propriedade conhecida como transdiferenciação (WAGERS et al., 2004) e 

podem diferenciar-se em tipos celulares não relacionados ao seu tecido de origem quando 

transplantadas em receptores (SCHWINDT et al., 2005; VERFAILLIE et al., 2002; WATT 

& HOGAN, 2000; MARTIN & WATT, 2003; RAFF, 2003; BOCELLI-TYNDALL et al., 

2007; LI et al., 2009; GOMPERTS & STRIETER, 2007; LERI et al., 2006) (Figura 4).  
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Figura 4. Representação esquemática da plasticidade das CTA da medula óssea e do 

cérebro. Tecidos originados a partir da Medula óssea e Cérebro. (CYTOTHERA, 2012). 

 

Estudos com CTA da medula óssea de camundongos demonstram a caracterização 

destas células após indução in vitro em osteócitos, condrócitos e adipócitos (Figuras 5 e 6). 

(MEIRELLES & NARDI, 2003; VALORANI et al., 2010). 
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Figura 5. Diferenciação de CTMm em cultura de longa duração. (A) Diferenciação 

osteogênica, passagem 8, presença de matriz extracelular rica em cálcio, coloração Alizarin 

Red S. (B) Diferenciação adipogênica, passagem 33, presença de vacúolos lipídicos 

coloração Oil Red O. (C) Cultura submetida a indução osteo, corada com Alizarin Red S e 

Sudam Black B, evidenciando diferenciação adipogênica junto com diferenciação 

osteogênica. (D) Diferenciação adipogênica espontânea, passagem 33 mantendo 

confluência por 4 semanas, coloração  Oil Red O. (Modificado de Meirelles & Nardi, 

2003).  

 

 

 
Figura 6. Diferenciação de AT-CTM. Diferenciação em linhagens celulares adipogênica, 

condrogênica e osteogênica. (A) Diferenciação adipogênica, presença de gotículas lipídicas 

intracelulares, coloração Oil Red O. (B) Diferenciação condrogênica, presença de 

proteoglicanos sulfatados, coloração Alcian Blue. (C) Diferenciação osteogênica, presença 

de matriz extracelular rica em cálcio, coloração Von Kossa. Barra A x B e C = 100 μm. 

(Modificado de Valorani et al., 2010). 

 

A 
B C 
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2.6 - CÉLULAS-TRONCO HEMATOPOIÉTICAS 

As CTH são CTA encontradas na medula óssea, multipotente, com grande 

capacidade de autorrenovação e potencial proliferativo, o que possibilita a sua 

diferenciação em células progenitoras (CP) de todas as linhagens sanguíneas e a 

reconstituição da população hematopoiética a partir de uma única célula (GROTTO & 

NORONHA, 2003). Foram conhecidas como CT há mais de 40 anos e são responsáveis 

pela formação de todos os tipos de células sanguíneas. A frequência de CTH na medula 

óssea é cerca de 1 em cada 10
4 

células, constituindo cerca de 0,05% a 0,1% da medula 

óssea, sendo o restante composto por células estromais (CTM), células progenitoras (CP) e  

células sanguíneas (NIH, 2001; RATHJEN & RATHJEN, 2004; LODISH et al., 2005). 

As CTH, ao realizarem divisão celular, originam uma célula indiferenciada (auto-

renovação), igual à CTH, e uma célula progenitora capaz de formar as células sanguíneas. 

As células progenitoras (CP) são células derivadas da CTH que se encontram 

comprometidas com o processo de diferenciação celular, porém possuem capacidade de 

auto-renovação reduzida em relação às CTH. As células precursoras, derivadas das (CP), 

são reconhecidas pelas características morfológicas, possuem baixa capacidade de auto-

renovação e elevada atividade mitótica produzindo as células maduras das CTM (MINTZ 

et al.1984; LEMISCHKA et al. 1986) (Figura 5). 
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Figura 7. Representação esquemática de CTH da medula óssea. As células sanguíneas 

maduras surgem de um precursor comum (Célula-Tronco Hematopoética), através de 

várias etapas de maturação. A CTH possui capacidade de autorrenovação, esta capacidade 

é perdida ao longo do processo de diferenciação. CPM= Célula Progenitora Mielóide 

origina PME= Progenitores Megacariócitos/Eritrócitos (Megacariócitos, Eritrócitos e 

Plaquetas) e PGM= Progenitores Granulócitos/Monócitos (Granulócitos, Monócitos, 

Macrófagos, Neutrófilo, Basófilo, Eusinófilo); CPL=Célula Progenitora Linfóide origina 

(Células Dendríticas, Linfócitos T, B e NK). Ambos CPM e CPL originam a Célula 

Dendrítica. (UCCELI et al, 2007).  

 

2.7 - CÉLULAS-TRONCO MESENQUIMAIS 

As CTM derivadas da medula óssea, também conhecidas como células-tronco 

esqueléticas, células estromais da medula óssea (PROCKOP et al., 2003) ou, como 

recentemente sugerido pela International Society for Cellular Therapy (ISCT) 

(ABDALLAH et al., 2008, HORWITZ et al., 2005), células estromais mesenquimais 

multipotentes presentes em todos os órgãos do corpo com capacidade de diferenciação em 

várias linhagens de células do tipo mesodérmico e não mesodérmico originando diversos 

tecidos, incluindo osso, cartilagem, tecido adiposo, tendão, músculo, miócitos, neurônios e 

astrócitos in vitro e in vivo (POUNTOS & GIANNOUDIS, 2005; GIORDANO et al., 

2007) (Figura 6), sendo que há evidências de que a frequência dessas células na medula 

óssea de seres humanos declina com a idade (FIBBE, 2002).  
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Constituem uma pequena população celular da medula óssea, correspondendo a 

cerca de 0,001% a 0,01% de todas as células nucleadas medulares (PITTENGER et al., 

1999), mas que pode ser facilmente isolada, cultivada e manipulada in vitro (MEIRELLES 

& NARDI, 2003). Apresentam uma enorme plasticidade e um grande potencial terapêutico 

(ZAGO & COVAS, 2004; NARDI & MEIRELLES, 2006; BROOKE et al., 2007), 

portanto atrativas para utilização na terapia celular. Essas células apresentam alto poder 

replicativo e podem ser obtidas pela simples punção óssea, e assim servir como fonte de 

células para auto transplantes. 

 

 

Figura 8. Potencial de diferenciação em múltiplas linhagens da CTM. As CTM são 

capazes de se proliferar intensamente antes da diferenciação em vários tipos de tecidos 

mesenquimais e tipos celulares como: osso, cartilagem, músculo, estroma, tendão e tecido 

adiposo (CAPLAN & BRUDER, 2001). 

 

A existência de células-tronco não hematopoiéticas na medula óssea foi 

inicialmente sugerida por Cohnheim, há mais de 130 anos. No entanto, foi com os achados 

de Friedenstein et al. (1974), que essa teoria veio a ser comprovada com a descoberta das 

células-tronco mesenquimais. Eles encontraram, em uma cultura de células da medula 
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óssea, uma população de células aderidas ao plástico com morfologia fusiforme, 

semelhantes a fibroblastos e também observaram que essas células possuíam capacidade 

para se diferenciar em colônias que lembravam pequenos depósitos de osso ou cartilagem. 

(FRIEDENSTEIN et al., 1974; PROCKOP, 1997). 

As CTM da medula óssea tem algumas características que as distinguem das células 

hematopoiéticas. Esses dois tipos celulares são de fácil separação in vitro. Quando a 

medula óssea é dissociada e o material é coletado em um gradiente de concentração, as 

CTM, quando dispensadas em frascos próprios para cultivo, aderem-se a superfície dos 

frascos, enquanto as células-tronco hematopoiéticas não possuem essa capacidade de 

adesão (KIRSCHSTEIN, 2001). 

Pesquisas revelaram que as células progenitoras mesenquimais (representadas 

coletivamente por CFU-F, do inglês colony forming units fibroblast, ou unidades 

formadoras de colônia semelhantes a fibroblastos) (LURIA et al., 1971; OWEN, 1988) 

originam populações heterogêneas funcionais de elementos estromais semelhantes a 

fibroblastos indiferenciados; tais elementos conservam seu potencial para se proliferar e 

diferenciar em tecidos especializados. Estas células podem representar um reservatório de 

populações de múltiplas linhagens de progenitores mesenquimais/estromais que se 

encontram em um estágio intermediário de diferenciação. Pesquisas são dedicadas ao 

entendimento dos mecanismos biológicos que são únicos à notável plasticidade destas 

células, as quais poderão ser utilizadas para tratar doenças genéticas e degenerativas, 

quando aliadas a terapia gênica, assim como regenerar tecidos (LA RUSSA et al., 2002). 

O cultivo de CTM é feito selecionando-se as células com propriedade de adesão ao 

plástico, enquanto as células que permanecem em suspensão são facilmente removidas. 

Outros tipos celulares “contaminantes” (como macrófagos e linfócitos) são eliminados 

após determinado número de passagens (JAVAZON et al., 2004; HORWITZ et al., 2005; 

KEATING, 2006; OLSSON, 2009). Estas células in vitro, quando submetidas a diferentes 

estímulos, foram descritas como capazes de diferenciação em células das linhagens 

osteogênica (KULTERER et al., 2007; PARK et al., 2006), adipogênica (DE GEMMIS et 

al., 2006), condrogênica (HASHIMOTO et al., 2006), neurogênica (ANISIMOV et al., 

2007) e cardiogênica (AMADO et al.,2005).  

O sangue periférico e o cordão umbilical também são fontes de CTM, todavia 

apresentam pouca quantidade desse tipo celular, comparado com a medula óssea 
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(WEXLER et al., 2003), além de ainda não estarem bem estabelecidas as condições ideais 

de cultivo. 

A capacidade de expansão das CTM em culturas tem facilitado o desenvolvimento 

de ensaios clínicos para avaliar a segurança, as características e a eficácia do transplante 

dessas células para uma variedade de doenças (DEVINE, 2002). 
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3 – JUSTIFICATIVA 

Atualmente, estudos demonstram que CTA podem ser isoladas dos mais diferentes 

tipos de tecidos humanos e de outros modelos animais, sendo a principal fonte e as mais 

estudadas as da medula óssea que, sob certos estímulos, se transformam em células 

especializadas de diferentes tecidos ou órgãos. 

Estudos com CTA têm demonstrado que possuem habilidade para se diferenciar em 

várias linhagens de células do tipo mesodérmico (POUNTOS & GIANNOUDIS 2005;  

KIM et al., 2007; KUNISAKI et al., 2006; KUNISAKI et al., 2007; ZHENG et al., 2008) e 

não mesodérmico  (DONALDSON et al., 2008; MIMURA et al., 2004; MEIER et al., 

2009; BLANPAIN et al., 2007). 

O uso clínico de CTA em terapia celular para o tratamento de doenças crônico-

degenerativas vem sendo desenvolvida. Essa terapia consiste na utilização de células-

tronco com capacidade de se diferenciar em uma ampla variedade de células pertencentes a 

tecidos conectivos (GIORDANO et al., 2007; KIM et al., 2007).  

Após a exposição das características da CTA fica demonstrada a capacidade de 

heterogeneidade e plasticidade destas células. Entretanto, ainda são necessários protocolos 

para um melhor entendimento de seus métodos de diferenciação. 

Diante do exposto, fica evidenciado a importância e justificativa para a continuação 

dos estudos nas CTA e em todas as vertentes, inclusive em animais da Biodiversidade da 

Amazônia. 

Sendo assim, nesta dissertação, o conjunto de experimentos realizados e os 

resultados obtidos irão contribuir para a determinação das condições ideais para cultivo e 

estabelecimento das culturas de CTA in vitro a partir de tecido epitelial dos roedores 

silvestres. 

As culturas foram utilizadas para análise da morfologia, avaliação do crescimento 

celular através da curva de crescimento, ensaio clonogênico, estudo citogenético, indução 

de diferenciação em osteócitos, condrócitos, adipócitos e identificação das células 

diferenciadas em linhagens osteogênicas, condrogênicas e adipogênicas. 

Modelos animais representam uma importante ferramenta à pesquisa biológica 

(RUSSEL, 1992). Quando o foco de maior interesse é o homem, modelos em espécies 

animais de mamíferos permitem inúmeras abordagens em situações normais ou 

patológicas. Neste contexto, roedores são de grande utilidade na pesquisa da biologia e 
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áreas médicas, decidimos desenvolver prioritariamente toda essa metodologia para isolar e 

cultivar in vitro CTA de roedores silvestres proveniente do nosso biorrepositório de 

células. 

O Laboratório de Citogenética da UFPA, onde esta dissertação foi desenvolvida, 

possui recursos para o projeto “Bioprospecção de células-tronco mesenquimais na 

biodiversidade brasileira” cujo objetivo principal é a implantação da técnica de 

bioprospecção de células-tronco mesenquimais (MSC) a partir de linhagens de células 

existentes em nosso biorrepositório de células. Estas linhagens são provenientes de outros 

projetos de pesquisas, como o de “Estudo da biodiversidade de vertebrados da Amazônia” 

que visa a caracterização citogenética de espécies. 
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4 - OBJETIVOS 

 

4.1 - OBJETIVO GERAL  

Desenvolver metodologia para isolar, cultivar, avaliar a multipotencialidade, e 

caracterizar CTA derivadas do tecido epitelial de roedores silvestres da Amazônia 

(RODENTIA -STRICOGNATHI - SCIUROGNATHI) no Laboratório de Citogenética do 

Instituto de Ciências Biológicas da Universidade Federal do Pará. 

 

4.2 - OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

1 - Padronizar o cultivo de CTA do tecido epitelial de roedores silvestres pelo 

método enzimático da colagenase; 

2 - Analisar as células isoladas sob os aspectos morfológicos, citogenéticos e de 

diferenciação celular; 

3 - Avaliar do crescimento celular; 

4 - Fazer o ensaio clonogênico; 

5 - Induzir a diferenciação celular em osteócitos, condrócitos e adipócitos; 

6 - Indicar modelos animais para estudo de CT. 
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5 - MATERIAL E MÉTODOS 

 

5.1 - CARACTERIZAÇÃO DA AMOSTRA 

As amostras do presente estudo foram constituídas de material biológico de cinco 

espécimes descritos na Tabela 1. 

 

Tabela 1. Resumo das informações das espécies coletadas. 

Espécie Protocolo Localização 

Oecomys concolor Sma-07, ♀ Serra do Apiaú-RO 

Proechimys roberti Sma-09, ♂ Serra do Apiaú-RO 

Proechimys roberti Fsl-238, ♂ Fazenda Nsa. Sra. do Carmo, Monte do 

Carmo-TO 

Hylaeamys 

megacephalus 

Fsl-250, ♂ Fazenda Nsa. Sra. do Carmo, Monte do 

Carmo-TO 

Hylaeamys 

megacephalus 

Fsl-243, ♂ Fazenda Nsa. Sra. do Carmo, Monte do 

Carmo-TO 

 

5.2 - MÉTODOS 

Nos fluxogramas de trabalho 1 (p. 23) e 2 (p. 24), estão apresentados a sequência 

dos experimentos executados. Os detalhamentos dos métodos utilizados do fluxograma de 

trabalho 1 estão descritos nos ítens 5.3 até 5.5. E os detalhamentos dos métodos utilizados 

do fluxograma de trabalho 2 estão descritos nos itens 5.5 até 5.13.3. 
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Fluxograma de trabalho - 2 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Terceira passagem 

(P3) 
 
 

 

Tripsinização 
 

 

Alta densidade celular 
 

 

Tripsinização 
 

 Congelamento das células 
 

 Armazenamento das células 
 

 Descongelamento das células 
 

 Terceira passagem 

(P3) 
 
 

 
Imagens fotográficas 

 

 Análises morfológicas 
 

 Análise citogenética 
 

 Curva de crescimento 
 

 Ensaio clonogênico 
 

 Diferenciação  in vitro 
 

 
 



25 

 

5.3 - COLETA DO MATERIAL BIOLÓGICO 

Foram coletadas amostras de tecido epitelial dos animais. Os procedimentos de 

coleta foram realizados por biólogos ou técnicos da instituição responsável pelos animais, 

conforme licença permanente número13248-1 do IBAMA. Foi feita assepsia na orelha ou 

pele de animais de onde foi retirada a biópsia com três banhos sucessivos com algodão 

embebido em álcool iodado, posteriormente o local foi limpo com álcool 70% para a 

retirada do iodo, pois o mesmo é antimitótico. Com auxílio de bisturi e pinça estéreis, a 

biópsia foi colocada em tubo de centrifuga de 15 mL com meio enriquecido com (SBF) e 

antibióticos em concentração dobrada. 

 

5.4 - TÉCNICA DE DISSOCIAÇÃO ENZIMÁTICA 

O método descrito por Cole e Paul (1966) e Waymouth (1974) utilizava tripsina. O 

método de Freshney (1972); Lasfargues (l973); Chen et al. (1989); Kralovanszky et al. 

(1990) e Heald et al. (1991) utilizava colagenase para dissociar células. O método da 

colagenase com modificações foi utilizado na técnica de dissociação enzimática das células 

em nosso experimento para obtenção das culturas celulares. 

Em um fluxo laminar a biópsia (pele ou orelha) foi transferida do frasco para uma 

placa de Petri de 4 cm de diâmetro, estéril. Em seguida foi acrescentado 2 mL de 

colagenase tipo I a 0,1%. A biópsia passou por uma dissociação mecânica onde foi 

fragmentada várias vezes com auxílio de bisturi e pinça estéreis, sendo produzidos 

fragmentos menores. Os fragmentos assim obtidos foram transportados juntamente com a 

enzima para um tubo de centrifuga de 15 mL (TPP) com auxílio de uma pipeta Pasteur 

estéril. Em seguida o material foi mantido em estufa umidificada a 37° C e atmosfera 

gasosa com 5% de CO2 no ar para manutenção do pH onde permaneceu até a dissociação 

das células formando uma suspensão viscosa. O material foi centrifugado a uma força 

centrífuga relativa de 112 - FCR, durante 5 minutos. O sobrenadante foi desprezado e 

colocado 5 mL de meio completo DMEM (Gibco) suplementado com 20% de SBF e 

novamente ressuspendido o material. Em seguida o material foi transferido para um frasco 

de cultura com área de 25 cm² (TPP - “Techno Plastic Products”, Trasadingen, 

Switzerland) e retornou a estufa umidificada a 37° C e atmosfera gasosa com 5% de CO2 

no ar para manutenção do pH para ocorrer proliferação das células. Após 24 horas o frasco 

foi observado ao microscópio invertido para serem avaliados os seguintes fatores: 
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aderência das células no frasco de cultura, crescimento celular, necrose ou contaminação.  

Houve observações diárias para acompanhar a multiplicação celular pelo preenchimento de 

espaços vazios no frasco (monocamada) e capacidade de formação de colônias, através da 

observação individualizada de uma célula e sua multiplicação por consecutivas mitoses. A 

observação de colônias foi feita pela marcação de uma região do frasco de cultivo com 

caneta hidrográfica, acompanhando um agrupamento celular originado de uma única 

célula, quando as células cresceram em amontoados. O material passou por tripsinização 

(WAYMOUTH, 1974), cujo objetivo é desprender as células que estavam aderidas à 

parede inferior de crescimento do frasco de cultivo. A técnica consiste na utilização de 

uma enzima tripsina (Tryple Express 1x - Gibco BRL, Life Technologies, Inc., Grand 

Island, NY), a qual lisa o citoesqueleto celular que fornece sustentação às células para se 

aderirem à parede do frasco. A manutenção do cultivo, que compreende a troca do meio 

DMEM (Gibco) foi realizada a cada três dias. A tripsinização também foi utilizada para a 

repicagem da cultura e congelamento para montagem do banco de células. 

 

5.5 - REPIQUE DAS CELULAS OU PASSAGEM CELULAR  

Após atingirem 80-85% de confluência, as células foram tripsinizadas e expandidas 

para mais frascos de cultura segundo método descrito por Waymouth (1974) com 

modificações, sendo este procedimento denominado de repique celular ou passagem 

celular. 

Foi desprezado o meio de cultura do frasco e as células foram lavadas duas vezes 

com Hank's, sendo posteriormente adicionada tripsina (Tryple Express) e incubado durante 

5 minutos na estufa umidificada a 37° C e atmosfera gasosa com 5% de CO2. O frasco foi 

agitado vigorosamente para as células se soltarem da superfície onde estavam aderidas. Foi 

adicionado meio DMEM suplementado com 20% de (SBF) para bloquear a ação da 

tripsina. Observou-se no microscópio invertido para se certificar de que as células se 

desprenderam. As células foram transferidas para novos frascos de cultura e retornaram à 

estufa umidificada a 37° C e atmosfera gasosa com 5% de CO2 para ocorrer proliferação 

das células. 
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5.6 - CONGELAMENTO DAS CÉLULAS EM CULTURA  

Amostras de 1x10
6 

células de culturas in vitro de roedores foram congeladas para a 

realização de experimentos futuros. As células passaram por um procedimento da 

dissociação através da tripsina, desprendendo as células do frasco, em seguida foi feito o 

congelamento das mesmas em um meio que continha 90% de SBF (GIBCO) e 10% de 

DMSO (Dimetil Sulfóxido, Sigma, St. Louis, U.S.A) (LOVELOCK & BISHOP, 1959; 

MERYMAN, 2007)  gelados previamente para permanecer em baixa temperatura antes do 

congelamento. Os tubos criogênicos foram identificados com os dados: tipo de célula, 

passagem e data. Foi feito um congelamento progressivo, colocando os tubos em 

Nalgene® Mr. Frosty™ Cryo 1° C Freezing container, -1° C/min. Rate of cooling (LEIBO 

& MAZUR, 1971; HARRIS & GRIFFITHS, 1977) (Figura 7) e guardados em “Deep 

Freezing’ -80° C. Os tubos criogênicos permaneciam pelo menos três horas nessa etapa de 

congelamento. Após esse período foram transferidos para o container de nitrogênio líquido 

a -196° C onde permaneceram armazenados. 

 

5.7 - ARMAZENAMENTO DAS CÉLULAS CONGELADAS 

As células foram armazenadas em container de nitrogênio líquido na temperatura 

de -196° C (GREEN et al., 1967; DONNENBERG et al., 2002; BROXMEYER et al., 

2003). A posição de armazenamento das ampolas congeladas foi anotada em protocolo de 

controle de amostras congeladas, para facilitar a sua localização. 

 

5.8 - DESCONGELAMENTO DAS CÉLULAS 

Foi preparado meio DMEM (Gibco) mantido a 37° C, enriquecido com 20% de 

SBF. Os tubos criogênicos foram retirados do reservatório de nitrogênio líquido e 

aquecidos imediatamente em banho-maria a 37° C. O material criogênico foi transferido 

para um tubo de centrifuga contendo o meio já aquecido. O material foi centrifugado a  

uma força centrífuga relativa de 112 - FCR, durante 5 minutos. O sobrenadante foi 

descartado e acrescentado 5 mL de meio DMEM (Gibco) enriquecido com 20% de SBF e 

distribuído em um frasco de cultura para propagação da cultura (ROLLIG et al., 2002). 
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5.9 - ANÁLISE MORFOLÓGICA MICROSCÓPICA 

Após o isolamento, cultivo e expansão celular das CTA, o processo de análise 

morfológica foi iniciado. Imagens fotográficas do desenvolvimento das células em cultura 

foram feitas utilizando-se um microscópio invertido Zeiss Axiovert 200 com objetiva de 

aumento de 10 vezes.  

  

5.10 - ANÁLISE CITOGENÉTICA PÓS- DESCONGELAMENTO DAS CÉLULAS EM 

CULTURA 

As preparações cromossômicas foram obtidas com células em P-3 na fase 

exponencial de crescimento, tratadas com 10 μL/mL de Kariomax diluídas na proporção 

1:10 em solução salina tamponada (PBS) e mantidas em frascos de cultura em estufa 

umidificada a 37° C e atmosfera gasosa com 5% CO2  por uma hora. Após este período, as 

células foram transferidas dos frascos de cultura para tubos de centrifuga (TTP) de 15 mL 

e tratadas com solução hipotônica 0,075M de KCl por 10 minutos e então fixadas com 

fixador Carnoy  4:1 (4 partes de Metanol (Merck) - 1 parte de Ácido acético (Merck)). Na 

preparação citológica das lâminas foi utilizada micropipeta para pingar 10 μL da suspensão 

celular em lâmina previamente lavada e seca. Para a análise convencional das lâminas ao 

microscópio, o material fixado foi corado com o corante Eosina Azul de Metileno, segundo 

Giemsa (Merck). Para cada lâmina foi utilizado 0,4 mL do corante diluído em 3 mL de 

tampão fosfato pH 6,8 durante 10 minutos. Passado este tempo, as lâminas foram lavadas 

com água destilada e secas a temperatura ambiente.  

Os cromossomos foram identificados e classificados de acordo com o Sistema 

Internacional de Nomenclatura de Citogenética Humana de 2005 (ISCN, 2005). A análise 

dos cromossomos foi realizada através de coloração convencional com GIEMSA e as 

imagens foram capturadas no microscópio Olympus BX40, câmera Imagelink, programa - 

Cytoview. 

 

5.11 - AVALIAÇÃO DO CRESCIMENTO CELULAR: CURVA DE CRESCIMENTO 

Com a finalidade de avaliar a capacidade de expansão e replicação celular in vitro 

das CTA isoladas a partir do tecido epitelial foi realizada a curva de crescimento (NIH, 

2008). 
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5.11.1 - Contagem das células, análise da viabilidade celular e número de células 

semeadas em placa 

A contagem das células foi realizada com o objetivo de calcular a viabilidade 

celular e o número de células semeadas em placa para fazer a curva de crescimento. 

Após a tripsinização as células foram contadas pelo método de Azul de Tripan 

0,4% e foi preparada uma suspensão contendo células para cada amostra em estudo. 

Foram semeadas 100.000 células viáveis em triplicata na passagem P3 em placas de 

poliestireno estéreis, descartáveis (TPP - “Techno Plastic Products”, Trasadingen, 

Switzerland), com área de crescimento de 9,6 cm
2
 de diâmetro e as mesmas foram 

avaliadas diariamente em um período de 6 dias (NIH, 2008). 

 

5.11.2 - Método Azul de Tripan 0,4% (Gibco BRL, Life Technologies, Inc., Grand 

Island, NY) 

O Azul de Tripan (Gibco) é um “corante vital” que atravessa a membrana de 

células mortas, mas não de células vivas, por este motivo é bastante utilizado para a 

avaliação da viabilidade celular. Este teste baseia-se no fato de que nas células viáveis a 

membrana celular íntegra impede a entrada do corante Azul de Tripan. Nas células mortas 

o corante penetra através da membrana celular, conferindo-lhes uma coloração azul escura. 

A diluição da amostra de células com o Azul de Tripan 0,4% foi preparada na 

proporção de 1:1, (50 microlitros do concentrado de células-tronco e 50 microlitros de 

Azul de Tripan). Este preparado foi colocado na câmara de Neubauer (hemocitometro), 

preenchendo-a completamente e deixando-a em repouso por 5 minutos em câmara úmida. 

O número de células nucleadas foi contado nos quatro quadrantes laterais, separando-se a 

contagem em um grupo de células viáveis e outro de células morta. 

O cálculo do número de células, viabilidade celular e número de células semeadas 

em placa foram realizados de acordo com as seguintes fórmulas. 

 

N° de células por mL = (N° de células viáveis / 4) x Fator de diluição (2) x 104. 

 

Viabilidade celular (%) = N° de células viáveis x 100 / Total de células (células viáveis 

+ células mortas). 
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N° de células por mL                          ------     Volume de meio ressuspendido (1000 μL) 

N° de células desejadas (100.000)      ------     X 

 

5.12 - ENSAIO CLONOGÊNICO 

Para avaliar a capacidade de formar colônia nas culturas de CTAs a partir de tecido 

epitelial dos roedores, realizamos o ensaio de CFU-F (Unidades formadoras de colônia 

semelhantes a fibroblastos) (FRIEDENSTEIN et al., 1976).  

Foram semeadas 10
3
 células em frascos de cultura com área de crescimento de 25 

cm² (TPP - “Techno Plastic Products”, Trasadingen, Switzerland). 

Os frascos de cultura foram mantidos em estufa umidificada a 37° C e atmosfera 

gasosa com 5% de CO2 por 10 dias em cultivo. O meio de cultivo DMEM (Gibco) 

suplementado com 10% de soro bovino fetal (SBF) foi trocado a cada 3 dias. O meio de 

cultura foi retirado dos frascos e estes foram lavados duas vezes com PBS. Em seguida, as 

células foram fixadas em solução de paraformaldeído a 4% e coradas com solução de 

cristal violeta 1% (Sigma-Aldrich, St. Louis, U.S.A) diluída em Metanol (Merck, 

Darmstadt, Germany), durante 10 minutos à temperatura ambiente. As células foram 

lavadas três vezes com água destilada e colocadas em posição invertida sobre papel toalha 

até a secagem completa (protocolo adaptado de NARDI & MEIRELLES, 2006). 

 

5.13 - DIFERENCIAÇÃO IN VITRO DAS CÉLULAS -TRONCO ADULTAS 

As culturas de células dos roedores em estudo após cultivo e expansão in vitro 

foram testadas quanto à sua capacidade de diferenciação em três linhagens da mesoderme: 

osteogênica, condrogênica e adipogênica baseado no protocolo adaptado de Nardi & 

Meirelles (2006). 

Foram semeadas 42.000 células entre P3 e P4 em duplicata nas placas de 

poliestireno estéreis, descartáveis (TPP - “Techno Plastic Products”, Trasadingen, 

Switzerland) com área de crescimento de 2 cm
2
 de diâmetro. 

Após 24 horas foi retirado o meio DMEM e adicionado meio com ou sem 

indutores. O meio foi trocado a cada três dias e as células foram fotografadas e analisadas 

para alterações morfológicas. 
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5.13.1 - Diferenciação osteogenênica 

O meio para a diferenciação osteogênica foi composto de 1 μL/mL Dexametasona 

(Sigma-Aldrich, St. Louis, USA), 4 μL/mL ß-glicerolfosfato (Sigma-Aldrich, St. Louis, 

USA) e 1 μL/mL AsAP 1000x  (Sigma-Aldrich, St. Louis, USA) diluídos em DMEM 

contendo 10% SBF. O meio foi trocado a cada três dias durante um período de 21 dias. As 

células controle foram mantidas durante o mesmo período com meio DMEM 

suplementado com 10% de SBF. 

Após o período de diferenciação as células foram lavadas com PBS e fixadas com 

paraformaldeído por 20 minutos, em seguida foi removido o paraformaldeído e lavadas 

novamente com água destilada. As células foram coradas durante 5 minutos com “Alizarin 

Red S” com pH 4,1 em temperatura ambiente. Após este período o corante foi removido e 

as células foram lavadas várias vezes com água destilada para posteriormente serem 

observadas em microscópio invertido. O fundamento deste teste baseia-se no fato de que as 

células (osteócitos) secretam uma matriz extracelular rica em cálcio, que pode ser corada 

com Alizarin Red S. O acumulo de cálcio nestas células deixa as mesmas com coloração 

vermelha o que caracteriza a diferenciação osteogênica. 

 

5.13.2 - Diferenciação condrogenênica 

O meio para a diferenciação condrogênica foi composto de 2,5 μL/mL de Insulina 

(Sigma-Aldrich, St. Louis, USA), 2 μL/mL de Fator de crescimento transformador ß (TGF-

ß1) (Sigma-Aldrich, St. Louis, USA) e  0,5 μL/mL de AsAP 100x  (Sigma-Aldrich, St. 

Louis, USA) diluídos em DMEM contendo 10% SBF. O meio foi trocado a cada três dias 

durante um período de 21 dias. As células controle foram mantidas durante o mesmo 

período com meio DMEM suplementado com 10% de SBF. 

Após o período de diferenciação as células foram lavadas com PBS e fixadas com 

paraformaldeído por 20 minutos, em seguida foi removido o paraformaldeído e lavadas 

novamente com água destilada. As células foram coradas durante 5 minutos com “Alcian 

Blue” com pH 2,5 em temperatura ambiente. Após esse período o corante foi removido e 

as células foram lavadas várias vezes com água destilada para em seguida serem 

observadas em microscópio invertido. As células (condrócitos) secretam 

glicosaminoglicanos sulfatados, potente indutor de condrogênese induzindo a formação de 
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matriz extracelular constituinte da cartilagem que podem ser corados com Alcian Blue 

deixando as células com coloração azul o que caracteriza a diferenciação condrogênica. 

 

 5.13.3 - Diferenciação adipogenênica 

O meio para a diferenciação adipogênica foi composto de 0,7 μL/mL de 

Rosiglitazona (GlaxoSmithKline, London), 1 μL/mL de  Insulina (Sigma-Aldrich, St. 

Louis, USA), 4 μL/mL de Indometacina (Sigma-Aldrich, St. Louis, USA) e 1 μL/mL de 

Dexametasona (Sigma-Aldrich, St. Louis, USA), diluídos em DMEM contendo 10% SBF. 

O meio foi trocado a cada três dias durante um período de 10 a 15 dias. As células controle 

foram mantidas durante o mesmo período com meio DMEM suplementado com 10% de 

SBF. 

Após o período de diferenciação as células foram lavadas com PBS e fixadas com 

paraformaldeído por 1 hora, em seguida foi removido o paraformaldeído e lavadas 

novamente com água destilada. As células foram coradas durante 5 minutos com “Oil Red 

O” em temperatura ambiente. Após esse período o corante foi removido e as células foram 

lavadas várias vezes com água destilada para em seguida serem observadas em 

microscópio invertido. O fundamento deste teste baseia-se no fato de que as células 

(adipócitos) apresentam vesículas lipídicas no citoplasma e que são corados pelo Oil Red 

O deixando as células com coloração vermelha caracterizando a diferenciação adipogênica. 
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6 - RESULTADOS 

 

6.1 - ANÁLISE MORFOLÓGICA MICROSCÓPICA 

A descrição morfológica das células in vitro obtidas do tecido epitelial dos roedores 

apresentaram células com morfologia semelhante a fibroblastos com aspecto fusiforme, 

formando vários prolongamentos da membrana. Foi possível observar também as células 

em mitose, que são as refringentes, além de diferenças nos agrupamentos celulares nas 

figuras (9, 10, 11, 12 e 13). 

 

 

Figura 9. Células isoladas do tecido epitelial de Oecomys concolor (Sma-07, ♀). A - 4 

dias de cultivo, B - 7 dias de cultivo com 60% de confluência. Aumento de 10x. Barra A e 

B = 100 μm. 

 

 
Figura 10. Células isoladas do tecido epitelial de Proechimys roberti (Sma-09, ♂). A - 4 

dias de cultivo, B - 7 dias de cultivo com 70% de confluência. Aumento de 10x.  Barra A e 

B = 100 μm. 

 

 

A B 

A B 
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Figura 11. Células isoladas do tecido epitelial de Proechimys roberti (Fsl-238, ♂). A - 4 

dias de cultivo, B - 7 dias de cultivo com 60% de confluência. Aumento de 10x. Barra A e 

B = 100 μm. 

 

 

 

 
Figura 12. Células isoladas do tecido epitelial de Hylaeamys megacephalus (Fsl – 250, ♂). 

A - 4 dias de cultivo, B - 7 dias de cultivo com 90% de confluência. Aumento de 10x. 

Barra A e B = 100 μm. 

 

 

B A 

A B 
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Figura 13. Células isoladas do tecido epitelial de Hylaeamys megacephalus (Fsl-243, ♂). 

A - 4 dias de cultivo, B - 7 dias de cultivo com 70% de confluência. Aumento de 10x. 

Barra A e B = 100 μm. 

 

A B 
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6.2 - ANÁLISE DO PERFIL CITOGENÉTICO  

A fim de avaliar se as células das culturas dos roedores cultivadas em meio DMEM 

na terceira passagem induziram alguma alteração cromossômica, foi monitorada a 

estabilidade citogenética e as mesmas apresentaram um cariótipo sem alterações conforme 

as figuras (14, 15, 16, 17 e 18). 

 

 
Figura 14. A análise cariotípica mostra que a espécie Oecomys concolor (Sma-07, ♀) 

apresenta número diplóide com (2n=58) cromossomos. Corados por Giemsa. Barra = 10 

um.  
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Figura 15. A análise cariotípica mostra que a espécie Proechimys roberti (Sma-09, ♂) 

apresenta número normal de cromossomos (2n=30). Corados por Giemsa. Barra = 10 um. 
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Figura 16. A análise cariotípica mostra que a espécie Proechimys roberti (Fsl-238, ♂) 

apresenta número normal de cromossomos (2n=30). Corados por Giemsa. Barra = 10 um. 
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Figura 17. A análise cariotípica mostra que a espécie Hylaeamys megacephalus (Fsl-250, 

♂) apresenta número normal de cromossomos (2n=54). Corados por Giemsa. Barra = 10 

um. 
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Figura 18. A análise cariotípica mostra que a espécie Hylaeamys megacephalus (Fsl-243, 

♂) apresenta número normal de cromossomos (2n=54). Corados por Giemsa. Barra = 10 

um. 
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6.3 - CURVA DE CRESCIMENTO CELULAR 

No estudo realizado com as células de cultivo obtidas das amostras de roedores na 

terceira passagem, observou-se padrão de crescimento das células. Os resultados da 

contagem diária das células estão apresentados nas tabelas 2, 3, 4, 5, 6 e 7 e a análise da 

cinética de crescimento celular pela observação da curva descrita nos gráficos das figuras 

(19, 20, 21, 22, 23 e 24). 

 

Tabela 2. Número médio diário de células obtidas no estudo da cinética de crescimento 

das células-tronco adultas do tecido epitelial de Oecomys concolor (SMA-07, ♀), na 

terceira passagem. 

TEMPO (DIAS) PLACAS (POÇOS) N
° 
MÉDIO DE CÉLULAS/mL 

1 1, 2 e 3 153.333 

2 4, 5 e 6 191.333 

3 7, 8 e 9 284.000 

4 10, 11 e 12 393.466 

5 13, 14 e 15 640.000 

6 16, 17 e 18 763.333 

 

 

 

 

Figura 19. Curva de crescimento das células-tronco adultas do tecido epitelial de Oecomys 

concolor (SMA-07, ♀), na terceira passagem. Em azul tempo em dias, em vermelho 

número de células por mL. 
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Tabela 3. Número médio diário de células obtidas no estudo da cinética de crescimento 

das células-tronco adultas do tecido epitelial de Proechimys roberti (SMA-09, ♂), na 

terceira passagem. 

 

TEMPO (DIAS) PLACAS (POÇOS) N
° 
MÉDIO DE CÉLULAS/mL 

1 1, 2 e 3 201.333 

2 4, 5 e 6 268.000 

3 7, 8 e 9 340.666 

4 10, 11 e 12 414.666 

5 13, 14 e 15 599.666 

6 16, 17 e 18 980.000 

 

 

 

 

Figura 20. Curva de crescimento das células-tronco adultas do tecido epitelial de 

Proechimys roberti (SMA-09, ♂), na terceira passagem. Em azul tempo em dias, em 

vermelho número de células por mL. 
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Tabela 4. Número médio diário de células obtidas no estudo da cinética de crescimento 

das células-tronco adultas do tecido epitelial de Proechimys roberti (Fsl-238, ♂), na 

terceira passagem. 

 

TEMPO (DIAS) PLACAS (POÇOS) N
° 
MÉDIO DE CÉLULAS/mL 

1 1, 2 e 3 150.000 

2 4, 5 e 6 196.666 

3 7, 8 e 9 396.666 

4 10, 11 e 12 490.000 

5 13, 14 e 15 746.666 

6 16, 17 e 18 1.030.000 

 

 

 

 

 

Figura 21. Curva de crescimento das células-tronco adultas do tecido epitelial de 

Proechimys roberti (Fsl-238, ♂), na terceira passagem. Em azul tempo em dias, em 

vermelho número de células por mL. 
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Tabela 5. Número médio diário de células obtidas no estudo da cinética de crescimento 

das células-tronco adultas do tecido epitelial de Hylaeamys megacephalus (FSL-250, ♂), 

na terceira passagem. 

 

TEMPO (DIAS) PLACAS (POÇOS) N
° 
MÉDIO DE CÉLULAS/mL 

1 1, 2 e 3 140.000 

2 4, 5 e 6 313.333 

3 7, 8 e 9 440.000 

4 10, 11 e 12 733.333 

5 13, 14 e 15 1.123.333 

6 16, 17 e 18 2.180.000 

 

 

 

 

Figura 22. Curva de crescimento das células-tronco adultas do tecido epitelial de 

Hylaeamys megacephalus (FSL-250, ♂), na terceira passagem. Em azul tempo em dias, em 

vermelho número de células por mL. 
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Tabela 6. Número médio diário de células obtidas no estudo da cinética de crescimento 

das células-tronco adultas do tecido epitelial de Hylaeamys megacephalus (FSL-243, ♂), 

na terceira passagem. 

 

TEMPO (DIAS) PLACAS (POÇOS) N
° 
MÉDIO DE CÉLULAS/mL 

1 1, 2 e 3 173.333 

2 4, 5 e 6 300.000 

3 7, 8 e 9 573.333 

4 10, 11 e 12 730.000 

5 13, 14 e 15 1.223.333 

6 16, 17 e 18 1.720.000 

 

 

 

 

 
 

Figura 23. Curva de crescimento das células-tronco adultas do tecido epitelial de 

Hylaeamys megacephalus (FSL-243, ♂), na terceira passagem. Em azul tempo em dias, em 

vermelho número de células por mL. 
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Tabela 7. Número médio diário de células obtidas no estudo da cinética de crescimento 

das células-tronco adultas do tecido epitelial dos cinco espécimes em estudo na terceira 

passagem. 

 

 

 

 

 

 

 

O. concolor 

(SMA-07, ♀) 

 

 

P. roberti 

(SMA-09, ♂) 

 

 

P. roberti 

(FSL-238, ♂) 

 

 

H. megacephalus 

(FSL-250, ♂) 

 

 

H. megacephalus 

(FSL-243, ♂) 

 

 

1 100.000 100.000 100.000 100.000 100.000 

2 153.333 201.333 150.000 140.000 173.333 

3 191.333 268.000 196.666 313.333 300.000 

4 284.000 340.666 396.666 440.000 573.333 

5 393.466 414.666 490.000 733.333 730.000 

6 640.000 599.666 746.666 1.123.333 1.223.333 

7 763.333 980.000 1.030.000 2.180.000 1.720.000 

 

 

 

 

 

 

 
 

Figura 24. Curva de crescimento das células-tronco adultas do tecido epitelial dos cinco 

espécimes em estudo na terceira passagem.  

Espécies 

Tempo 

em dias 
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6.4 - ENSAIO CLONOGÊNICO 

Foi observada a formação de colônias com alta densidade celular com morfologia 

fibroblastóide em todas as amostras na terceira passagem, obtidas a partir de 10
3 

células em 

placas de cultivo com área de crescimento de 9,6 cm
2
 de diâmetro e coradas com Cristal 

Violeta (Figuras 25, 26, 27, 28 e 29).  

 

 

Figura 25. Ensaio de CFU-F de Oecomys concolor (Sma-07, ♀). Em A, colônias com 

baixa densidade celular. Em B, colônias com alta densidade celular após 10 dias de cultivo. 

Aumento de 100x. Barra A e B = 100 μm. 

 

 

 

Figura 26. Ensaio de CFU-F de Proechimys roberti (Sma-09, ♂). Em A, colônias com 

baixa densidade celular. Em B, colônias com alta densidade celular após 10 dias de cultivo. 

Aumento de 100x. Barra A e B = 100 μm. 

A B 

A B 
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Figura 27. Ensaio de CFU-F de Proechimys roberti (Fsl-238, ♂). Em A, colônias com 

baixa densidade celular. Em B, colônias com alta densidade celular após 10 dias de cultivo. 

Aumento de 100x. Barra A e B = 100 μm. 

 

 
Figura 28. Ensaio de CFU-F de Hylaeamys megacephalus (FSL-250, ♂). Em A, colônias 

com baixa densidade celular. Em B, colônias com alta densidade celular após 10 dias de 

cultivo. Aumento de 100x. Barra A e B = 100 μm. 

 

 

Figura 29. Ensaio de CFU-F de Hylaeamys megacephalus (FSL-243, ♂). Em A, colônias 

com baixa densidade celular. Em B, colônias com alta densidade celular após 10 dias de 

cultivo. Aumento de 100x. Barra A e B = 100 μm. 

B A 

A B 

A B 
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6.5 - DIFERENCIAÇÃO IN VITRO DAS CÉLULAS-TRONCO ADULTA  

Com a metodologia empregada, e as concentrações de substâncias utilizadas em 

nossos testes as células isoladas das culturas de roedores na terceira passagem foram 

capazes de se diferenciarem em células osteogênicas, condrogênicas e adipogênicas, em 

cultura com meios de cultivos específicos. 

As células plaqueadas para diferenciação osteogênica foram mantidas por 21 dias 

em meio de indução específico, após este período foi observado depósitos de matriz 

extracelular. As células foram coradas com o corante “Alizarin Red S” para detecção 

desses depósitos. Foi possível observar diferenciação nas cinco amostras induzidas à 

diferenciação (Figuras 30, 31, 32, 33 e 34). Nas amostras controle não foi observada a 

presença de depósitos de matriz extracelular. 

A diferenciação condrogênica também foi mantida por 21 dias em meio de 

diferenciação e foi observado a formação de mucopolissacarídeos da matriz intracelular 

(glicosaminoglicanos sulfatados) nas cinco amostras induzidas a diferenciação (Figuras 35, 

36, 37, 38 e 39). As células foram coradas com o corante “Alcian Blue” para detecção 

desses depósitos. Não foi observado formação de mucopolissacarídeos da matriz 

intracelular nas amostras controle. 

A diferenciação adipogênica foi mantida por um período de 10-15 dias em meio de 

indução para diferenciação e foi observada a formação de vacúolos lipídicos nas amostras 

testadas (Figuras 40, 41, 42, 43 e 44). As células foram coradas com o corante “Oil Red O” 

para detecção desses vacúolos. Não houve diferenciação nas amostras controle. 
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Figura 30. Diferenciação osteogênica de Oecomys concolor (Sma-07, ♀). Em A e B, 

células diferenciadas em osteócitos, na seta depósitos de matriz extracelular. C e D 

controle negativo. Aumento: (A, C) 100x, Barra = 100 μm. (B, D) 400x, Barra = 25 μm. 

  

B A 

D C 
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Figura 31. Diferenciação osteogênica de Proechimys roberti (Sma-09, ♂). Em A e B, 

células diferenciadas em osteócitos, na seta depósitos de matriz extracelular. C e D 

controle negativo. Aumento: (A, C) 100x, Barra = 100 μm. (B, D) 400x, Barra = 25 μm. 

B A 

D C 
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Figura 32. Diferenciação osteogênica de Proechimys roberti (Fsl-238, ♂). Em A e B, 

células diferenciadas em osteócitos, na seta depósitos de matriz extracelular. C e D 

controle negativo. Aumento: (A, C) 100x, Barra = 100 μm. (B, D) 400x, Barra = 25 μm. 

 

B A 

D C 
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Figura 33. Diferenciação osteogênica de Hylaeamys megacephalus (Fsl-250, ♂). Em A e 

B, células diferenciadas em osteócitos, na seta depósitos de matriz extracelular. C e D 

controle negativo. Aumento: (A, C) 100x, Barra = 100 μm. (B, D) 400x, Barra = 25 μm. 

 

B A 

D C C 
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Figura 34. Diferenciação osteogênica de Hylaeamys megacephalus (Fsl-243, ♂). Em A e 

B, células diferenciadas em osteócitos, na seta depósitos de matriz extracelular. C e D 

controle negativo. Aumento: (A, C) 100x, Barra = 100 μm. (B, D) 400x, Barra = 25 μm. 

B A 

D C 
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Figura 35. Diferenciação condrogênica de Oecomys concolor (Sma-07, ♀). Em A e B 

células diferenciadas em condrócitos, na seta depósitos de glicosaminoglicanos sulfatados. 

C e D controle negativo. Aumento: (A, C) 100x, Barra = 100 μm. (B, D) 400x, Barra = 25 

μm.  

B A 

D C 



56 

 

 
Figura 36. Diferenciação condrogênica de Proechimys roberti (Sma-09, ♂). Em A e B 

células diferenciadas em condrócitos, na seta depósitos de glicosaminoglicanos sulfatados. 

C e D controle negativo. Aumento: (A, C) 100x, Barra = 100 μm. (B, D) 400x Barra = 25 

μm. 

B B A 

D C C 

A 
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Figura 37. Diferenciação condrogênica de Proechimys roberti (Fsl-238, ♂). Em A e B 

células diferenciadas em condrócitos, na seta depósitos de glicosaminoglicanos sulfatados. 

C e D controle negativo. Aumento: (A, C) 100x, Barra = 100 μm. (B, D) 400x, Barra = 25 

μm.  

B A 

D C C 

A 
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Figura 38. Diferenciação condrogênica de Hylaeamys megacephalus (Fsl-250, ♂). Em A e 

B células diferenciadas em condrócitos, na seta depósitos de glicosaminoglicanos 

sulfatados. C e D controle negativo. Aumento: (A, C) 100x, Barra = 100 μm. (B, D) 400x, 

Barra = 25 μm.  

 

B A 

D C 
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Figura 39. Diferenciação condrogênica de Hylaeamys megacephalus (Fsl-243, ♂). Em A e 

B células diferenciadas em condrócitos, na seta depósitos de glicosaminoglicanos 

sulfatados. C e D controle negativo. Aumento: (A, C) 100x, Barra = 100 μm. (B, D) 400x, 

Barra = 25 μm. 

B A 

D C 

A B 

C D 
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Figura 40. Diferenciação adipogênica de Oecomys concolor (Sma-07, ♀). Em A e B 

células diferenciadas em adipócito, na seta depósitos de vacúolos lipídicos. C e D controle 

negativo. Aumento: (A, C) 100x, Barra = 100 μm. (B, D) 400x, Barra = 25μm. 

B A 

D C 

A B 

C D 
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Figura 41. Diferenciação adipogênica de Proechimys roberti (Sma-09, ♂). Em A e B 

células diferenciadas em adipócito, na seta depósitos de vacúolos lipídicos. C e D controle 

negativo. Aumento: (A, C) 100x, Barra = 100 μm. (B, D) 400x, Barra = 25μm. 

B A 

D C 

A B 

C D 
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Figura 42. Diferenciação adipogênica de Proechimys roberti (Fsl-238, ♂). Em A e B 

células diferenciadas em adipócito, na seta depósitos de vacúolos lipídicos. C e D controle 

negativo. Aumento: (A, C) 100x, Barra = 100 μm. (B, D) 400x, Barra = 25μm. 

B A 

D C D 
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Figura 43. Diferenciação adipogênica de de Hylaeamys megacephalus (Fsl-250, ♂). Em A 

e B células diferenciadas em adipócito, na seta depósitos de vacúolos lipídicos. C e D 

controle negativo. Aumento: (A, C) 100x, Barra = 100 μm. (B, D) 400x, Barra = 25μm. 

 

B A 

D C C D 
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Figura 44. Diferenciação adipogênica de de Hylaeamys megacephalus (Fsl-243, ♂). Em A 

e B células diferenciadas em adipócito, na seta depósitos de vacúolos lipídicos. C e D 

controle negativo. Aumento: (A, C) 100x, Barra = 100 μm. (B, D) 400x, Barra = 25μm. 

B A 

D C D C 
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7 - DISCUSSÃO 

O presente estudo descreve algumas características das CTA obtidas de tecido 

epitelial de roedores silvestres incluindo a capacidade de proliferação, expansão in vitro, 

análise morfológica, estudo citogenético, capacidade de autorrenovação por ensaio 

clonogênico e indução a diferenciação em osteócitos, condrócitos e adipócitos. 

A escolha do meio de cultivo adequado, substâncias e suplementos são um fator 

determinante para o sucesso do cultivo. O meio utilizado neste trabalho foi o DMEM 

(Meio Essencial Mínimo de Dulbeco), pois destina-se a cultura de mamíferos (células 

humanas e tecidos ou células animais) (FRESHNEY, 1994). Este meio de cultivo 

propiciou nos resultados aqui descritos células com morfologia semelhante a fibroblastos e 

uma melhor taxa de expansão in vitro. 

Um aspecto determinante do ambiente de cultura é o soro bovino fetal (SBF), 

devido a grande quantidade de fatores presentes no mesmo, que estimulam o crescimento 

celular. O soro é, usualmente, um componente essencial para a cultura de células e sua 

ausência pode ocasionar um baixo crescimento de células. Ele possui duas funções vitais. 

A primeira consiste em auxiliar a adesão das células as superfícies das garrafas de culturas. 

A segunda é promover a proliferação de células devido à presença de citocinas, hormônios 

e fatores de crescimento, como o fator de crescimento derivado de plaquetas (PGF) e fator 

de crescimento epidermal (EGF) (TAPP et al., 2009) responsável por estimular a divisão 

celular. 

A metodologia proposta para obtenção das células in vitro de roedores silvestres,  

dissociação enzimática, método descrito por (FRESHNEY, 1972; LASFARGUES, L973; 

CHEN et al., 1989; KRALOVANSZKY et al., 1990; HEALD et al., 1991) foi demonstrada 

com êxito neste trabalho. 

As CTA são conhecidas por seu potencial e plasticidade em se diferenciar em 

vários tipos de células de um individuo (multipotência) (BJORNSON et al., 1999). Apesar 

deste potencial e plasticidade, são raras e comumente difíceis de identificar, isolar e 

purificar.  

As CTA são normalmente comprometidas com as células maduras do tecido no 

qual elas estão localizadas. Em condições específicas, células-tronco isoladas de tecidos 

adultos apresentam certa plasticidade, de acordo com os sinais do ambiente extracelular, 

propriedade conhecida como transdiferenciação (WAGERS et al., 2004) e podem 
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diferenciar-se em tipos celulares não relacionados ao seu tecido de origem quando 

transplantadas em receptores (VERFAILLIE et al., 2002; WATT & HOGAN, 2000; 

MARTIN & WATT, 2003; RAFF, 2003). 

A capacidade proliferativa das CTA in vitro é dependente de algumas variáveis, 

como a idade do tecido de onde são extraídas, a densidade de plaqueamento das células e a 

composição do meio de crescimento. Apesar de não serem imortais, tem a capacidade de se 

expandir numerosas vezes em cultura, mantendo seu potencial de crescimento e 

multipotencialidade. O efeito da idade do tecido doador sobre a capacidade proliferativa 

das CTA é baseado em estudos que têm demonstrado que as células derivadas de doadores 

mais velhos apresentam menor taxa de proliferação in vitro, mesmo em passagens iniciais 

é menor que as obtidas de doadores mais jovens (BANFI et al., 2000; BAXTER et al., 

2004; STOLZING et al., 2008; SHIBATA et al., 2007;  ZHOU et al., 2008), e também 

quando comparadas com células obtidas de tecido fetal (GUILLOT et al., 2007).  

Neste trabalho foi avaliada a capacidade de proliferação e expansão in vitro.  O 

padrão de crescimento celular demonstrado na curva de crescimento (NIH, 2008), indicou 

uma elevada taxa de proliferação celular em todas as amostras. Em H. megacephalus 

(FSL-250) a potencialidade de crescimento celular foi muito maior em relação a todas as 

outras espécies, inclusive em relação ao outro exemplar de H. megacephalus (FSL-243), 

demonstrando que a proliferação celular é variável intra e inter-específicamente. 

Os resultados encontrados na curva de crescimento das CTA do epitélio dos 

roedores em estudo são semelhantes aos encontrados para CTM de medula óssea em ratos 

(OLIVEIRA, 2010); CTM de humanos (PAULA, 2011) e para CTM de cães (PATRICIO, 

2010), onde observou-se um aumento elevado no número de células na cinética de 

crescimento. 

Para este trabalho houve total impossibilidade para montar um quadro estatístico 

comparativo (curva de crescimento) relacionado à idade dos animais em estudo, em virtude 

de os protocolos de coleta de campo não terem informações sobre idade das amostras 

coletadas. Isso ocorre devido os animais analisados terem sido coletados na natureza e não 

terem sido provenientes de biotérios e/ou cativeiros. 

A densidade de plaqueamento é um importante fator determinante da capacidade 

proliferativa das células, uma vez que é necessário um número mínimo de células 

plaqueadas para iniciar e manter uma proliferação efetiva em cultura para determinar a 
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dinâmica do seu crescimento (BALIN et al., 2002). Nos experimentos descritos nesta 

dissertação, foram utilizadas 10
5 

células para a curva de crescimento (NIH, 2008), 10
3
 

células para o ensaio clonogênico e 4,2.10
3
 células para os ensaios de diferenciação, 

protocolo adaptado de Nardi & Meirelles (2006). 

As CTA in vitro apresentam morfologia fibroblastóide e diferentes entre si e podem 

ser mantidas em divisão por um determinado período de tempo, embora esta capacidade 

possa ser mais restrita quando comparada com CTE. A maioria das células adultas sofre no 

máximo 50 a 60 divisões antes de se tornar senescentes. Essa capacidade limitada 

replicativa das células é conhecida como “limite de Hayflick” (HAYFLICK, 1965). Com o 

acúmulo de divisões in vitro as células param de proliferar e se tornam maiores e mais 

achatadas (BRUDER et al., 1997), o que está possivelmente associado ao fenômeno da 

senescência in vitro. Um dos mecanismos que levam à senescência celular é o 

encurtamento dos telômeros sofrido durante o cultivo in vitro, que pode induzir a perda da 

expressão da enzima telomerase. A enzima telomerase é considerada um relógio biológico, 

um indicador que a senescência celular irá se instalar inevitavelmente nas células em 

cultivo e poderá levar ao acúmulo de alterações genéticas e epigenéticas, resultando em um 

processo neoplásico. Estudos em telômeros de CTM derivadas de doadores jovens são 

maiores que os de doadores velhos (BAXTER, et al., 2004; GUILLOT et al., 2007). Esses 

estudos comprovam que ocorre um encurtamento no tamanho dos telômeros a cada 

passagem in vitro, em torno de 1,5-2 kb, embora o tamanho original dos telômeros varie 

em  cada doador. 

Alterações cromossômicas estruturais, tais como deleções, translocações e 

inversões, representam um mecanismo importante pelo qual as células cancerígenas 

desenvolvem-se gradualmente, uma vez que estas alterações cromossômicas podem levar a 

uma expressão anormal de muitos genes, podendo assim desencadear o processo 

neoplásico (DUESBERG et al., 2005; MITALIPOVA et al., 2005). Situação similar foi 

observada em CTE humanas cultivadas como descrito em Draper et al. (2004). 

Nos tecidos as CTA mantém um balanço entre proliferação e apoptose. As células-

tronco tem um papel fundamental na manutenção e reparo tecidual. Sua longevidade é 

dependente de um controle da expressão gênica, proliferação, ciclo celular e sinais de 

diferenciação. Em contrapartida as anormalidades genéticas, associadas à idade, sugerem 
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que a falta de reparação do DNA pode contribuir para o processo de envelhecimento 

(PARK & GERSON, 2005). 

A reparação do DNA mantém a estabilidade genética e a falta desse mecanismo 

resulta na sua instabilidade e pode levar a um declínio da função celular. As CTA são 

extremamente importantes na manutenção dos tecidos ao longo da vida. Elas regeneram e 

renovam os tecidos em resposta a danos e substituem as células diferenciadas que já 

exerceram sua função. Devido ao longo tempo de exposição a agentes causadores de dano 

ao DNA, as células-tronco necessitam de um mecanismo de reparação apurado para 

assegurar a fidelidade à progênie (KENYON & GERSON, 2007). 

Em CTE e CTA foram descritos anormalidades cromossômicas e alterações no 

padrão de expressão gênica, após múltiplas divisões in vitro (DRAPER et al., 2004; 

RUBIO et al.,2005).  

Devido à necessidade de expansão in vitro das CTA, foi importante examinar a 

estabilidade cromossômica. O cariótipo é um indicador confiável para avaliar a 

estabilidade genética e a transformação das células cultivadas in vitro (ZHAO et al, 2007). 

Neste trabalho, culturas de células in vitro derivadas do epitélio de roedores foram 

analisadas para estudos cromossômicos na terceira passagem e apresentaram cariótipo com 

número diplóide normal e estável após cultivo in vitro. Esse resultado pode ter ocorrido em 

virtude da passagem ser ainda inicial. Outra observação é a de que essas análises 

cromossômicas foram feitas após o descongelamento e mesmo assim as células 

mantiveram o número diplóide normal, demonstrando que essa metodologia não afetou a 

estabilidade genômica das culturas, mesmo sendo considerada uma técnica invasiva para as 

células em virtude da toxicidade do crioprotetor (DMSO) utilizado. Futuras análises em 

passagens posteriores poderão verificar a manutenção da estabilidade genômica ou não. 

As CTM representam uma população de células presentes na medula óssea 

caracterizadas pelo seu formato fusiforme, aderência à superfície plástica e formação de 

colônias de células semelhantes a fibroblastos, chamadas de unidades formadoras de 

colônias de fibroblastos (CFU-F- Colony Forming Unit-Fibroblasts) (FRIEDENSTEIN et 

al., 1974), as quais possuíam capacidade para se diferenciar em colônias que produziam 

pequenos depósitos de osso ou cartilagem (PROCKOP, 1997; NARDI & MEIRELLES, 

2006). Alguns fatores de crescimento podem estimular a proliferação de CFU-F in vitro, 

tais com fator de crescimento derivado de plaquetas (PDGF), fator de crescimento 
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epidérmico (EFG) (GRONTHOS & SIMMONS, 1995), fator de crescimento de fibroblasto 

básico (bFGF) (BIANCHI et al., 2003). 

Sendo assim, realizamos ensaios clonogênicos cultivando CTA das amostras do 

tecido epitelial dos roedores em baixa densidade celular (10
3
 células), onde a 

autorrenovação celular foi avaliada. 

Os resultados do presente estudo demonstraram que as CTA do epitélio dos 

roedores quando comparados com ensaios de CUF-F de células derivadas de medula óssea 

(CTM) em camundongos (MEIRELLES & NARDI, 2003; SUNG et al., 2008) e para CTM 

de cães (NEUPANE et al., 2008)  apresentam eficiência semelhantes na formação de 

colônias, morfologia homogênea semelhantes a fibroblastos e formato fusiforme com alta 

taxa de crescimento e proliferação celular por várias passagens sucessivas sugerindo que as 

mesmas possui indicativo de conteúdo potencial para a clonogenicidade. 

Segundo a International Society for Cellular Therapy (ISCT), para caracterizar uma 

célula como sendo CTM, são três os requerimentos mínimos para uma população: 

capacidade de aderência seletiva, em cultura, à superfície do plástico, potencial para 

diferenciação in vitro em osteoblastos, condroblastos e adipócitos e que a expressão de 

proteínas de membrana CD105, CD73 e CD90 esteja presente em mais de 95% das células 

em cultura, e que CD34, CD45, CD14, ou CD11b, CD79, ou CD19 e HLA-DR não 

estejam expressos em mais de 95% das células em cultura (HORWITZ et al., 2005; 

DOMICINI et al., 2006). 

Como na caracterização das células existem vários marcadores de proteínas de 

membrana positivos descritos, porém nenhum deles específico ou exclusivo para animais 

silvestres, não foi possível realizar estes testes em nosso trabalho para determinar a 

presença ou não destes marcadores de proteínas de membrana nas células em estudo. 

Neste trabalho desenvolvemos protocolos de diferenciação para confirmar a 

identificação das células estabelecidas a partir de tecido epitelial para as linhagens 

osteogênicas, condrogênicas e adipogênicas, e garantir que nosso protocolo de 

estabelecimento é confiável. 

As células isoladas de tecido epitelial apresentavam capacidade de aderência 

seletiva, em cultura, à superfície do plástico e potencial para diferenciação em osteócitos, 

condrócitos e adipócitos, quando submetidas a estímulo apropriado. 
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A metodologia empregada nos ensaios para diferenciação das células em cultura em 

linhagens osteogênica, condrogênica e adipogênica, para identificação das CTA apresentou 

resultados satisfatórios. As células apresentaram a marcação desejada através das 

colorações Alizarin Red S, Alcian Blue e Oil Red O, utilizadas para a visualização das 

células em cultura induzidas para osteócitos, condrócitos e adipócitos. 

Durante o processo de diferenciação osteogênica as CTA cultivadas na presença de 

dexametasona, ß-glicerolfosfato e AsAP 1000x diluídos em DMEM contendo 10% SBF 

passaram a apresentar a formação de determinados focos de agregados celulares rico em 

cálcio indicando sua diferenciação para osteoblastos. Os osteoblastos quando corados com 

Alizarin Red S apresentaram coloração vermelha devido à presença de depósito de cálcio o 

que caracteriza a diferenciação osteogênica. O tempo de indução para diferenciação 

osteogênica foi de 21 dias. A diferenciação osteogênica apresenta resultados semelhantes 

aos demonstrados para CTM de camundongos (MEIRELLES & NARDI, 2003), CTM de 

cães adultos (CSAKI et al., 2007) e para CTM do cordão umbilical de cães (SEO et al., 

2009). 

No processo de diferenciação condrogênica as CTA cultivadas na presença de 

insulina, fator de crescimento transformador ß (TGF-ß1) e AsAP 100x diluídos em DMEM 

contendo 10% SBF secretam glicosaminoglicanos sulfatados, potente indutor de 

condrogênese, responsável pela formação de matriz extracelular constituinte da cartilagem 

indicando sua diferenciação para condroblastos. Os condroblastos quando corados com 

Alcian Blue apresentam coloração azul devido à presença de matriz extracelular 

constituinte da cartilagem o que caracteriza a diferenciação condrogênica. O tempo de 

indução para a diferenciação condrogênica foi de 21 dias. Os resultados encontrados na 

diferenciação celular condrogênica assemelham-se aos encontrados para a diferenciação 

celular condrogênica de CTM de cães adultos (CSAKI et al., 2007) e para CTM do cordão 

umbilical de cães (SEO, et al, 2009)  

 No processo de diferenciação adipogênica as CTA cultivadas na presença de 

Rosiglitazona, Insulina, Indometacina e Dexametasona diluídos em DMEM contendo 10% 

SBF apresentam vesículas lipídicas no citoplasma indicando sua diferenciação para 

adipócitos. Os adipócitos quando corados com Oil Red O apresentam coloração vermelha. 

O tempo de indução para a diferenciação adipogênica foi de 10 a 15 dias. Na diferenciação 

celular adipogênicas foram encontrados resultados semelhantes aos encontrados para a 
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diferenciação celular adipogênica de CTM de cães adultos (CSAKI et al., 2007), CTM do 

cordão umbilical de cães (SEO et al., 2009) e para CTM de camundongos (MEIRELLES & 

NARDI, 2003).   

Sendo assim, foi possível comprovar a existência de outros animais da 

biodiversidade brasileira que possam atuar como modelos experimentais para o estudo das 

CTA, além da manutenção dessas CTA em um banco de células da biodiversidade ser de 

grande importância para a conservação genômica de espécies que futuramente possam 

estar em risco de extinção. Hayashi et al. (2011), inclusive, já conseguiram em 

camundongo a reconstituição do desenvolvimento de células germinativas primordiais 

semelhantes às células (PGCLCs) in vitro com capacidade para gametogênese, originando 

oócitos e espermatozóides a partir de embriões de células-tronco e os mesmos foram 

considerados viáveis. Caso seja necessário e caso essas metodologias de produção de 

células germinativas estejam bastante desenvolvidas, no futuro será possível auxiliar nos 

processos de reprodução de espécies ameaçadas de extinção, permitindo a sua manutenção 

a partir de um biorrepositório de células. 
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8 – PERSPECTIVAS FUTURAS 

1-Avaliar a estabilidade genômica, via cariotipagem, em passagens superiores às 

analisadas aqui neste manuscrito; 

2-Publicar os dados em periódicos de circulação internacional; 

3-Continuar aplicando as técnicas aqui implantadas em outras espécies de animais 

da Biodiversidade Amazônica. 
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9 - RESUMO DOS RESULTADOS 

O conjunto de experimentos realizados e os resultados obtidos contribuíram para a 

determinação das condições ideais para o cultivo e o estabelecimento das culturas de CTA 

a partir de tecido epitelial dos roedores no Laboratório de Citogenética da UFPA, atuando 

como um marco nos estudos de células-tronco da biodiversidade da Amazônia. 

A análise dos resultados obtidos no presente estudo permitiu a elaboração das 

seguintes conclusões: 

 

1-  Foi possível padronizar os métodos de isolamento, proliferação celular, 

expansão e caracterização dessas células em linhagem osteogênica, 

condrogênica e adipogênica;  

2- Devido à necessidade de expansão in vitro das CTA, é importante examinar a 

estabilidade cromossômica. O cariótipo é um indicador confiável no controle 

citogenético, na determinação da instabilidade cromossômica e do processo 

neoplásico das CTA cultivadas; 

3- Faltam mais estudos sobre métodos de purificação das CT in vitro e bons 

marcadores de superfície celular para acompanhar o desenvolvimento das 

células em espécies silvestres; 

4- Três espécies de roedores silvestres da Amazônia apresentaram capacidade de 

proliferação e diversidade de diferenciação, sendo potencialmente fornecedores 

de CTA provenientes da pele, podendo ser utilizados como organismos modelos 

de estudos em CT. 
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10 - CONCLUSÃO 

 

Culturas regulares de células epiteliais de roedores silvestres possuem capacidade 

de proliferação e diferenciação em outros tipos celulares que indicam que: 

 

1- O tecido epitelial de roedores abriga CTA indiferenciadas, passível de 

isolamento através da aderência ao plástico de cultivo e são encontradas em 

todos os órgãos e tecidos pós natais, porém raras e comumente difíceis de 

identificar, isolar e purificar; 
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