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RESUMO 

 

 

CLAUDINO, Gustavo Paris. Caracterização das células-tronco mesenquimais de medula 

óssea humana de pacientes com osteoartrite purificadas por adesão diferencial. 2019. 83f. 

Dissertação (Mestrado em Biologia Humana e Experimental) – Instituto de Biologia Roberto 

Alcântara Gomes, Universidade do Estado do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 2019. 

 

Células-tronco mesenquimais (CTM) de medula óssea apresentam grande potencial 

terapêutico devido a sua multipotencialidade e propriedades imunoreguladoras e anti-

apoptóticas. Entretanto, a heterogeneidade marcante presente na população denominada como 

CTM, uma vez que são isoladas e identificadas por sua capacidade de adesão ao plástico, 

aliada à ausência de marcadores precisos para caracterizá-las, dificulta a purificação das 

células multipotentes. Como a célula mais indiferenciada resguarda maior potencial 

proliferativo e de diferenciação, o presente estudo propõe um protocolo de isolamento de 

CTM de medula óssea adesão-dependente, com cultivo do sobrenadante normalmente 

descartado após 3 dias, identificadas como CTM de adesão lenta (CTM-AL). Os resultados 

demonstraram que as CTM-AL apresentaram maiores colônias primárias, além de maior 

frequência e tamanho de colônias secundárias que a população de CTM isolada pelo método 

padrão-ouro, de adesão rápida (CTM-AR). Além disso, quando diferenciadas nas linhagens 

adipogênica e osteogênica, as CTM-AL demonstraram maior capacidade de diferenciação 

adipogênica que as CTM-AR, enquanto mantiveram a mesma capacidade de diferenciação 

osteogênica. Na caracterização por citometria, as células de ambas as populações 

apresentaram, majoritariamente, o fenótipo CD45
-
/CD31

-
/CD73

+
/CD90

+
/CD29

+
/CD44

+
. As 

CTM-AR apresentaram maior frequência de células CD45
+
, HLA

+
 e CD184

+
, enquanto as 

CTM-AL mostraram-se enriquecida em células CD24
+
, CD49d

+
 e CD146

+
. Além da 

frequência, a intensidade de fluorescência de células CD146
+
 também foi maior em CTM-AL. 

Ademais, -actina de músculo liso foi detectada nas células de ambas as populações. Como a 

presença de CD146 e -actina de músculo liso está fortemente correlacionada com a posição 

anatômica perivascular, aonde CTM indiferenciadas se localizam, seu papel na formação e 

desenvolvimento de vasos endoteliais foi avaliado. Células endoteliais da microvasculatura 

humana (HMEC)-GFP
+
 foram co-cultivadas em matrigel com CTM-AR ou CTM-AL 

PKH26red
+
 (5:1), por 72 horas. Durante todo o experimento, observamos CTM-AR e CTM-

AL adjacentes aos túbulos formados, de maneira abluminal. Em ambos os co-cultivos houve 

uma ação inibitória da formação de vasos durante 72 horas. Dessa forma, as CTM-AL 

referem-se à população com maior capacidade proliferativa, menor grau de contaminação 

celular (CD45
+
/HLA

+
) e enriquecida em células CD146

+
. Além disso, as CTM-AL são 

capazes de organizar e estabilizar rede tubular endotelial, mostrando perfil semelhante a 

pericito. Assim, utilizando o protocolo aqui proposto, purificamos uma população de CTM 

com perfil perivascular, mais indiferenciadas. Futuras investigações determinarão o potencial 

terapêutico e a identificação do fenótipo preciso das CTM multipotentes.  

 

Palavras chaves: Célula-tronco mesenquimal. Purificação. Adesão. Perivascular. CD146 

 

 



 

ABSTRACT 

 

 

CLAUDINO, Gustavo Paris. Mesenchymal stem cell purification and characterization from 

osteoarthritic. 2019. 83f. Dissertação (Mestrado em Biologia Humana e Experimental) – 

Instituto de Biologia Roberto Alcântara Gomes, Universidade do Estado do Rio de Janeiro, 

Rio de Janeiro, 2019. 

 

 Bone marrow mesenchymal stem cells (MSC) have been thoroughly explored due to 

its therapeutic effects as multipotent, immunosuppressing and anti-apoptotic cells. However, 

since MSC are isolated and identified from marrow cells using plastic adhesion and precise 

cell markers are absent, marked heterogeneity persists in the so-called MSC population. 

Therefore, progenitors and differentiated cells are mixed in MSC population, hampering true 

multipotent MSC isolation and characterization. The present study proposes an adhesion-

based protocol to isolate bone marrow MSC by culturing the commonly discarded supernatant 

after 3 days culture, named here as late-adhesion MSC (MSC-LA). MSC-LA formed larger 

primary colonies, in addition to larger secondary colonies and frequency than the standard 

isolation protocol (MSC-RA). Besides, MSC-LA displayed clearly more adipogenic capacity 

while maintaining equal osteogenic potential as MSC-RA. In cytometry characterization, 

most cells presented the CD45
-
/CD31

-
/CD73

+
/CD90

+
/CD29

+
/CD44

+
 phenotype for both 

populations. While MSC-RA showed greater CD45
+
, HLA

+
 and CD184

+
 cells, MSC-LA 

displayed enhanced purity in CD24
+
, CD49d

+
 and CD146

+
 cells. Also, CD146

+
 MSC-LA 

cells also had higher median fluorescent intensity. Moreover, smooth muscle -actin was 

present in cells from both populations. Since CD146
+
 and smooth muscle -actin

+
 are highly 

correlated to perivascular cells, which are enriched for undifferentiated MSC, we sought to 

define their role in vessel formation and development. Human microvascular endothelial 

cells-GFP
+
 were co-cultivated  in matrigel with MSC-AR or MSC-AL PKH26red

+
 (5:1), for 

72hours. Throughout the whole experiment, both MSCs were observed surrounding vessels at 

the abluminal side in tight proximity to endothelial cells. Both MSC populations induced anti-

angiogenic effects during 72 hours. Therefore, a higher proliferation potential, less CD45
+
 and 

HLA
+
  contamination while enriched for CD146

+
 cells was seen in the MSC-LA group. As 

noted, MSC-LA is capable of regulating and stabilizing the endothelial vessels. Thus, MSC-

LA correlates to a perivascular MSC population, which presents more undifferentiated 

characteristics, confirming enhanced purity obtained by the adhesion-based protocol. Future 

work will determine the therapeutic potential and precise phenotype for primitive MSC.  

 

Keywords:  Mesenchymal stem cells. Purification. Perivascular. Adhesion. CD146.  
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INTRODUÇÃO 

 

 

Doenças músculo-esqueléticas são distúrbios que afetam o sistema locomotor, gerando 

impactos econômicos e sociais diretos e indiretos. A perda de qualidade de vida se estabelece 

pela demanda de um tratamento contínuo, posto que são majoritariamente doenças crônicas, 

seguida pela queda de produtividade profissional, social e demais aspectos da vida dos 

indivíduos afetados. 

Mais de 30% da população americana e europeia apresentam algum grau de doença 

músculo-esquelética, as quais lideram em anos de vida saudável perdidos entre todas as 

doenças (PERRUCCIO, A. V. et al. 2018). Na Europa, por exemplo, 60% dos indivíduos que 

apresentam invalidez foram decorrentes de doenças músculoesqueléticas, com perda laboral 

equivalente a 2% do PIB da união europeia (BEVAN, S. 2015). No Brasil, de acordo com o 

Anuário Estatístico da Previdência Social, doenças músculoesqueléticas representam 20% 

(650.000) das aposentadorias por invalidez, o que equivale a um gasto de R$888 milhões 

anuais (BRASIL, Estatístico da Previdência Social/Ministério da Fazenda. 2017). 

Dentre as doenças músculoesqueléticas mais debilitantes, a artrite e dores nas costas e/ou 

pescoço lideram como principal causa de invalidez no trabalho em países desenvolvidos 

(PERRUCCIO, A. V. et al. 2018; MARCH, L. et al. 2014). A osteoartrite é uma das 

principais doenças músculo-esqueléticas, afetando 4,7% da população mundial (MARCH, L. 

et al. 2014). É uma doença crônica, não letal, caracterizada pela dor e pela restrição de 

movimento das articulações, dificultando a realização de atividades cotidianas. Causada pela 

deterioração da cartilagem que reveste as extremidades ósseas das articulações, a osteoartrite 

também afeta o tecido ósseo adjacente (subcondral), atingindo principalmente coluna, joelho, 

mãos e quadril. Sabe-se que sua causa é multifatorial e o desencadeamento da doença decorre 

de inflamação branda, porém continuada, que evolui em degeneração da articulação 

acometida (GLYN-JONES, S. et al .2015). Não há cura para a osteoartrite, ou seja, as 

alterações teciduais não são completamente revertidas. Dessa maneira, os tratamentos 

empregados têm como objetivo melhorar a qualidade de vida do paciente, aliviando os 

sintomas. Geralmente envolvem mudança do estilo de vida do paciente e uso de analgésicos e 

anti-inflamatórios, podendo evoluir para intervenções cirúrgicas e substituição da articulação 

por prótese sintética. Entretanto, estes tratamentos não lidam eficientemente com os 

primórdios da doença e sua evolução. 
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Uma das intervenções cirúrgicas mais empregadas no tratamento de osteoartrite, dado seu 

caráter menos invasivo, é a microfratura por artroscopia. Nesse procedimento, pequenos furos 

são feitos no osso subcondral permitindo a migração de células da medula óssea e sangue para 

o sítio de lesão. Como entre estas células existem células-tronco mesenquimais 

condrogênicas, as células do próprio paciente formam uma nova fibrocartilagem sobre a 

cartilagem degradada. Embora a fibrocartilagem formada apresente grande melhora para o 

paciente, a mesma não possui a biomecânica adequada da cartilagem hialina (KREUZ, P.C. et 

al 2006; WHITE, J.L. et al. 2018 BOTHE, F. et al. 2019). 

Atualmente, devido à alarmante frequência de casos e à falta de tratamentos que revertam 

a osteoartrite, pesquisas envolvendo regeneração tecidual se pronunciam como de suma 

importância para a qualidade de vida de pacientes osteoartríticos e para a sociedade como um 

todo. Assim, a terapia celular aliada à bioengenharia de tecidos são poderosas ferramentas 

para substituir o tecido lesado por um novo tecido funcional. Dentre os possíveis candidatos 

celulares, as células-tronco apresentam grande potencial de utilização em ampla gama de 

degenerações, graças à sua capacidade proliferativa e de diferenciação em diversos tecidos 

(WHITE, J.L. et al 2018; MO, M. et al. 2016; LIU, L et al .2018; LAW, L. et al 2018; 

BOTHE, F. et al. 2019).  

Em especial, as células-tronco mesenquimais tornaram-se de grande interesse por serem 

encontradas no indivíduo/tecido adulto, serem de fácil obtenção e capazes de diferenciar-se 

em cartilagem, osso e tecido adiposo. Diversos estudos sugerem a utilização destas para 

diferentes tipos de doença, uma vez que secretam moléculas anti-inflamatorias, 

antiapoptóticas e imunomodulatórias, melhorando o quadro do tecido lesionado (LAW, L. et 

al 2018; LU, S. et al. 2017; ZHAO, Q.;REN, H.;HAN, Z. 2016; ; HONGYAN, T. et al. 2016; 

LEIBACHER, J.;HENSCHLER, R. 2016). Contudo, a população atualmente chamada de 

células-tronco mesenquimais ainda se apresenta altamente heterogênea, contendo células 

totalmente diferenciadas, progenitoras e células-tronco. Tal heterogeneidade celular dificulta a 

identificação das células que realmente geram efeitos regeneradores daquelas que não 

apresentam benefício terapêutico. Além disso, podem causar prejuízo ao paciente caso não se 

diferenciem no tecido adequado, gerando diferenciação indesejada (MORAVCIKOVA, E. et 

al 2018; KURIYAN A.E. et al. 2017; BOTHE, F. et al. 2019; WHITE, J.L. et al. 2018; 

DOULEH, D.;FRANK, R.M. 2018; CHU, C.R. et al.  2018; KREUZ, P.C. 2006). 

Considerando este cenário, é de grande interesse isolar e caracterizar a população de células-

tronco mais indiferenciadas possível, uma vez que elas possuem maior capacidade de 

diferenciação no tecido desejado. 
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Portanto, o presente trabalho visou isolar e identificar uma população homogênea de 

células-tronco mesenquimais indiferenciadas, que apresente potencial terapêutico, 

provenientes da medula óssea de pacientes osteoartríticos. Servindo de base para ampliar o 

conhecimento sobre os mecanismos que governam a migração, proliferação e diferenciação 

dessas células em fibrocartilagem na terapia por microfratura, os efeitos da osteoartrite sobre 

as células-tronco mesenquimais e nos aproximarmos do fenótipo das células-tronco 

mesenquimais in situ. 
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1 REFERENCIAL TEÓRICO 

 

 

1.1 Osteoartrite 

 

 

A Osteoartrite é uma doença crônica extremamente relevante no contexto social-

econômico por ser altamente frequente na população, causar grande debilitação aos pacientes 

acometidos, demandar tratamento contínuo e ser uma das principais causas de aposentadoria 

por invalidez (PERRUCCIO, A. V. et al. 2018). A doença é caracterizada pela diminuição do 

espaço intra-articular, comprometendo a articulação devido a alterações bioquímicas, 

metabólicas e fisiológicas que ocorrem na cartilagem hialina e no osso subcondral. Acomete 

indivíduos de todas as idades, tendo maior prevalência entre os indivíduos com mais de 55 

anos, principalmente em mulheres (SUNDÉN, A. et al. 2018). Apesar de ser uma doença não-

letal, a osteoartrite diminui acentuadamente a qualidade de vida dos pacientes ao causar dor 

debilitante e restrição de movimento, impedindo-os de realizar atividades físicas cotidianas 

como subir escadas, abaixar e caminhar. Nos Estados Unidos, mais de 19% da população 

acima de 45 anos apresenta alterações radiográficas compatíveis com a osteoartrite, porém 

nem todos irão desenvolver os sintomas (VARELA-EIRIN et al. 2018). Devido ao aumento 

da expectativa de vida, estima-se que em 2040 o número de pacientes sintomáticos chegue a 

25,9% (78,4 milhões), sendo que em 44% destes (34,6 milhões), a doença se desenvolverá a 

ponto de limitar suas atividades (HOOTMAN, J.M. et al. 2016).  

Apesar de afetar majoritariamente idosos, tal patologia não tem relação apenas com o 

envelhecimento, tendo sua incidência aumentada em relação a fatores como obesidade, sexo, 

hereditariedade, inflamação sistêmica (MARTEL-PELLETIER, J. et al. 2016), alta densidade 

mineral óssea (NEVITT, M.C. et al. 2010) e diabetes (LOUATI, K. et al. 2015). A obesidade 

não somente danifica a articulação pelo aumento de carga sobre a mesma e consequente 

desgaste físico, mas também favorece o surgimento da doença devido ao perfil inflamatório 

sistêmico (THIJSSEN, E. et al. 2015). Outro possível fator desencadeador da osteoartrite é o 

trauma agudo ou crônico. Enquanto o trauma agudo envolve dano instantâneo ao tecido 

decorrente de algum acidente, o trauma crônico corresponde a uma atividade repetitiva que 

excede a capacidade da articulação em se proteger/regenerar. Em atividades de trabalho e 

esportes de alto impacto específicos, o uso e consequente desgaste das articulações pode 

causar o desenvolvimento de osteoartrite precoce.  
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1.1.1 Processo Patológico 

 

 

O processo patológico pode ser iniciado a partir de diversos fatores, individualmente 

ou em conjunto, que ao causar alteração na articulação desencadeia o processo degenerativo. 

Consequentemente, instala-se um processo inflamatório brando, porém contínuo, que é chave 

para a deterioração da articulação acometida e desenvolvimento dos sintomas. O mecanismo 

responsável pelo desenvolvimento da osteoartrite ainda não foi completamente elucidado. 

Evidências apontam que a doença deve ser encarada de forma sistêmica, uma vez que é 

influenciada por mediadores sistêmicos da inflamação, inflamação advinda do 

envelhecimento, imunidade inata e inflamação branda decorrente da síndrome metabólica 

(MOBASHERI, A.; HENROTIN, Y. 2015). 

A diminuição do espaço articular devido a deterioração da cartilagem que reveste as 

extremidades ósseas das articulações é a principal característica da osteoartrite. Com o dano e 

instalação do processo inflamatório tecidual, inicialmente os condrócitos exibem alta 

atividade de síntese, demonstrando estarem engajados no reparo do dano tecidual. Entretanto, 

a progressão e persistência da inflamação causa degeneração da matriz pericelular que 

envolve os condrócitos, que agora completamente expostos ao ambiente inflamatório, têm seu 

comportamento e fenótipo alterados. A complexidade da doença se dá em parte pela presença 

de condrócitos com diferentes perfis coexistindo na cartilagem. Por exemplo, alguns 

condrócitos se tornam senescentes, alterando as moléculas por ele secretadas, desregulando 

sua função, enquanto outros assumem irreversivelmente características semelhantes a 

fibroblastos (VARELA-EIRIN, M. et al. 2018). Além disso, a degradação da cartilagem 

ocasiona o contato direto entre as extremidades ósseas e, com a biomecânica alterada, as 

forças exercidas recaem sobre área de contato menor, de modo a induzir o remodelamento 

ósseo. O remodelamento se manifesta aumentando a porosidade óssea e afinando a placa 

subcondral. Assim, desenvolve-se esclerose óssea subcondral com formação osteofitária e 

aumento da secreção de líquido sinovial pela parede da cápsula sinovial, levando a formação 

de edema (LOESER, R.F.; COLLINS,J.A.;DIEKMAN, B.O. 2016). Esse inchaço inibe a 

ativação completa dos músculos que conectam os dois ossos da articulação por meio de 

reflexo espinhal (inibição artrogênica) que, combinado com a diminuição do uso dos 

músculos do membro, acarretam no enfraquecimento muscular (NEOGI, T. et al. 2009). 

Dessa forma, não só os ossos, mas também a cápsula articular, a membrana sinovial, os 

ligamentos, tendões e a musculatura peri-articular sofrem alterações teciduais. Como estes 
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tecidos são ricos em vasos sanguíneos e terminações nervosas, ao contrário da cartilagem, o 

surgimento da dor pode começar somente com o quadro já bastante avançado.  

 

 

1.1.2 Tratamentos 

 

 

Não há cura para a osteoartrite, de modo que uma vez desenvolvida, as alterações são 

irreversíveis. Dessa forma, o tratamento tem como objetivo a melhoria da qualidade de vida 

do paciente, aumentando a mobilidade da articulação e diminuindo a dor. Os principais 

tratamentos envolvem a mudança do estilo de vida do paciente, com redução de peso e 

implementação de atividades físicas, concomitante a administração de anti-inflamatórios e 

analgésicos. Em último estágio, quando a limitação funcional e a dor tornam-se debilitantes, o 

paciente é indicado à cirurgia de prótese (artroplastia), na qual a articulação é total ou 

parcialmente substituída por peças sintéticas integradas ao osso do paciente. Estes são os 

tratamentos convencionalmente oferecidos e mais bem estabelecidos para tratar a osteoartrite, 

porém tais métodos não lidam eficientemente com a doença e sua progressão em sua fase 

inicial. Ademais, a artroplastia, além de apresentar riscos para uma população idosa com 

frequentes comorbidades, ainda necessita da realização de revisões cirúrgicas a cada 5-10 

anos devido ao desgaste do material sintético (GLYN-JONES, S. et al .2015). Dessa maneira, 

outros métodos vêm sendo explorados, como o desenvolvimento de fármacos específicos, uso 

da terapia celular e bioengenharia tecidual. 

Diversas estratégias têm sido exploradas em busca do reparo localizado da cartilagem, 

tanto visando o transplante autólogo (do próprio paciente) de regiões saudáveis de cartilagem, 

quanto estimulando de maneira exógena a regeneração da cartilagem degenerada (WHITE, J. 

L. et al. 2018; XU, L. et al. 2017; BOTHE, F. et al. 2019). A mosaicoplastia e o enxerto 

osteocondral são exemplos de técnicas que empregam o transplante autólogo, nas quais 

segmentos (plugs) de cartilagem saudável e osso subcondral são transplantados de regiões 

saudáveis para a zona danificada. Tais procedimentos são custosos tecnicamente, 

demandando experiência do cirurgião e áreas de cartilagem saudável no próprio paciente.  

A técnica de microfratura é a mais amplamente utilizada em pacientes com menos de 

65 anos, e se aproveita do conceito de transplante autólogo ao induzir a geração de nova 

cartilagem no sítio danificado através de células osteogênicas e condrogênicas. Múltiplos 

furos de pequeno calibre são feitos no osso subcondral, permitindo acesso das células da 
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medula óssea e do sangue à cápsula articular, formando um coágulo na região da cartilagem 

degenerada. Durante os meses seguintes, o coágulo servirá como base para formação de um 

novo tecido fibrocartilaginoso pelas células-tronco mesenquimais presentes na medula do 

próprio paciente. Ainda que não formem cartilagem hialina e sim fibrocartilagem, que possui 

propriedades biomecânicas inferiores, estas células podem ser manipuladas e sua 

diferenciação final controlada para geração de tecido adequado. (GLYN-JONES, S. et al 

.2015; STEADMAN, J.R. et al. 2003).  

Devido às limitações apresentadas em cada procedimento, técnicas de terapia celular e 

engenharia tecidual buscam desenvolver novos métodos de restauração tecidual, que resultem 

em cartilagem com propriedades biomecânicas e integração tecidual similar à cartilagem 

hialina. Desde 1980, têm-se explorado o implante de condrócitos autólogos, no qual uma 

amostra de cartilagem saudável é coletada via artroscopia, os condrócitos são dissociados do 

tecido, expandidos em cultura e reimplantados no paciente semanas depois. Contudo, mesmo 

sendo extensivamente pesquisada, ainda não está claro se tal técnica, com altos custos e 

exigências de qualidade, superam os resultados da microfratura. (GAO, L et al. 2017; 

BRITTBERG, M. 2018). Com o avanço das pesquisas, células-tronco mesenquimais, células-

tronco pluripotentes, o uso de fatores de crescimento, indutores de diferenciação e indutores 

de manutenção de fenótipo condrogênico vêm sendo considerados como possíveis 

tratamentos. Assim, a pesquisa utilizando células-tronco mesenquimais provenientes de 

pacientes osteoartríticos torna-se essencial para a compreensão dos fatores que induzem a 

regeneração em tecido fibrocartilaginoso, desenvolvimento de protocolos autólogos que 

permitam explorar o potencial dessas células e melhor compreensão da osteoartrite. 

 

 

1.2 Células-tronco 

 

 

As células-tronco são definidas como células indiferenciadas capazes de auto renovação, 

gerando pelo menos uma célula idêntica à célula-mãe, e capazes de se diferenciar, originando 

pelo menos um tipo celular especializado. Essas características são fundamentais para o 

desenvolvimento e crescimento do indivíduo, tanto na fase embrionária quanto na fase adulta, 

ao realizar a manutenção dos tecidos especializados durante toda sua vida (TETTEH, P. W.; 

FARIN, H. F.; CLEVERS, H. 2015). Ao longo das inúmeras proliferações celulares durante o 

processo de formação de um indivíduo, ocorre um decréscimo no potencial de diferenciação 
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das células-filhas através de orquestrada sinalização intra e extracelular, direcionando seu 

desenvolvimento (SEITA, J.; WEISSMAN, IL. 2010). Assim, as células-filhas se tornam 

mais comprometidas a cada divisão, perdendo diversidade em sua capacidade de 

diferenciação. Dessa forma, as células-tronco demonstram obedecer uma estrutura hierárquica 

de diferenciação em relação ao grau de parentesco com a célula primogênita, detentora de 

maior potencialidade, perdendo a amplitude de sua pluripotencialidade durante o 

desenvolvimento e consequente processo de especialização celular. 

 

 

1.2.1 Classificação das células- tronco 

 

 

Em relação a sua capacidade de diferenciação, as células-tronco são classificadas em: 

totipotentes, formam tanto o indivíduo completo como os anexos embrionários, possuindo o 

maior potencial de diferenciação possível; pluripotentes, capazes de gerar todos os tipos 

celulares constituintes de um indivíduo mas não os anexos embrionários, como são as células-

tronco embrionárias; multipotentes, que possuem capacidade de diferenciação em alguns tipos 

celulares, geralmente limitados ao folheto embrionário de origem, como nas células-tronco 

adultas;  oligopotentes e unipotentes, as quais possuem capacidade de diferenciação altamente 

limitada, em poucos ou um só tipo celular (HIMA, B.A.; SRILATHA B. 2011).  

Ainda não houve descrição detalhada do processo de surgimento das células-tronco 

constituintes do tecido adulto, porém credita-se ao microambiente especializado no qual estas 

células estão inseridas, principalmente aos estímulos polarizadores da matriz e às interações 

célula-célula na diferenciação dos folhetos embrionários, a limitação do potencial de 

diferenciação como consequência da especialização celular (GILBER, S. F. 2000). Além 

disso, células multipotentes não se restringem somente às células-tronco, pois as células 

progenitoras também podem ser multipotentes. 

 

 

1.2.2 Mecanismos de Repressão da Diferenciação das Células-tronco 

 

 

A importância da manutenção do estado indiferenciado das células-tronco fica 

evidente uma vez que a regeneração tecidual é tão limitada quanto à capacidade proliferativa 

de seus diferentes constituintes celulares. Sem que houvesse alguma forma de manutenção do 
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estado indiferenciado da célula-tronco, a mesma também seria conduzida à diferenciação. 

Consequentemente, prejudicaria a homeostase tecidual condenando células totalmente 

diferenciadas, unidades efetoras da função tecidual e restritas em potencial proliferativo, ao 

envelhecimento e senescência. Assim, mecanismos de repressão da diferenciação de células-

tronco, sejam eles intrínsecos ou extrínsecos, permitem sua função reconstitutiva no tecido 

adulto (DOMEN, J.; GANDY, K. 2017).  

As células-tronco ocupam regiões específicas do tecido no qual as células que as 

circundam fornecem suporte para a sua manutenção, que em conjunto com a matriz 

extracelular e fatores presentes, compõem seu nicho. Seja por interações justácrinas ou 

parácrinas, o nicho forma um conjunto de condições (ambiente) propício para as células-

tronco, protegendo-as de compostos tóxicos e regulando precisamente sua alternância entre 

quiescência e proliferação (SCADDEN, D. T. 2014). 

Dentre os mecanismos extrínsecos, a influência do nicho sobre a célula-tronco pode 

ditar sua competência. Mesmo em situações de divisão celular simétrica, a orientação do eixo 

mitótico no momento da replicação pode inserir a célula-filha em nicho diferente de onde se 

encontra a célula-mãe. Uma vez inserida em novo nicho, este pode induzir a diferenciação 

ainda que a célula-filha seja idêntica à célula-mãe (TAMPLIN, O. J. et al. 2015).  

Intrinsicamente, a célula-tronco é capaz de manter seu estado indiferenciado ao realizar 

divisões celulares assimétricas, segregando fatores intracelulares e intranucleares que 

promovem a diferenciação. (REN. F, et al. 2015). 

Outra maneira de manter o estado indiferenciado é através do controle de fatores de 

transcrição específicos das células-tronco, prevenindo a diferenciação prematura dessas 

células durante vários estágios do desenvolvimento. Por exemplo, quando qualquer um dos 

genes ETV1, ETV5, FOXP1, GATA6, HMGA2, SIM2 ou SOX11 tem sua tradução reprimida 

em células-tronco mesenquimais (CTM), sua capacidade de autorrenovação também é 

diminuída (KUBO, H. et al. 2009). Além disso, o equilíbrio entre a expressão de genes 

indutores de diferenciação relativos às diferentes linhagens pode suprimir a especialização 

através de uma inibição mútua. As CTM expressam genes reguladores da diferenciação 

relativos a diferentes linhagens simultaneamente (KUBO, H. et al. 2009; FREEMAN, B. T.; 

JUNG, J. P.; OGLE, B. M. 2015). Esse fenômeno de comprometimento simultâneo às 

múltiplas linhagens delimita a amplitude de diferenciação celular das células-tronco, sem 

comprometê-las a uma única linhagem específica (DELORME, B. et al. 2009). 

Modificações epigenéticas que remodelam a cromatina e recrutam repressores 

transcricionais, também contribuem para a repressão dos genes envolvidos na diferenciação 
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celular. Por exemplo, células-tronco hematopoiéticas (CTH) e CTM de indivíduos idosos 

apresentam mais metilações nos promotores de genes referentes à diferenciação do que em 

indivíduos jovens (CAKOUROS, D.; GRONTHOS, S. 2019). 

 

 

1.3 Célula-tronco Adulta 

 

 

A célula-tronco adulta é uma rara célula indiferenciada presente em tecido 

diferenciado, capaz de se autorrenovar e diferenciar em variados tipos celulares constituintes 

do tecido, durante toda a vida do organismo (BIANCO, P. et al.  2013). Assim, mais restritas 

que as células-tronco embrionárias pluripotentes, as células-tronco adultas são comumente 

multipotentes, e apresentam alta, porém limitada capacidade de autorrenovação. CTH 

murinas, por exemplo, suportam até 6 transplantes sequenciais antes de perder seu potencial 

de repopulação do compartimento hematopoiético, que envolve tanto a capacidade de 

diferenciação ordenada quanto de autorrenovação das células (WILSON, A. et al 2008). 

Ao contrário da alta proliferação que ocorre para a formação dos tecidos na fase de 

desenvolvimento embrionário, na fase adulta somente a manutenção do tecido é necessária, 

portanto, há menor demanda proliferativa das célula-tronco adultas. Assim, as células-tronco 

adultas se mantêm quiescentes a maior parte do tempo prevenindo tanto a exaustão celular 

quanto o acúmulo de mutações gênicas por erros de replicação (CHEN, K.G. et al. 2017).  

 

 

1.4 Células Progenitoras versus Células-tronco 

 

 

A distinção entre células-tronco adultas e progenitoras é complexa, sem que haja um 

teste simples determinante. Células-tronco podem ser distinguidas de células progenitoras 

pela sua habilidade de contribuir com a manutenção tecidual por um longo período, em 

relação a curta capacidade do progenitor. Progenitores são células parcialmente 

especializadas, comprometidas com sua linhagem tecidual ou folheto embrionário, possuem 

capacidade replicativa limitada e expressão muito baixa ou ausente de telomerase (RAUNER, 

G. et al. 2018). Células-tronco são definidas pelas suas propriedades funcionais, o que se 
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torna um problema já que essas características necessitam de manipulação para serem 

avaliadas, que por sua vez, podem levar a alteração das propriedades celulares (BARA, J. J. et 

al. 2014;YANG, Y.-H.K., et al. 2018; VON BAHR, L. et al. 2012). A discriminação mais 

rigorosa é observada através da autorrenovação in vivo, levando a manutenção do fenótipo 

celular por toda vida do indivíduo. Por exemplo, a capacidade de reconstituição e manutenção 

de um tecido frente uma lesão. 

Para avaliação in vitro, normalmente as células são cultivadas e expostas à mitógenos, 

avaliando o potencial de autorrenovação através de uma cultura secundária da população 

proveniente de uma única célula. Células individualizadas da cultura primária, caso de fato 

tronco, seriam capazes de se proliferar gerando células similares a originalmente cultivada. 

Entretanto, a avaliação in vitro é mais complicada já que com o cultivo prolongado pode-se 

identificar transformações celulares, que alteram a cinética de crescimento, dependência de 

fatores de crescimento, adesão celular e expressão gênica (BARA, J. J. et al. 2014;YANG, Y.-

H.K., et al. 2018; VON BAHR, L. et al. 2012). Dada a semelhança entre as duas entidades e a 

consequente dificuldade de purifica-las, algumas populações denominadas células-tronco 

adultas compreendem também células progenitoras contaminantes, caso muito evidente no 

isolamento da população denominada células-tronco mesenquimais. 

 

 

1.5 Células-tronco Mesenquimais: Histórico e Definição  

 

 

As células-tronco mesenquimais (CTM) surgiram a partir das pesquisas de 

Friedenstein e colaboradores (1987) sobre os componentes celulares da medula óssea, ao 

isolar uma população de progenitores multipotentes in vitro, através do plaqueamento de 

medula total em baixa densidade de células. Eles observaram a presença de uma população 

escassa de células com morfologia fibroblastóide com alta capacidade de proliferação, ao 

ponto de uma única célula formar uma colônia. Ao transplantar as células aderentes em 

porquinhos da índia, observaram a formação de ossículo quimérico, no qual as células 

formadoras do osso cortical, trabecular e estroma medular eram originárias do doador, 

enquanto as células hematopoiéticas que colonizavam o estroma do ossículo, capazes de gerar 

células sanguíneas diferenciadas, provinham do receptor. Assim, uma população celular 

isolada através do plaqueamento de medula total em baixa densidade de células, deu origem à 
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células-filhas com potencial de reconstituição idêntico ao da célula-mãe, permitindo 

identificar a presença de célula verdadeiramente tronco não-hematopoiéticas na medula óssea. 

Tal avanço promoveu o entendimento de que, como essas células resguardavam alta 

capacidade proliferativa e multipotencialidade, assim como observado na linhagem 

hematopoiética, poderiam também ser utilizadas em transplantes (FRIEDENSTEIN, A.J. et al. 

1987). 

 

 

1.5.1 Heterogeneidade dos Células-tronco Mesenquimais 

 

 

Buscando caracterizar a população celular tronco identificada por Friedenstein, a 

expressão de proteínas superficiais virou alvo de pesquisa como possível método de 

purificação dessas células. Seja por seleção positiva ou negativa através, por exemplo, da 

exclusão de células hematopoiéticas e endoteliais, inconsistências entre grupos de pesquisa 

que utilizavam diferentes marcadores começaram a surgir. A ausência de consenso quanto às 

características fenotípicas que definem as CTM acarretou no desenvolvimento e utilização de 

diferentes protocolos entre pesquisadores (CORDEIRO-SPINETTI et al. 2014). Visando 

unificar os requerimentos necessários para definir uma célula como CTM, a Sociedade 

Internacional de Terapia Celular estabeleceu um padrão a ser usado como controle de 

qualidade na identificação de possíveis CTM, diminuindo a variabilidade e aumentando a 

transparência entre grupos de pesquisa. Os critérios mínimos definidos e utilizados até hoje 

são: capacidade de adesão ao plástico de cultura, expressão de CD105, CD73 e CD90, serem 

negativas para CD45, CD34, CD14 ou CD11b, CD79a ou CD19 e HLA I, e possuirem 

capacidade de diferenciação in vitro                         i        i   i               

           2006). 

Apesar de nortear os pesquisadores, os critérios estabelecidos já foram apresentados 

com ressalvas quanto à abrangência dos mesmos: fibroblastos de brônquios pulmonares 

cumprem todos os critérios apesar de serem células totalmente diferenciadas, inclusive os de 

multipotência avaliados pela diferenciação in vitro                       2006). Assim, duas 

observações podem ser feitas quanto aos critérios mínimos apresentados. Primeiro, a 

combinação de marcadores moleculares é pouco restritiva, já que células totalmente 

diferenciadas podem ser identificadas como progenitores multipotentes. Segundo, os ensaios 
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de diferenciação in vitro não são restringentes o suficiente para avaliar o multipotencial 

intrínseco de cada célula, tanto devido aos potentes indutores e glicocorticoides utilizados que 

podem induzir uma reprogramação celular, quanto por não avaliar a função da célula efetora 

adequadamente (BIANCO, P. et al. 2013). Assim, a heterogeneidade celular dos componentes 

estromais da medula dificulta a definição da contribuição de cada componente à regulação do 

microambiente medular e potencial terapêutico, devido à dificuldade técnica de isolar uma 

população de células purificada e em mesmo estágio de comprometimento.  

 

 

1.5.2 Células-tronco Mesenquimais e Pericitos 

 

 

Desde a descoberta das CTM, sua localização e função in situ foi alvo de grandes 

discussões. Uma vez que essas células foram identificadas in vitro, pesquisadores 

empenharam-se em investigar quais células possuíam características semelhantes àquelas 

identificadas como CTM na medula óssea, e qual seu papel na manutenção do tecido. Como 

as CTM não eram exclusivas da medula óssea, sendo isoladas de diversos outros tecidos, da 

Silva Meirelles (2006) observou que o ponto em comum de todos os tecidos em que havia 

CTM era a presença de vasculatura e que, portanto, as CTM deveriam residir nessas 

estruturas.  

Os pericitos são células perivasculares que compõe a estrutura de vasos sanguíneos, 

regulando sua contratilidade, estabilidade e integridade. Ademais, compõem a vasculatura em 

todos os seus níveis de complexidade, de capilares a grandes artérias, sempre adjacentes às 

células endoteliais. Inseridos na membrana basal do endotélio, estão presentes na região entre 

a túnica íntima e média em grandes vasos, e estão diretamente sobre as células endoteliais em 

pequenos vasos, estendendo longos processos celulares sobre estes (DIAZ-FLORES, L. et al. 

2009; PILL, K et al. 2015). Porém, sua morfologia é variável dependendo da estrutura 

vascular na qual se encontra, como demonstrado na figura 1. Em arteríolas, os pericitos 

assumem morfologia fibroblastóide com poucos processos celulares, enquanto que em 

capilares assumem forma quase arredondada com alguns poucos processos celulares sobre o 

endotélio, já nas vênulas pós-capilares, os pericitos apresentam-se achatados com muitos 

processos celulares (SUKRITI, N. 2011). 
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Figura 1 – Heterogeneidade de Pericitos 

 
Legenda: Representação ilustrativa de complexo capilar demonstrando as múltiplas morfologias possíveis dos 

pericitos, com diferentes superfícies de contato com o endotélio.  

Fonte: Adaptado de ATTWELL, D. et al. 2016. 
 

Em 1992, Brighton e colaboradores sugeriram que pericitos eram possíveis 

progenitores de osteoblastos, já que esses assumiram morfologia e comportamento in vitro 

semelhante ao descrito para as CTM, dando origem a colônias com capacidade de 

mineralização. No mesmo ano, Diaz-Flores e colaboradores (1992) demonstraram a 

participação dos pericitos na geração de cartilagem e osso em modelo de reparo, traçando um 

paralelo entre esses e as CTM. Em 2007, SACCHETTI e colaboradores, ao isolarem 

progenitores (CD146
+
) capazes de formar osso quimérico e manutenção dessa mesma 

população in vivo, demonstraram pela primeira vez o potencial de autorrenovação de uma 

população purificada de CTM. Buscando sua localização no ossículo, observaram que as 

CTM ocupavam a região subendotelial dos vasos, organizando os sinusóides, necessários para 

desenvolvimento da hematopoiese. Por fim, apontam que os progenitores CD146
+
 presentes 

na região subendotelial têm sua quiescência induzida pela interação direta com as células 

endoteliais, demonstrando a correspondência entre os pericitos e as CTM ( RASINI, V. et al. 

2013; ESTEVES, C.L.;DONADEU, F.X. 2017;  PARK, J.-H. et al. 2016; MO, M. et al. 2016; 

RUSSELL, K.C. et al. 2010; MANGIALARDI, G.; CORDARO, A.; MADEDDU, P. 2016). 

Dessa forma, com a adição de estudos utilizando marcadores celulares e estudo de função, 

observou-se que as CTM expressam marcadores de células perivasculares, como -actina de 

músculo liso, NG2 e PDGFR-b. Ademais, quando em cultura junto a células endoteliais, 

atuam diretamente na organização e remodelamento de estruturas vasculares (JAIN, R. K. 

2003). Assim, as similaridades entre as CTM e as células perivasculares, em especial os 

pericitos, foram delineadas e, por fim, aceita a existência de uma célula que abranja ambas as 

identidades celulares (CAPLAN, A. I. 2008). 

Os pericitos são considerados células perivasculares que não possuem uma linhagem 

específica, e são recrutados da parede de vasos sanguíneos pelos tecidos que o envolvem em 

situações de desenvolvimento e regeneração tecidual (ATTWELL, D. et al. 2016). Sob 
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condições fisiológicas, os pericitos se mantêm quiescentes na região perivascular, auxiliando 

a estabilização vascular. Sob estresse ou injúria, essas células passam por mudanças 

funcionais e fenotípicas, que desencadeiam migração, proliferação e diferenciação celular. 

(ESTEVES, C.L.; DONADEU, F.X. 2017; BIRBRAIR, A. 2017; BODNAR, R.J. et al. 2016). 

Portanto, participam ativamente da manutenção da homeostase tecidual, integrando a resposta 

imune e o reparo tecidual.  

Em relação à origem dos pericítos, ainda que possuam perfil de expressão similar ao 

longo de toda vasculatura, já está estabelecido que essas células possuem diversas origens 

embrionárias, provindo tanto da crista neural quanto do mesoderma. Assim, a partir do ponto 

de vista da biologia do desenvolvimento, um mesmo vaso pode apresentar mosaiquismo 

quanto à origem das células perivasculares. (DIAS MOURA PRAZERES, P.H.D.M. et al. 

2017; AHMED et al. 2017; MAJESKY, M. W. 2007 e 2011). 

Dessa forma, com o desenvolvimento das técnicas apropriadas e alinhamento do 

conhecimento acerca dos dois conceitos celulares, as verdadeiras CTM e pericitos, 

correspondem a mesma célula estudada sob óticas diferentes. Cabe ainda uma ressalva: nem 

todas as células comumente referidas como CTM podem ser relacionadas aos pericitos, uma 

vez que se trata de população heterogênea.  

Apesar de todos os tecidos vascularizados, em princípio, possuírem CTM 

perivasculares, a medula óssea é o tecido mais amplamente descrito para a presença dessas 

células, sendo descrita como a primeira fonte de isolamento das CTMs. A medula óssea 

abriga diversos tipos de vasos que influenciam as células perivasculares, tendo-se identificado 

diversos perfis diferentes de CTMs neste mesmo tecido. 

 

1.6 Medula Óssea 

 

 

A medula óssea está localizada anatomicamente no interior dos ossos longos e chatos, 

ocupando o espaço entre as trabéculas ósseas. Sua função primária é o abrigo e regulação do 

processo de formação celular sanguíneo, a hematopoiese, por toda vida adulta. A medula 

óssea pode ser classificada em medula óssea vermelha, com hematopoiese ativa e 

extremamente celularizada, ou amarela, rica em adipócitos que preenchem o espaço 

intertrabecular, com celularidade diminuída e hematopoiese diminuída ou ausente 

(SAKAMOTO, A. et al. 2018; CRAFT, C.S. et al. 2018). Após o nascimento, todos os ossos 

longos e chatos estão ocupados com medula óssea vermelha, porém com o avanço da idade há 
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conversão para medula óssea amarela, começando pelos membros. Durante a primeira década 

de vida, o volume de medula óssea vermelha total cai para 70%, depois para 50% aos 25-30 

anos, e permanece relativamente constante até os 70 anos, quando sofre nova diminuição 

(HARTSOCK, R.J.; SMITH, E.B.; PETTY, C.S. 1965). Na fase adulta, somente os fêmures e 

ossos do esqueleto axial, que incluem vértebras, esterno, costelas e ossos da pélvis, 

permanecem com hematopoiese ativa. Mesmo em ossos contendo medula óssea ativa, as 

epífises e metáfises são ocupadas por medula óssea vermelha, enquanto a diáfise é 

normalmente ocupada por adipócitos. Caso haja aumento da demanda sanguínea, como por 

exemplo, em pacientes que apresentem caso de hemorragia, tabagismo, diabetes ou obesidade, 

a medula óssea amarela ainda retém potencial hematopoiético capaz de restabelecer a 

produção sanguínea, convertendo-se à medula óssea vermelha, processo chamado de 

reconversão da medula (AKMAN, B. et al. 2019; ARSLAN, G.; OZMEN, E.; SOYTURK, M. 

2015). 

O compartimento hematopoiético é altamente vascularizado, com plexos capilares 

medulares e periosteais interligados. Uma veia central percorre o osso de maneira longitudinal 

com sinusóides distribuídos radialmente, permitindo fácil acesso das células à circulação. Os 

sinusóides são uma extensão da microvasculatura que drena para a veia central, com parede 

vascular consistindo de endotélio espaçado, membrana basal descontínua e cobertura 

incompleta pelas células adventícias. Suas células endoteliais também são especializadas, 

induzindo a migração e adesão de progenitores sanguíneos de maneira mais potente que 

outros endotélios. Devido a sua histologia única, os sinusóides permitem uma passagem 

seletiva das células para a circulação (HASSANSHAHI, M. et al. 2019; ACAR, M. et al. 

2015; S. INOUE, S. e OSMOND, D.G. 2001). 

Como a hematopoiese é um processo de proliferação e especificação celular, células 

em diferentes níveis de diferenciação estão presentes na medula, simultaneamente.  Células-

tronco hematopoiéticas, que são responsáveis por gerar todos os tipos celulares presentes no 

sangue, dão origem às células progenitoras, responsáveis pela expansão da população de uma 

linhagem. Essas, por sua vez, originam células totalmente diferenciadas que realizam função 

específica ao seu tipo celular. Numa visão histológica, a medula óssea demonstra uma 

organização radial da distribuição de células hematopoiéticas. As células-tronco ocupam a 

região da superfície interna do osso (endósteo/subendósteo), enquanto células progenitoras e 

diferenciadas vão progressivamente ocupando a medula em direção à região central, conforme 

avançam na especialização celular (CORDEIRO-SPINETTI, E.; TAICHMAN, R. S.; 

BALDUINO, A 2014). 
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Assim, duas populações compõem a medula óssea: células constituintes da 

hematopoiese e células que dão suporte ao processo de produção sanguínea. A segunda, 

chamada de fração estromal, é um tecido conectivo composto por células reticulares estromais 

semelhantes aos fibroblastos, células endoteliais, células perivasculares/adventícias, 

adipócitos, osteoblastos, nervos simpáticos, células de Schwann não mielinizadoras e células-

tronco mesenquimais (CTM) em diferentes graus de comprometimento (CALVI, L. M.; 

             2015).  

O estroma não fornece somente o suporte físico para o desenvolvimento da 

hematopoiese, como também regula precisamente esse processo através da secreção de 

fatores, interações célula-célula e produção de matriz extracelular. Entre as citocinas 

reguladoras da maturação hematopoiética estão os fatores estimuladores de colônia 

específicos para cada linhagem sanguínea, que estimulam a proliferação e diferenciação dos 

progenitores comprometidos. Outros sinalizadores celulares produzidos pela fração estromal 

como a trombopoetina, eritropoietina e interleucinas também guiam a maturação dos 

progenitores. De forma ambígua, células hematopoiéticas apresentam perfis distintos de 

receptores para fatores de crescimento e de maturação, conforme seu grau de diferenciação.  

Ademais, uma das competências da matriz extracelular é a retenção de fatores de crescimento 

produzidos pelo estroma, formando gradientes internos específicos. Assim, essas zonas 

específicas, ricas em fatores de progressão da maturação hematopoiética, são reconhecidas 

pelos progenitores. Dessa maneira, compõem o microambiente medular, evidenciado pela 

diferenciação de linhagens hematopoiéticas distintas de forma segregada, em diferentes 

regiões do microambiente (KUMAR, R.; GODAVARTHY, P.S.; KRAUSE, D. S 2008).  

Além disso, uma das principais funções do estroma é sua atuação como nicho 

regulatório das células-tronco hematopoiéticas. Como essas células são geradas durante a 

embriogênese, sua população está limitada à capacidade de autorrenovação das mesmas, 

propriedade a qual deve ser precisamente balanceada entre os nichos de quiescência e 

proliferação, a fim de preserva-la por toda vida do indivíduo adulto. A regulação entre o 

estroma e as células hematopoiéticas é de extrema importância, uma vez que seu desequilíbrio 

pode levar a disfunção hematopoiética, acarretando em síndromes mielodisplásicas 

(     TT         URY  Y   S           T   2016). 
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Figura 2 – Anatomia e Organização Celular da Medula Óssea 

 
Legenda: Ilustração representativa da anatomia e organização celular da medula óssea, evidenciando as células 

constituintes do estroma e seus nichos.  

Fonte: HOCH, A.I. e LEACH, K. 2014. 

 

 

 

 

 

 

 

1.7 Nicho Celular  

 

 

Em 1978, Schofield traçou um paralelo entre o conceito de nicho ecológico e as 

interações entre a célula-tronco e as células que lhe oferecem suporte direto, dando origem ao 

conceito de nicho celular. O autor propôs que células-tronco se localizam em ambientes 

específicos que as regulam, em oposição à regulação celular exclusivamente intrínseca, e que, 

por isso, permaneceriam num estado indiferenciado, capaz de autorrenovar. Portanto, a 

seleção da célula-tronco seria orquestrada pelo nicho de suporte, de modo que uma célula-

filha capaz de ocupar o nicho se tornaria célula-tronco. Além disso, a coerção ao estado 

quiescente exercida pelo nicho não só permite que a célula-tronco seja mantida por toda vida 
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do indivíduo, como também a poupa do acúmulo de danos genéticos provenientes de erros de 

duplicação. Assim, o nicho limita a replicação das células-tronco, além de selecionar qual 

fenótipo está apto a ocupá-lo, inibindo, por exemplo, a instalação de células mutantes que 

podem corromper a fisiologia tecidual (SCADDEN, D. T. 2014). 

Por outro lado, a força de seleção exercida pelo nicho também é capaz de agir 

negativamente para o indivíduo. Utilizando o sistema hematopoiético como exemplo, estudos 

envolvendo modificações na -catenina de osteoblastos, células de suporte para as CTH, estão 

correlacionados com o surgimento de leucemia mielóide aguda. Alterações moleculares na -

catenina foram detectadas em 38% dos pacientes portadores de leucemia mielóide. Alguns 

dos pacientes leucêmicos que passaram por transplante de medula com doador aparentado 

apresentaram novamente leucemia, dessa vez, originada a partir das células do doador 

saudável, revelando a influência do nicho na regulação da célula-tronco (KODE, A. et al. 

2014). Esses dados indicam que alterações nas células constituintes do nicho podem modular 

a célula-tronco a qual dão suporte ou selecionar a entrada de células-tronco com fenótipos 

específicos, favorecendo a expansão de um determinado clone que domina a população.   

Como o nicho é uma entidade dinâmica, a comunicação ocorre de forma cruzada entre 

as células constituintes do nicho e as quais o nicho oferece suporte. Essa comunicação permite 

também que uma célula alterada se abrigue no nicho saudável e induza modificação do 

mesmo. Novamente, na leucemia mielóide aguda, outro mecanismo desencadeador dessa 

desordem são as próprias células-tronco leucêmicas, que induzem a diminuição da expressão 

de uma quimiocina (CXCL-12) nas células osteoprogenitoras constituintes do nicho. Uma vez 

que essa quimiocina é de extrema importância para a quimiotaxia e retenção das CTH 

saudáveis, enquanto as CTH leucêmicas são pouco dependentes dessa sinalização, a 

modulação do nicho pela CTH leucêmica favorece seu estabelecimento sobre as saudáveis 

(SCADDEN, D. T. 2014). 

 

 

1.7.1 Nicho Hematopoiético e as Células-tronco Mesenquimais 

 

 

No corpo humano, um dos tecidos que apresenta maior demanda celular é o 

hematopoiético, com produção aproximada de 10
9
 hemácias e 10

8
 leucócitos por hora 

(KIERSZENBAUM, A. L. e KIERSZENBAUM, L.L.T. 2016 p181). Uma pequena 

população de células-tronco, aproximadamente 11.000, é responsável pela manutenção dessa 
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produção durante toda a vida, o que demanda um equilíbrio controlado entre autorrenovação e 

diferenciação (HOGGATT, J.; KFOURY, Y.; SCADDEN, D. T. 2016). 

Muito se investiga quanto à participação in situ das CTM no suporte a esses processos,  

já que os componentes da medula óssea secretam diversos fatores reguladores da 

hematopoiese. Além de originar todos os componentes da medula óssea, com exceção do 

endotélio vascular e do tecido hematopoiético, as CTM ainda possuem participação direta na 

regulação das CTH. O modelo mais utilizado na busca pela identificação dos agentes 

reguladores da hematopoiese é o de transplante de medula óssea, através do qual identificou-

se a preferência de localização das CTH próxima à microvasculatura abundante em CXCL-12. 

Tanto a localização perivascular quanto a expressão de CXCL-12 são características das 

CTM, indicando uma relação regulatória direta entre as duas células (PINHO, S.; 

FRENETTE, P.S. 2019). 

Na medula óssea, as CTH ocupam principalmente a região periférica próxima ao 

endósteo, rica em arteríolas (PINHO, S.; FRENETTE, P.S. 2019). A região endosteal pode ser 

subdividida em duas localizações para os progenitores estromais: podem ser constituintes do 

endósteo, como células bone lining, ou localizadas de maneira perivascular nos sinusoides e 

arteríolas. Um estudo demonstrou que CTH quiescentes residem especificamente na 

proximidade de arteríolas, enquanto CTH com ciclo celular ativo nos sinusóides, propondo 

nichos com distintas influências sobre as CTH (KUNISAKI, Y. et al. 2013). A classificação 

dos pericitos nessas duas estruturas vasculares, arteriolar e sinusoidal, é distinta. Pericitos 

sinusoidais são mais numerosos, apresentam mais processos celulares em sua forma e 

expressam baixos níveis de nestina, enquanto os pericitos arteriolares apresentam morfologia 

característica fibroblastóide. Além disso, pericitos arteriolares expressam NG2 e não 

expressam LepR, enquanto pericitos sinusoidais apresentam LepR e não expressam NG2. A 

depleção dos pericitos NG2
+
 leva a entrada das CTH no ciclo celular e diminui sua 

capacidade de repopulação a longo prazo (KUNISAKI, Y. et al. 2013; PINHO, S.; 

FRENETTE, P.S. 2019). Porém, ainda há debate sobre onde precisamente estão localizadas as 

CTH, e se há, de fato, nichos anatomicamente exclusivos que induzam a quiescência ou 

proliferação. 

 

 



29 
 

2. OBJETIVO 

 

 

Isolar e caracterizar células-tronco mesenquimais da medula óssea de pacientes 

osteoartríticos, de forma a selecionar população indiferenciada detentora de potencial 

terapêutico. Visa-se, assim, a utilização segura e eficaz de uma população uniformemente 

funcional na terapia celular.  

 

Objetivos Específicos: 

 

a) Isolar e Purificar as células-tronco mesenquimais obtidas de pacientes osteoartríticos 

submetidos à artroplastia total de quadril; 

b) Avaliar a capacidade proliferativa e formadora de colônias das células-tronco 

mesenquimais de adesão rápida (CTM-AR) e adesão lenta (CTM-AL); 

c) Analisar a diferenciação das CTM nas linhagens Osteogênica e Adipogênica; 

d) Imunofenotipar as CTM-AR e CTM-AL; 

e) Avaliar o potencial das CTM-AR e CTM-AL no desenvolvimento, organização e 

manutenção de vasos sanguíneos; 
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3  MATERIAIS E MÉTODOS 

 

 

3.1 Obtenção das Amostras  

 

 

Células-tronco mesenquimais de medula óssea foram obtidas a partir do escavado 

acetabular da pelve de 24 pacientes submetidos à artroplastia total primária de quadril. As 

amostras utilizadas nesse estudo foram coletadas de pacientes entre 39 a 78 anos (média 59,52 

± 9,2), sendo 14 homens e 10 mulheres, que apresentaram sorologia negativa para hepatite B, 

C e HIV, assim como ausência de comorbidades que comprometessem a fisiologia e estrutura 

da medula óssea. O uso do material biológico normalmente destinado ao descarte foi obtido 

com consentimento do paciente, e de acordo com as exigências previstas pelo Comitê de Ética 

do Hospital Federal dos Servidores Estaduais do Rio de Janeiro, assim como o Comitê de 

Ética em Pesquisa da Universidade Veiga de Almeida,     v           í u   ― BT  ÇÃ   

ISOLAMENTO E CARACTERIZAÇÃO DE CÉLULAS-TRONCO MESENQUIMAIS 

OBTIDAS A PARTIR DOS TECIDOS ÓSSEO, MUSCULAR, TENDÍNEO, 

  RT       S       P S              QU  R  ‖  58021216 7 1001 5291)     

amostras foram coletadas em tubos cônicos de 50 mL contendo IMDM (Iscove’s Modified 

Dulbecco Medium), acondicionadas em invólucro de três embalagens (vedado, impermeável e 

resistente), como regulamentado pela Agência Nacional de Vigilância Sanitária (ANVISA. 

RDC 20/2014), contendo dispositivo de fechamento e gelo durante o transporte. As amostras 

foram mantidas a 4°C, em geladeira, até seu processamento no dia seguinte. 

 

 

3.2 Processamento das Amostras 

 

 

A amostra de escavado acetabular, rico em medula e espículas ósseas, foi suspensa em 

tampão fosfato (PBS, Sigma-Aldrich), e o isolamento das células ocorreu através de 

dissociação mecânica, agitando manualmente o conteúdo do tubo. Após agitação, a separação 

das espículas ósseas ocorre através de curta decantação, permitindo que o sobrenadante, 

contendo as células, seja coletado e transferido para um novo tubo. Este processo foi repetido 

até o acúmulo de 200 mL de solução, garantindo a perda da coloração avermelhada das 
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espículas ósseas. A figura 3 ilustra a amostra recém-coletada e após isolamento das células. 

Posteriormente, os tubos foram centrifugados a 751g por 5 minutos e, cuidadosamente, a 

gordura superficial da suspensão celular foi retirada. As células foram ressuspendidas, 

quantificadas em câmara de Neubauer utilizando líquido de Turk, incubadas em meio IMDM 

contendo 10% de soro fetal bovino (SFB, Vitrocel-Embriolife) e 1% de antibióticos (10,000 

UI/mL penicilina e 10,000 mg/mL streptomicina, GIBCO Life) em garrafas de cultura 175 

cm² e mantidas em estufa de 37°C, 5% CO
2
.  

 

Figura 3 – Resto cirúrgico de artroplastia, material utilizado 

 
Legenda: Imagens comparativas do raspado acetabular fresco (a) em comparação com a amostra após 

processamento (b), tendo-se obtido as células totais da medula óssea. 

Fonte: PARIS, G.C., 2019 

 

 

3.3 Ensaio de Eficiência de Formação de Colônias Primárias 

  

 

3.3.1 Unidade de Formação de Colônia - Adesão Rápida (CFU-AR) 

  

 

 Entre 5.000 e 30.000 células nucleadas/cm² isoladas da medula óssea (n=24) foram 

incubadas, dando início à cultura celular em IMDM suplementado com 10% SFB e 1% 

antibióticos. De acordo com o protocolo padrão estabelecido por Friedenstein e colaboradores 

(1970), as células totais da medula óssea isoladas permaneceram em cultura a 37°C, 5% CO
2
 

por 3 dias, quando seu sobrenadante foi retirado e a cultura cuidadosamente lavada com PBS 

para remoção das células não aderidas residuais. As células aderidas nesse período formaram 
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a população denominada Células-tronco Mesenquimais de Adesão Rápida (CTM-AR), sendo 

aquelas capazes de formar colônia ao final do experimento chamadas de Unidade Formadora 

de Colônia de Adesão Rápida (CFU-AR). As células aderentes foram mantidas em cultura por 

14 dias, havendo troca de meio a cada 3 ou 4 dias.  No 14° dia, com as colônias já 

desenvolvidas, a placa foi fixada em formaldeído 4% em PBS por 10 minutos, lavada e corada 

com cristal violeta 1% (Sigma-Aldrich), por 10 minutos. Posteriormente, a placa foi lavada 

com água tridestilada e as colônias presentes contadas. Grupos celulares com mais de 50 

células foram considerados colônias.  Os experimentos foram realizados em triplicata para 

cada paciente. 

 

 

3.3.2 Unidade de Formação de Colônia - Adesão Lenta (CFU-AL) 

 

 

 Utilizando a mesma amostra que CFU-AR, porém seguindo nosso protocolo 

modificado, entre 5.000 e 30.000 células nucleadas/cm² da medula óssea (n=24) foram 

cultivadas. As células permaneceram em cultura por 3 dias e, em oposição ao protocolo 

padrão-ouro (CTM-AR), as células aderidas foram desprezadas e somente o sobrenadante foi 

utilizado, iniciando nova cultura. Após novos 3 dias, a cultura do sobrenadante foi lavada com 

PBS para remoção das células não-aderidas. Para essa população celular denominou-se 

Células-tronco Mesenquimais de Adesão Lenta (CTM-AL), sendo aquelas capazes de formar 

colônia ao final do experimento chamadas de Unidade Formadora de Colônia de Adesão 

Lenta (CFU-AL). As células aderentes foram mantidas em cultura por 14 dias a partir do 

momento de sua adesão, havendo troca de meio a cada 3 ou 4 dias.  No 14° dia, com as 

colônias já desenvolvidas, a placa foi fixada em formaldeído 4% em PBS por 10 minutos, 

lavada e corada com cristal violeta 1%, por 10 minutos. Posteriormente, a placa foi lavada 

com água tridestilada e as colônias presentes contadas. Grupos celulares com mais de 50 

células foram considerados colônias. Os experimentos foram realizados em triplicata para 

cada paciente. 
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Figura 4 – Protocolo de isolamento adesão-dependente para CTM-AR e CTM-AL 

 
Legenda: Protocolo proposto de isolamento das CTM-AL ilustrando também o método padrão-ouro de 

isolamento de CTM (CTM-AR). Células são obtidas a partidas da mesma cultura.  

Fonte: PARIS, G.C., 2019 
   

 

3.4 Ensaio de Formação de Colônia Secundária  

 

 

 Utilizando as células do ensaio de formação de colônia primário, CFU-AR e CFU-AL 

foram tripsinizadas, contadas e deram início ao ensaio de formação de colônia secundário. A 

cultura foi incubada por 14 dias. Após esse período, as colônias formadas foram fixadas e 

coradas. Grupos celulares contendo mais de 50 células foram considerados colônias. 
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3.5 Análise da Capacidade Proliferativa de CFU-AR e CFU-AL Primária e Secundária 

 

 

 Para análise da capacidade proliferativa das CFU-AR e CFU-AL, ao invés de fixadas, 

algumas replicatas dos ensaios de formação de colônia primário e secundário foram 

tripsinizadas e suas células contadas em câmara de Neubauer. Para que se estabelecesse a 

relação entre células e colônia, células totais presentes no cultivo foram quantificadas e 

divididas pela média de colônias formadas nas outras replicatas do mesmo paciente.  

 

 

3.6 Diferenciação das CTM nas Linhagens Osteogênica e Adipogênica  

 

 

 Seguindo o protocolo desenvolvido, 50-80 x10
4
/cm² células totais da medula óssea 

foram expandidas por 4 a 6 semanas. Para avaliar o potencial de diferenciação osteogênico e 

adipogênico, 2x10
4
 células-tronco mesenquimais em segunda passagem foram incubadas em 

meio indutor osteogênico ou adipogênico por 7, 14 e 21 dias em placas de 24 poços 

(GIMBLE, J.M. et al. 2008). O meio de cultura foi trocado a cada 3 ou 4 dias. Ao término do 

tempo experimental, as culturas foram fixadas com paraformaldeído 4%. 

 

 

3.6.1 Diferenciação Osteogênica In Vitro 

 

 

Na diferenciação osteogênica, CTM foram cultivadas em meio indutor IMDM 10% 

SFB na presença de 1 μ    x           0 5 μ  á i         i     10 mM -glicerofosfato, 

como descrito na literatura (COOK, D., & GENEVER, P 2013). Após fixadas, o corante 

Alizarina vermelha foi utilizado para revelar os depósitos de cálcio presentes, indicando 

capacidade de mineralização de matriz. 
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3.6.2 Diferenciação Adipogênica In Vitro 

 

 

Na diferenciação adipogênica, CTM foram cultivadas em IMDM 10% SFB na 

      ç     10 μ  i  u i    1 μ    x        a e 0.5 mM isobutilmetilxantina, como 

descrito na literatura (COOK, D., & GENEVER, P 2013).. A diferenciação foi identificada 

através do corante oil red O, que cora as gotículas lipídicas intracelulares.  

 

 

3.7 Caracterização Imunofenotípica das CTM por Citometria de Fluxo 

 

 

 CTM-AR e CTM-AL primárias expandidas foram enzimaticamente solubilizadas por 

2 minutos em solução tampão 0,05% tripsina, 0,02% EDTA, homogeneizadas e 

imediatamente inativadas com igual volume de meio contendo 10% SFB, evitando a 

exposição das células à tripsina por tempo prolongado. As suspensões celulares foram 

centrifugadas a 751 g por 5 minutos, a 4°C. A suspensão foi lavada duas vezes com PBS 

contendo 1% de plasma humano (O
-
, HEMORIO), centrifugada novamente e saturada com 

PBS contendo 5% de plasma humano por 15 minutos. As células foram incubadas por 30 

minutos a 4°C com os seguintes anticorpos monoclonais:  

 

Tabela 1 - Descrição dos anticorpos utilizados para citometria e imunocitoquímica 

Anticorpo (anti-) Fluorocromo Clone Marca Cat num# 
CD 3 PE-CY7 SK7 (or Leu-4) BD 341101 

CD 5 PE-CY5 UCHT2 BD 555354 

CD 10 PE-CY5 HI10a BD 561676 

CD 14 PE MφP9 BD 562691 

CD 15 FITC HI98 BD 560997 

CD 29 APC MAR4 BD 561794 

CD 31 ALEXA 488 M89D3 BD 558068 

CD 33 PE WM53 eBioscience 12-0338-73 

CD 34 PE 4H11 eBioscience  12-0349-42 

CD 38 PE HIT2 BD 555460 

CD 41a PE-CY5 HIP8 BD 559768 

CD 44 PE G44-26 (or C26) BD 555479 

CD 45 APC-CY7 2D1 BD 561863 

CD 49d PE-CY5 9F10 BD 559880 

CD 51/61 FITC 23C6 eBioscience  11-0519-42 

CD 54 PE-CY5 HA58 BD 555512 
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CD 56 ALEXA 488 B159 BD 561905 

CD 66 PE CLB-gran/10, IH4Fc PeliCluster m1693 

CD 73 FITC AD2 BD 561254 

CD 79a APC HM47 BD 551134 

CD 90 APC eBio5E10 eBioscience 17-0909-73 

CD 114 PE LMM741 BD 554538 

CD 133/1 APC AC133 MACS BIOTEC 130-090-826 

CD 146 FITC P1H12 BD 560846 

CD 146 PE P1H12 BD 550315 

CD 184 APC 12G5 BD 555976 

-actina de musc. liso - 1A4 (asm-1) Thermo MA5-11547 

Secondary Antibody Alexa 555 anti-Rabbit IgG (H+L) Thermo A-21428  

Faloidina ALEXA 488   Thermo A12379 

hCCR7 APC Clone # 150503 ReDsystems FAB197A 

HLA -DR -DP -DQ FITC Tu39 BD 555558 

VEGF R2/KDR APC Clone # 89106 ReDsystems FAB357A 

 

Após incubação com anticorpos fluorescentes, as células foram lavadas duas vezes em 

PBS contendo 1% de plasma humano, e a citometria foi realizada em FACSCanto II (BD 

Biosciences, FACSDiva software V8.01) sem que as células fossem fixadas. Para correção da 

sobreposição de fluorescência em painéis com múltiplos fluorocromos, controles de 

fluorescência menos um (FMO) e marcações com anticorpos únicos foram utilizados, 

analisando os resultados no programa FLOWJO, versão X (FLOWJO, LLC). A leitura das 

amostras em citômetro foi realizada na FIOCRUZ, no Laboratório de Pesquisas em Timo, em 

colaboração com o professor Romulo Galvani. 

 

 

3.8 Imunocitoquímica das CTM  

 

 

CTM-AR e CTM-AL (5x10
4
), em segunda passagem, foram cultivadas sobre 

lamínulas em placa de 24 poços por 3 dias e, então, fixadas com  paraformaldeído 4%.  As 

células foram permeabilizadas usando triton 0,1%, por 10 minutos. A lamínula foi lavada com 

PBS e as células saturadas com PBS contendo 5% de plasma humano por 20 minutos. Após 

saturação, as células foram marcadas com uma solução de Faloidina-AlexaFluor 488 (Thermo 

Scientific, 6.6uM) por 30 minutos em câmara escura, seguido de 3 lavagens utilizando PBS 

contendo 1% de plasma humano. Posteriormente, as células foram marcadas para -actina de 

musculo liso (IgG anti-human, 1A4 - asm-1) e anticorpo secundário fluorescente (Thermo 

Life, A21428, IgG anti-rabbit) utilizando o mesmo protocolo. Por fim, meio de montagem 
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contendo DAPI foi adicionado e as células analisadas em microscópio confocal de 

fluorescência (LSM 510 Meta), utilizando o programa de aquisição ZEN Blue. Células 

endoteliais humanas da linhagem de microvasculatura dermal HMEC-1, em passagem 30, 

foram utilizadas como controle negativo seguindo o mesmo protocolo. 

 

 

3.9 Ensaio de Tubulogênese com Células Endoteliais HMEC, CTM-AR e CTM-AL  

 

 

Placas de cultura de 96 poços tiveram sua superfície revestida com Matrigel reduzido 

em fatores de crescimento (CORNING, Matrigel Matrix, Cat. No. 354230) formando um 

filme de matriz extracelular que permitisse a cultura 3D. 30.000 HMEC-GFP
+
 e 6.000 CTM-

PKH26red
+
 em meio EGM-2 contendo 2% de SFB, foram adicionadas sobre o matrigel, 

incubadas e imagens foram obtidas após 24 horas, 48 horas e 72 horas (n=4). A quantidade de 

estruturas tubulares, tamanho total dos túbulos, ramificações, tamanho total das ramificações, 

complexidade da rede formada (bifurcações e área de rede) e localização das células foram 

avaliadas. As definições são: segmentos – túbulos que formam rede; ramificações – túbulos 

que não formam redes; estruturas tubulares – segmentos+ramificações , ilustrados no Anexo I.  

As imagens foram obtidas em microscópio de fluorescência EVOS® FL (ThermoFisher 

Scientific) e analisadas no programa Image J, utilizando o pacote Angiogenesis Analyser for 

Image J (NIH, Gilles Carpentier Angiogenesis Analyzer 2012. ImageJ). Este ensaio foi 

realizado no Laboratório de Biologia da Célula Endotelial e da Angiogênese 

(LabAngio/UERJ) com colaboração da Professora Dra. Verônica Morandi, que forneceu 

gentilmente as células HMEC-1. Para este experimento, as células foram cultivadas e 

manipuladas conforme descrito a seguir. 

 

 

3.9.1 Transfecção das Células Endoteliais da linhagem HMEC com vetor-proteína verde 

fluorescente (HMEC-GFP
+
) 

 

 

Células endoteliais humanas da linhagem de microvasculatura dermal (HMEC, 

passagem #27-#35) foram transfectadas visando à expressão de proteína fluorescente verde 

(GFP, Green Fluorescent Protein). Para tal, 2x10
6 

de
 
HMEC foram expandidas até 80% de 
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confluência em garrafa revestida com gelatina (2%), utilizando meio EGM-2 contendo 5% de 

SFB (Endothelial Cell Growth Medium-2, Lonza). Após tripsinização, as células foram 

centrifugadas à 90g por 10 minutos e utilizou-se o kit Amaxa 4D-Nucleofector (Lonza, Cat. 

No. V4XP-5012) de acordo com as instruções do fornecedor. Foram eletroporadas no Sistema 

4D-Nucleofector, programação CA-167, 100uL de solução final contendo células e 5uL de 

pmaxGFP
TM

 V       1 μg/μ     10 mM Tris, pH 8.0). Meio EGM-2 contendo 2% de SFB foi 

adicionado e as células foram incubadas por 24 horas, quando tiveram sua fluorescência 

confirmada em microscópio de fluorescência EVOS® FL (ThermoFisher Scientific), antes de 

serem utilizadas no ensaio de tubulogênese. 

 

 

3.9.2 Marcação Fluorescente Intravital de CTM-AR e CTM-AL com Intercalador Lipídico 

PKH26red (CTM-PKH26red
+
) 

 

 

5x10
5
 CTM-AR e CTM-AL foram expandidas, tripsinizadas e centrifugadas a 400g, 

por 10 minutos.  Utilizou-se o kit PKH26red Cell Linker (Sigma, Cat. No. PKH26GL) de 

acordo com as instruções do fornecedor para marcação fluorescente, e as células foram 

utilizadas imediatamente no ensaio de tubulogênese. 

 

  

3.10 Análises Estatísticas 

 

 

 Para análise dos dados obtidos foi utilizado teste t-Student bicaudal assumindo 

variâncias distintas,     95%       fi  ç    <0 05  α=0 05)                  u  çã  de 

Adesão Rápida (AR) com a população de Adesão Lenta (AL). Somente nos resultados de 

tubulogênese foi utilizado o teste anova (two-way) com pós-teste de Tukey, admitindo 95% de 

   fi  ç    <0 05  α=0 05) como estatisticamente significativo. Os experimentos foram 

realizados em triplicata e os dados foram comparados individualmente para cada paciente. Os 

dados são apresentados em média e desvio padrão.  

 

 

 



39 
 

4. RESULTADOS 

 

 

4.1 Ensaio de Eficiência de Formação de Colônia Primária 

 

 

Para avaliar a presença e frequência de progenitores mesenquimais, amostras do 

escavado acetabular de 24 pacientes foram utilizadas nos ensaios de eficiência de formação de 

colônia primária, cultivando a medula total em densidade clonal. A baixíssima densidade 

celular, 5.000 células nucleadas/cm², permite amplo espaçamento entre as células aderentes, 

garantindo a proliferação e formação de colônia celular individualizadas.  

A figura 5 apresenta a frequência de colônias formadas nas populações CTM-AR e 

CTM-AL por milhão de células nucleadas da medula óssea, em cada paciente. Unidades 

formadoras de colônia-AL (CFU-AL) estavam presentes e foram capazes de gerar colônias 

em todos os pacientes, apresentando frequência aproximadamente 3 vezes menor em relação 

às CFU-AR. Obtivemos, em média, 308,19 ±282 CFU-AR a cada 10
6
 de células nucleadas da 

medula óssea, portanto 1 CFU-AR a cada 8.346 ±7147 células nucleadas. A frequência de 

CFU-AL foi de 96,61 ±108 a cada 10
6
 células nucleadas da medula óssea, logo, 1 CFU-AL a 

cada 38.298 ±48372 células nucleadas da medula. Assim, CFU-AL apresenta consistência em 

seu isolamento, representando uma população com adesão tardia, com frequência 

aproximadamente 3 vezes menor que as CFU-AR. 
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Figura 5 – Ensaio de Eficiência de Formação de Colônia Primária 

 
Legenda: Gráfico comparativo da frequência de colônias formadas em CFU-AR e CFU-AL, a partir das células 

primárias provindas da medula óssea de cada paciente (p=0.0003).  

Fonte: PARIS, G.C., 2019 
 

 

 

4.1.1 Quantificação celular das colônias primárias 

 

 

Para avaliar o potencial proliferativo de ambas as populações, a média de células por 

colônia formada foi investigada. O grupo CFU-AR apresentou 1481 ±1153,8 células por 

colônia primária, enquanto o grupo CFU-AL apresentou 3026 ±2356,9 células por colônia 

(figura 6). Assim, a população CTM-AL apresenta-se como detentora da maior capacidade de 

proliferação após 14 dias de cultura, com aproximadamente o dobro de células/colônia 

primária. 
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Figura 6 – Quantificação da Média de Células por Colônia Primária 

 

 
Legenda: Gráfico comparativo da média de células por colônia primária em CFU-AR (esquerda) e CFU-AL 

(direita). Pontos interligados indicam mesmo paciente.  

Fonte: PARIS, G.C., 2019 
 

 

4.2 Eficiência na Formação de Colônia Secundária 

 

 

 Para testar seu potencial de auto renovação in vitro, avaliamos se as células-filhas 

geradas a partir das CFU-AR e CFU-AL primárias preservam sua capacidade proliferativa de 

gerar colônia. Dessa forma,            i    qu       u  çã  qu    f   u   ‗ x u  ã  

    if    iv ‘   é     z    formar novas colônias refere-se às células mais indiferenciadas. A 

figura 7 apresenta a frequência de colônias secundárias formadas em cada paciente, sendo a 

primeira coluna referente às CFU-AR e a segunda às CFU-AL. A população CFU-AL 

apresentou maior frequência de CFU secundárias em todos os pacientes. Em média, CFU-AR 

apresentou 69,14 ±47,58 CFU secundárias a cada 1000 CFU primárias, enquanto a população 

CFU-AL praticamente o dobro, 123,4 ±68,20 CFU secundárias a cada 1000 CFU-primárias.
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Figura 7 – Ensaio de Eficiência de Formação de Colônia Primária 

 
Legenda: No término do primeiro ensaio de formação de colônia, as células foram contas e reutilizadas em novo 

ensaio de formação de colônia (secundário). Gráfico comparativo da frequência de colônias 

secundárias formadas em AR e AL. Os resultados são expressos como média ± DPM (p=0.0005).  

Fonte: PARIS, G.C., 2019 
 

 

4.2.1 Quantificação celular das colônias secundárias 

 

 

Da mesma forma, avaliamos o total de células por colônia secundária. Dessa vez, 

porém, a população CFU-AR secundária apresentou maior número de células por colônia 

(1741,75 ± 1220,162) do que CFU-AL secundária (673,5 ± 302,176), como demonstrado na 

figura 8. Contraditoriamente, quando comparadas macroscopicamente, as colônias em CFU-

AL secundária possuem maior tamanho que CFU-AR secundária. Observa-se, também, entre 

as colônias formadas, evidenciadas com pontos vermelhos, grupos celulares com quantidade 

insuficiente para serem caracterizados como colônias (figura 8 b).  
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Figura 8 – Quantificação da Média de Células por Colônia Secundária e Foto Ilustrativa do 

Ensaio de Formação de Colônia Secundária 

 
Legenda: a) Gráfico da média de células por colônia secundária, quantificando as células totais e dividindo 

pela média de colônias obtidas nas replicatas. b) Foto representativa das colônias secundárias 

formadas em placa de 6 poços (direita).  

Fonte: PARIS, G.C., 2019 
 

 

4.3 Diferenciação nas Linhagens Osteogênica e Adipogênica 

 

 

 Buscando validar sua multipotencialidade e comparar sua capacidade de diferenciação, 

CTM expandidas foram cultivadas em meio indutor de diferenciação osteogênica e 

adipogênica por 21 dias. Ambas populações apresentaram características de células totalmente 

diferenciadas após os 21 dias.  

Na diferenciação osteogênica (figura 9, representativa de 5 pacientes), comparando as 

populações AR e AL, não houve deposição evidente de matriz rica em cálcio presente no 

cultivo em 7 dias. Com 14 dias, apesar de semelhantes, AR apresentou leve coloração no 

centro do poço, região de maior densidade celular, indicando o progresso da diferenciação 

osteogênica. Com 21 dias, toda área apresentou forte coloração dos depósitos de cálcio em 

ambas as populações, entretanto, AR apresentou marcação levemente mais forte no centro do 

poço em relação a AL. 
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Figura 9 – Diferenciação Osteogênica das CTM-AR e CTM-AL 

  
Legenda: 5x10

4
 CTM AR ou AL foram cultivadas em meio indutor osteogênico 10% SFB, em placa de 24 

poços, por 7, 14 e 21 dias e coradas com alizarina vermelha. Imagens dos poços são mostrados à 

esquerda e a quantificação de intensidade da Alizarina Vermelha à direita.  

Fonte: PARIS, G.C., 2019 
 

 

No ensaio de diferenciação adipogênica (figura 10), ambas populações apresentaram 

mudança de morfologia e presença de gotículas lipídicas intracelulares características, após 21 

dias. Inicialmente, ambas possuíam equivalente baixa frequência de células com gotículas 

intracelulares visíveis após 7 dias de indução. Com 14 e 21 dias, gotículas maiores foram 

formadas e as CTM-AL demonstraram claramente maior frequência de células contendo 

gotículas lipídicas em relação às CTM-AR. 

  

 

 

 

 

 

 

 



45 
 

Figura 10 – Diferenciação Adipogênica das CTM-AR e CTM-AL 

 

 
Legenda: 5x10

4
 CTM AR ou AL foram cultivadas em meio indutor adipogênico 10% SFB, em placa de 24 

poços, por 7, 14 e 21 dias e coradas com oil red O. Acima as imagens de microscopia ótica, barra 

de calibração indica 100 m. Abaixo, quantificação da área corada com Oil Red para os diferentes 

grupos celulares.  

Fonte: PARIS, G.C., 2019 
 

 

4.4 Caracterização imunofenotípica das subpopulações de Células-tronco Mesenquimais 

de Adesão Rápida (AR) e Adesão Lenta (AL) 

 

 

Com o objetivo de caracterizar o perfil fenotípico de ambas populações, visando 

prospectiva purificação, diversos marcadores celulares foram testados em citometria. 

Seguindo o protocolo proposto, CTM AR e AL primárias obtidas de 6 pacientes foram 

isoladas, cultivadas e analisadas, sem fixação. 

Primeiramente, investigamos o possível grau de contaminação de células 

hematopoiéticas ou endoteliais utilizando os marcadores CD45 e CD31/CD34, 

respectivamente. Enquanto células CD45
+
 apresentaram uma frequência média de ~5% das  
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CTM-AR, tal contaminação celular correspondeu a <2% nas CTM-AL (figura 11 e 12). Além 

disso, células CD31
+
 e CD34

+
 representaram contaminação insignificante, <1,5% do total de 

células analisadas, em ambos os grupos.  Excluindo-se a subpopulação CD45
+
, quase a 

totalidade das células (~90%) apresentou positividade concomitante para o perfil 

CD44
+
/CD90

+
/CD73

+
 (caixa vermelha), além da população CD45

-
 também ser 

majoritariamente CD29
+
 (<90%). Células CD54

+
/CD44

+
/CD45

-
 correspondem a grande parte 

de ambas as populações (~70%), assim como CD10 que, individualmente, identificou >98% 

das células.  

Dentre os marcadores diferencialmente expressos, a caracterização utilizando CD146
+
 

demonstrou a presença de células CD146
+
/CD90

+
/CD45

-
/CD31

-
 (caixa amarela) tanto em AR 

(~7,5%), quanto em AL (~12,5%), em todos os pacientes. Entretanto, apresentou discordância 

de resultados entre os pacientes. Enquanto a maioria das amostras apresentou 

aproximadamente o dobro da frequência de células CD146
+
 em AL do que em AR (n=4/6), 

alguns apresentaram frequência maior ou igual em AR (n=2/6), como representado na figura 

11 comparando as análises em painel (caixa amarela) e histogramas (CD146 PE). Dentre as 

marcações individualizadas diferencialmente expressas, CD24 identificou 11% de CTM-AR e 

21% CTM-AL, enquanto CD49d foi exclusivamente positivo para CTM-AL, identificando 

~7% das células.  

De forma oposta, células CD184
+
/CD73

+
/CD45

-
 estão enriquecidas na população 

CTM-AR (~12%), apresentando o dobro da frequência de células positivas em relação à 

CTM-AL (~6%). Similarmente, HLA-DR-DP-DQ mostrou-se positivo para 10% das CTM-

AR e somente 4% em CTM-AL, sendo as células HLA
+
 também CD90

+
/CD45

-
/CD206

-

/CD14
-
 (caixa laranja). Além disso, ambas populações mostraram-se parcialmente positivas 

para CD51:61(10%). 

Tanto as CTM-AR como as CTM-AL não apresentaram expressão dos marcadores 

CD14, CD206, CD56 e CD114 (figura 11), assim como CD3, CD5, CD15, CD33, CD38, 

CD66, CD79a e CD133 (não mostrado). 
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Figura 11 – Citometria de CTM-AR e CTM-AL Primárias 

 
Legenda: CTM-AR (esquerda) e CTM-AL (direita) expandidas em IMDM 10% SFB por 4-6 semanas, foram 

caracterizadas por citometria de fluxo (n=6). Subpopulações celulares CD45
-
 (caixa verde), 

CD44
+
/CD90

+
/CD73

+
 (caixa vermelha), CD146

+
/CD90

+
/CD45

-
/CD31

-
 (caixa amarela) e 

HLA
+
/CD90

+
/CD45

-
/CD206

-
/CD14

-
 (caixa laranja) encontram-se destacadas. Marcadores 

individuais são apresentados nos histogramas. Linha azul = controle negativo, linha vermelha = 

anticorpo descrito na legenda.  

Fonte: PARIS, G.C., 2019 
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Figura 12 – Mediana da Intensidade de Fluorescência das CTM-AR e CTM-AL CD146
+ 

 
Legenda: Quantificação da caracterização do fenótipo celular via citometria para as populações AR e AL. Barra 

preta = AR e barra cinza = AL. Resultados apresentados como média ± DPM.  

Fonte: PARIS, G.C., 2019 
 

 

 

4.5 Avaliação da Mediana de Intensidade de Fluorescência das CTM CD146
+
 

 

 

Quando quantificada a expressão de CD146 pelas duas populações celulares, CTM-

AL apresentaram maior mediana de intensidade de fluorescência comparadas às CTM-AR na 

maioria do pacientes (figura 13). 
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Figura 13 – Mediana da Intensidade de Fluorescência das CTM-AR e CTM-AL CD146
+ 

 
Legenda: Gráfico comparativo entre a mediana da intensidade de fluorescência 

das CTM-AR (círculo) e CTM-AL (quadrado) CD146
+
.  

Fonte: PARIS, G.C., 2019 
 

 

4.6 Citometria das Subpopulações “Pequenas” e “Grandes” 

 

Aprofundando nossa análise, observamos dentro de cada população (CTM-AR e 

CTM-AL), 2 subgrupos celulares discerníveis com base no tamanho das células. Assim, 

separamos       2 g u    i            é u    ―       ‖   ―P qu    ‖, em referência ao 

tamanho celular diverso detectado pelo FSC (Foward Scatter Signal), e investigamos seu 

fenótipo separadamente. 

De maneira geral, os dois grupos apresentaram marcação semelhante tanto em CTM-

AR quanto em CTM-AL para CD10, CD29, CD31, CD44, CD90, CD73, HLA, CD51:61, e 

CD54, porém alguns marcadores se destacaram na análise comparativa (figura 14). Células 

CD45
+
 estão exclusivamente inseridas nas células de menor tamanho, tanto em AR quanto 

AL. Da mesma forma, as células CD45
-
/CD184

+
 apresentam-se muito enriquecidas no grupo 

de menor tamanho, tanto em CTM-AR (77% vs. 5%;) quanto em CTM-AL (20% vs. 3%). 

Um pouco mais equilibrado, porém também preferencialmente enriquecido nas células 

―  qu    ‖          ç       24 i  ntificou 15% deste subgrupo contra 11%     ―       ‖ 

em CTM-AR, enquanto marcou 46%     ―P qu    ‖ contra 15%     ―       ‖ em CTM-

AL, demonstrando ser um promissor marcador para purificação dessa população. De maneira 

contrária, as células CD146
+
/CD90

+
/CD45

-
/CD31

-
 encontram-se enriquecidas na população 

de células Grandes. Enquanto as células HLA
+
, CD10

+
, CD49d

+
, CD51:61

+
 e CD54

+
 

encontram-se equilibradamente distribuídas       ―P qu    ‖   ―       ‖. 
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Figura 14 – Citometria das Células de Diferentes Tamanhos em CTM-AR e CTM-AL 
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Figura 14 (Continuação) – Citometria das Células de Diferentes Tamanhos em CTM-AR e 

CTM-AL  

 

 

 
Legenda Figura 14: CTM-AR (esquerda) e CTM-AL (direita) foram subdivididas de acordo com o tamanho 

   u       ― R    S‖   ―P QU   S‖, sendo analisadas individualmente. 

Subpopulação celular CD45
-
 encontra-se destacada (caixa verde). Células CD146

+
 

encontram-se enriquecidas na subpopulação grande, enquanto células CD45
+
, 

CD184
+
/CD45

-
 e CD24

+
 na subpopulação pequena. Linha azul = controle negativo, linha 

vermelha = anticorpo descrito na legenda.  

Fonte: PARIS, G.C., 2019 
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Figura 15 – Quantificação Fenotípica das Células Grandes e Pequenas em AR e AL  

 
Legenda: Quantificação da caracterização do fenótipo celular para as populações AR e AL, pequenas vs. 

grandes. Resultados apresentados como média ± DPM.  

Fonte: PARIS, G.C., 2019 

 

 

4.7 CTM-AR e CTM-AL são positivas para -actina de musculo liso 

 

 

Dando continuidade a caracterização das subpopulações, como as CTM se mostraram 

CD146
+
, investigou-se a expressão de -actina de músculo liso por meio de 

imunocitoquímica. CTM expandidas e posteriormente cultivadas em lamínulas tiveram suas 

estruturas intracelulares evidenciadas, com o núcleo em azul, citoesqueleto de actina em verde 

e -actina de músculo liso em vermelho. Imagens representativas são ilustradas na figura 16, 

evidenciando a presença de fibras de -actina de músculo liso em determinadas células de 

ambas as populações, CTM-AR e CTM-AL. Células da linhagem HMEC-1 foram utilizadas 

como controle negativo. 
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Figura 16 – Imunocitoquímica das CTM-AR, CTM-AL e HMEC 

 
Legenda: CTM-AR e CTM-AL apresentam células positivas para -actina de músculo liso (barra de calibração 

20m). HMEC foi utilizada como controle negativo (barra de calibração 10m). Imagens das 

estruturas intracelulares marcadas com imunofluorescência destacam o núcleo (a, azul), filamentos de 

actina (b, verde) e filamentos de -actina de músculo liso (c, vermelho) individualmente. Figura d 

apresenta simultaneamente a fluorescência das diferentes estruturas intracelulares.  

Fonte: PARIS, G.C., 2019 
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4.8 Ensaio de Tubulogênese utilizando célula endotelial HMEC-GFP
+
 e CTM-

PKH26red
+
 

 

 

Buscando identificar a atuação morfofuncional e o papel das CTM no 

desenvolvimento, organização e manutenção dos vasos, utilizamos o ensaio de tubulogênese 

in vitro para mimetizar o processo vasculogênico/angiogênico. Para tal, CTM-PKH26red
+
 e 

HMEC-GFP
+
 em proporção 1:5, respectivamente, foram co-cultivadas em matrigel. Após 24, 

48 e 72 horas, a malha de túbulos formada foi avaliada em diversos parâmetros que 

correlacionam tanto à interconectividade/complexidade quanto à extensão/comprimento da 

rede formada.  

Quando cultivadas sozinhas ou em co-cultivo com as CTM, as HMEC foram capazes 

de formar estruturas tubulares com morfologia endotelial característica e alta complexidade de 

malha, evidenciado pela alta interconectividade das estruturas. Em contrapartida, tanto CTM-

AR quanto CTM-AL, quando cultivadas sozinhas não formaram estruturas tubulares, dando 

origem a esferoides ou massas amórficas de células (figura 17). Nota-se também, a perda 

gradual da fluorescência devido à atividade celular ao longo do tempo.   Assim, 3 grupos 

foram analisados: HMEC (HMEC-GFP
+
), HMEC+AR (HMEC-GFP

+ 
e CTM-AR-

PKH26red
+
)  e HMEC+AL (HMEC-GFP

+ 
e CTM-AL-PKH26red

+
).  

 



55 
 

Figura 17 – Ensaio Tubulogênico das HMEC-GFP
+
, CTM-AR-PKH26red

+
 e CTM-

ALPKH26red
+ 

 
Legenda: Cultivo individual de HMEC-GFP

+
 ou CTM-AR-PKH26red

+
 ou CTM-AL-PKH26red

+
 em 

matrigel por 24, 48 e 72 horas. HMEC demonstra capacidade tubulogênica mantida ao longo de 

72 horas (coluna HMEC), enquanto CTM-AR e CTM-AL não são capazes de formar túbulos 

(colunas AR e AL). Nota-se a perda gradual da fluorescência devido à atividade celular.  Barra 

de calibração 1000m.  

Fonte: PARIS, G.C., 2019 
 

 

Após as primeiras 24 horas, o co-cultivo HMEC+AR desenvolveu uma malha tubular 

reduzida e menos complexa em relação à HMEC. Observou-se menor quantidade e 

comprimento total de estruturas tubulares, de segmentos, de bifurcações e quantidade de redes 

formadas. Somente nos parâmetros de quantidade e comprimento das ramificações, que 

estima a formação de novos túbulos, o grupo HMEC-AR se igualou aos outros dois (HMEC e 

HMEC+AL). Já o grupo HMEC+AL, apesar de demonstrar redução, não apresentou diferença 

estatisticamente significativa no comprimento da malha tubular desenvolvida, mas a sua 

complexidade foi menor que HMEC, evidenciado pela menor quantidade de segmentos e 

redes formadas. Comparando a formação tubular dos grupos HMEC+AR e HMEC+AL, 

somente os parâmetros de quantidade de bifurcações e de segmentos apresentaram diferença 

estatisticamente significativa. Portanto, a presença das CTM induziu déficit na complexidade 
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da malha tubular formada pelos co-cultivos em 24 horas, sendo esta diminuição ainda mais 

intensa em HMEC-AR do que em HMEC-AL.  

Com 48 horas de ensaio, HMEC apresentou aumento significativo na quantidade de 

segmentos e redes formadas, sem que houvesse aumento no comprimento total das estruturas 

quando comparada a 24 horas. Logo, sugere uma reorganização da malha tubular com 

aumento de complexidade e interconectividade sem haver aumento da extensão. De forma 

semelhante, após 48 horas o grupo HMEC+AR aumentou sua quantidade de segmentos, redes 

formadas e bifurcações (p=0.07) em relação ao tempo de 24 horas, porém, tais parâmetros 

permaneceram inferiores à HMEC. Logo, HMECAR apresentou semelhante reorganização da 

malha tubular aumentando sua complexidade, porém ainda inferior à HMEC em 

complexidade e comprimento após 48 horas.  

Já no grupo HMEC-AL, a quantidade e comprimento total das estruturas tubulares, 

quantidade de segmentos e bifurcações reduziram acentuadamente, enquanto o comprimento 

dos segmentos e quantidade de redes não apresentaram diferença estatística. Todos os 

parâmetros supracitados apresentaram inferioridade significativa quando comparados à 

HMEC. Ademais, o comprimento e quantidade das ramificações diminuíram 

significativamente em relação ao tempo de 24 horas. Além disso, excluindo-se os parâmetros 

de comprimento, todos foram menores na malha formada por HMEC-AL em relação à 

HMEC-AR. 

Assim, observou-se uma redução generalizada da malha tubular e complexidade de 

HMEC-AL em 48 horas, incluindo a inibição de angiogênese evidenciado pela redução geral 

das ramificações, desenvolvendo comportamento contrário aos outros 2 grupos. Enquanto 

HMEC e HMEC-AR aumentaram a complexidade/interconectividade de sua malha, HMEC-

AL reduziu sua complexidade, buscando interações com maior eficiência, uma vez que o 

número de bifurcações caiu pela metade e o de redes formadas não apresentou diferença 

estatisticamente significativa em comparação com 24 horas.  

Após 72 horas, não houve alterações significativas em HMEC. No grupo HMEC-AR, 

observamos a manutenção nos parâmetros de comprimento total das estruturas tubulares e dos 

segmentos, enquanto as quantidades de estruturas tubulares totais, segmentos, bifurcações e 

redes formadas diminuíram significativamente. Todos os quesitos apresentaram inferioridade 

em relação à HMEC, com exceção dos parâmetros de ramificação. Já HMEC-AL mantiveram 

quase todos os seus parâmetros inalterados, significativamente inferiores à HMEC, com 

exceção, assim como HMEC-AR, da quantidade e comprimento das ramificações. Ademais, 
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não houve diferença estatisticamente significativa entre HMEC-AR e HMEC-AL em nenhum 

parâmetro após 72 horas. 

Em relação à posição morfofuncional, CTM-AR e CTM-AL apresentaram células 

PKH26red
+
 adjacentes aos túbulos pela face abluminal, com morfologia fibroblastóide, em 

quase todos os túbulos formados (figura 18, setas e inserções). Visualmente, a frequência de 

células morfofuncionalmente perivasculares foi equivalente entre as populações CTM-AR e 

CTM-AL em todo o experimento. Uma fração das células não se incorporou aos túbulos, 

constituindo monocamada junto à algumas células endoteliais. 
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Figura 18 – Ensaio Tubulogênico com HMEC+AR e HMEC+AL Fluorescentes 

 
Legenda: Co-cultivo de HMEC+CTM-AR ou HMEC+CTM-AL em matrigel por 24, 48, 72 horas. HMEC-GFP

+
 

(verde), CTM-PKH26red
+
 (vermelho). CTM PKH26red

+
 na extensão do túbulo formado por HMEC-

GFP
+
 são evidenciadas nas inserções correspondentes. Barra de calibração 1000m.  

Fonte: PARIS, G.C., 2019 
 

 



59 
 

Figura 19 – Análise Quantitativa dos Ensaios Tubulogênicos 

 
Legenda: Análise dos túbulos formados nos co-cultivos HMEC+AR e HMEC+AL por ImageJ. Relevância 

estatística: * - p<0.05, ** - p<0.01, *** - p<0.001, **** - p<0.0001,  - diferença significativa com 

o tempo anterior.  - diferença estatística com 24h.  

Fonte: PARIS, G.C., 2019 
 



60 
 

5. DISCUSSÃO 

 

 

A população celular comumente denominada célula-tronco mesenquimal, estromal ou 

esquelética, pode ser obtida de diversas fontes teciduais e, atualmente, refere-se a um 

conjunto de células altamente heterogêneo, contando com células totalmente diferenciadas, 

progenitoras e tronco (MORAVCIKOVA, E. et al 2018; MCLEOD, C.; MAUCK, R. 2017; 

RENNERFELDT, D.A., et al. 2019; KIM, H,-K., et al. 2018; YANG, ZX et al. 2013; 

RUSSELL, K. C. et al. 2010; PARK, J.-H. et al. 2016; MO, M. et al. 2016; ESTEVES, 

C.L.;DONADEU, F.X. 2017; BECKER, A.D.;RIET, I.V. 2016; SAMSONRAJ, R.M. et al. 

2017). Atualmente, a técnica padrão-ouro para isolamento de CTM continua sendo baseada na 

adesão celular ao plástico por 3 dias e subsequente descarte do sobrenadante, devido a sua 

facilidade, baixo custo e alto rendimento celular. A capacidade de adesão ao plástico é um dos 

parâmetros de identificação das CTM in vitro, segundo a Sociedade Internacional de Terapia 

Celular (DOMINICI M. et al. 2006; RASINI, V. et al. 2013). Além disso, tal capacidade 

ainda é utilizada como importante ferramenta para mensurar quantidade e potencial 

proliferativo de células-tronco em determinada população, através do ensaio de formação de 

colônia (CHAN, C.K.F. et al. 2018; LI, H. et al. 2016; YANG, ZX et al. 2013; 

SAMSONRAJ, R.M. et al. 2017; MCLEOD, C.; MAUCK, R. 2017; RENNERFELDT, D.A., 

et al. 2019). Portanto, como diversas células compartilham da capacidade de adesão ao 

plástico, compreende-se a alta contaminação por células indesejadas dentre as denominadas 

CTM.  

O protocolo de isolamento por adesão desenvolvido em 1970 por Friedenstein e 

colaboradores, sofreu algumas adaptações ao longo do tempo, com alguns grupos permitindo 

a adesão celular ao plástico por tempos inferiores, chegando a apenas 24 horas (CUI, J. et al. 

2018). Outros grupos, porém, identificaram a presença de células remanescentes no 

sobrenadante após protocolo padrão-ouro.  

Em humanos, Wan e colaboradores (2005), ao isolar progenitores de restos cirúrgicos 

provenientes de artroplastia total, replaquearam o sobrenadante após 7 dias de cultura, 

repetindo o processo a cada 3 dias. Os autores se atêm a caracterizar as células não aderentes 

como progenitores estromais ao avaliando a capacidade de diferenciarem in vitro e originarem 

osso in vivo. Concluíram que ambas as populações possuíam proliferação semelhante e que, 

portanto, a população não aderente representaria somente uma fonte complementar de 

progenitores estromais. 
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Di Maggio e colaboradores (2012) também identificam uma população não aderente 

após 3 dias de cultivo, com maior potencial proliferativo. Porém, essa população é 

estritamente dependente de suplementação do meio com FGF-2, que é capaz de regular 

seletivamente a capacidade de adesão de CFU, estimular sua proliferação no sobrenadante e 

aumentar o tamanho de seus telômeros (BAKSH, D.; DAVIES, J. E.; ZANDSTRA, P. W 

2003).  

Assim, nesse trabalho, desenvolvemos um protocolo de resgate das CTM ainda 

presentes no sobrenadante descartado após 3 dias (CTM-AL), a fim de explorar o grau de 

comprometimento e caracterizar essa população de maneira comparativa ao isolamento 

clássico (CTM-AR), quando proveniente de pacientes osteoartríticos. 

A partir da aplicação do protocolo de isolamento proposto, obtivemos acréscimo de 

1/3 na frequência de CTM utilizando a mesma quantidade de amostra de medula óssea. Além 

disso, as CFU-AL apresentam maior potencial proliferativo, tendo, em média, 2 vezes mais 

células por colônia em comparação com as CFU-AR. A utilização de pacientes de variadas 

idades, hábitos e condições de vida, além de diferenças anatômicas que geram amostras 

comtemplando microambientes medulares diversos, podem ter contribuído para a alta 

variabilidade nas amostras. 

Em cultura, a análise do potencial proliferativo nos permite inferir o nível de 

diferenciação e comprometimento entre as duas populações: quanto mais células similares à 

célula-mãe determinado progenitor é capaz de gerar, menor seu grau de comprometimento 

(BIANCO, P. et al. 2013). A baixíssima concentração de células nucleadas da medula no 

início do cultivo, de apenas 5000 células nucleadas/cm², representa uma frequência média de 

0,6 CFU/cm², o que conserva espaço entre as colônias futuramente formadas, permitindo 

assumir que uma única célula seja responsável pela formação da colônia e, portanto, as 

células-filhas sejam clonogênicas. Entretanto, ainda que os devidos cuidados sejam tomados, 

probabilisticamente não podemos descartar um cenário no qual uma colônia seja originada 

pela contribuição de duas ou mais células. Assim, para a quantificação de células progenitoras 

numa amostra individual, o método de CFU pode adicionar um viés à análise. Contudo, o 

ensaio de formação de colônia continua sendo uma excelente ferramenta para a identificação 

de células-tronco/progenitoras e, principalmente, para a comparação entre duas populações, 

uma vez que ambas estarão submetidas a mesma probabilidade de erro (RENNERFELDT, 

D.A., et al. 2019; MCLEOD, C.; MAUCK, R. 2017; RUSSELL, K. C. et al. 2010).  

De maneira semelhante, o ensaio de formação de colônia secundária visa a exaustão 

proliferativa prévia desses progenitores como forma de avaliar a extensão da sua capacidade 
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de autorrenovação. Logo, células progenitoras indiferenciadas apresentam maior frequência 

de CFU-secundária (CFU2°) entre suas células-filhas. Como observado, a população CFU2°-

AL apresentou maior frequência em relação à CFU2°-AR, demonstrando capacidade de 

manutenção de sua autorrenovação. Em contrapartida, quando quantificadas as células totais 

do poço e dividindo-se o valor obtido pela média de colônias geradas nas outras replicatas, 

CFU 2°-AR demonstrou ter média de células por colônia superior à CFU 2°-AL. Entretanto, 

como observado na figura 8, as colônias formadas por CFU 2°AL tem aparência claramente 

maior, enquanto o tamanho das células (figura 14) e o espaçamento entre elas é igual em 

CTM-AR e CTM-AL.  

Acreditamos que haja uma contaminação de células com baixa capacidade de 

proliferação, insuficiente para formar uma colônia, porém, que contribui e desvia as 

quantificações quando levamos em consideração todas as células presentes no cultivo. A 

quantificação de células por colônia primária não sofre tamanha discrepância, uma vez que 

células totalmente diferenciadas (estromais e CD45
+
) com proliferação mínima, constituem 

majoritariamente a contaminação celular. Justamente por isso, após a expansão celular 

durante o ensaio de CFU primária, as células totalmente diferenciadas agora correspondem a 

um baixíssimo percentual do conjunto de células contaminantes que, agora, são formadas por 

células-filhas progenitoras com baixíssimo potencial proliferativo (não formadoras de 

colônia). Como a frequência de CFU2° é maior em AL do que em AR, a contaminação inicial 

de células não formadoras de colônia é maior em CFU2°-AR, desviando a média de células 

por colônia formada.  

 Além da capacidade de formação de colônia, CTM-AR e CTM-AL apresentaram 

também multipotencialidade e fenótipo condizente com os marcadores celulares já descritos 

para CTM (DOMINICI M et al. 2006; RASINI, V. et al. 2013). Tanto CTM-AR quanto 

CTM-AL foram capazes de diferenciar nas linhagens osteogênica e adipogênica. Na 

diferenciação osteogênica com 14 dias, CTM-AR apresentou marcação levemente mais forte 

que prosseguiu até o final de 21 dias. Ambas as populações de CTM foram capazes de gerar 

matriz mineralizada em toda área do poço com 21 dias de indução osteogênica. Tal 

comportamento aponta para uma capacidade de diferenciação semelhante, porém de início 

mais lento em CTM-AL, possivelmente, demandando mais tempo para que suas células saiam 

de seu estado indiferenciado. De maneira mais evidente, a diferenciação adipogênica aponta 

para as CTM-AL como detentoras da maior capacidade de diferenciação, com a grande 

maioria das células acumulando gotículas lipídicas em seu citoplasma ao final de 21 dias. 

Enquanto as CTM-AR apresentam reduzida capacidade de diferenciação adipogênica, uma 



63 
 

vez que somente uma fração das células desenvolveu fenótipo contendo gotículas lipídicas 

intracelulares. Portanto, as CTM-AR apresentam menor multipotencialidade que as CTM-AL, 

sugerindo maior comprometimento com a linhagem osteogênica em detrimento da 

adipogênica. Dessa forma, as CTM-AL apresentam potencial regenerativo ao serem altamente 

proliferativas e multipotentes. Experimentos futuros de diferenciação condrogênica 

estenderão nosso entendimento sobre as CTM de pacientes com osteoartrose e seu nível de 

comprometimento celular entre as diferentes linhagens celulares. 

Na cultura 2D, a interação física entre as células progenitoras e o substrato, 

normalmente material plástico, exerce estímulos indutores de diferenciação nas células 

progenitoras, podendo alterar seu nível de comprometimento e, consequentemente, seu 

potencial proliferativo. A rigidez da matriz na qual as CTM se encontram induz a 

diferenciação em tipos celulares específicos (ENGLER, A. J. et al.  2006). De acordo com 

diferentes grupos de pesquisa, o cultivo de CTM por prolongadas passagens causa um 

envelhecimento in vitro, dado pelo encurtamento dos telômeros ao proliferarem, e 

comprometimento com a linhagem osteogênica com indução da expressão de genes como 

sialoproteína óssea e osteocalcina (PETER, S. et al. 2012; BANFI, A. et al. 2002). Além 

disso, mesmo quando expandidas moderadamente (3 passagens), as CTM apresentam 

alterações em seus marcadores superficiais, diminuindo sua multipotencialidade e, até mesmo, 

seu efeito terapêutico (VON BAHR, L. et al. 2012; YANG, Y.-H.K., et al. 2018; BARA, J. J. 

et al. 2014). Dessa forma, para a conservação do fenótipo, mantivemos a manipulação ao 

mínimo possível, realizando todas as análises de citometria com CTM primárias, a fim de 

identificar o perfil mais próximo possível de seu imunofenótipo in situ. 

De maneira geral, tanto CTM-AR quanto CTM-AL apresentaram perfil 

CD90
+
/CD73

+
/CD44

+
/CD29

+
/CD10

+
/CD54

+
/CD31

-
/CD34

-
/CD45

-
, enquadrando-se no 

fenótipo descrito para as CTM (DOMINICI M et al. 2006; RASINI, V. et al.2013; 

SAMSONRAJ, R.M. et al. 2017; MO, M. et al. 2016). Além disso, tanto CTM-AR quanto 

CTM-AL apresentaram parte das células positivas para –actina de músculo liso. Diversos 

grupos apresentaram possíveis marcadores para as CTM, porém ainda não há um marcador 

único que diferencie progenitores de CTM, o que impede a caracterização adequada e, 

consequentemente, a avaliação do potencial terapêutico das subpopulações de forma isolada. 

Com nosso protocolo de isolamento, conseguimos separar duas populações de CTM que 

expressam diferencialmente os marcadores CD146, CD49d, CD184, CD45, CD24 e HLA. 

Células CD184
+
, CD45

+
 e HLA

+
 foram mais frequentes em CTM-AR, enquanto as células 

CD146
+
, CD24

+
 e CD49d

+
 foram mais frequentes em CTM-AL.  
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O aprofundamento da análise do tamanho celular permitiu selecionar de forma ainda 

mais pura as células-alvo  u   v z qu         u    u  çõ   ―       ‖   ―P qu    ‖ 

expressam perfil condizente com CTM. Dessa forma, esmiuçamos ainda mais o perfil das 

CTM e sua heterogeneidade. Os marcadores diferencialmente expressos entre CTM-AR e 

CTM-AL, com exceção de HLA, CD54 e CD49d, apresentam-se preferencialmente expressos 

por células de um único tamanho celular. Células CD24
+
, CD45

+
 e CD184

+
/CD45

-
 estão 

   f     i        i    i          u  çã  ‗P qu    ‖    qu      é u      146
+
/CD45

-
 

encontram-se enriquecidas na população ―      ‖, tanto em CTM-AR quanto em CTM-AL. 

Alguns autores descrevem o tamanho celular como um parâmetro relacionado ao perfil 

de CTM indiferenciada. Células de tamanho pequeno geram mais CFU-F clonais, se 

autorrenovam mais rapidamente, possuem telômeros maiores e são mais frequentes em 

amostras de medula óssea de pacientes jovens. Amostras de pacientes idosos apresentam, 

majoritariamente, células de tamanho grande e poucas CTM pequenas, porém, estas 

preservam suas características demonstrando fenótipo semelhante às CTM pequenas 

encontradas em amostras de pacientes jovens (BLOCK, T.J. et al 2017; SMITH, J.R. et al. 

2004). 

A análise apresentada está em concordância com outros grupos que também 

encontraram células HLA
+
, grande frequência de células CD54

+
 e aproximadamente 30% de 

células CD24
+
, os quais alteram sua frequência de acordo com o tempo em cultura 

(MORAVCIKOVA, E. et al 2018; BATTULA, V.L. 2009) 

CD49d é a integrina 4, receptora de fibronectina e ICAM, molécula presente em 

endotélio vascular, atuando na adesão intercelular e transmigração das células. Quando 

CD49d é bloqueado em ensaio de tubulogênese, as CTM não são mais capazes de assumir 

posição perivascular in vitro (RUSTER, B. et al. 2006). Dessa forma as CTM CD49d
+
 

apresentam potencial terapêutico promissor ao interagirem diretamente com as células 

endoteliais. 

A população de células pequenas CD45
-
 apresentou parte das células CD184

+
. Alguns 

grupos descreveram que o recrutamento de CTM para o sítio de remodelamento ósseo ocorre 

através da sinalização via SDF1-CXCR4 (CD184), atraindo CTM presentes na circulação 

(OTSURU, S. et al. 2008). Além disso, a indução da expressão de CD184 pelas CTM melhora 

a migração das mesmas, aumentando a regeneração tecidual em modelo de lesão (ZHANG, 

D. et al 2008; MA, H.-C 2014). Com nossa análise detalhada, essa população foi identificada 

permitindo, futuramente, a seleção precisa para que seu potencial terapêutico seja avaliado. 
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Ademais, além da maior frequência de células CD146
+
, a mediana de intensidade de 

fluorescência também foi maior nas CTM-AL, indicando maior expressão desta molécula. 

Alguns autores reportaram a alta intensidade de fluorescência de CD146 associada às células 

com caráter indiferenciado (RUSSEL, K. C et al. 2010). 

Em dois estudos independentes, Crisan et al. (2008) e Sacchetti et al. (2007) 

identificaram extensivamente que as células CD146
+
 presentes na região perivascular geram 

ossículos inteiros com suporte a hematopoiese, dando origem a células de mesmo fenótipo, as 

quais também eram capazes de formar ossículo secundário completo. Assim, cumprindo os 

parâmetros mais exigentes de classificação de uma célula como tronco, que são: sua 

contribuição à formação do tecido, manutenção da homeostase e a geração de prole com 

fenótipo igual à célula-mãe, capaz de formação de ossículo funcional de novo, pôde-se 

afirmar a presença de células verdadeiramente tronco. Como essas células apresentaram 

localização histológica e marcadores que se sobrepõem àqueles descritos para as células 

perivasculares, identificou-se que as CTM tenham o pericito como seu correspondente in vivo 

(DA SILVA MEIRELLES, L. 2006; WANG, Y. 2019; CAPLAN, A. I. 2017; ESTEVES, C. 

L., DONADEU, F.X. 2018).  

No geral, CTM CD146
+
 estão enriquecidas na população CTM-AL, que também são 

positivas para -actina de músculo liso. Portanto, a população CTM-AL isolada no presente 

trabalho é enriquecida em pericitos/células perivasculares, incluindo a CTM baseada em sua 

localização in situ. 

Ademais, na nossa análise, células CD146
+
 encontram-se enriquecidas na população 

de maior tamanho. Sabe-se que CD146 marca células perivasculares, porém nem toda célula 

perivascular é uma CTM (CAPLAN, A. I. 2018). Assim, é possível que células CD146
+
 

pequenas sejam as que, de fato, detêm características de CTM indiferenciadas, e portanto, 

contribuam para regeneração. Experimentos futuros isolando as subpopulações de células 

CD146
+
 permitirão averiguar seu potencial regenerativo e terapêutico. 

O replaqueamento do sobrenadante e o tempo em cultura necessário para a adesão da 

população CTM-AL coincide com o período necessário para a adesão de pericitos murinos 

(GHARAIBEH, B. et al. 2008). Dellavalle et al. (2011) confirmaram a identidade dessa 

população como CTM/pericitos através de camundongos transgênicos, identificando a 

participação na homeostase celular e regeneração de lesão. Dessa forma, buscamos entender o 

papel morfofuncional exercido pelas CTM quando co-cultivadas com células endoteliais em 

ensaio tubulogênico.  
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A formação vascular é um processo dinâmico e complexo dependente de interações 

celulares justácrinas e parácrinas, além do remodelamento da matriz extracelular 

(MOHAMMADI, E. et al. 2015). Durante a angiogênese, túbulos nascentes ou em 

desenvolvimento são formados por células endoteliais proliferativas e migratórias, com 

membrana basal imatura. Essa fase marca a formação de vaso primitivo, seguida de 

recrutamento de pericitos via FGF-2 e PDGF que, com o remodelamento da membrana basal, 

formam o vaso maduro (KUTCHER, M.E.; HERMAN, I.M. 2009). Uma das funções 

características dos pericitos, também compartilhada pelas células de músculo liso, é a inibição 

da proliferação endotelial, seja pelo contato justácrino ou parácrino. Além disso, os pericitos 

também são responsáveis pela contratilidade e estabilização da permeabilidade vascular. 

Dessa forma, a incorporação de pericitos constitui uma fase crucial da angiogênese, na qual as 

células endoteliais saem de um estado proliferativo e migratório para um endotélio quiescente 

(KUTCHER, M.E.; HERMAN, I.M. 2009). 

Nossos resultados demonstraram que ambas as populações de CTM foram potentes 

inibidoras do desenvolvimento endotelial. Ficou evidenciada a capacidade das CTM-AR e 

CTM-AL apresentarem a morfologia e localização similar a pericitos/células perivasculares 

ao ocuparem a região abluminal adjacente ao túbulo e reduzirem a malha tubular formada. 

Dessa forma, algumas células isoladas tanto em CTM-AR quanto em CTM-AL da medula 

óssea conseguem se integrar ao túbulo, estabilizando a estrutura formada pelas células 

endoteliais. Contudo, o processo que orienta a inibição parece ocorrer sob mecânicas 

diferentes entre as população AR e a AL. Inicialmente, HMEC+AR e HMEC+AL 

demonstraram redução da malha tubular formada em 24 horas, em relação à HMEC sozinha, 

sendo a inibição mais acentuada em HMEC+AR. Com 48 horas, HMEC e HMEC+AR 

sofreram uma mudança conformacional, aumentando a complexidade da malha tubular, 

enquanto HMEC+AL agiu de forma totalmente contrária, levando à redução contundente em 

extensão e complexidade, o que se manteve em 72 horas. Dessa forma, apesar da inibição 

inicial, HMEC+AR permitiu uma reorganização tubular semelhante à HMEC, envolvendo a 

formação de novos túbulos, enquanto em HMEC+AL apresentou somente efeito inibidor, 

buscando a interconectividade mais eficiente. Durante a formação dos vasos, células 

endoteliais recrutam progenitores mesenquimais e induzem sua diferenciação em célula 

perivasculares via TGF-β e interação célula-célula (HIRSCHI, K.K. 2003). Assim, as CTM-

AL demonstram um efeito limitante inicial brando, porém progressivo, o que sugere a 

maturação progressiva dos túbulos ao se especializarem, por indução do endotélio, em 

pericitos.  
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Curiosamente, a quantidade e comprimento das ramificações não apresentou diferença 

entre grupos, somente de 24 horas para 48 horas em CTM-AL. Assim, podemos inferir que as 

atividades das CTM-AL interferiram com o processo de angiogênese, inibindo-o. Tal ação 

ocorre, possivelmente, através da formação de túbulos mais sofisticados, contendo população 

perivascular capaz de envolver o túbulo na face abluminal e regular sua atividade de maneira 

justácrina.  

Apesar dos efeitos pro-angiogênicos descritos para as CTM de medula óssea sobre 

algumas células endoteliais, em especial células endoteliais de veia de cordão umbilical 

humano (HUVEC), observamos acentuada inibição da formação tubular quando comparadas 

com HMEC sozinha em qualquer tempo. HUVEC são constituintes de vaso de grosso calibre 

(veia de cordão umbilical), e possuem alta sensibilidade à citocinas (TAN, P. et al. 2004). 

Desse modo, optamos pelas células da linhagem HMEC, por apresentarem características 

morfológicas e moleculares da rede microvascular adulta, sabendo da maior associação entre 

pericitos e estruturas microvasculares, especialmente arteríolas e sinusóides (ACAR, M. et al. 

2015; PINHO, S.; FRENETTE, P.S. 2019; KUNISAKI, Y. et al. 2013; HASSANSHAHI, M. 

et al. 2019; S. INOUE, S. e OSMOND, D.G. 2001). Além disso, existe uma grande variação 

das moléculas secretadas e suas concentrações pelas CTM, de acordo com seu tecido de 

origem, grau de heterogeneidade, e principalmente, tempo em cultura. (MEIRELLES, L. da S. 

2009).  

Outros autores também observaram efeito anti-angiogênico. Otsu e colaboradores 

(2009), utilizando células endoteliais de microvasculatura pulmonar em co-cultivo 3D, 

descreveram a inibição da tubulogênese pela CTM de maneira dose-dependente. Observaram 

que CTM migraram para os túbulos, intercalaram com as células endoteliais, estabeleceram 

junção comunicante e aumentaram a produção de espécies reativas de oxigênio, levando à 

apoptose das células endoteliais e degeneração tubular. Lee e colaboradores (2013), 

demonstraram que exossomos derivados de CTM carregam micro-RNA16, inibidor de VEGF. 

Menge e colaboradores (2012) demonstraram potente efeito estabilizador das CTM sobre as 

células endoteliais, inibindo sua proliferação e reduzindo a malha de tubos formada de 

maneira justácrina-dependente. Tal caráter inibitório também foi observado in vivo através da 

inserção de plug de matrigel dorsal e transplante de CTM por via intravenosa. Curiosamente, 

quando CTM e células endoteliais foram cultivadas sem contato direto, as CTM promoveram 

aumento da rede vascular via sinalização trófica. Além disso, Yamamoto e colaboradores 

(2013), utilizando CTM PDGRF-+ e HUVEC em sistema de microfluido 3D, demonstraram 
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a diminuição da formação inicial de ramificações e redução da extensão total da rede vascular 

comparado à HMEC sozinha. 

Portanto, ainda que o isolamento em HMEC+AL não seja perfeito, o isolamento 

proposto possibilita cultivar seletivamente uma população enriquecida em células 

perivasculares que demonstram maior potencial proliferativo e multipotencial. Dessa forma, 

permite progredirmos na identificação das verdadeiras células-tronco presentes na população 

   ‗ T ‘     i iz                      êu i    com subpopulações de fenótipo definido. 

Maiores investigações são necessárias para definir a relação direta entre as populações CTM-

AR e CTM-AL in vitro para, posteriormente, compreendermos o mecanismo regulatório e sua 

localização específica na medula óssea. Assim, a técnica de adesão diferencial se apresenta 

como uma ferramenta de purificação celular fácil que pode ser utilizada em diversos 

processos terapêuticos.  
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CONCLUSÃO 

 

 

O objetivo do presente trabalho em purificar progenitores estromais da medula óssea 

foi alcançado. A população CTM-AL isolada apresentou maior potencial regenerativo ao 

serem multipotentes e altamente proliferativas, características passadas adiante para sua prole, 

quando comparadas com as CTM-AR isoladas pelo protocolo padrão-ouro que descarta o 

sobrenadante após 3 dias. Além disso, a população CTM-AL é enriquecida em células 

CD146
+
 e capaz de regular o desenvolvimento endotelial ao assumirem a função de pericito, 

remetendo à localização anatômica das CTM indiferenciadas. Assim, através de simples 

técnica de isolamento baseada na adesão diferencial em meio básico com suplementação 

padrão, uma população de CTM é purificada, apresentando menos contaminantes celulares, 

especialmente células CD45
+
 e HLA

+
. Por fim, a caracterização de CTM minimamente 

manipuladas permitiu identificar subpopulações diversas, inclusive em relação ao tamanho 

celular, as quais agora podem ter seu potencial explorado. 

A presença de células indiferenciadas em pacientes osteoartríticos reforça a 

possibilidade do uso de células autólogas na terapia celular. Contudo, o potencial 

condrogênico destas ainda não foi explorado. Experimentos futuros que avaliem a capacidade 

de formação tecidual in vivo             i     ‗limb bud‘  esclarecerão o potencial 

regenerativo dessa subpopulação. Além disso, esmiuçar a capacidade de regulação do 

endotélio, através de tubulogênese por mais tempo em meio menos complexo, assim como 

explorar a regulação proliferativa via interações célula-células do endotelio e CTM-AL 

(integrinas e conexinas) fornecerão evidências da capacidade dessa população em desenvolver 

endotélio maduro. 
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ANEXO A – Imagem descritiva da definição de estruturas tubulares da tubulogênese 

 

Fonte: Gilles Carpentier Research Website (http://image.bio.methods.free.fr/ImageJ/?Angiogenesis-Analyzer-

for-ImageJ acessado em 30 de setembro de 2018)
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