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RESUMO 

               As células-tronco mesenquimais possuem potencial clínico para reparar danos ou 

tecidos em diferentes patologias, incluindo defeitos osteocondrais, doenças cardiovasculares, 

doenças neurológicas e hematopoiéticas. O cultivo celular prolongado pode induzir alterações 

indesejadas neste potencial de reparo das células-tronco. O presente visou comparar 

características de células-tronco mesenquimais entre passagens iniciais e avançadas, tanto nas 

células derivadas de tecido adiposo (ASC) como nas de medula óssea (BMSC). Quando 

analisamos as duas células quanto à plasticidade osteogênica, fica claro que as BMSC são as 

mais recomendadas para uso terapêutico em reparações ósseas. As células-tronco 

mesenquimais que são mantidas em cultura precisam ser monitoradas quanto aos seus 

biomarcadores funcionais. São alternativas viáveis e indicadas para biomarcadores: 

proliferação celular, capacidade formadora de colônia e plasticidade celular. 
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INTRODUÇÃO 

             Célula-tronco é definida como um tipo celular que tem a capacidade única de 

diferenciação em outros tipos celulares e autor renovação por períodos indefinidos. Isso 

remete ao fato de que elas podem ser expandidas in vitro e dados os sinais corretos de 

indução, uma célula multipotente pode se diferenciar em vários tipos celulares 
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(JANUSCHKE; NATHKE, 2014).  

              Existem as células-tronco embrionárias (embryonic stem cell - ESC) que podem ser 

isoladas a partir da massa interna do embrião durante o período de blastocisto. Além da 

pluripotencialidade, que é uma das principais características desse tipo celular, as ESC podem 

formar corpos embrioides, agregados celulares que contêm as três camadas germinativas 

embrionárias enquanto em cultura, e podem formar teratomas in vivo (ITSKOVITZ-ELDOR 

et al., 2000). 

                A capacidade de isolar células-tronco de tecidos adultos foi primeiramente 

demonstrada em estudos no final da década de 1960, quando células estromais osteogênicas 

foram identificadas na medula óssea (FRIEDENSTEIN et al., 1968). Estudos subsequentes 

demonstraram que essas células aderentes possuem capacidade de autorrenovação e são 

capazes de formar células mesenquimais, tais como adipócitos, osteoblastos, condroblastos e 

miócitos (PITTENGER et al., 1999). Baseados nessas propriedades, essas células são 

conhecidas como células-tronco mesenquimais (mesenchymal stem cell – MSC).  

               As MSC podem ser cultivadas in vitro por longos períodos e  cultivo celular 

prolongado pode induzir alterações indesejadas no potencial de reparo das células-tronco 

(RUBIO et al., 2005). Apesar de conhecimentos já adquiridos até o momento, ainda é 

necessário explorar mais os aspectos das células-tronco mesenquimais mantidas em cultura 

por longos períodos. O presente trabalho visa comparar características de células-tronco 

mesenquimais de ratos entre passagens iniciais e avançadas, tanto para células derivadas de 

tecido adiposo (ASC) como para células derivadas de medula óssea (BMSC). 

 

METODOLOGIA 

A cada repique as células foram contadas; com a obtenção do número de células 

possibilitou-se o acompanhamento da cultura e informações do doubling population time 

foram adquiridos (Figura 1a e b).  Woodbury (2000) cultivou células do estroma de ratos 

adultos e foram expandidas como células indiferenciadas em cultura durante mais de 20 

passagens, indicando a sua capacidade proliferativa. As células cultivadas no nosso trabalho 

permaneceram em cultura até a passagem 40. Nos dois tipos celulares aqui estudados, as 

células em passagem avançada se dividiram em menos tempo (ASC -35 h e BMSC - 36 h) 

quando comparadas com as células em passagem inicial (ASC - 47 h e BMSC - 44 h). Este 

tempo é maior que o tempo de MSC derivada de polpa dentária humana que proliferaram em 

cerca de 21h em passagens baixas (KADAR et al., 2009).  



 

Figura 1: Comparação do tempo de duplicação das células ASC e BMSC em passagem inicial (PI) e passagem 

avançada (PA). a) ASC. b) BMSC. Tempo de duplicação expresso em horas. * p <0.05, (n = 3).                

                                
 

              O potencial para formar colônias é um aspecto importante e distingue as células-

tronco mesenquimais das outras células já diferenciadas, a capacidade de fazer mitoses 

simétricas (POCHAMPALLY, 2008). No nosso trabalho, aproximadamente 2,7 % das ASC e 

BMSC em passagem inicial tiveram capacidade para formar colônias e o mesmo foi 

observado nas ASC em passagem avançada. Já as BMSC em passagem avançada tiveram 

aumento significativo na porcentagem de células formadoras de colônias em 1,5 vezes (Figura 

2a e b). Isso pode ter ocorrido devido a maior instabilidade genômica apontada pelo aumento 

de micronúcleos observados nessas células em nosso trabalho. 

Figura 2: Comparação do potencial de formação de colônias entre passagem inicial (PI) e passagem avançada 

(PA). Potencial de formação de colônias expresso em porcentagem de células capazes de formar colônias. a) ASC. b) BMSC.  

** p < 0.01, n = 3. 

          
 

              As ASC e BMSC apresentaram capacidade de diferenciação em linhagem 

osteogênica verificada através de coloração vermelha da matriz, tal característica é resultante 

do depósito de fosfato de cálcio das células diferenciadas (Figura 3). Paralelamente a estes 

resultados temos que BMSC de camundongos induzidas em meio osteogênico também 

demonstraram capacidade de diferenciação reduzida das culturas avançadas (KRETLOW et 

al., 2008). 

 



 

Figura 3. Fotos da diferenciação osteogênica de ASCs em passagens iniciais (p6) e avançadas (p40) e BMSCs iniciais (p6) e 

avançadas (p40). (A) ASC avançada osteo; (B) ASC avançada controle; (C) ASC inicial osteo; (D) ASC inicial controle; (E) 

BMSC avançada osteo; (F) BMSC avançada controle; (G) BMSC inicial osteo; (H) BMSC inicial controle.  

        
 

            Quando analisamos a atividade de ALP (Figura 4), os níveis de ALP foram mais 

altos em BMSC em passagem inicial em relação a passagem avançada (p<0,001), enquanto 

que não houve diferença na atividade de ALP em ASC em diferentes passagens. Esses 

achados reforçam o maior potencial osteogênico das BMSC em passagens iniciais e vão de 

acordo com o proposto por Shiratsuki et al. (2015), que observaram que BMSC são 

superiores. 

 

Figura 4. Quantificação da análise indireta dos níveis de ALP em ASC e BMSC em passagem inicial (PI) e 

avançada (PA). a) ASC e b) BMSC.  P<0.05, (n=3). 
 

              
 

RESULTADOS E DISCUSSÃO 

As ASC em passagem avançada dividem mais rapidamente e para os outros aspectos 

analisados não foi detectada diferença. As BMSC em passagem avançada formam mais 

colônias que BMSC em passagem inicial. O potencial osteogênico é maior nas BMSC em 

passagens iniciais, efeito esse detectado por aumento nos níveis de fosfatase alcalina. 

Portanto, tempos prolongados em cultura fazem com que as BMSC formem mais colônias, 



com isso acumulam mais danos genéticos e consequentemente o seu potencial osteogênico 

diminui.  

Quando analisamos as duas células quanto à plasticidade osteogênica, fica claro que 

as BMSC são as mais recomendadas para uso terapêutico em reparações ósseas.  Por fim, as 

células-tronco mesenquimais que são mantidas em cultura precisam ser monitoradas quanto 

aos seus biomarcadores funcionais. Entre os biomarcadores já conhecidos, os que usamos 

neste trabalho são alternativas viáveis e indicadas: proliferação celular, capacidade formadora 

de colônia e plasticidade celular. 
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