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RESUMO 

 

No estudo atual, duas linhagens de células-tronco embrionárias humanas, designadas BR-4 

(46,XY) e BR-5 (46,XX), foram estabelecidas em condições ambientais com 5% de oxigênio, 

derivadas de embriões humanos gerados por fertilização in vitro. Estas linhagens foram 

caracterizadas e apresentaram (i) morfologia com colônias compactas e bordas bem definidas, (ii) 

células uniformes, (iii) controle da pluripotência sem diferenciação espontânea, (iv) congelamento e 

descongelamento estável, (v) comprovação positiva de pluripotência para os genes OCT 3/4, SSEA-4 

e NANOG, (vi) cariótipo normal, (vii) aptidez à formação de corpos embrióides e à diferenciação 

espontânea, (viii) comprovação positiva de diferenciação para os genes Sox17, MyoD e NESTIN e 

(ix) formação de teratoma com diferenciação nos tecidos dos três folhetos embrionários. Após sete 

meses de expansão e caracterização, a BR-4 e BR-5, foram as primeiras linhagens brasileiras 

derivadas em condições ambientais com 5% de oxigênio e, nesta condição, comprovaram (i) aumento 

na ploriferação celular, (ii) controle da diferenciação e (iii) controle de anormalidades cromossômicas. 

Estas linhagens podem ser multiplicadas quase que indefinidamente e suprir a necessidade de 

pesquisa de vários pesquisadores. Assim, se tornaram ferramentas experimentais importantes para a 

compreensão da diferenciação e desenvolvimento celular, e podem oferecer uma ampla gama de 

aplicações potenciais, incluindo a prevenção, diagnóstico e tratamento de doenças humanas. 

 

Palavras-chave: célula-tronco embrionária, derivação, oxigênio.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



ABSTRACT 

 

In the current study, two lineages of human embryonic stem cells, designated BR-4 (46, XY) 

and BR-5 (46, XX), were established in environmental conditions with 5% oxygen, derived from 

human embryos created by in vitro fertilization. These lineages were characterized and showed (i) 

morphology with compact colonies and definite outskirts, (ii) uniforms cells, (iii) control without 

spontaneous differentiation pluripotency, (iv) freezing and thawing stable, (v) positive evidence for the  

pluripotency OCT 3/4, SSEA-4 and NANOG genes, (vi) normal karyotype, (vii) ability to the embryoid 

bodies formation and spontaneous differentiation, (viii) positive evidence of differentiation for SOX17, 

MyoD and NESTIN genes and (ix) teratoma formation with differentiation in the tissues of the three 

germ layers. After seven months of expansion and characterization, BR-4 and BR-5, were the first 

Brazilian lineages derived at ambient conditions with 5% oxygen and this proved condition (i) increase 

in cell proliferation, (ii) control the differentiation and (iii) control of chromosomal abnormalities. These 

lineages can be multiplied almost indefinitely and to meet the research needs of many researchers. 

Thus, experimental tools have become important for understanding the development and cell 

differentiation, and may offer a wide range of potential applications, including the prevention, diagnosis 

and treatment of human diseases. 

 

Keywords: embryonic stem cell, derivation, oxygen. 
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1  INTRODUÇÃO 

Ao longo dos anos, diversos órgãos e tecidos do corpo humano perdem progressivamente 

sua capacidade de funcionamento, seja por causa de alguma doença ou pelo processo normal de 

envelhecimento. Há então uma grande demanda de reposição desses órgãos, que hoje em dia é 

atendida por programas de transplante de órgãos.  No entanto, por várias razões, esses programas 

de transplante de órgãos atendem somente de 5-10% dos pacientes, seja por escassez de doadores 

ou pela atual incapacidade de transplante de certos órgãos ou tecidos (Vogel, 1999). 

Em 1838 Matthias Schleiden e Theodor Schwann, estabeleceram o que ficou conhecido como 

teoria celular que todo o ser vivo é formado por células-tronco (Stem Cells - SCs). Todos os 200 tipos 

celulares distintos encontrados entre as cerca de 75 trilhões de células existentes em um homem 

adulto, derivam das células precursoras denominadas SCs. Estas são células mestras que têm a 

capacidade de se transformar em outros tipos de células, incluindo as do cérebro, coração, ossos, 

músculos e pele (Bolsover et al., 2004).  

Nas últimas décadas, surgiu a era da medicina regenerativa, que tem como base principal os 

novos conhecimentos sobre as SCs e a capacidade do próprio corpo em regenerar órgãos e tecidos. 

O reconhecimento do impacto desta nova modalidade na medicina culminou com a concessão do 

Prêmio Nobel de Medicina e Fisiologia em 1990 a Joseph Murray e E. Donall Thomas, pioneiros em 

transplantes de órgãos e células (Mummery et al., 2002). 

A partir de então a crescente expectativa do uso terapêutico destas células para cura de 

males que desafiam a Ciência tem ocupado bastante espaço na mídia em geral, especialmente a 

televisiva, gerando um intenso debate entre cientistas, políticos, religiosos e leigos em geral. 

Em 1981, foram derivadas as primeiras linhagens celulares pluripotentes de células-tronco 

embrionárias de camundongo (mouse Embryonic Stem Cells - mESCs), a partir de blastocisto 

(Blastocyst - BL) de embriões de camundongos e demonstraram grande capacidade de diferenciação 

in vitro e in vivo (Evans & Kaufman, 1981; Martin, 1981). 

James Thomson, em 1998, renovou as esperanças de médicos, pesquisadores, pacientes e 

famílias, ao derivar as primeiras linhagens celulares pluripotentes de células-tronco embrionárias 

humanas (human Embryonic Stem Cells - hESCs), a partir da massa celular interna (Inner Cell Mass - 

ICM) de BL de embriões humanos produzidos por fertilização in vitro (in vitro Fertilization - IVF), com a 

possibilidade de se encontrar uma cura para doenças degenerativas de origem genética ou não. 

Desde então, as técnicas para derivar e cultivar hESCs foram aprimoradas, dependendo de estímulos 

externos para gerar linhagens mais especializadas (Thomson et al., 1998).  

As pesquisas com células-tronco embrionárias (Embryonic Stem Cells - ESCs) avançam na 

busca de tratamentos para muitas doenças que afetam milhões de pessoas, mas esbarra em várias 

questões éticas e religiosas (Yamada et al., 2002).  
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Inúmeras discussões têm ocorrido nos últimos anos sobre normas para a derivação, registros, 

caracterização, armazenamento, bancos, distribuição e engenharia dessas células tanto para 

pesquisa como para terapia celular (Staba et al., 2004).  

Na última década, os métodos para cultura de células pluripotentes evoluíram rapidamente 

em uma tentativa de atender às necessidades prementes da medicina regenerativa e da descoberta 

de drogas. Apesar do progresso rápido no desenvolvimento de novos métodos de cultura de células 

pluripotentes, no entanto, ainda enfrentam muitos problemas que precisam ser resolvidos antes de 

sua aplicação futura. Esses desafios incluem: (i) a falta de protocolos padronizados para aplicações 

específicas, (ii) a ausência de eficácia para monitorar os ensaios de stress celular induzido pelo 

crescimento desordenado, condições apoptótica excessiva e sinais de diferenciação espontânea 

durante o processamento das células, (iii) a impureza ou heterogeneidade de células propagadas, (iv) 

a instabilidade genômica relacionada com anormalidades cromossômicas, e (v) o potencial de 

tumorigenicidade (Liang e Zhang, 2013). 

Por existirem em quantidades reduzidas no corpo e pela dificuldade que apresentam para se 

dividir, a produção em laboratório desse tipo celular é limitada. Mesmo assim, cientistas desenvolvem 

a cada dia novos métodos para incrementar a cultura e manipulação destas células para utilização 

em tratamentos de lesões ou doenças.  

Assim, em vista do art. 5º da Lei Nº 11.105, de 24 de março de 2005, que permite, para fins 

de pesquisa e terapia, a utilização de embriões humanos produzidos por IVF e não utilizados no 

respectivo procedimento, no Brasil, bem como a carência de pesquisadores nessa área, é 

fundamental que novas linhagens de células-tronco embrionárias (Embryonic Stem Cells - ESCs) 

sejam estabelecidas visando (i) autonomia para pesquisa básica e aplicações clínicas, devido a perda 

da estabilidade fenotípica e genética durante o cultivo e a manipulação das SCs e (ii) geração de 

linhagens adequadas para uso em seres humanos. Assim, desenvolve-se a pesquisa científica de 

inovação tecnológica “Derivação de novas linhagens brasileiras de células-tronco embrionárias 

humanas sob condições fisiológicas de oxigênio” para consolidar esta área de pesquisa em nosso 

país. 
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2  REVISÃO DE LITERATURA 

 

Células-tronco são células produzidas durante o desenvolvimento do organismo e com 

grande capacidade de (i) proliferação, (ii) auto-renovação, (iii) diferenciação e (iv) regeneração de 

tecidos. Estas células podem ser encontradas em (i) embriões recém-fecundados, (ii) células 

germinativas/órgãos de fetos abortados, (iii) células do sangue do cordão umbilical, (iv) tecidos 

adultos e (v) em células do tecido adulto a serem reprogramadas com comportamento de SCs e são 

classificadas em três grandes grupos como: (i) células-tronco adultas (Adult Stem Cells - ASCs), (ii) 

células-tronco embrionárias (Embryonic Stem Cells - ESCs) e (iii) células-tronco pluripotentes 

induzidas (induced Pluripotent Stem Cells - iPSCs) (Kehat et al., 2002).  

De acordo com a plasticidade, ou seja, poder de diferenciação celular, as SCs são 

classificadas em (i) totipotentes - células progenitoras que possuem a capacidade de se diferenciar 

em diferentes tipos de células dentro de uma única linhagem, (ii)  pluripotentes - células que possuem 

o potencial de se diferenciar em células dos três tipos do folheto embrionário (endoderme, 

mesoderme, ectoderme), (iii) multipotentes - células adultas que possuem o potencial de se 

diferenciar em um número limitado de outros tipos de células e (iv) unipotentes - células que possuem 

a capacidade de se diferenciar em somente um tipo de célula (Suda et al., 1987).  

O processo de diferenciação celular compreende diversas etapas programadas 

geneticamente, dentre elas: (i) a proliferação de células progenitoras/SCs imortais e que respondem a 

estímulo mitogênico, (ii) a ativação e/ou repressão de inúmeros genes, (iii) a expressão de proteínas 

de determinadas linhagens que mediam funções biológicas específicas, (iv) a repressão progressiva 

da capacidade de responder a fatores mitogênicos e (v) a diferenciação terminal completa associada 

à perda irreversível do potencial proliferativo (Scott, 1997; Markert, 1968; Wille & Scott, 1986). 

As ESCs são células originadas da ICM de um embrião no estágio de BL. Quando um 

espermatozoide se funde com o óvulo, forma-se uma única célula, denominada zigoto, que após a 

fecundação divide-se em duas células, as duas em quatro, as quatro em oito e assim por diante.  

 No estágio entre oito e dezesseis células, as células desse embrião se diferenciam em dois 

grupos: (i) um com células externas que vai dar origem à placenta e aos anexos embrionários, e (ii) 

outro com células da ICM que vai dar origem ao embrião propriamente dito. São essas células da 

ICM do embrião na fase BL que podem ser retiradas e colocadas em placas de cultura onde, em 

condições apropriadas, podem se manter indiferenciadas, se multiplicarem indefinidamente, 

mantendo seu potencial de contribuir para todos os tipos celulares adultos (Evans & Kaufman, 1981; 

Martin, 1981; Bradley et al., 1984).  

O desenvolvimento das ESCs oferece um vasto número de aplicações potenciais, incluindo 

prevenção, diagnóstico e tratamento de doenças humanas. Contudo, alegações provocativas e 
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conflitantes deixam o público, e a maioria dos cientistas, confusos quanto ao uso e à viabilidade de 

tratamentos com as ESCs.  

A utilização das ESCs pode alcançar alguns objetivos como (i) compreensão dos mecanismos 

de diferenciação, desenvolvimento, identificação, isolamento e purificação dos diferentes tipos 

celulares, (ii) controle da diferenciação em outros tipos celulares, sendo o alvo necessário para o 

tratamento de doenças, (iii) conhecimento para desenvolver transplantes compatíveis, (iv) uso nos 

transplantes com demonstração do controle apropriado do crescimento, bem como a obtenção do 

desenvolvimento e função de célula normal e (v) confirmação dos resultados bem sucedidos dos 

animais em seres humanos (Choi et al., 2002; He et al., 2003; Rounson, 2005). 

As ESCs podem ser cultivadas por um longo período devido à sua ilimitada capacidade de 

multiplicação e são capazes de se diferenciar in vivo e in vitro. Os testes in vivo das células não 

podem ser conduzidos em seres humanos por uma série de restrições quanto ao seu uso e a 

produção de patentes de produtos derivados das mesmas (Thomson et al., 1998; Cowan et al., 2004). 

Além disso, as linhagens de ESCs disponíveis foram estabelecidas e cultivadas na presença de 

produtos animais, o que impossibilita seu uso terapêutico em seres humanos (Martin et al., 2005; 

Reubinoff et al., 2000).  

Alguns estudos demonstraram que, em uma mesma espécie, diferentes linhagens de ESCs 

apresentavam alto grau de heterogeneidade quanto a sua capacidade de diferenciação, levando a 

diferentes respostas quando submetidas aos mesmos tratamentos (Hoffman & Carpenter, 2005; 

Allegrucci & Young, 2007).  

As características morfológicas das ESCs, indiferenciadas, crescem em colônias 

herméticamente uniformes com bordas definidas na periferia das colônias. Núcleo grande em 

comparação com o citoplasma e nucléolo proeminente (Trosko et al., 1990). Outras características 

destas células são: (i) atividade de fosfatase alcalina, (ii) presença do fator de transcrição, (iii) alta 

atividade da telomerase e (iv) variedade de marcadores celulares reconhecidos por anticorpos 

monoclonais nos antígenos embrionários (Donavan & Gearhart, 2001).  

Para fomentar a investigação com ESCs, busca-se obter e caracterizar linhagens uniformes, 

de forma segura e mais completa, que atendam a critérios estritos para a facilidade de manipulação, 

incluindo fatores importantes, como: (i) pluripotência in vitro e in vivo, (ii) fatores de crescimento, (iii) 

citocinas e homônios, (iv) nível de oxigênio, (v) análise de cariótipo, (vi) imunohistoquímica, (vii) 

formação de corpos embrióides (Embryoid Bodies - EBs), (viii) formação de teratoma, (ix) 

procedimentos de criopreservação e (x) descongelamentos simplificados (Prokhorova et al., 2009; 

Buzzard et al., 2004; Choi et al., 2002; Rounson, 2005; Plaia et al., 2006). 

Outro fator muito importante para o controle in vitro das ESCs são as matrizes celulares. O 

cultivo de ESCs requer adesão a uma matriz celular ou extracelular para sobrevivência e crescimento 

(Nieto et al., 2007). Estas células são cultivadas com fibroblastos mitoticamente inativos 
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(metabolicamente ativos), por meio de Mitomicina C ou por irradiação gama, que inibe a replicação do 

DNA (Roy et al., 2001), ou sem fibroblastos inativos e com adição de fator de inibição de leucemia 

(Leukemia Inhibitory Factor - LIF), que ativa o fator STAT3 e permite a manutenção do estado 

indiferenciado das ESCs (Watt & Hogan, 2000; Smith, 2001).  

O nível de oxigênio é um composto muito adequado ao papel que exerce no metabolismo de 

produção energética. Células, tecidos e organismos sentem quando o oxigênio é limitante e 

respondem de forma adequada, sendo que a adaptação às alterações na concentração de oxigênio 

no ambiente depende de mudanças nos níveis de expressão de uma série de proteínas (Poyton, 

1999). 

Em mamíferos, a resposta à limitação de oxigênio vai desde alterações imediatas no 

metabolismo energético até a ativação de vias de controle da expressão gênica. No início da 

exposição a uma condição de baixa tensão de oxigênio, ocorre uma rápida mudança no metabolismo, 

de aeróbico para anaeróbico, e supressão de reações que consomem energia (Hochachka, et al., 

1996). 

Esta condição de oxigênio reduz a diferenciação espontânea das ESCs por meio de perda da 

forforilação oxidativa e da produção de ATP pelas mitocôndiras, ou seja, inicialmente impede a célula 

de usar seu principal meio de obtenção de energia (Millman et al., 2009; Ezashi & Roberts, 2005). 

A mitocôndria participa da manutenção de funções celulares vitais, tais como respiração e 

síntese de ATP, modulação do estado redox da célula, regulação osmótica, controle do pH, 

homeostase do cálcio no citosol e sinalização intracelular (Kaplowitz, 2000).  

As ESCs quando cultivadas em baixa concentração de oxigênio, são mantidas em estado 

fenotípico indiferenciado por múltiplas divisões celulares, apresentam evidências quanto (i) o aumento 

da proliferação celular (Harvey et al., 2004; Morrison et al., 2000; Lennon et al., 2001), (ii) a redução 

da diferenciação espontânea  (Ezashi et al., 2005; Ludwig et al., 2006) e (iii) a redução de aberrações 

cromossômicas (Forsyth et al., 2006).  

Alguns pesquisadores demonstraram que o nível da pluripotência das ESCs é identificado in 

vitro com a formação de EBs, ou seja, quando ocorre a remoção dos fibroblastos inativos e LIF e 

realiza-se o cultivo celular em suspensão, as ESCs são induzidas a entrar em um programa de 

diferenciação in vitro de forma sincronizada. Nestas condições, estas células se diferenciam, 

espontaneamente, e formam agregados de células, denominados EBs (Ling & Neben, 1997), em 

linhagens celulares, com origem nos três folhetos embrionários, e expressaram os genes OCT 3/4, 

SSEA-4, NANOG, SOX-17, MyoD, NESTIN por meio da imunohistoquímica (Brook & Gardner, 1997). 

A pluripotência in vivo com ESCs é realizada somente através da injeção destas células em 

camundongos imunodeficientes para ocorrer a diferenciação nos três folhetos embrionários (Wobus & 

Boheler, 2005).  
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As ESCs, quando injetadas em camundongos NOD/SCID, respondem aos diferentes 

estímulos in vivo e se diferenciam desorganizadamente em qualquer tipo de tecido/células do 

indivíduo adulto. Estes tecidos consistem em tecidos dos três folhetos embrionários e extra-

embrionários, quando tratados com determinados fatores de crescimento, citocinas e hormônios, e 

forma teratomas e teratocarcinomas (Wille & Scott, 1986; Trosko et al., 1990; Watt & Hogan, 2000; 

Reubinoff et al., 2000; Przyborski, 2005). 

Os teratomas são tumores, caracterizados pelo aumento anormal de uma parte ou da 

totalidade de um tecido, originados de células embrionárias, podem ser benignos ou malignos (Pierce 

et al., 1960). 

A diferença entre o tumor benigno e o tumor maligno, é a ausência de diferenciação celular. 

Os tumores benignos (teratoma maturo/dermóide - cisto) tendem a apresentar crescimento lento, 

ordenado, não-infiltrativo, sem metástase e expansivo, e permitem a formação de uma pseudocápsula 

fibrosa. Os tumores malignos (teratoma imaturo/sólido - teratocarcinoma) tendem a apresentar 

crescimento rápido, desordenado, infiltrativo, com metástase e não permitem a formação da 

pseudocápsula fibrosa (Andrews, 2005; Kleinsmith & Pierce, 1964). 

A formação e a composição dos teratomas é um obstáculo crítico para um transplante seguro 

de ESCs para tratamentos clínicos em seres humanos no futuro, e isso parece ser influenciado por 

diversos fatores, incluindo: (i) o local do implante, o que afeta o crescimento e a composição do 

tumor, (ii) o número de células transplantadas e (iii) a fase de desenvolvimento do hospedeiro (Cooke 

et al., 2006; Muotri et al., 2005).    

Vários métodos foram descritos na literatura em relação ao local onde as ESCs são 

implantadas, como: (i) sob a capsula renal (Heins et al., 2004), (ii) por via intramuscular (Plaia et al., 

2006), (iii) por via intratesticular (Stojkovic et al., 2005) e  (iv) por via subcutânea (Cooke et al., 2006).  

Todos estes estudos, não esclarecem se existe região específica que diferencie a eficiência 

de formação de teratoma ou na composição do tecido. É plausível que uma região específica de 

implantação possa afetar o grau e o tipo de diferenciação no teratoma, devido à influência do 

microambiente de diferenciação das ESCs (Kleinsmith & Pierce, 1964).  

No entanto, existem poucos estudos onde essa comparação foi realizada. Alguns estudos 

mostraram que a concentração do número de células transplantadas é outro fator que influencia na 

formação do teratoma. Em alguns casos, um número pequeno de ESCs transplantadas, dependendo 

do local do implante, pode resultar na formação de teratoma (Prokhorova et al., 2009; Blum & 

Benvenisty, 2008). 

Porém, para utilização das ESCs em terapia celular, a diferenciação desorganizada em vários 

tecidos ou a formação de teratomas não é conveniente. Assim, antes de transplanta-las, é 

fundamental diferenciar as ESCs, in vitro, no tipo celular desejado, de acordo com a doença a ser 

tratada (Scott, 1997; Markert, 1968; Wille & Scott, 1986).  
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Nos últimos anos, a diferenciação in vitro das ESCs estão direcionadas em tipos específicos 

de células, como: (i) nervosas, (ii) produtoras de insulina, (iii) do músculo cardíaco, (iv) da medula 

óssea e (v) outras. Quando estas células são transplantadas em animais doentes, elas exercem um 

efeito terapêutico, em várias doenças, incluindo: (i) doença de Parkinson, (ii) paralisia por trauma de 

medula espinhal, (iii) diabetes e (iv) leucemias (Guasch & Fuchs, 2005). 

Em 2010, o primeiro teste clínico em seres humanos com células derivadas das ESCs foi 

iniciado nos EUA, em indivíduos com lesão de medula espinhal. Os principais objetivos deste 

experimento foram: (i) avaliar a segurança das células injetadas, ou seja, se elas não formam 

tumores como as ESCs não diferenciadas e (ii) avaliar a resposta imunológica do organismo contras 

as células derivadas das ESCs. Uma vez verificados estes pontos, foi também estudada a eficácia do 

tratamento (Geron, 2010).  
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3  OBJETIVOS 

 

3.1  Geral 

 Estabelecer linhagens brasileiras de hESCs, em condições ambientais ideiais com 5% de O2, 

derivadas de embriões humanos gerados por IVF.  

 

3.2  Específicos 

 Descongelar e cultivar embriões humanos de acordo com a Lei de Biossegurança (nº 11.105, de 

24 de março de 2005) até o estágio de BL. 

 Isolar a ICM de embriões humanos cultivados até o estágio de BL.  

 Estabelecer, cultivar e expandir as linhagens de hESCs. 

 Caracterizar as linhagens de hESCs com: 

o Análise morfológica, 

o Teste de criopreservação, 

o Teste de imunohistoquímica para pluripotência, 

o Análise de cariótipo,  

o Teste de formação de EBs,  

o Teste de diferenciação espontânea, 

o Teste de imunohistoquímica para diferenciação espontânea,  

o Teste de formação de teratoma (in vivo). 
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4  MATERIAL E MÉTODOS 

 

4.1  Local 

Este estudo foi realizado, na FERTIVITRO - Centro de Reprodução Humana e no Laboratório 

Nacional de Células-Tronco Embrionárias (LaNCE) do Instituto de Biociências da Universidade de 

São Paulo (IB-USP), com a colaboração e apoio técnico-científico dos alunos e funcionários do grupo 

de pesquisa da Profa. Dra. Lygia da Veiga Pereira. 

 

4.2  Considerações Éticas 

Todos os procedimentos seguiram as normas da Lei de Biossegurança (nº 11.105, de 24 de 

março de 2005) e foram aprovados pelo Comite de Ética do IB-USP (Protocolo nº 044/2006) (Anexo 

1).  

As doações dos embriões foram realizadas seguidas de termos de doação, datado e 

assinado, entre a FERTIVITRO - Centro de Reprodução Humana e o LaNCE do IB-USP, 

confidencialmente. 

Os experimentos com animais seguiram os protocolos, em estrita conformidade, com as 

recomendações do Guia para o cuidado e uso de animais de laboratório do National Institute of Health 

- NIH (http://grants.nih.gov/grants/olaw/Guide-for-the-care-and-use-of-laboratory-animals.pdf) e foram 

aprovados pelo Comitê de Ética de Experimentação Animal do IB-USP (protocolo nº 123/2011). 

 

4.3  Amostra 

Este estudo foi realizado com dezesseis embriões humanos, descongelados e cultivados, até 

o estágio de BL, pela FERTIVIRO - Centro de Reprodução Humana e doados para o LaNCE do IB-

USP. 

 

4.4  Procedimentos 

As placas utilizadas para o cultivo celular foram placas de 6 poços (Corning Costar), 

previamente tratadas por 45 minutos (RT), com BD Matrigel hESC-qualified Matrix
®
 (BD Biosciences) 

suplementadas com DMEM F-12 (Invitrogen).  

http://grants.nih.gov/grants/olaw/Guide-for-the-care-and-use-of-laboratory-animals.pdf
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O cultivo celular foi realizado com meio de cultivo mTeSR
®
1 Basal Medium (StemCell 

Technologies) suplementado com mTeSR
®
1 5x Supplement (StemCell Technologies) e incubado em 

temperatura a 37ºC com 5% CO2
 
e 5% O2.  

A manutenção e expansão foram realizadas a cada 4-6 dias com a troca do meio de cultivo 

celular e por passagens mecânicas realizadas com seringa de insulina (27,5G
1/2

), com cortes 

uniformes.  

 

4.4.1  Isolamento da ICM  

Os embriões no estágio de BL foram submetidos ao isolamento da ICM, mecanicamente, e 

colocados em placas de cultivo celular de 4 poços (Nunc), previamente tratadas com 0,1% Gelatin 

solution (Sigma) por 45 minutos, e plaqueadas com MEFs (Chemicon International) por 48 horas. 

Foram cultivados com KO-DMEM (Invitrogen), 20% KO-SR (Hyclone) Medium, 50U/ml penicilina / 

streptomicina, 1x glutaMAX 200mM (Invitrogen), 1x MEM 100x NEAA (Cambrex), 50µM BME 50mM 

(Invitrogen), 10ng/ml  bFGF (Invitrogen) human recombinant 10µg e incubados. Após 48 horas de 

incubação, foi realizada a troca parcial (50%) do meio de cultivo celular das placas e, nos dias 

seguintes, a troca foi realizada diariamente. Entre os dias 4-5, foram adicionados MEFs (Chemicon 

International) para manter as células em cultivo até realizar a primeira passagem mecânica celular.  

 

4.4.2  Teste de criopreservação 

O teste de congelamento foi realizado na passagem (P10). As colônias foram cortadas 

mecanicamente, transferidas para tubo de 15ml (Falcon) e centrifugadas com uma rotação de 

1000rpm por 5 minutos.  O sobrenadante foi aspirado e o pellet ressuspendido, “gota a gota”, no gelo, 

com 10% mTeSR
®
1 Basal Medium (StemCell Technologies) suplementado com mTeSR

®
1 5x 

Supplement (StemCell Technologies), 10% DMSO (Sigma), 80% KO-SR (Hyclone) Medium. As 

colônias foram colocadas em cryo-tubes (Corning Costar) com 400-500µl do meio de congelamento 

descrito acima, e congeladas em temperatura a -80ºC por 48 horas em Nalgene® Mr.Frosty (Nalge 

Nunc International) com isopropanol e transferidas para tanques de nitrogênio líquido em temperatura 

a -196ºC. 

O teste de descongelamento foi realizado na passagem (P10). As colônias foram 

descongeladas, rapidamente, em banho-maria, em temperatura a 37ºC, ressuspendidas com DMEM 

F-12 (Invitrogen) e centrifugadas com uma rotação de 1000rpm por 5 minutos. O sobrenadante foi 

aspirado e o pellet ressuspendido e plaqueado com meio de cultivo, e incubado por 48 horas.  
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4.4.3  Análise de cariótipo  

A análise de cariótipo foi realizada na passagem (P11). O meio de cultivo celular da placa foi 

aspirado e adicionado 30µl de colchicina (Sigma) por 1 hora e 30 minutos (RT), 15µl de brometo de 

etideo por 1 hora e 30 minutos (RT), 1x DPBS pH 7,4 (Invitrogen) 3 vezes por 5 minutos (RT), 2ml de 

Tripsina-EDTA 0.25% (StemCell Technologies) por 3-5 minutos (incubadas). As células tripsinizadas 

foram aspiradas e transferidas para um tubo de 15ml (Falcon) e centrifugadas com uma rotação de 

1000rpm por 5 minutos. O sobrenadante foi aspirado e o pellet ressuspendido com solução hipotônica 

de 0.075M KCL (Sigma) por 15 minutos (incubadas) e centrifugado com uma rotação de 1000rpm por 

5 minutos. A fixação foi realizada com solução de metanol (3:1) com ácido acético (Sigma) e foram 

colocadas nas lâminas de leitura para proceder com a análise das metáfases, após duas semanas de 

envelhecimento, com o programa Standard G-banding (Gosden et al., 1992). As análises das 

metáfases foram realizadas usando um Axiophot 2 (Carl Zeiss) e as imagens foram capturadas pela 

câmera CCD (Carl Zeiss) e ISIS software (MetaSystem). 

 

4.4.4  Teste de imunohistoquímica 

A imunohistoquímica foi realizada na passagem (P12). As colônias, indiferenciadas e 

diferenciadas, foram cultivadas em lâmina de cultivo celular, de 4 poços (BD Biosciences), e 

marcadas de acordo com os protocolos dos fabricantes de cada anticorpo, incluindo a diluição. Foram 

fixadas com solução 4% PFA (Sigma) por 10 minutos, permeabilizadas em 0,1% Triton x-100 solution 

(Sigma) por 15 minutos (RT) e bloqueadas em 1% FBS (Hyclone) por 1 hora (RT), 0,5% Triton x-100 

solution (Sigma) por 15 minutos (RT). Foram marcadas com os anticorpos primários, para células 

indiferenciadas: OCT 3 / 4 (1:100; Santa Cruz Biotechnology), SSEA-4 (1:50; Chemicon) e NANOG 

(1:25; R&D Systems) e para células diferenciadas: SOX17 (1:250; R&D Sytems) (endoderme), MyoD 

(1:50; BD Pharmingen) (mesoderme) e NESTIN (1:100; Chemicon) (ectoderme) e com o anticorpo 

secundário Alexa Fluor 488 (1:1000; Molecular Probes). Os núcleos das células foram contrastados 

com DAPI e as lâminas foram montadas em meio de montagem Vectashield (Vector Laboratories, 

Burlingame, CA). Todas as colônias presentes nas lâminas foram analisadas para confirmar o sinal 

positivo de cada um dos anticorpos. As análises foram realizadas usando um Axiophot 2 (Carl Zeiss) 

e as imagens foram capturadas pela câmera CCD (Carl Zeiss) e ISIS software (MetaSystem). 

 

4.4.5  Teste de formação de corpo embrióide  

A formação de corpo embrióide foi realizada na passagem (P12). As colônias foram cortadas 

mecanicamente, plaqueadas com agarose e cultivadas em 80% DMEM High-glucose (Invitrogen), 

20% FBS - Defined (Hyclone), 1mM Sodium Pyruvate Stock (Sigma), 0.1mM MEM NEAA (Invitrogen), 

0.055mM BME (Sigma), 2mM L-Glutamine (Invitrogen), e incubadas por 10-14 dias até a formação 
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dos EBs. Para o crescimento das colônias de hESC diferenciadas nos três folhetos embrionários, os 

EBs foram cultivados com meio de cultivo celular e incubados. 

 

4.4.6  Teste de formação de teratoma (in vivo) 

A formação de teratoma foi realizada na passagem (P12). Para a formação de teratoma, 

foram utilizados três animais, camundongos imunodeficientes (C57/B16 NOD / SCID mice), com 4-6 

semanas de vida, para cada linhagem. Uma semana antes de iniciar os experimentos, todos os 

animais estavam em ambiente estéril e climatizado.  

As colônias diferenciadas foram cortadas mecanicamente, em pedaços com 

aproximadamente 1x10
5
 (100 pedaços) de células por amostra, centrifugadas com uma rotação de 

1000rpm por 5 minutos, ressuspendidas com 140µl DMEM F-12 (Invitrogen) e 60µl BD Matrigel 

hESC-qualified Matrix (BD Biosciences) e colocadas no gelo até o momento da injeção nos animais. 

Cada amostra de hESCs foi correspondente a um animal.  

No biotério, todos os animais foram manipulados dentro da cabine de fluxo laminar para evitar 

qualquer tipo de contaminação. Antes de iniciar as injeções com hESCs, os animais foram 

anestesiados, por 30 minutos, com injeção intraperitoneal com 6mg/kg ketamina e 0,6mg/kg xilazina 

para cada animal. Cada amostra de hESCs foi ressuspendida, cuidadosamente, com uma pipeta de 

200µl. A amostra foi aspirada com uma seringa com agulha, e realizada a injeção das hESCs na 

região subcutânea dos animais. Os animais ficaram em observação até 12 semanas, para reação 

adversa ou o não desenvolvimento do teratoma. Semanalmente, com acompanhamento de raio-X e 

ultrassom, os animais foram examinados para avaliar a possível formação do teratoma, as fases de 

início e o grau do tumor.  

Com a formação do teratoma, foi realizada a eutanásia nos animais, em ambiente estéril, 

dentro da cabine de fluxo laminar, de acordo com protocolo padrão. O teratoma foi removido 

cirurgicamente, fixado em 4% PFA (Sigma) e embebido em parafina para realizar a análise 

histológica.  

O bloco de parafina com a amostra foi cortado no micrótomo, com 5µm de espessura, fixado 

em lâmina e corado pelo método de coloração HE (hematoxilina-eosina).  As lâminas foram 

analisadas (Salaman & Gwynn, 1951) usando um Axiovert (Carl Zeiss) e as imagens foram 

capturadas pela câmera CCD (Carl Zeiss) e ISIS software (MetaSystem). 
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5  RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

A primeira linhagem brasileira gerada de hESCs foi nomeada BR-1 (46, XY) (Fraga et al., 

2008).  

Em 2010, foi gerada a segunda linhagem brasileira de hESCs, nomeada BR-2 (69, XXX), em 

condições ambientais com 20% de O2, derivada de um embrião com 3 pró-núcleos (3PN) (embrião 

inviável). Devido a esta anomalia no embrião, esta linhagem não pode ser usada para uso em terapia 

celular, tornou-se um interessante modelo in vitro de poliploidia humana.  

Segundo Martin et al (2005), pode-se obter linhagens de hESCs (Thomson et al., 1998; 

Cowan et al., 2004) de grupos que as desenvolveram, porém sem garantia de qualidade e com uma 

série de restrições quanto ao seu uso e a produção de patentes de produtos derivados das mesmas.  

Kehat et al (2002), esclaresceu que as linhagens de hESCs, dependendo de estímulos 

externos, dão origem a diferentes linhagens celulares mais especializadas. 

Prokhorova et al (2009), Buzzard et al (2004), Choi et al (2002), Rounson (2005) e Plaia et al 

(2006) afirmaram que os componentes essenciais do processo de derivação de hESCs são: (i) 

embriões, (ii) métodos de manipulação dos embriões, (iii) matrizes celulares, (iv) meios de cultivo 

celular, (v) condições ambientais ideais e (vi) condições de cultura em geral.  

Neste estudo, seguiu-se todos os cuidados necessários para derivar estas novas linhagens 

de hESCs. Desde a fase de descolgelamento dos embriões até a fase de caracterização final das 

hESCs, todo o estudo foi realizado em condições ambientais ideiais com 5% de O2. 

De acordo com Ezashi et al (2005), Ludwig et al (2006) e Forsyth et al (2006), a baixa 

concentração de oxigênio em derivações de hESCs contribuiu com a estabilidade da pluripotência e 

de aberrações cromossômicas. 

Os dezesseis embriões que foram doados para a realização deste estudo, tiveram as ICMs 

isoladas e plaqueadas. Após dez dias em cultivo, duas das ICMs isoladas aderiram na placa de 

cultivo e sobreviveram para dar continuidade na derivação das novas linhagens de hESCs.  

Após dois meses que as ICMs estavam aderidas em cultivo, estabeleceu as duas linhagens 

brasileiras de hESCs, nomeadas BR-4 (Figura 1A) e BR-5 (Figura 1B) e as mesmas foram destinadas 

ao processo de caracterização. 
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Figura 1 – Etapas do processo de isolamento e derivação das linhagens de hESCs. 

(A) BR-4 e (B) BR-5. ICMs aderidos em MEFs depois de 9 dias (D9), 10 dias (D10), 

11 dias (D11) e 12 dias (D12) em cultivo celular. Escala: 100µm. 

O processo de caracterização foi seguido com: (i) análise morfológica, (ii) teste de 

criopreserveção, (iii) teste de imunohistoquímica para pluripotência in vitro, (iv) análise de cariótipo, 

(v) teste de formação de EBs, (vi) teste de diferenciação espontânea in vitro, (vii) teste de 

imunohistoquímica para diferenciação in vitro e (viii) teste de formação de teratoma.  

As linhagens de hESCs BR-4 e BR-5, possuem um diferencial em comparação com as 

linhagens, do mesmo grupo, de hESCs BR-1 e BR-2. A BR-4 e BR-5 foram derivadas em condições 

ambientais ideiais com 5% de O2, e foi demonstrado que as linhagens geradas sob estas condições 

ambientais diminuiram a quantidade de células com diferenciação espontânea e controlaram a 

pluripotência e a proliferação das células. 
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Zhang et al (2001), Reubinoff et al (2000) e Schuldiner et al (2000) derivaram linhagens de 

hESCs com aprimoramento nas técnicas de cultivo, e estas são utilizadas em pesquisas sobre 

biologia do desenvolvimento humano e terapia celular. 

Watt & Hogan (2000) e Smith (2001) afirmaram que a ação do LIF mantém o estado 

indiferenciado das hESCs, elas são cultivadas por um longo período devido à sua ilimitada 

capacidade de multiplicação. Assim, melhorias são alcançadas na manutenção dessas células no 

estágio indiferenciado e no controle de sua diferenciação em direção a vários tipos celulares.  

O cultivo celular das linhagens de hESCs, BR-4 e BR-5, foi realizado com adição de LIF, em 

todas as etapas dos processos da derivação (expansão, estabelecimento  e caracterização).  

Segundo Trosko et al (1990), as hESCs se proliferam com vias de sinalização balanceadas. 

As características das colônias de células indiferenciadas crescem uniformes com bordas definidas, 

núcleo grande e nucléolo proeminente.  

Para se ter essa uniformidade das colônias de hESCs, o uso de técnicas e métodos seguros 

e bem delineados, são importantes para atender critérios para facilitar a manipulação. 

Devido as condições de oxigênio que estas células foram cultivadas, as colônias das 

linhagens de hESCs, BR-4 e BR-5, exibiram morfologia característica de hESCs, com colônias mais 

compactas e com bordas bem definidas, e células com núcleos e nucléolos proeminentes e uniformes 

(Figura 2).  

  

Figura 2 – Análise morfológica característica de estrutura compacta de colônia de hESCs. Colônia herméticamente 

uniforme e com bordas definidas na periferia. Núcleo grande em compararação com citoplasma e nucléolo 

proeminente. Escala: 100µm. 

Um dos principais testes de caracterização é o teste de criopreservação. As linhagens de 

hESCs, BR-4 e BR-5, foram congeladas e descongeladas diversas vezes e apresentaram um 

diferença significativa em relação ao tempo de descongelamento da BR-4, que foi mais sensível do 

que a BR-5.  

Segundo Freshney (1994), todo teste de criopreserveção deve ser realizado rapidamente, e 

cuidadosamente aplicado para obter o maior número de células possíveis e não causar nenhum tipo 
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de stress celular na amostra. Os protocolos devem ser seguidos rigorosamente como descritos para 

nenhuma intercorrência. 

De acordo com Brook & Gardner (1997), o teste de imunohistoquímica para pluripotência in 

vitro é um método de caracterização importante destas células para identificar o controle da 

diferenciação da mesmas.  

Nas duas linhagens foi realizado o teste de pluripotência, em lâminas de imunohistoquímica, e 

tiveram expressão positiva com imunofluorescência para os genes OCT 3/4, SSEA-4 e NANOG 

(Figura 3). 
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Figura 3 – Expressão de marcadores de pluripotência das linhagens de hESCs, BR-4 e BR-5, por imunohistoquímica. 

As colônias, BR-4 e BR-5, indiferenciadas, foram positivas para os marcadores OCT 3/4 (vermelho), SSEA-4 

(vermelho) and NANOG (verde). Núcleos foram contrastados com DAPI (azul). Escala: 100μm. 

A análise de cariótipo das linhagens de hESCs, BR-4 e BR-5, foi realizada a fim de verificar 

se alguma destas linhagens apresentavam ou não aneuploidias e para confirmar o sexo de cada 

linhagem. As linhagens de hESCs, BR-4 e BR-5, revelaram a presença dos conjuntos de 

cromossomos com euplóidia normal em ambas as linhagens de hESCs. A linhagem BR-4 mostrou 

cariótipo masculino normal (46, XY) e a linhagem BR-5 mostrou cariótipo feminino normal (46, XX) 

(Figura 4). 

Segundo Scott (1997), Markert (1968) e Wille & Scott (1986), algumas etapas programadas 

geneticamente são compreendidas pelo processo de diferenciação celular espontânea como 

característica essencial para as hESCs serem utilizadas com segurança. 
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Figura 4 – Análise de cariótipo das linhagens de hESCs, BR-4 e BR-5, com G-banding das células na passagem 10. A BR-4 

mostrou cariótipo masculino normal (46, XY) e a BR-5 mostrou cariótipo feminino normal (46, XX). 

A diferenciação espontânea ocorre na ausência de LIF, segundo Ling & Nebe (1997), e 

demonstram que esta análise é uma identificação da pluripotência das linhagens de hESCs. Estas 

linhagens são induzidas a entrar em um programa de diferenciação in vitro de forma sincronizada 

originando os EBs. 

As linhagens de hESCs, BR-4 e BR-5, foram induzidas a formar os EBs (Figura 5A). Foram 

cultivadas em suspensão e com ausência de LIF e as duas linhages de hESCs foram suficientes para 

formar EBs adequados para realizar a etapa de crescimento espontâneo. 

Em placas de cultivo aderentes, as linhagens de hESCs, BR-4 e BR-5, foram submetidas a 

formação espontânea de colônias indiferenciadas para formar células dos três folhetos embrionários 

(Figura 5B). 

  

 

Figura 5 – Etapas do processo de diferenciação das linhagens de hESCs. (A) Formação de corpos embrióides das linhagens de 

hESCs, BR-4 e BR-5, em suspensão, em placas de cultivo celular não aderente. (B) Diferenciação espontânea das linhagens de 

hESCs, BR-4 e BR-5, aderidas em placa de cultivo celular aderente. Escala: 100μm. 

A B 
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Ainda seguindo os conceitos de Brook & Gardner (1997), o teste de imunohistoquímica para 

diferenciação in vitro é outro método de caracterização importante destas células para identificar o 

controle da diferenciação da mesmas.  

O teste de diferenciação in vitro das linhagens de hESCs, BR-4 e BR-5, foi realizado em 

lâminas de imunohistoquímca, e tiveram expressão positiva com imunofluorescência para os genes 

Sox17, MyoD e NESTIN (Figura 6).  
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Figura 6 – Expressão de marcadores de pluripotencia das linhagens de hESCs, BR-4 e BR-5, por 

imunohistoquímica. As colônias, BR-4 e BR-5, diferenciadas, foram positivas para os marcadores 

SOX17 (verde), MyoD (verde) e NESTIN (verde). Núcleos foram contrastados com DAPI (azul). 

Escala: 100μm. 

Estes resultados demonstraram, in vitro, de que estas linhagens de hESCs, BR-4 e BR-5, 

foram capazes de se diferenciar em células representativa dos três folhetos embrionários. 

De acordo com Wobus & Boheler (2005), o único teste de identificação da pluripotência in 

vivo com hESCs é a formação de teratoma, realizado com a injeção destas células em camundongos 

imunodeficientes para ocorrer in vivo a diferenciação nos três folhetos embrionários. 

O teste de formação de teratoma in vivo foi realizado com as linhagens de hESCs, BR-4 e 

BR-5. Após 10 semanas da injeção, foram observados a formação de tumores e para conclusão final 

destes resultados, foram realizadas as análises histológicas dos tumores, pelo método de coloração 

HE (Hematoxilina-Eosina). Vários tipos de células/tecidos foram identificados nas duas linhagens de 
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hESCs e foram capazes de se diferenciar em vários tecidos representante dos três folhetos 

embrionoários (Figura 7). 

                                                BR-4                                                   BR-5 

  

  

  

 

Figura 7 – Análise histológica das linhagens de hESCs, BR-4 e BR-5, realizada pelo método de 

coloração HE (Hematoxilina-Eosina). Imagens de seções de teratomas derivados das linhagens 

de hESCs, BR-4 e BR-5, mostrando derivações dos três tecidos germinativos embrionário. As 

linhagens se diferenciaram em vários tecidos representativos da ectoderme, mesoderme e 

endoderme como (ad) adiposo; (c) cartilagem; (ge) epitélio glandular; (m) tecido muscular; (ne) 

epitélio neural; (nr) rosetas neural; (v) vasos. Escala: 100μm. 
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6  CONCLUSÕES 

 

Neste estudo foi abordado a derivação das primeiras linhagens brasileiras de células-tronco 

embrionárias humanas em condições ambientais ideiais com 5% de O2. 

Concluímos que, dos dezesseis embriões doados para a realização deste estudo, 

descongelados e cultivados, de acordo com a a Lei de Biossegurança (nº 11.105, de 24 de março de 

2005), até o estágio de BL pela FERTIVITRO - Centro de Reprodução Humana, somente dois destes 

embriões tiveram a ICM aderida na placa de cultivo e seguiram no estabelecimento das linhagens de 

hESCs.  

As primeiras linhagens brasileiras de hESCs foram estabelecidas, após dois meses em 

cultivo, denominadas BR-4 e BR-5 e foram cultivadas por sete meses para expansão e 

caracterização das mesmas.  

Quanto as caracterizações, as linhagens de hESCs, BR-4 e BR-5, derivadas sob estas 

condições de O2, apresentaram (i) morfologia com colônias compactas e bordas bem definidas, (ii) 

células uniformes, (iii) controle da pluripotência sem diferenciação espontânea, (iv) congelamento e 

descongelamento estável, (v) comprovação positiva de pluripotência para os genes OCT 3 / 4, SSEA-

4 e NANOG, (vi) cariótipo normal, (vii) aptidez à formação de corpos embrióides e à diferenciação 

espontânea, (viii) comprovação positiva de diferenciação para os genes Sox17, MyoD e NESTIN e 

(ix) formação de teratoma com diferenciação nos tecidos dos três folhetos embrionários, (x) aumento 

da proliferação celular, (xi) controle da diferenciação e (xii) controle de anormalidades 

cromossômicas.  

Com os resultados positivos destas caracterizações, o estabelecimento das linhagens de 

hESCs, BR-4 e BR-5, foi concluído com sucesso.  

Estas linhagens podem ser mutiplicadas quase que indefinidamente e suprir a necessidade 

de pesquisa de vários pesquisadores. Assim, se tornam ferramentas experimentais importantes para 

a compreensão da diferenciação e desenvolvimento celular, e podem oferecer uma ampla gama de 

aplicações potenciais, incluindo a prevenção, diagnóstico e tratamento de doenças humanas. 
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Anexo 1 – Protocolo Nᵒ 044/2006 
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Artigo 1 – Derivation of new Brazilian lineages of human embryonic stem cells under physiological 

oxygen conditions. 
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