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Resumo-  O isolamento de células-tronco embrionárias humanas foi reportado pela primeira vez em 1998, e 
desde então tem sido observado um crescimento exponencial no número de experimentos com estas 
células, envolvendo melhoria nas condições de cultura, manipulação genética e indução de diferenciação 
em vários tecidos. As hESC pluripotentes são isoladas da massa celular interna dos blastocistos e 
representam uma fonte potencialmente ilimitada de células para a engenharia de tecido. Tais células foram 
tradicionalmente cultivadas diretamente em células alimentadoras, como os fibroblastos embrionários de 
camundongo ou linhagem celular de fibroblasto de camundongo. Baseando-se na interação célula-
tronco/fibroblasto, o estudo teve como objetivo avaliar a adaptação das hESC a células L929 inativadas 
como camada alimentadora e pudemos concluir que, a L929 inativada também se mostra efetiva frente à 
cultura de células-tronco, apresentando formação de colônias de hESC e mantendo as mesmas com 
morfologia semelhante a de células indiferenciadas.   
 
Palavras-chave:  Células-Tronco Embrionárias Humanas, L929 
Área do Conhecimento: Ciências Biológicas 
 
Introdução 
 

Pesquisas com células-tronco se tornaram um 
campo promissor para a regeneração de tecido e 
aplicação em medicina regenerativa. Desde a 
descoberta e caracterização de células-tronco 
mesenquimais multipotentes da medula óssea, 
populações de outros tecidos semelhantes têm 
sido caracterizadas. Células-tronco pós-natal têm 
sido isoladas de vários tecidos, incluindo medula 
óssea, cérebro, pele, músculo esquelético e trato 
gastrointestinal (JAVAZON et al., 2004). Células-
tronco embrionárias humanas (hESCs) têm uma 
característica comum; são capazes de gerar 
células-filhas idênticas por divisões celulares 
ilimitadas e se diferenciar em todos os tipos de 
células (CARPENTER et al., 2004).  

O objetivo inicial do cultivo de células-tronco 
embrionárias de camundongos era apenas obter 
animais transgênicos. Em 1998, o pesquisador 
James Thomson, da Universdade de Wisconsin e 
o pesquisador John Gearhart, da Universidade 
Johns Hopkins, entraram para a história como os 
primeiros cientistas a cultivarem células-tronco 
embrionárias humanas (hESC) in vitro (HSIN-FU 
CHEN, et al., 2009). Em 2 de Outubro de 2008, a 
geneticista Profa. Dra. Lygia da Veiga Pereira, da 
Universidade de São Paulo (USP), anunciou ter 
obtido a primeira linhagem brasileira de células-
tronco embrionárias, a BR-1. 

As hESC pluripotentes isoladas da massa 
celular interna dos blastocistos, representam uma 
fonte potencialmente ilimitada de células para a 

engenharia de tecido. Enquanto a capacidade 
proliferativa das células-tronco adultas é limitada 
pela idade e pelo tempo, hESC proliferam por 
muito mais tempo e podem diferenciar-se em 
qualquer tipo de célula no corpo (BONGSO, et al., 
1994). Estas células imortais podem ser mantidas 
em cultura em seu estado não diferenciado 
indefinidamente, mantendo sua capacidade 
proliferativa e ter o único objetivo de originar 
células e tecidos de todas as três camadas dos 
folhetos embrionários, assim como células 
trofoblásticas. Essas características fazem das 
hESC excelente modelo para estudos biológicos, 
permitindo a compreensão dos mecanismos de 
diferenciação celular, assim como o 
desenvolvimento de processos normais. Além 
disso, elas podem ser potencialmente usadas 
como uma fonte renovável de populações de 
células na área da medicina regenerativa para o 
tratamento de doenças degenerativas humanas 
(XU, 2001) e a utilização das mesmas na 
construção de órgãos artificiais. 

As hESC foram tradicionalmente cultivadas 
diretamente em células alimentadoras ou na 
matriz extracelular suplementada com o meio 
condicionado (CM) obtido de células 
alimentadoras, tais como os fibroblastos 
embrionários de camundongo (MEF) ou linhagem 
celular de fibroblasto de camundongo 
(RICHARDS, et al. 2002). Com base em 
experiências de células tronco embrionárias de 
camundongos (mESC), foi relatado que linhagens 
de hESC foram cultivadas com células 
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alimentadoras de fibroblasto fetal de camundongo 
mitoticamente inativadas, que também mantiveram 
as hESC indiferenciadas. Em contraste com a 
situação de mESC, fatores de inibição de leucemia 
sozinhos não mantêm as hESC indiferenciadas. O 
uso de células de fibroblasto de camundongo 
como alimentação, inibe em grande parte a 
diferenciação espontânea de hESC in vitro e a 
remoção dessas células conduz a diferenciação 
significantemente acentuada (BONGSO, 1989). 

Baseando-se na interação célula-
tronco/fibroblasto, o estudo teve como objetivo 
avaliar a adaptação das hESC em células L929 
como camada alimentadora. 
 
Metodologia 
 

A linhagem utilizada foi a BR-1, cedida pela 
Profa. Dra. Lygia da Veiga Pereira.  

As hESC foram cultivadas em placas tratadas 
para cultura de células. Os fibroblastos foram 
aderidos nas placas revestidas com gelatina a 
0,2% e posteriormente, as hESC foram 
plaqueadas sobre eles.  

Os meios utilizados – hESC e MEF foram 
trocados todos os dias a fim de obter condições 
favoráveis para o crescimento e não diferenciação 
das mesmas.  

Todos os meios e procedimentos foram 
realizados sob condições de assepsia total e as 
culturas mantidas em estufa a 37°C em atmosfera 
com 5% de CO2. 

Com base nas experiências de células-tronco 
embrionárias de camundongos, foi relatado que 
linhagens de hESC foram cultivadas com células 
alimentadoras de fibroblasto fetal de camundongo 
mitoticamente inativadas, que também manteve as 
hESC indiferenciadas (OUTI HOVATTA, et al., 
2003). Para assegurar que as hESC 
permaneceriam indiferenciadas, a L929 foi então 
mitoticamente inativada pelo tratamento com 
mitomicina C por um período de 3h. Logo após foi 
lavada 3 a 4x com PBS a fim de retirar todo o 
vestígio da mitomicina e garantir a integridade das 
células.  

A solução de gelatina foi preparada a 0,2% em 
água ultra-pura revestindo assim a placa. 
Posteriormente, as células L929, já inativadas, 
foram adicionadas sobre a gelatina fornecendo 
uma camada confiável de fibroblastos. 24h após o 
plaqueamento dos mesmos sobre a gelatina, as 
hESC foram então plaqueadas sobre a cultura de 
L929.  

Após 24h do plaqueamento da hESC, o meio 
foi trocado parcialmente e, 48h depois foi realizada 
a troca total do meio. 
 
 

Resultados 
 

Como descrito por Stephanie Watson, hESC 
são massas redondas e densas que se dividem 
formando colônias. Figura 1. 
 

 
     Foto cedida por Universidade de Wisconsin, Board of Regents 
Figura 1: Vista microscópica 10x de uma colônia 
de células-tronco embrionárias (as colônias de 
células-tronco são as massas redondas e densas 
de células). 

 
Após inativação da L929 e plaqueamento de 

hESC sobre a mesma, observou-se o crescimento 
contínuo e formação de colônias de células-tronco 
em 7 dias de cultura, como mostra a figura 2. 

 

 

 
Figura 2: Imagem microscópica 20x de um co-
cultivo de células hESC em cultura de fibroblastos 
L929 após 7 dias de cultura. Seta indica cultura de 
hESC e cabeça de seta indica fibroblastos 
inativados. 
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Discussão 
 

Nos últimos anos, a investigação extensiva 
para melhor sistemas de cultura de células hES 
rendeu três principais avanços: 1) a habilidade de 
crescer células sob condições livres de soro, 2) a 
manutenção de células no estado não diferenciado 
em matriz Matrigel com 100% MEF – meio 
condicionado e 3) o uso de fibroblastos 
embrionários humanos, epitélio da trompa de 
falópio adulta ou fibroblasto de prepúcio como 
camada alimentadora (REUBINOFF, et al. 2001). 
Entretanto, Richards et al.  em 2002-2003, 
concluiu que por algumas razões, células MEF 
parecem suportar melhor o crescimento de células 
hES que alimentadores humanos (SCHULDINER, 
et al. 2000). 

Em 1989, Bongso afirmou que o uso de células 
de fibroblastos de camundongo como alimentação, 
inibe em grande parte a diferenciação espontânea 
de hESC in vitro e a remoção dessas células 
conduz a diferenciação significantemente 
acentuada.  

Em nossos estudos, a L929 inativada também 
se mostra efetiva frente à cultura de células-
tronco, apresentando formação de colônias de 
hESC e mantendo as mesmas com aparência 
semelhante a de células indiferenciadas. Isso se 
deve a interação células-tronco/fibroblasto, que 
por sua vez possui a capacidade de alimentar tais 
células permitindo sua proliferação e não 
diferenciação. 

 
Conclusão 
 

As células L929, quando inativadas, permitem 
a formação de colônias de células-tronco 
embrionárias humanas em apenas 7 dias de 
cultivo, mantendo-as com aparência de células 
indiferenciadas. 
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