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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 não se mostrou efetiva no cultivo de 
hESC por induzirem acentuada diferenciação nas mesmas. 
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Introdução 
 

O estudo das células-tronco tem-se mostrado 
uma área bastante explorada nos diversos 
segmentos da biologia nos últimos dez anos. Esse 
crescente interesse está relacionado às 
possibilidades que as células-tronco (CT) 
oferecem em terapias celulares, representando 
uma revolução no entendimento dos mecanismos 
de reparo e regeneração tecidual. Destaca-se 
ainda o fato de poderem ser aplicadas em terapias 
para diversas doenças para as quais não há 
tratamento eficaz. As células-tronco podem ser 
definidas segundo três propriedades: I) auto-
renovação, ou seja, capacidade de originar outra 
CT com características idênticas; II) habilidade de 
se diferenciar em mais de uma linhagem celular; e 
III) capacidade de originar células funcionais nos 
tecidos derivados da mesma linhagem 
(SCHWIND, 2005). 

O objetivo inicial do cultivo de células-tronco 
embrionárias de camundongos era apenas obter 
animais transgênicos. Em 1998, o pesquisador 
James Thomson, da Universidade 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 humanas (hESC), a BR-1. 

As hESC tem sido tradicionalmente cultivadas 
diretamente em células “feeder” (camada 
alimentadora) (CHEN et al., 2007) ou em matriz 
extracelular suplementada com meio condicionado 
obtidos de células “feeders”, tal como fibroblastos 
embrionários de camundongo (MEF) ou linhagens 
celulares de fibroblasto de camundongo (PARK et 
al., 2004). 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 e verificar se as 
mesmas suportam o crescimento indiferenciado 
das células-tronco embrionárias humanas. 
 
Metodologia 
 

As linhagens utilizadas foram a BR-1, 
gentilmente cedida pela geneticista Profa Dra. 
Lygia da Veiga Pereira, da Universidade de São 
Paulo (USP) e L929 (Fibroblastos de 
Camundongo) como “feeder” para as células-
tronco. 
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As hESC foram cultivadas em placas tratadas 
para cultura de células de 35x10mm (Corning). O 
meio utilizado – hESC (Meio para Células-Tronco 
Embrionárias Humanas) suplementado com bFGF, 
foi trocado todos os dias a fim de obter condições 
favoráveis para o crescimento e não diferenciação 
das mesmas. A linhagem celular L929 também foi 
cultivada em placas tratadas para cultura de 
células de 35x10mm e o meio MEM (Meio Mínimo 
Essencial) suplementado com 10% SFB (Soro 
Fetal Bovino) foi trocado a cada 2 dias. As culturas 
foram 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 
de fibroblasto fetal de camundongo como “fedeer” 
mitoticamente inativadas, que também manteve as 
hESC indiferenciadas (OUTI HOVATTA, et al., 
2003). Para assegurar que as hESC 
permaneceriam no mesmo estado, 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 (Tampão Fosfato 
Salino) a fim de retirar todo o vestígio da 
mitomicina C e garantir a integridade das células.  

Com o intuito de manter as CT sempre 
indiferenciadas e em um ambiente propício ao seu 
crescimento as células eram passadas conforme 
sua necessidade (a cada 7 dias/5 dias). 
 O meio velho foi retirado e adicionado meio 
novo. Com o auxílio do microscópio no fluxo e de 
uma seringa de insulina, “jogo da velha” foi feito 
sobre as colônias e com uma ponteira estéril, os 
pedaços das mesmas eram retirados gentilmente 
da placa. Com uma pipeta automática o meio 
contendo as colônias foi adicionado na placa de 
L929 inativada. 
 Após este procedimento, a cultura foi mantida 
em estufa por 48h para que aderisse sem 
perturbações. 

Para observar a distribuição da glicoproteína de 
superfície E-caderina, as células foram fixadas 
com PA (Paraformaldeído) a 4% por 15 minutos, 
permeabilizadas com Triton X-100 a 0,2% por 10 
minutos e bloqueadas com BSA (Soro Albumina 
Bovina) a 1% por 30 minutos. Em seguida, foram 
incubadas por 30 minutos em temperatura 
ambiente com o anticorpo primário mouse anti-E-
caderina em uma concentração de 1:100. Foram 
então lavadas com PBS contendo 2% de BSA e 
incubadas por 30 minutos com o anticorpo 
secundário anti-mouse conjugado com FITC a 
1:100. 

  
Resultados 
 

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

 
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. 
 

Entretanto, pouca marcação do anticorpo 
primário E-caderina pode ser observado, o que 
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indica acentuada diferenciação das células-tronco 
embrionárias humanas como mostra a Figura 3. 
 

  

  

  
Figura 3: Vista microscópica de 40x de 
colônias/células de hESC marcadas com E-
caderina. 
 
Discussão 
 

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). 
Embora a literatura descreva células de fibroblasto 
de camundongo como um “feeder” efetivo no 
cultivo de hESC, em nosso estudo, foi possível 
mostrar que, uma linhagem de fibroblasto de 
camundongo, L929, suporta o crescimento de 
células-tronco embrionárias humanas, permitindo 
a formação de colônias, como mostra a figura 2, 
embora também tenha ocorrido diferenciação das 
mesmas. Essa diferenciação pode ter sido 
causada por fatores secretados pelos fibroblastos, 
sinalizando então a diferenciação das hESC, já 
que as células-tronco são influenciadas pelo nicho 
que ocupam. 

Pesquisadores da Delbr-ck Max Center for 
Molecular Medicine (MDC) Berlin-Buch 
descobriram o que permite as células-tronco 

embrionárias de se diferenciarem em diversos 
tipos de células e, portanto, a ser pluripotentes. 
Esta pluripotência depende de uma molécula 
específica - a E-caderina - até então conhecida 
principalmente por seu papel na mediação da 
adesão célula-célula como uma espécie de "cola 
intracelular". Se a E-caderina está ausente, as 
células-tronco perdem a sua pluripotência. A 
molécula também desempenha um papel crucial 
na reprogramação de células somáticas (células 
do corpo) em células-tronco pluripotentes (EMBO 
Reports, publicação on-line, 27 de maio de 2011; 
doi: 10.1038/embor.2011.88). 

A marcação com E-caderina mostra colônias de 
hESC com grande número de células, mas 
também mostra a pouca expressão da 
glicoproteína. Os resultados revelam que as 
colônias de hESC tem perdido sua pluripotência 
durante seu cultivo com a L929 como “feeder”. 

 
Conclusão 
 

Com o presente estudo, pode-se concluir que a 
L929 não se mostrou efetiva no cultivo de células-
tronco embrionárias humanas, pois quando 
utilizadas como “feeder” induz acentuada 
diferenciação nas mesmas. 
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