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RESUMO 

 

As bolsas de gordura da pálpebra humana são uma fonte potencial de isolamento de células-

tronco para uso na medicina regenerativa. Para futura aplicação clínica dessas células é 

fundamental estabelecer condições de cultivo livres de componentes animais assim como 

definir claramente a população de células-tronco diferenciando-a de outros tipos celulares, 

como os fibroblastos. As células-tronco mesenquimais (MSCs) compartilham semelhanças in 

vitro com os fibroblastos e não há marcadores específicos que permitam a clara distinção 

entre estes dois tipos celulares. Dessa forma, o objetivo do presente trabalho é comparar 

fenotípica e funcionalmente as células-tronco isoladas das bolsas de gordura da pálpebra 

(OFSCs) e os fibroblastos residentes na pele da pálpebra cultivados em meio de cultura 

suplementado com plasma (PH) ou soro alogênico humano (SH) em substituição ao soro fetal 

bovino (SFB). Os resultados demonstraram que houve maior cinética de proliferação celular 

na presença do meio de cultura suplementado com SH indicando a viabilidade do uso desse 

suplemento para cultivo em larga escala de células para fins terapêuticos. As OFSCs 

cultivadas nesse meio apresentaram as características imunofenotípicas de MSCs, foram 

capazes de se diferenciar em osteoblastos, adipócitos e condrócitos e apresentaram altos 

níveis de atividade da fosfatase alcalina. Em contraste, os fibroblastos não exibiram 

propriedades de multipotência in vitro e apresentaram baixos níveis de expressão e atividade 

de fosfatase alcalina. Os resultados obtidos possibilitaram distinguir com sucesso as 

populações de OFSCs e fibroblastos viabilizando futuros estudos de avaliação dos 

fibroblastos da pálpebra como substituto dos fibroblastos do limbo em trabalhos visando a 

reconstrução da superfície ocular e permitirão também estudos de avaliação das pálpebras 

como um nicho de células-tronco para o globo ocular. 
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Abstract 

 

Human orbital fat tissues are a potential source to isolate stem cells for the development of 

regenerative medicine therapies. For future clinical application of these cells is critical to 

establish animal components free culture conditions as well as clearly define the stem cells 

population differentiating it from other cell types, such as fibroblasts. The mesenchymal stem 

cells (MSCs) share in vitro similarities with fibroblasts and there are no specific markers 

allowing a clear distinction between these two cell types. Therefore, the aim of this study is to 

compare phenotypic and functionally orbital fat-derived stem cells (OFSCs) and fibroblasts 

resident in the eyelid skin grown in culture medium supplemented with allogeneic human 

serum (HS) or plasma (HP) replacing fetal bovine serum (FBS). The results showed that there 

was a greater cell proliferation kinetics in the presence of culture medium supplemented with 

HS indicating the feasibility of use of this supplement for clinical application to optimize the 

ex vivo expansion of cells before transplants. The OFSCs grown in this medium showed the 

immunophenotypic characteristics of MSCs and were able to differentiate into osteoblasts, 

adipocytes and chondrocytes. In contrast, the fibroblasts did not have multilineage 

differentiation potential and showed low levels of alkaline phosphatase expression and 

activity. The results enabled us to successfully distinguish OFSCs and fibroblasts populations 

and enabling future studies to evaluate the eyelid fibroblasts as a substitute for limbal 

fibroblasts works for ocular surface reconstruction and also allow evaluation studies of the 

eyelids as a stem cells niche to the eyeball. 
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1. INTRODUÇÃO 

 

1.1. Medicina regenerativa e células-tronco 

 

A medicina regenerativa é um campo interdisciplinar e emergente de pesquisas e 

aplicações clínicas focado na substituição ou regeneração de células, tecidos ou órgãos com o 

intuito de restaurar ou estabelecer uma função comprometida por diferentes causas como 

defeitos congênitos, traumas e envelhecimento (Greenwood, 2006). As medidas terapêuticas 

empregadas incluem, além dos transplantes tradicionais, a terapia celular, o uso de moléculas 

solúveis, a terapia gênica, a engenharia de tecidos, a terapia celular avançada com 

reprogramação celular e o transplante de células-tronco (Mason 2008; Schmitt et al., 2012). 

Os novos conhecimentos adquiridos sobre as células-tronco e suas possibilidades 

terapêuticas levaram a um notável desenvolvimento no campo da medicina regenerativa nos 

últimos anos, de tal forma que, essas células podem ser consideradas, atualmente, o pilar 

central da medicina regenerativa (Ramírez, 2009). 

Por definição, as células-tronco são células indiferenciadas que possuem grande 

capacidade de proliferação e autorrenovação, além de possuírem a capacidade de responder a 

estímulos externos e se diferenciarem em linhagens celulares especializadas (Mountford, 

2008; Gepstein, 2002). Essas células encontram-se presentes em uma variedade de tecidos e 

podem ser classificadas, segundo seu potencial de diferenciação, em três grandes grupos: 

totipotentes, pluripotentes e multipotentes (Wagers & Weissman, 2004). 

O zigoto e as células do blastômero são considerados células-tronco totipotentes já que 

são capazes de gerar todos os tipos celulares embrionários assim como os anexos 

embrionários (Fischbach & Fischbach, 2004). 

As células-tronco embrionárias, extraídas da massa interna do blastocisto, são 

pluripotentes, pois possuem a capacidade de se diferenciar em qualquer tipo celular derivado 

dos três folhetos embrionários. O estabelecimento das primeiras linhagens de células-tronco 

embrionárias humanas, em 1998, gerou enorme expectativa para seu uso terapêutico 

(Thomson et al., 1998; Gearhart, 1998). Entretanto, o uso dessas é limitado devido ao 

envolvimento em questões éticas, religiosas e políticas referentes à utilização de embriões 

derivados da fertilização in vitro para sua obtenção (Schwindt et al., 2005). No Brasil, a Lei 

de Biossegurança número 11.105/05 regulamenta o uso de embriões humanos (Pereira, 2008). 
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Outro problema referente ao uso das células-tronco embrionárias é a sua capacidade de formar 

teratomas quando introduzidas em animais imunodeficientes (Mountford, 2008). 

Uma forma de contornar os problemas referentes ao uso de células-tronco 

embrionárias pode ser a utilização de células-tronco de pluripotência induzida. Células 

diferenciadas podem ser induzidas ao estado de pluripotência semelhante ao das células-

tronco embrionárias por meio da indução da expressão dos fatores de transcrição Oct3/4, 

Sox2, c-Myc e Klf4 (Takahashi & Yamanaka, 2006). Apesar do seu enorme potencial no 

campo da medicina regenerativa, muitos aspectos moleculares, funcionais e referentes à 

indução, cultivo e manutenção dessas células ainda são desconhecidos (Volarevic et al., 

2011). Além disso, assim como as células-tronco embrionárias, as células-tronco de 

pluripotência induzida possuem alto potencial de formação de teratomas se injetadas em um 

estado indiferenciado (Schmitt et al., 2012). 

Dessa forma, uma fonte mais segura de células autólogas para utilização na medicina 

regenerativa são as células-tronco adultas. Estas são consideradas multipotentes, pois são 

capazes de originar células de diversos tecidos, mas não de todos os folhetos embrionários 

(Schwindt et al., 2005). Essas células exibem propriedades de plasticidade e, sob condições 

especiais, elas podem se transdiferenciarem originando, assim, tipos celulares de origem 

embriológica diferente da sua própria gênese (Ringe et al., 2002; De Kretser, 2007). As 

células-tronco adultas melhor estudadas e caracterizadas são as células-tronco 

hematopoiéticas e as células-tronco mesenquimais (Hipp & Atala, 2008). 

As células-tronco hematopoiéticas dão origem a todas as células dos sistemas 

hematopoiético e imunológico e são utilizadas em transplantes para regeneração do sistema 

hematopoiético desde 1956 (Hipp & Atala, 2008). 

 

1.1.1. Células-tronco mesenquimais 

 

As células-tronco mesenquimais foram primeiramente descritas por Friedenstein e 

colaboradores, em 1968, como uma população de células aderentes extraídas da medula óssea 

com grande capacidade proliferativa e foram denominadas células formadoras de colônias 

fibroblásticas. Durante as décadas de 70 e 80, estudos demonstraram que essas células 

possuem a capacidade de diferenciação em linhagens celulares de origem mesodérmica como 

osteoblastos, condroblastos e adipócitos (Friedenstein et al., 1972; Hematti, 2012). Em 1991, 
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Caplan popularizou o termo células-tronco mesenquimais (MSCs - mesenchymal stem cells). 

Em 2005, a Sociedade Internacional de Terapia Celular propôs o uso do termo células 

estromais mesenquimais multipotentes, mantendo o acrônimo MSC (Horwitz, 2005). 

Atualmente, é comum a utilização dos dois termos pela comunidade científica. 

Estudos demonstram que as MSCs não se diferenciam apenas em tipos celulares da 

linhagem mesodérmica, elas também podem se diferenciar em linhagens celulares de origem 

ectodérmica e endodérmica (Kopen, 1999; Sato 2005; Li & Ikehara, 2013). Além da ampla 

capacidade de diferenciação, as MSCs apresentam propriedades importantes de 

imunossupressão e imunorregulação, sendo capazes de modular a função de células do 

sistema imune inato e adaptativo, podendo induzir tolerância imune (Nauta & Fibbe, 2007; 

Williams & Hare, 2011). Tem sido demonstrado também, que as MSCs apresentam fenótipo 

hipoimunogênico, devido à baixa expressão de MHC de classe II e de moléculas 

coestimulatórias (Le Blanc & Ringdén, 2005). Assim, trabalhos sugerem que as MSCs 

possam ser transplantadas de forma autóloga (o paciente é seu próprio doador), alogênica 

(entre membros da mesma espécie) e em xenoenxertos (entre membros de espécies diferentes) 

(Vieira, 2008; Law & Chaudhuri, 2013). 

Acredita-se que as MSCs se localizem por todo o organismo associadas à parede dos 

vasos sanguíneos e que contribuam para a manutenção da homeostasia tecidual e do sistema 

imune e que, diante de uma lesão, elas exerçam um papel de proteção dos tecidos injuriados 

contra repostas imunes exacerbadas, promovendo reposição celular e regeneração tecidual (da 

Silva Meirelles et al., 2008; Crisan et al., 2008; Schmitt et al., 2012).  

Atualmente, células com características semelhantes às MSCs da medula óssea foram 

isoladas de diversos tecidos como tecido adiposo (Zuk et al., 2001), pulmões (Sabatini et al., 

2005), líquido amniótico (De Coppi et al., 2007), membrana sinovial (De Bari, 2001), sangue 

menstrual (Musina, 2008), polpa dental (Gronthos, 2000), sangue periférico (Kuznetsov 2001) 

e cordão umbilical (Secco et al., 2008).  

Devido ao grande número de estudos descrevendo a presença de MSCs em diferentes 

tecidos e à variedade de métodos de isolamento, expansão e caracterização utilizados, a 

Sociedade Internacional de Terapia Celular propôs os seguintes critérios mínimos para a 

definição de MSCs humanas (Dominici et al., 2006): 

1. aderência à superfície plástica quando mantidas em condições de cultivo 

padronizadas; 
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2. no mínimo, 95% da população celular deve expressar os antígenos de 

superfície CD73, CD90, CD105 e não devem expressar os antígenos CD45, CD34, CD14 ou 

CD11b, CD19 ou CD79α e HLA-DR (no máximo, 2% da população positiva); 

3. multipotência in vitro, ou seja, capacidade de diferenciar em osteoblastos, 

adipócitos e condroblastos quando estimuladas. 

Apesar das MSCs da medula óssea serem candidatas atraentes para uso na medicina 

regenerativa, a sua utilização clínica apresenta alguns problemas que incluem dor, morbidade 

e baixo número de células após a coleta (Zuk et al., 2002; Wang et al., 2011). Além disso, o 

número, a frequência e a capacidade de diferenciação das MSCs da medula óssea decrescem 

com o aumento da idade (Stenderup, 2003).  

Dessa forma, o tecido adiposo apresenta algumas vantagens em relação à medula 

óssea. O tecido adiposo é um subproduto descartável de cirurgias plásticas obtido em maiores 

quantidades e por métodos menos invasivos. Além disso, as células-tronco humanas derivadas 

do tecido adiposo (hASCs – human adipose stem cells) apresentam frequência e taxa de 

proliferação maior e podem ser cultivadas por maior tempo sem senescer (Kern et al., 2006; 

Nakagami et al., 2006; Taha & Hedayati, 2010). Segundo Fraser (2006), o número de células-

tronco em 1g de tecido adiposo é cerca de 500 vezes maior do que em 1g de medula óssea. 

Assim, o tecido adiposo pode ser considerado a fonte mais abundante e acessível de células-

tronco adultas para uso na medicina regenerativa (Strem et al., 2005; Mizuno, 2009; Zhu et 

al., 2012). 

As hASCs foram primeiramente isoladas por Zuk e colaboradores, em 2001, a partir 

da fração estromal do tecido adiposo obtido de lipoaspiração. Essas células foram capazes de 

se diferenciarem em osteoblastos, condrócitos, adipócitos e mioblastos e apresentaram 

características semelhantes às MSCs da medula óssea. Recentemente, foi demonstrado o 

potencial de diferenciação dessas células em células endoteliais (Planat-Benard et al., 2004), 

cardiomiócitos (Strem et al., 2005), células pancreáticas (Timper et al., 2006), neurônios 

(Anghileri et al., 2008) e hepatócitos (Aurich et al., 2009). 

Inúmeros estudos têm identificado a presença de fontes abundantes de hASCs em 

diferentes depósitos anatômicos de tecido adiposo, como no tecido adiposo subcutâneo do 

abdômen, do quadril e da região da tíbia, no tecido adiposo do omento e do mesentério e, no 

tecido adiposo infrapatelar (Dragoo et al., 2003; Tchkonia et al., 2006; Mochizuki et al., 2006; 

Fraser et al., 2007; Maiorana et al., 2009; Rada et al., 2009; Guilak et al., 2010). Trabalhos 



INTRODUÇÃO 

21 

 

recentes identificaram a presença de células-tronco nas bolsas de gordura da pálpebra (OFSCs 

- orbital fat-derived stem cells). 

 

1.1.2. Células-tronco das bolsas de gordura da pálpebra e medicina regenerativa ocular 

 

Korn et al. (2009) desenvolveram o primeiro estudo de identificação de células-tronco 

das bolsas de gordura da pálpebra humana capazes de se diferenciarem em adipócitos, células 

musculares lisas e em linhagens neuronais e gliais. Ho et al. (2011) evidenciaram que além do 

potencial de diferenciação em tipos celulares de origem mesodérmica, as OFSCs também 

possuem o potencial de se diferenciar em células epiteliais da córnea. 

As bolsas de gordura da pálpebra são uma fonte potencial de isolamento de MSCs para 

uso na medicina regenerativa ocular, tendo em vista que, o tecido conjuntivo orbital 

compartilha a mesma origem embriológica com muitas estruturas oculares. Durante o 

desenvolvimento embrionário, muitos dos tecidos oculares e orbitais são derivados do 

neuroectoderma e, em particular, da crista neural (Ho et al., 2011). A maioria das células 

mesenquimais da região ocular originam-se das células da crista neural, sendo que os tecidos 

conjuntivos orbitais e oculares são, em sua maioria, derivados dessa estrutura (Johnston et al., 

1979; Billon et al., 2007). O mesoderma participa de uma forma bem menos significativa para 

a formação dos tecidos oculares, sendo que apenas as fibras dos músculos extraoculares e a 

linhagem endotelial dos vasos sanguíneos são derivadas desse folheto embrionário (Korn et 

al., 2009; Ho et al., 2011). Assim, o tecido adiposo orbital é derivado da crista neural e não do 

mesoderma como a maioria do tecido adiposo do corpo (Johnston, 1979; Billon et al., 2008). 

Devido a essas características embriológicas, acredita-se que as bolsas de gordura da pálpebra 

possuam uma população de MSCs com características únicas (Korn et al., 2009). 

Além de ser uma nova fonte em potencial para uso na medicina regenerativa ocular, as 

OFSCs podem facilitar o entendimento de doenças oftálmicas, já que algumas doenças podem 

estar diretamente envolvidas com essas células, como a orbitopatia tireoideana. Sabe-se que 

em uma parcela de pacientes com essa doença há uma expansão seletiva do compartimento de 

gordura orbital (Korn et al., 2007). Assim, o estudo in vitro das OFSCs de pacientes com 

orbitopatia tireoideana pode fornecer dados valiosos sobre essa doença e esclarecer se a via de 

diferenciação adipogênica das OFSCs está favorecida nessa doença. 
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Korn et al. (2009) apontam que as possibilidades de uso terapêutico das OFSCs são 

amplas e elas podem ser aplicadas clinicamente a uma série de doenças incluindo doenças da 

retina, glaucoma, doenças neuro-oftamológicas e doenças da superfície ocular. 

 

1.1.3. Células-tronco e reconstrução da superfície ocular 

 

O epitélio da córnea é fundamental para a visão e manutenção da transparência da 

córnea. As células-tronco responsáveis pela renovação constante e reparação desse epitélio 

estão localizadas na camada basal do epitélio límbico (Shortt et al., 2007; Gu et al., 2009). O 

limbo esclero-corneano é a região de transição entre a córnea e a conjuntiva bulbar e atua 

como uma importante barreira entre o epitélio corneano e o epitélio conjuntival impedindo a 

neovascularização e a invasão da superfície corneana pelo epitélio conjuntival mantendo 

assim a transparência e integridade da córnea (Dua & Azuara-Blanco, 2000; Baylis et al., 

2011). 

A deficiência parcial ou total de células-tronco do limbo (LSCs - limbal stem cells) 

pode ocorrer devido a uma variedade de causas como queimaduras químicas ou térmicas, 

Síndrome de Stevens-Johnson, penfigóide ocular cicatricial, tumores, infecções, dentre outras 

(Casaroli-Marano et al., 2013; Covre et al., 2013). Estas afecções que acometem a região 

límbica podem desencadear alterações significativas na córnea como a ocorrência de defeitos 

epiteliais persistentes, conjuntivalização (invasão da superfície corneana pelo epitélio 

conjuntival), opacificação, neovascularização, inflamação crônica e cicatrização estromal, 

levando à fotofobia, dor, diminuição da acuidade visual, podendo conduzir à cegueira 

(Ricardo, 2010; Zhu et al., 2013). Estima-se que a deficiência de LSCs afeta milhões de 

pessoas ao redor do mundo sendo um dos grandes fatores responsáveis pelas doenças da 

córnea que representam a segunda causa mais comum de cegueira depois da catarata (Kolli et 

al., 2010; Sharma et al., 2011). 

Os transplantes autólogos ou alógenos de células epiteliais do limbo e da mucosa oral 

expandidas ex vivo são opções de tratamento para a deficiência de LSC (Pellegrini et al., 

1997; Blazejewska et al., 2009; Sharma et al., 2011). A maioria dos estudos envolvendo 

cultura em suspensão dessas células utiliza camada nutriente de fibroblastos de camundongo 

3T3 mitoticamente inativados com mitomicina C ou irradiados a fim de aumentar o 

crescimento, a sobrevivência e manter as características das células-tronco epiteliais durante o 
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processo de cultivo (Cristovam et al., 2008; Lu et al., 2012). Estes fibroblastos, além de 

sintetizarem fibronectina, pequenas quantidades de colágeno tipo IV e laminina, secretam 

também fatores de crescimento e proteínas da matriz extracelular ao meio de cultura (Green, 

1978; Alitalo et al., 1982).  

Apesar do desenvolvimento de estratégias terapêuticas como o transplante de células 

epiteliais do limbo e da mucosa oral ainda não há terapias seguras para as formas mais severas 

de deficiência de LSC, especialmente quando esta é bilateral (Nakamura & Kinoshita, 2003; 

Nishida et al., 2004; Gu et al., 2009). Assim, é importante pesquisar fontes alternativas de 

células-tronco autólogas para a reparação e reconstrução da superfície ocular deficiente de 

LSC (Blazejewska et al., 2009). Nos últimos anos, pesquisas estão sendo conduzidas 

utilizando células-tronco epiteliais da conjuntiva (Tanioka et al., 2006), células-tronco da 

epiderme (Gao et al.,  2007), células-tronco embrionárias (Homma et al., 2004; Ahmad et al. 

2007), células-tronco epiteliais do folículo piloso (Blazejewska et al., 2009), células epiteliais 

da membrana amniótica (Parmar et al., 2006), células-tronco da polpa de dente de leite 

(Gomes et al., 2010) e células-tronco mesenquimais da medula óssea (Gu et al., 2009). 

A fim de direcionar a diferenciação das células-tronco em células epiteliais da córnea 

vários trabalhos buscam replicar, in vitro, os fatores presentes no nicho das LSCs (Ahmad et 

al., 2007; Li et al., 2007; Blazejewska et al., 2009). Atualmente, é bem estabelecido que o 

nicho desempenha importante papel na manutenção das propriedades das células-tronco (Li & 

Neaves, 2006). Dessa forma, a manutenção das características de indiferenciação e 

proliferação das LSCs são controladas por fatores presentes no seu nicho, incluindo colágeno 

IV, laminina, fibronectina e fibroblastos do limbo (Li et al., 2007; Ordonez & Girolamo, 

2012). Estes fibroblastos constituem o principal componente do estroma celular do limbo e 

produzem várias citocinas e fatores de crescimento que promovem a cicatrização de feridas do 

epitélio da córnea pelas LSCs (Li & Tseng, 1996). Por essa razão, os fibroblastos do limbo 

são utilizados para condicionar o meio de cultura que é utilizado, posteriormente, para induzir 

a diferenciação de células-tronco em células epiteliais da córnea (Ahmad et al., 2007; 

Blazejewska et al., 2009; Notara et al., 2010; Amirjamshidi et al., 2011).  

Apesar dos fibroblastos da derme não estarem presentes no nicho das LSCs in vivo, é 

possível que eles produzam fatores idênticos àqueles sintetizados pelos fibroblastos do limbo 

(Fukuda et al., 2003). Acredita-se que os fibroblastos de vários nichos de células-tronco 
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possuam características em comum, como a produção de citocinas comuns, as quais são vitais 

para manter as propriedades das células-tronco adultas (Sharma et al., 2011). 

Nesse contexto, o nosso grupo de pesquisa hipotetiza que as OFSCs podem se 

comprometer com a linhagem de células epiteliais da córnea quando cultivadas na presença 

do meio de cultura condicionado por fibroblastos obtidos da pele da pálpebra em substituição 

ao meio condicionado por fibroblastos do limbo. 

Para testar a hipótese acima é essencial fazer um estudo prévio de caracterização das 

duas populações celulares, OFSCs e fibroblastos, tendo em vista a grande controvérsia 

existente na literatura a respeito das diferenças entre MSCs e fibroblastos. 

 

1.1.4. Diferenças entre células-tronco mesenquimais e fibroblastos 

 

Os fibroblastos são células mesenquimais identificadas por sua morfologia, habilidade 

de aderência à superfície plástica, ausência de marcadores das linhagens epiteliais, vasculares 

e leucocitárias, sendo responsáveis pela síntese e remodelação da matriz extracelular. Eles 

desempenham importante papel durante o desenvolvimento, manutenção e reparação tecidual 

(Flavell et al., 2008).  

Apesar da ampla quantidade de estudos envolvendo essas células, ainda não há 

marcadores específicos que permitam a clara distinção entre MSCs e fibroblastos de tal forma 

que as diferenças entre estes dois tipos celulares ainda não são completamente conhecidas 

(Hematti, 2012). Embora amplamente reconhecidas como uma entidade celular única, as 

MSCs compartilham semelhanças in vitro com fibroblastos no que diz respeito ao tamanho 

celular, morfologia, imunofenótipo, capacidade proliferativa e propriedade imunomodulatória 

(Sabatini et al., 2005; Lysy et al., 2007; Haniffa et al., 2007). 

Em contraste com as MSCs, os fibroblastos são considerados células terminalmente 

diferenciadas que não possuem a capacidade de se diferenciar em outros tipos celulares (Bae 

et al., 2009; Cappellesso-Fleury et al., 2010; Pereira et al., 2010). Tradicionalmente, a 

capacidade de diferenciação tem sido o critério utilizado para distinguir fibroblastos e MSCs 

(Alt et al., 2011). Assim, os fibroblastos são, comumente, utilizados como controle negativo 

para a avalição da capacidade de diferenciação das MSCs em diversos estudos (Wagner et al,. 

2005; Brendel et al., 2005; Alt et al., 2011). No entanto, esse critério de distinção entre MSCs 

e fibroblastos perdeu, recentemente, a sua clareza, devido aos resultados contraditórios 
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obtidos por pesquisas relacionadas à capacidade de diferenciação dos fibroblastos (Bae, 

2009). Vários estudos demonstram que, assim como as OFSCs, os fibroblastos são capazes de 

se diferenciar em adipócitos, osteoblastos e condrócitos (Chen et al., 2007; Covas et al., 2008; 

Lorenz et al., 2008; Blasi et al., 2011; Brohem et al. 2013).  

Até mesmo os estudos dos padrões de expressão gênica têm produzido resultados 

contraditórios em relação à distinção entre MSCs e fibroblastos. Enquanto alguns estudos 

mostram diferenças no padrão de expressão gênica, outros estudos mostram que os dois tipos 

celulares compartilham um padrão de expressão gênica global (Covas et al., 2008; Bae et al., 

2009; Alt et al., 2011; Jaager et al., 2012). 

A maioria dos estudos de comparação entre MSCs e fibroblastos foram desenvolvidos 

utilizando células disponíveis comercialmente, de fundo genético desconhecido e que, 

dificilmente, foram isoladas a partir do mesmo doador (Jaager et al., 2011). A comparação 

entre células isoladas de diferentes doadores pode introduzir variações individuais para a 

comparação de diferentes tipos celulares e levar a variações nos padrões de expressão gênica 

e funções celulares que não podem ser diretamente associadas a identidades celulares distintas 

(Jaager et al., 2012). 

Como os fibroblastos são amplamente distribuídos por todo o corpo, eles são 

suscetíveis de permanecer como um contaminante indesejável em culturas primárias, se 

propagando em conjunto com as MSCs durante o cultivo in vitro, o que representa um risco 

para o uso clínico dessas células (Bae et al., 2009). Em 2008, Pereira e colaboradores 

demonstraram que o transplante de MSCs contaminadas com fibroblastos reverteu a eficácia 

terapêutica do transplante de MSCs e causou efeitos nocivos, exacerbando a 

neurodegeneração e os déficitis motores em modelo pré-clínico de doença de Parkinson. 

Todos estes dados colocados acima sublinham a importância de se definir claramente e 

distinguir esses dois tipos celulares in vitro. Entender as diferenças entre MSCs e fibroblastos 

é importante para a compreensão da biologia dessas células e para futura utilização segura 

destas no campo da medicina regenerativa (Cappellesso-Fleury et al., 2010). 

 

1.1.5. Pálpebras como fonte de fibroblastos e MSCs para estudo comparativo 

 

As pálpebras fornecem proteção mecânica ao globo ocular, produzem o componente 

gorduroso da lágrima, ajudam a impedir a sua evaporação e auxiliam na lubrificação da 
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superfície ocular espalhando homogeneamente a lágrima sobre essa superfície. Elas ainda 

agem na limpeza dos detritos e metabólitos corneoconjuntivais varrendo a lágrima para as 

vias lacrimais excretoras (Neto, 2011). 

Cada pálpebra apresenta quatro folhetos anatômicos, sendo, de fora para dentro: pele, 

músculo orbicular, tarso e conjuntiva (Neto, 2011).  

A pele palpebral difere da maioria das outras partes do corpo por ser fina, frouxa e 

elástica, sendo o tecido adiposo subcutâneo praticamente inexistente nessa estrutura (Vaughan 

& Asbury, 2011).  

O músculo orbicular do olho é fino, elíptico e circunda o adito da órbita sendo 

responsável pelo fechamento das pálpebras (Dantas, 2011).  

O tarso é a principal estrutura de sustentação das pálpebras e é constituído por tecido 

conjuntivo fibroso denso e uma pequena quantidade de tecido elástico. O tarso está ligado ao 

periósteo do rebordo orbitário pelo septo orbitário, que é formado por uma fáscia delgada. 

Posterior ao septo, encontram-se pequenas acumulações de tecido adiposo rodeadas por uma 

fina membrana com o formato de bolsas de gordura (Moura et al., 1997; Vaughan & Asbury, 

2011). Na pálpebra superior são duas: a nasal (menor e de cor mais clara) e a central (de cor 

amarelada). Vários autores relatam a presença de uma terceira bolsa de gordura adicional na 

pálpebra superior em, aproximadamente, 21% da população (Persichetti et al., 2004).  

Posteriormente, as pálpebras são delineadas por uma camada de membrana mucosa, a 

conjuntiva palpebral, que está aderida firmemente ao tarso.  

 O envelhecimento das estruturas palpebrais causa alterações anatômicas e funcionais 

que podem provocar déficit de acuidade visual; diminuição do campo visual, causado por 

obstrução mecânica; alteração da cosmética das pálpebras; cefaléia frontal e excessiva fadiga 

à leitura, pelo uso crônico da musculatura frontal para vencer a obstrução visual (De Angelis 

& Carter, 2002; Schellini et al., 2005). A fim de reverter esse quadro, muitos indivíduos 

recorrem à blefaroplastia, que é a cirurgia plástica de reconstrução palpebral (Ishizuka, 2012).  

Atualmente, é crescente o número de indivíduos que recorrem à blefaroplastia, na qual 

são removidos, na maioria das vezes, a pele e as bolsas de gordura palpebral. Esses tecidos, 

que são geralmente desprezados, constituem uma promissora fonte de fibroblastos e MSCs 

para estudo comparativo, tendo em vista as características anatômicas da pálpebra. A pele da 

pálpebra, como colocado acima, possui escassez de tecido adiposo subcutâneo. Assim, o 

isolamento de fibroblastos da pele da pálpebra pode se dar de forma segura, sem riscos de 
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contaminação com MSCs derivadas do tecido adiposo subcutâneo. Já as MSCs podem ser 

isoladas de forma segura das bolsas de gordura, sem risco de contaminação por fibroblastos 

dérmicos, tendo em vista a separação anatômica existente entre os compartimentos de gordura 

e a pele palpebral.  

 

1.1.6. Eliminação de elementos xenobióticos em culturas celulares 

 

Outra potencial aplicação dos fibroblastos obtidos da pele da pálpebra humana 

consiste no uso como substituto dos fibroblastos de camundongo 3T3 que são atualmente 

utilizados como camada nutriente das células epiteliais límbicas e da mucosa oral nos 

sistemas de co-cultura visando reconstrução da córnea. Sharma et al. (2011) apontam que 

fibroblastos da derme podem produzir fatores semelhantes aos produzidos pelos fibroblastos 

3T3 em cultura. O uso de células xenogênicas (de origem animal) nesse sistema de co-cultivo 

tem sido um dos principais obstáculos para a aplicação clínica dessa técnica devido aos riscos 

de transmissão de patógenos e de indução da resposta imunológica inerentes ao uso de 

derivados de origem animal (Martin et al., 2005). 

A ausência de elementos xenobióticos em culturas celulares é preconizada pelos 

protocolos de Boas Práticas de Manipulação como uma das formas seguras para utilização 

terapêutica das células-tronco (Lindroos et al., 2011). Assim, há a necessidade de pesquisas 

por camadas nutrientes de origem humana, sendo que Sharma et al. (2011) mostraram que 

camadas nutrientes de fibroblastos da derme humana foram capazes de manter o crescimento 

e as características das células-tronco epiteliais do limbo e da mucosa oral. 

Outra forma de minimizar o uso de produtos de origem animal no cultivo de células 

importantes para terapia celular humana consiste em substituir o soro fetal bovino (SFB) 

comumente utilizado como suplemento dos meios de cultura celular por suplementos de 

origem humana. O SFB é uma fonte indesejável de proteínas xenogênicas que podem ser 

internalizadas ou aderir à superfície das células-tronco provocando reações imunológicas 

(Spees et al., 2004; Martin et al., 2005; Heiskanen et al., 2007). Esse soro pode conter 

também endotoxinas e ser uma fonte de micro-organismos patogênicos, como vírus, bactérias 

e príons (Manello & Tonti, 2007). Além disso, o SFB apresenta variações nas concentrações 

de nutrientes de um lote para o outro, sua composição não é completamente conhecida e seu 
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uso representa um problema ético devido à morte de milhões de fetos para sua obtenção 

(Brunner et al., 2010; Isaac et al., 2011). 

Dessa forma, diversos estudos vêm sendo conduzidos na tentativa de substituir o SFB 

por suplementos livres de componentes animais como o soro humano alogênico ou autólogo 

(Lin et al., 2005; Pérez-Ilzarbe et al., 2009; Paula et al., 2012), o plasma humano autólogo 

(Lin et al., 2005), soro humano AB alogênico ou autólogo (Shahdadfar et al., 2005; 

Kocaoemer et al., 2007; Bieback et al., 2009; Lindroos et al., 2010), plasma rico em plaquetas 

– trombina ativada (Kocaoemer et al., 2007; Bieback et al., 2009; Cho et al., 2011), plasma 

autólogo derivado da medula óssea (Schecroun & Delloye, 2004; Sun et al., 2008), lisado 

plaquetário humano (Bernardo et al., 2007; Bieback et al., 2009; Pérez-Ilzarbe et al., 2009) e 

meios de cultura quimicamente definidos, livres de soro (van der Valk et al., 2010; Hudson et 

al., 2011 Gottipamula et al., 2013). Entretanto, os dois estudos presentes na literatura, até o 

momento, que buscaram caracterizar as OFSCs utilizaram meios de cultura contendo SFB 

(Korn et al., 2009; Ho et al., 2011). Assim, é importante fazer um estudo dessas células em 

meio de cultura livre de componentes animais. 
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2. JUSTIFICATIVA 

 

Para futura utilização segura das OFSCs no campo da medicina regenerativa é 

fundamental estabelecer condições de cultivo livres de componentes animais assim como 

definir claramente a população de células-tronco diferenciando-a de outros tipos celulares, 

como os fibroblastos. Este é o primeiro trabalho que avalia a cinética de proliferação e as 

características fenotípicas e funcionais das OFSCs em meio de cultura contendo suplementos 

humanos em substituição ao SFB.  

Devido às características anatômicas e embriológicas das pálpebras, elas constituem 

uma interessante fonte de fibroblastos e células-tronco mesenquimais para estudo 

comparativo sendo que essas células também apresentam enorme potencial para uso na 

medicina regenerativa ocular. Neste contexto, este é um trabalho pioneiro que visa comparar 

fenotípica e funcionalmente as OFSCs com os fibroblastos isolados da pele da pálpebra. A 

caracterização e distinção destas duas populações celulares possibilitarão futuros estudos de 

avaliação dos fibroblastos da pálpebra como substituto dos fibroblastos do limbo em trabalhos 

visando a reconstrução da superfície ocular e permitirão também estudos de avaliação das 

pálpebras como um nicho de células-tronco para o globo ocular. 
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3. OBJETIVOS 

 

3.1. Objetivo Geral 

 

Comparar fenotípica e funcionalmente células-tronco humanas isoladas das bolsas de 

gordura e fibroblastos residentes na pele da pálpebra cultivados em meio de cultura livre de 

componentes animais. 

 

3.2. Objetivos Específicos 

 

- Estudar as condições de isolamento e cultivo das OFSCs. 

 

- Avaliar a capacidade de expansão das OFSCs em meio de cultura suplementado com plasma 

ou soro alogênico humano em comparação ao SFB. 

 

- Estudar as condições de isolamento e cultivo de fibroblastos da pele da pálpebra. 

 

- Comparar a cinética de proliferação das OFSCs e fibroblastos. 

 

- Caracterizar fenotipicamente as OFSCs e fibroblastos.  

 

- Avaliar a capacidade de diferenciação osteogênica, adipogênica e condrogênica das OFSCs 

e fibroblastos. 
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4. MATERIAIS E MÉTODOS 

 

4.1. Histologia da pele e das bolsas de gordura da pálpebra 

 

A pele e as bolsas de gordura da pálpebra superior foram obtidas de pacientes 

submetidos à blefaroplastia na Clínica de Olhos da Santa Casa de Misericórdia de Belo 

Horizonte ou na Sociedade Oftamológica de Minas Gerais, de acordo com as normas 

aprovadas pelo Comitê de Ética em Pesquisa da Universidade Federal de Minas Gerais - 

UFMG (CAAE: 02887512.6.0000.5149). Logo após a remoção cirúrgica, as amostras foram 

colocadas em tubos cônicos de polietileno de 50 mL (Sarstedt) contendo 20 mL do fixador 

Bouin (solução aquosa saturada de ácido pícrico/formol 37%/ácido acético) e encaminhadas 

ao Laboratório de Imunologia Celular e Molecular do Instituto de Ciências Biológicas (ICB) 

da UFMG. As amostras foram fixadas por 24 horas.  

Após a fixação, a pele e as bolsas de gordura da pálpebra foram incluídas em parafina. 

Para tanto, as amostras passaram por uma fase de desidratação, com imersão em séries 

crescentes de álcool etílico (70%, 80%, 90%, 95% e absoluto I, II e III) por um período de 30 

minutos em cada banho. Após a fase de desidratação, foi realizada a diafanização por meio da 

imersão das amostras em três banhos de xilol por um período de 20 minutos em cada. Em 

seguida, foi realizada a fase de infiltração, com imersão das amostras em três banhos de 

parafina à 58°C por um período de 20 minutos em cada banho. A seguir, foi feita a inclusão 

em parafina. Cortes de 7 µm de espessura foram montados em lâminas histológicas e corados 

por hematoxilina e eosina. Os cortes foram observados e fotografados ao microscópio de luz 

(Olympus BX-41/câmera digital colorida Q-Color3 da QImaging). 

 

4.2. Meios de cultura celular 

 

Inicialmente, foi realizado um estudo de comparação da capacidade de expansão das 

OFSCs em meios de cultura suplementado com plasma alogênico humano (PH) ou soro 

alogênico humano (SH) em relação ao meio de cultura suplementado com SFB. Após esse 

estudo, foi feita a escolha pelo suplemento humano que levou à maior proliferação celular (o 

PH ou SH) e este foi utilizado na produção do meio de cultura dos estudos posteriores de 



MATERIAIS E MÉTODOS 

32 

 

caracterização fenotípica e diferenciação celular. O meio de cultura escolhido foi utilizado 

para o isolamento, expansão e todos os estudos envolvendo os fibroblastos. 

 

4.2.1. Meios de cultura basal 

Foi utlizado o meio DMEM (Dulbeco’s Modified Eagle Medium, Sigma-Aldrich) 

suplementado com 5 mM de bicarbonato de sódio (Vetec); 100 unidades/mL de penicilina, 

0,1 mg/mL de estreptomicina e 0,25 μg/mL de anfotericina B (PSA - Sigma-Aldrich); 60 

mg/L de gentamicina (Schering-Plough). Foram utilizados três meios de cultura basal 

diferentes, sendo: 

(i) meio de cultura basal suplementado com 10% de SFB (Cripion);  

(ii) meio de cultura basal suplementado com 10% de SH; 

(iii) meio de cultura basal suplementado com 10% de PH; 

O pH dos meios foi ajustado para 7,2 e, em seguida, os meios foram filtrados com 

membrana de difluoreto de polivinilideno de 0,22 μm (Millipore). 

 

4.2.1.1. Obtenção do pool de soro alogênico humano 

O soro humano foi obtido de doadores voluntários, entre 20 e 37 anos, submetidos à 

técnica de coleta de sangue convencional com tubos para coleta de sangue a vácuo e sem 

anticoagulante (Vacuplast), de acordo com as normas aprovadas pelo Comitê de Ética em 

Pesquisa da UFMG (CAAE: 02887512.6.0000.5149). Após a coagulação espontânea, o 

sangue total foi centrifugado a 2000 rpm, à temperatura ambiente, por 10 minutos, para a 

separação do soro. O soro de diferentes doadores foi removido dos tubos de coleta e 

misturados para produzir o SH. Posteriormente, o soro foi inativado à 56°C, por 30 minutos e 

congelado à -20°C. 

 

4.2.1.2. Obtenção do plasma alogênico humano 

Bolsas de plasma foram obtidas da Fundação Hemominas. O plasma obtido do sangue 

total com anticoagulante (CPDA-1 - ácido cítrico, citrato de sódio, fosfato de sódio e 

dextrose) foi transferido para tubos cônicos de polietileno de 50 mL onde foi adicionada 

solução de CaCl2 0,025 M. Os tubos foram colocados em banho-maria à 37 °C por 15 

minutos. Posteriormente, foi feita centrifugação a 3500 rpm por 10 minutos e a rede de fibrina 
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formada foi retirada. O sobrenadante foi coletado, inativado à 56°C, por 30 minutos e 

congelado à -20°C.  

 

4.2.2. Meios de diferenciação 

4.2.2.1. Meio osteogênico 

  Ao meio de cultura basal suplementado com 10% de SH foram adicionados os 

seguintes fatores indutores: 10 mM de ß-glicerofosfato (Sigma-Aldrich), 50 µg/mL de ácido 

ascórbico (Ecibra) e 0,1 mM dexametasona (Aché) (Zuk et al., 2001; Paula et al., 2013). O pH 

do meio foi ajustado para 7,2 e, em seguida, o meio foi filtrado com membrana de difluoreto 

de polivinilideno de 0,22 μm. 

 

4.2.2.2. Meio adipogênico 

Ao meio de cultura basal suplementado com 10% de SH foram adicionados 0,1 mM 

de dexametasona, 200 unidades/mL de insulina (Eli Lilly), 200 μM de indometacina (Sigma-

Aldrich), 500 µM de isobutil-metilxantina (Sigma-Aldrich) (Zuk et al., 2001). Para 

esterilização, o meio foi filtrado em membrana de difluoreto de polivinilideno 0,22 μm. 

 

4.2.2.3. Meio condrogênico  

Para produção do meio condrogênico foram adicionados os seguintes fatores indutores 

ao meio de cultura basal suplementado com 1% de SH: 0,01µg/mL de TGFβ-1(Sigma-

Aldrich), 1 mM de dexametasona, 5 mg/ml de ácido ascórbico, 200 unidades/mL de insulina, 

3,25μg/ml de transferrina (Wako), 1 mM de piruvato (Sigma-Aldrich), 125μg/ml de BSA 

(PAA) (Zuk et al., 2001). Para esterilização, essa solução foi filtrada em membrana de 

difluoreto de polivinilideno 0,22 μm. 

 

4.3. Isolamento e cultivo das OFSCs 

 

O tecido adiposo foi obtido das bolsas de gordura da pálpebra superior removidas 

durante blefaroplastia de cinco pacientes saudáveis, com idade entre 52 e 65 anos, internados 

na Clínica de Olhos da Santa Casa de Misericórdia de Belo Horizonte ou na Sociedade 

Oftamológica de Minas Gerais, de acordo com as normas aprovadas pelo Comitê de Ética em 

Pesquisa da UFMG (CAAE: 02887512.6.0000.5149). Logo após a remoção da gordura, esta 
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foi transferida para tubos de polietileno de 50 mL contendo 20 mL de meio de cultura basal 

sem soro. O tecido foi então encaminhado ao Laboratório de Imunologia Celular e Molecular 

localizado ICB - UFMG. 

Em capela de fluxo laminar, o tecido foi lavado em tampão fosfato salina 0,15M, pH 

7,2 (PBS). A gordura foi picotada e tratada com solução de colagenase tipo I 0,10% (Life 

Technologies) em PBS 0,15 M, por 1 hora, em estufa à 37°C, atmosfera úmida e 5% CO2, 

para digestão da matriz extracelular. Durante esse período, a cada 15 minutos, o tubo 

contendo a gordura era agitado vigorosamente. Decorrido o período de 1 hora, a digestão foi 

interrompida pela adição de meio de cultura basal. A seguir, o tubo foi centrifugado a 1400 

rpm por 10 minutos. Ao final da centrifugação, o sobrenadante foi desprezado e o precipitado 

contendo a fração celular foi ressuspenso em meio de cultura basal e transferido para garrafas 

de cultura celular T-25 (Sarstedt) que foram mantidas em estufa à 37°C, atmosfera úmida e 

5% CO2. 

Após um dia de cultivo, o conteúdo das garrafas de cultura foi transferido para tubos 

de polietileno (50 mL) e centrifugado a 1400 rpm à 20 ºC por 10 minutos. O sobrenadante foi 

descartado, o precipitado formado suspendido em 5 mL do meio de cultura basal e 

acondicionados em novas garrafas de cultura celular T-25.  

A cada dois dias o meio de cultura foi removido e as células lavadas com 10 mL de 

PBS 0,15 M, pH 7,2, para remoção de células sanguíneas residuais e não aderentes. Quando 

as células atingiram 70-80% de confluência, o meio de cultura foi retirado, as células foram 

lavadas com 10 mL de PBS 0,15 M, pH 7,2 e tratadas com 1 mL de tripsina 0,05% EDTA 

(Invitrogen), por 5 minutos. Após a ação da tripsina, esta foi inativada com meio de cultura 

basal (9 mL) e a suspensão formada foi dividida em novas garrafas de cultura celular. As 

células foram expandidas, dessa maneira, até a 4
a
 passagem para serem utilizadas nos 

experimentos e por mais passagens para acompanhar as culturas ao longo das mesmas. 

 

4.4. Isolamento e cultivo dos fibroblastos 

 

Os fibroblastos foram obtidos da pele da pálpebra superior de cinco pacientes 

saudáveis, com idade entre 52 e 65 anos, submetidos à blefaroplastia realizada na Clínica de 

Olhos da Santa Casa de Misericórdia de Belo Horizonte ou na Sociedade Oftamológica de 

Minas Gerais, de acordo com as normas aprovadas pelo Comitê de Ética em Pesquisa da 
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UFMG (CAAE: 02887512.6.0000.5149). Logo após a remoção da pele, esta foi transferida 

para tubos de polietileno de 50 mL contendo 20 mL de meio de cultura DMEM sem soro. A 

pele foi então encaminhada ao Laboratório de Imunologia Celular e Molecular localizado no 

ICB – UFMG. 

Em capela de fluxo laminar, a pele foi lavada em PBS 0,15M, pH 7,2 e transferida 

para placa de cultura celular de 10 centímetros (Sarstedt) onde foi cortada em pedaços de, 

aproximadamente, 1 mm
2
. Os pedaços de pele foram transferidos para tubo contendo solução 

de colagenase tipo I 0,10% em PBS 0,15 M e incubados por 3 horas, em estufa à 37ºC, 

atmosfera úmida e 5% CO2. Durante esse período, a cada 15 minutos, o tubo contendo a pele 

foi agitado vigorosamente. Decorrido o período de 3 horas, a digestão foi interrompida pela 

adição de meio de cultura basal suplementado com 10% SH. A seguir, o tubo foi centrifugado 

a 1400 rpm por 10 minutos. Ao final da centrifugação, o sobrenadante foi desprezado, o 

precipitado foi ressuspenso em meio de cultura basal e transferido para garrafas de cultura 

celular T-25 e mantidas em estufa à 37ºC, atmosfera úmida e 5% CO2. 

Após dois dias de cultivo, o conteúdo das garrafas de cultura foi transferido para tubos 

de polietileno (50 mL) e centrifugado a 1400 rpm à 20ºC por 10 minutos. O sobrenadante foi 

descartado, o precipitado formado foi suspendido em 5 mL do respectivo meio de cultura 

basal e acondicionados em novas garrafas de cultura celular T-25.  

A cada dois dias o meio de cultura foi removido e as células lavadas com 10 mL de 

PBS 0,15 M, pH 7,2 e, em seguida, foi adicionado novo meio de cultura basal. Quando as 

células atingiram 70-80% de confluência, o meio de cultura foi retirado, as células foram 

lavadas com 10 mL de PBS 0,15 M, pH 7,2 e tratadas com 1 mL de tripsina 0,05% EDTA, 

por 5 minutos. Após a ação da tripsina, esta foi inativada com meio de cultura basal (9 mL) e 

a suspensão formada foi dividida em duas novas garrafas de cultura celular T-75. As células 

foram expandidas, dessa maneira, até à 4ª passagem para serem utilizadas nos experimentos e 

por mais passagens para acompanhar as culturas ao longo das mesmas. 
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4.5. Cinética de proliferação celular 

 

4.5.1. Taxa de duplicação acumulada e tempo de duplicação da população 

As OFSCs foram expandidas além da 4ª passagem nos três diferentes meios de cultura 

basal (suplementado com 10% de SFB ou 10% de PH ou 10% de SH). Os fibroblastos 

também foram expandidos além da 4ª passagem no meio de cultura suplementando com SH. 

Ao alcançarem a confluência, em cada passagem, as células foram contadas e a taxa de 

duplicação da população de cada passagem foi determinada. As culturas celulares foram 

descontinuadas a partir do momento em que as células demoraram mais de 15 dias para 

confluir. 

Para este ensaio, as células foram acompanhadas desde seu isolamento, sendo que em 

cada passagem, foram plaqueadas 1x10
5
 células/garrafa de cultura celular T25 e incubadas à 

37ºC, atmosfera úmida e 5% CO2 até alcançarem a confluência. As culturas confluentes foram 

contadas: para isso, foram lavadas com 10 mL de PBS 0,15 M, pH 7,2 e removidas das 

garrafas de cultura celular T25 utilizando solução de tripsina 0,05% EDTA por 5 minutos. As 

células foram centrifugadas a 1400 rpm por 10 minutos e suspendidas em 1 mL de meio de 

cultura basal para contagem do número de células por meio de um hemocitômetro (HBG). 

A taxa de duplicação da população de cada passagem foi determinada utilizando-se a 

seguinte fórmula:  

x = [log10N2 – log10N1] ÷ log102 

na qual,  

x: taxa de duplicação da população;  

N2: número de células contadas ao alcançarem confluência;  

N1: número de células plaqueadas.  

 

Para calcular a taxa de duplicação acumulada da população, a taxa de duplicação da 

população determinada em cada passagem foi adicionada a da passagem anterior (Kocaoemer 

et al., 2007).  

Paralelamente, o tempo de duplicação das células cultivadas nos diferentes meios de 

cultura foi determinado utilizando-se a seguinte fórmula:  

y = (T2 – T1) x log102 ÷ log10(N2 ÷ N1) 

na qual,  
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y: tempo de duplicação;  

T2: horário de contagem das células;  

T1: horário de plaqueamento das células;  

N2: número de células contadas ao alcançarem confluência;  

N1: número de células plaqueadas. 

 

4.5.2. Curva de crescimento  

As curvas de crescimento das OFSCs cultivadas nos três diferentes meios de cultura 

basal (suplementado com 10% de SFB ou 10% de PH ou 10% de SH) e dos fibroblastos 

cultivados no meio suplementando com SH foram determinadas pela contagem do número de 

células em tempo definidos. No tempo zero, 5x10
3
 células, na 4ª passagem, foram plaqueadas 

em garrafas de cultura celular T25 e incubadas à 37ºC, atmosfera úmida e 5% CO2 pelos 

seguintes intervalos de tempo: 3, 5, 7, 9 e 11 dias. Ao final de cada intervalo, as células foram 

contadas, de acordo com o procedimento descrito acima. 

 

4.6. Viabilidade celular  

 

A viabilidade das OFSCs foram mensuradas pelo ensaio de MTT (brometo de 3-(4,5-

dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolium), baseado em um método colorimétrico que avalia a 

capacidade de enzimas desidrogenases, presentes em células viáveis, em converter o sal de 

MTT, solúvel em água, em cristais de formazan, produto insolúvel em água (Mosmann, 

1983). Os cristais de formazan foram solubilizados e a densidade ótica determinada pelo 

espectrofotômetro a 595 nm. 

As OFSCs, cultivadas nos três diferentes meios de cultura basal (suplementado com 

SFB, SH ou PH), na quarta passagem, foram semeados em placas de 24 poços (TPP) na 

densidade de 5×10
2
 células/poço contendo 1 mL do respectivo meio de cultura basal. As 

células foram incubadas à 37ºC, atmosfera úmida e 5% CO2 por 1, 7, 14, 21 e 28 dias.  

Ao término de cada período de incubação, o meio de cultura foi retirado e descartado e 

210 μL/poço do respectivo meio de cultura basal foram adicionados. Em seguida, foram 

acrescentados 170 μL/poço de solução de MTT (5 mg/mL) (Invitrogen) e a placa foi incubada 

em estufa à 37°C, atmosfera úmida e 5% CO2, por 2 horas. As células foram observadas ao 

microscópio de luz (OLYMPUS IX70) para visualização dos cristais de formazan e 
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fotodocumentação (Olympus Evolt E-300). Os cristais formados foram solubilizados por 

meio da adição de 210 μL/poço de uma solução de SDS 10%-HCl (ácido clorídrico 0,01 M - 

10% de sulfato de sódio dodecil em água) seguido de incubação em estufa à 37°C, atmosfera 

úmida e 5% CO2, por 18 horas. Após esse período, 100 μL de cada poço foram transferidos 

para uma placa de 96 poços fundo reto (Nunc), em triplicata, e a densidade ótica foi 

mensurada no espectrofotômetro a 595 nm. Durante o experimento, todos os passos 

envolvendo o reagente MTT foram executados em condições mínimas de luminosidade. 

 

4.7. Atividade da fosfatase alcalina  

 

A atividade da fosfatase alcalina (FA) foi avaliada por meio do ensaio de BCIP-NBT 

(Invitrogen). Este ensaio é baseado na reação cromogênica decorrente da clivagem de um 

grupamento fosfato do BCIP (5-bromo 4-cloro 3-indolilfosfato p-toluidina) pela FA 

produzida pelas células. Essa reação produz um próton que reduz o NBT (nitroblue tetrazólio 

clorídrico), formando um precipitado insolúvel de cor púrpura (Valério et al., 2004).  

As OFSCs, cultivadas em meio de cultura basal suplementado com SFB, SH ou PH e 

os fibroblastos cultivados no meio suplementado com SH, na quarta passagem, foram 

semeados em placas de 24 poços na densidade de 5x10
2
 células/poço contendo 1 mL do 

respectivo meio de cultura basal. Em seguida, foram incubadas à 37°C, atmosfera úmida e 5% 

CO2, por 1, 7, 14, 21 e 28 dias.  

Ao término de cada período de incubação, o meio de cultura foi descartado, as células 

foram lavadas com PBS 0,15 M, pH 7,2 e incubadas com 200 μL/poço da solução de BCIP-

NBT (preparada de acordo com as instruções do fabricante) à 37°C, atmosfera úmida e 5% 

CO2, por 2 horas.  

Após o período de incubação, os precipitados de cor púrpura formados foram 

visualizados em microscópio de luz. Em seguida, foram adicionados 210 μL/poço de SDS 

10%-HCl para a solubilização dos precipitados. As placas foram incubadas em estufa à 37°C, 

atmosfera úmida e 5% CO2, por 18 horas. Após este período, um volume de 100 μL de cada 

poço foi transferido, em triplicata, para uma placa de 96 poços e a densidade ótica foi medida 

em espectrofotômetro a 595 nm. Durante o experimento, todos os passos envolvendo os 

reagentes foram executados em condições de mínima luminosidade. 
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Foi feita, em paralelo ao ensaio de BCIP/NBT, a contagem do número de células. O 

valor da densidade ótica foi dividido pelo número de células contado em cada tempo de 

cultivo como critério de normalização. 

 

4.8. Caracterização do imunofenótipo 

 

As OFSCs e fibroblastos foram caracterizados por citometria de fluxo pela análise da 

expressão das moléculas de superfície celular CD105, CD73, CD90, CD166 e CD9 que são 

marcadores comuns de MSCs. Para verificar a existência de contaminações na cultura com 

células-tronco hematopoiéticas, também foi analisada a presença das moléculas de superfície 

celular CD34, CD45, CD14 e CD19 que são marcadores expressos em células-tronco 

hematopoiéticas. As células também foram caracterizadas em relação à expressão do 

complexo de histocompatibilidade principal de classe I e II: HLA-ABC e HLA-DR, 

respectivamente (Lindroos et al., 2010; Dominici et al., 2006; Mitchel et al. 2006; Halfon et 

al., 2011).  

 

4.8.1. Marcação celular com anticorpos primário e secundário  

As células, na quarta passagem, foram plaqueadas na densidade de 5x10
5
 células/poço 

em placa de 96 poços (fundo em U) e incubadas com 0,4 μg de anticorpos primários (Tabela 

1) à 4°C, por 30 minutos. Após a incubação, as células foram lavadas com PBS 0,15 M, pH 

7,2 e incubadas com anticorpo secundário Alexa Fluor 488 anti-IgG de camundongo feito em 

cabras (Invitrogen), na diluição de 1:500 à 4 °C por 30 minutos. Os anticorpos que já 

possuíam ligação com algum fluorocromo não foram incubados com anticorpo secundário. 

Em seguida, as células foram novamente lavadas com PBS 0,15 M, pH 7,2 e fixadas em 

formaldeído a 4% (Cromaline). Como controle negativo de fluorescência, foi adicionado o 

anticorpo secundário às células não marcadas com o anticorpo primário. Células sem qualquer 

tipo de marcação foram fixadas e utilizadas para gerar o gráfico de tamanho versus 

granulosidade com a finalidade de estabelecer a população a ser analisada. 

 

4.8.2. Leitura no citômetro de fluxo 

A obtenção dos dados foi realizada por meio do citômetro de fluxo Guava easyCyte 6-

2L (Millipore). Foram adquiridos 5000 eventos, em triplicata, e os dados obtidos foram 
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analisados no programa FlowJo. Primeiramente, a população de células de cada cultura a ser 

avaliada foi delimitada a partir do gráfico de tamanho versus granulosidade gerado pela 

análise das células que não foram submetidas a nenhum tipo de marcação (Figura 1). 

Posteriormente, um gráfico de histograma foi criado para determinar a região do controle 

negativo de fluorescência referente às células incubadas apenas com o anticorpo secundário. 

Definidos estes parâmetros, foram realizadas as análises das células marcadas, com anticorpos 

primários e secundários. 

 

Tabela 1 - Anticorpos primários utilizados na marcação celular para imunofenotipagem por citometria de fluxo. 

Antígeno Tipo Espécie Conjugado Fornecedor Diluição 

CD105 Monoclonal Camundongo FITC BD Biosciences 1:20 

CD73 Monoclonal Camundongo PE BD Biosciences 1:10 

CD90 Monoclonal Camundongo - BD Biosciences 1:41 

CD166 Monoclonal Camundongo - BD Biosciences 1:62 

CD9 Monoclonal Camundongo - BD Biosciences 1:62 

CD34 Monoclonal Camundongo - Santa Cruz 1:20 

CD45 Monoclonal Camundongo - BD Biosciences 1:62 

CD14 Monoclonal Camundongo - BD Biosciences 1:62 

CD19 Monoclonal Camundongo - BD Biosciences 1:62 

HLA-ABC Monoclonal Camundongo FITC Abcam 1:10 

HLA-DR Monoclonal Camundongo FITC Abcam 1:10 

 

 

Figura 1. Gráficos de tamanho versus granulosidade. R1 é a população escolhida para análise dos marcadores 

nas culturas de OFSCs (A) e fibroblastos (B). 
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4.9. Indução da diferenciação osteogênica 

 

Para promover a diferenciação osteogênica, os fibroblastos e as OFSCs, na quarta 

passagem, foram semeados na densidade de 5x10
2
 células/poço em placas de 6 ou 24 poços 

contendo 2 ou 1 mL de meio osteogênico. As placas foram incubadas à 37°C, atmosfera 

úmida e 5% CO2, por 1, 7, 14 21 dias. Como controle, as células também foram cultivadas no 

meio de cultura basal, na ausência dos fatores indutores, nas mesmas condições. O meio de 

cultura foi renovado a cada dois dias. Os ensaios para comprovar a diferenciação foram 

realizados após o término de cada período de incubação e estão descritos a seguir. Todas as 

culturas e experimentos envolvendo o meio de diferenciação osteogênico foram realizados em 

condições de mínima luminosidade.  

 

4.9.1. Avaliação da síntese de colágeno total  

O ensaio colorimétrico baseado no Sirius Red (Tullberg-Reinert & Jundt, 1999) foi 

realizado a fim de avaliar a síntese de colágeno pelas células após 1, 7, 14 e 21 dias de 

indução da diferenciação osteogênica.  

Para tanto, as OFSCs e os fibroblastos, na quarta passagem, foram plaqueados na 

concentração de 5x10
2 

células/poço em placas de 24 poços contendo 1 mL do respectivo meio 

de cultura basal. Após cada período de incubação, o meio de cultura foi desprezado, as células 

foram lavadas com PBS 0,15 M, pH 7,2 e fixadas com 1ml de Bouin por 1h, à 37˚C, sob 

agitação. Após a fixação, as células foram lavadas em água destilada por 15 minutos para 

posterior coloração pelo reagente Sirius Red (1 mg/mL em solução saturada de ácido pícrico) 

à 37°C sob agitação por 30 minutos. O excesso do corante foi removido e os poços foram 

lavados com HCl 0,01 N. Posteriormente, o corante foi solubilizado com 300 μL de NaOH 

0,5 M, por 30 minutos sob agitação. Após este período, 100 μL da solução foram transferidos 

para uma placa de 96 poços (fundo reto) e a densidade ótica foi mensurada no 

espectrofotômetro a 540 nm. 

Uma curva padrão de concentração de colágeno foi produzida a partir de dosagens 

estabelecidas de colágeno bovino comercial tipo I. O colágeno em pó foi dissolvido em 

solução de ácido acético 0,1 N, em diferentes concentrações e transferido para placas de 24 

poços, que secaram à 37°C. Em seguida, o colágeno distribuído sobre a superfície dos poços 

da placa foi submetido ao mesmo procedimento de dosagem de colágeno descrito acima. Os 
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resultados de densidade ótica obtidos foram utilizados para produção da curva padrão de 

concentração de colágeno (Figura 2). Utilizando esta curva, a concentração de colágeno 

sintetizada pelas células ao final de cada tempo de cultura foi inferida a partir da densidade 

ótica obtida a 540 nm. 

 

Figura 2. Curva padrão para concentração de colágeno bovino tipo I. A equação da reta fornece a concentração 

de colágeno em mg de acordo com a densidade óptica obtida em 540 nm. 

 

4.9.2. Avaliação da atividade da fosfatase alcalina  

Para avaliar a atividade da FA durante a indução da diferenciação osteogênica, foi 

realizado o ensaio de BCIP/NBT após 1, 7, 14 e 21 dias conforme descrito no item 4.7. 

 

4.9.3. Avaliação da mineralização  

Para avaliar a mineralização durante a indução da diferenciação osteogênica foi 

realizada a coloração pelo método de Von Kossa.  

Ao término do período de 21 dias de indução da diferenciação osteogênica, as células 

foram lavadas com PBS 0,15 M, pH 7,2 e fixadas com álcool etílico 70% por 24 horas. Após 

a fixação, as células foram lavadas abundantemente com água destilada. Foi adicionado 1 

mL/poço de solução de 5% de nitrato de prata (AgNO3) (Vetec) em água e as células foram 

expostas a luz ultravioleta, por 1 hora. A solução de AgNO3 foi removida e as células foram 

lavadas com água destilada para posterior adição de solução de 5% de tiossulfato de sódio 

(Cinética Química Ltda) em água, por 5 minutos. Foi realizada, novamente, lavagem 

abundante com água destilada e as células foram coradas com eosina por 40 segundos. Foi 

feita a observação ao microscópio de luz (OLYMPUS IX70) e fotodocumentação (Olympus 

Evolt E-300) para demonstração da presença de mineralização indicada pela coloração negra 

ou marrom. 
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4.9.4. Avaliação da deposição de cálcio  

A fim de avaliar a deposição de cálcio durante indução da diferenciação osteogênica, 

foi feita a coloração com Alizarin Red S, que cora a matriz extracelular rica em cálcio em 

vermelho.  

Para tanto, após 21 dias de cultivo, as células foram lavadas com PBS 0,15 M, pH 7,2 

e fixadas com álcool etílico 70% por 1 hora a 4°C. Após a fixação, as células foram lavadas 

com PBS 0,15 M, pH 7,2 e, posteriormente, com água Mili-Q. Foi adicionado 1 mL do 

corante Alizarin Red S a 2% e as células foram incubadas por 15 minutos à temperatura 

ambiente. Após este período, o excesso de corante foi retirado e as células foram lavadas 

abundantemente com água Mili-Q. Após, foi feita lavagem com PBS 0,15 M, pH 7,2 por 15 

minutos seguida de lavagem rápida com água Mili-Q e secagem à temperatura ambiente. As 

células foram observadas ao microscópio de luz (OLYMPUS IX70) e fotografadas (Olympus 

Evolt E-300). 

 

4.9.5. Análise da expressão gênica de fosfatase alcalina, osteopontina e colágeno tipo I  

Após 21 dia de indução da diferenciação osteogênica, foi realizada a extração do 

RNA, a síntese da primeira fita de cDNA e a reação em cadeia da polimerase (PCR) a fim de 

comprovar a diferenciação por meio da amplificação específica de fragmentos dos genes FA, 

osteopontina e colágeno tipo I. 

 

4.9.5.1. Extração de RNA total 

O RNA total foi isolado das células utilizando-se 1 mL do reagente Trizol (Invitrogen) 

por poço da placa de 6 poços. Após incubação com o Trizol, por 5 minutos, à temperatura 

ambiente, foram adicionados 200 µL de clorofórmio (Merck) à solução formada. Após 

agitação vigorosa, a solução foi centrifugada a 12000 x g, por 15 minutos, a 4°C. A fase 

superior aquosa foi transferida para novo tubo de 1,5 mL (Axygen), onde foram adicionados 

500 µL de álcool isopropílico (Sigma-Aldrich). As amostras foram incubadas por 10 minutos 

à temperatura ambiente. Em seguida, as amostras foram centrifugadas a 12000 g, por 10 

minutos à 4 °C. O sobrenadante foi removido e o RNA precipitado foi lavado com 1 mL de 

etanol 75% (Sigma-Aldrich). Após centrifugação a 7500 g, por 5 minutos, à 4°C e remoção 

do sobrenadante, o RNA foi solubilizado em água tratada com dietilpirocarbonato (DEPC) 

(Invitrogen). A concentração do RNA foi determinada pela leitura da absorbância a 
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260/280nm em Nanodrop e a qualidade do RNA foi testada em gel de agarose 1%. (Sigma-

Aldrich). As amostras foram estocadas a -80°C até o momento de uso. 

As amostras de RNA foram tratadas com DNAse (RQ1 DNAse Promega) à 37ºC por 

30 minutos em tampão apropriado. A seguir, foi feita a extração do RNA com fenol-

clorofórmio (Sigma-Aldrich) e a precipitação com etanol. 

 

4.9.5.2. Síntese da primeira fita de cDNA 

A primeira fita de cDNA foi sintetizada a partir do RNA total, utilizando-se o 

RevertAid
TM

 H Minus First Strand cDNA Synthesis Kit (Fermentas), de acordo com as 

recomendações do fabricante. 1µg de cada amostra de RNA total foi incubado com 0,5 µg de 

oligo(dT)18 à 65°C por 5 minutos. Em seguida, foram adicionados às amostras, 5X reaction 

buffer, 20 unidades Ribolock
TM

 RNase inhibitor, 2 µL de dNTP mix (10mM) e 200 unidades 

da enzima RevertAid
TM

 H Minus M-MuLV RT e as amostras foram incubadas por 60 minutos 

à 42°C. A reação foi interrompida pelo aquecimento à 70°C por 10 minutos. A primeira fita 

de cDNA obtida foi utilizada nas reações de PCR descritas a seguir. 

 

4.9.5.3. Reação em cadeia da polimerase 

A primeira fita de cDNA sintetizada foi utilizada na reação em cadeia da polimerase 

(PCR) objetivando a amplificação específica de fragmento dos genes FA, osteopontina e 

colágeno tipo I. Como controle positivo da reação também foi amplificado o segmento gênico 

que codifica a gliceraldeído-3-fosfato desidrogenase (GAPDH), enzima expressa 

constitutivamente pelas células. Para reações de 10 µL de volume final, foram utilizados: 1X 

Green Go Taq Reaction Buffer, 0,2mM de cada dNTP, 2mM MgCl2, 5pM dos iniciadores 

(primers) específicos, 0,25 u de Go Taq DNA polimerase (Promega) e a quantidade de cDNA 

correspondente a 20 ng da quantidade de RNA inicial. Os primers utilizados estão descritos 

na tabela 2.  

As reações de amplificação foram realizadas em termociclador (PTC-100 MJ 

Research. Inc.) programado para um aquecimento inicial de 95°C por 2 minutos seguidos de 

30 ciclos de 95°C por 30 segundos, 45 segundos à temperatura de anelamento específica para 

cada par de primer, 72°C por 45 segundo. Para uma extensão completa dos produtos 

amplificados, adicionou-se um passo final de 72°C por 10 minutos. Os produtos amplificados 
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foram fracionados em gel de agarose 1%, corados com brometo de etídio (10 µg/mL) 

analisados em transluminador de luz ultravioleta e as imagens foram capturadas. 

 

4.10. Indução da diferenciação adipogênica 

 

No intuito de promover a diferenciação adipogênica, as OFSCs e os fibroblastos, na 4
a
 

passagem, foram semeados na densidade de 5x10
3
 células/poço em placas de 6 poços 

contendo 2 mL do meio adipogênico. As placas foram incubadas à 37°C, atmosfera úmida e 

5% CO2, por 21 dias. Como controle, as células também foram cultivadas no meio de cultura 

basal, na ausência dos fatores indutores, nas mesmas condições. O meio de cultura foi 

renovado a cada dois dias. Os ensaios para comprovar a diferenciação foram realizados ao 

término do período de indução e estão descritos a seguir. 

 

4.10.1. Detecção do acúmulo intracelular de lipídeos 

  A coloração com Oil Red O foi realizada a fim de confirmar a diferenciação 

adipogênica por meio da coloração de lipídeos presentes no interior das células. Para tanto, 

após 21 dias de indução da diferenciação adipogênica, o meio de cultura foi removido dos 

poços e estes foram lavados com 2 mL de PBS 0,15M, pH 7,2. Após lavagem, as células 

foram fixadas com formalina 10% (Cromaline) por um período de 30 a 60 minutos, à 

temperatura ambiente. Foi preparada uma solução de uso do Oil Red O (Thermo Scientific) 

composta por 3 partes da solução estoque (300 mg de Oil Red O em 100 mL de isopropanol 

99%) para 2 partes de água destilada. Após o preparo, essa solução de uso foi incubada por 10 

minutos à temperatura ambiente e, posteriormente, filtrada em papel filtro. Após o período de 

fixação, a formalina foi removida dos poços e estes foram lavados com 2 mL de água 

destilada. Foram adicionados 2 mL de isopropanol 60% (Vetec) por poço e a placa foi 

incubada por 5 minutos à temperatura ambiente. O isopropanol foi retirado e foram 

adicionados 2 mL da solução de uso do corante  por poço. Após 5 minutos de incubação à 

temperatura ambiente, o Oil Red O foi removido e os poços foram lavados com água 

destilada. Após lavagem, foram adicionados 2 mL de hematoxilina por poço, seguido de 

incubação por 1 minuto à temperatura ambiente. A hematoxilina foi removida e os poços 

foram lavados com água destilada. A seguir, foram adicionados 2 mL de água destilada e foi 
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feita a observação em microscópio de luz (OLYMPUS IX70) e a fotodocumentação 

(Olympus Evolt E-300). Os lipídeos foram corados em vermelho e os núcleos em azul. 

 

4.10.2. Análise da expressão gênica de leptina, transportador de glicose GLUT 4 e 

receptor gama ativado por proliferadores de peroxissomos  

Após 21 dia de indução da diferenciação adipogênica, foi realizada a extração do 

RNA, a síntese do cDNA e a PCR a fim de comprovar a diferenciação por meio da 

amplificação específica de fragmentos dos genes leptina, transportador de glicose GLUT 4 

(GLUT 4) e receptor gama ativado por proliferadores de peroxissomos (PPARG2) conforme 

descrito no item 3.12.4. Os primers utilizados estão descritos na tabela 2. 

 

Tabela 2 - Primers utilizados para PCR 

Gene alvo* Sequência (5’-3’) Tamanho do 

fragmento (bp) 

Temperatura de 

anelamento (°C) 

FA F: TGGTGGAAGGAGGCAGAATTGAC 

R: CAGGACGCTCAGGGGGTAGA 

581 56 

Col I F: TGACGAGACCAAGAACTG 

R: CCATCCAAACCACTGAAACC 

599 62 

OSP F: GCCGAGGTGATAGTGTGGTT 

R: TGCTTGTGGCTGTGGGTTTC 

253 51 

GLUT 4 F: TCTTCGAGACAGCAGGGGTA 

R: AGATGGCCACAATGGAGACG 

228 60 

Lep F: GAACCCTGTGCGGATTCTTG 

R: TGAAGTCCAAACCGGTGACT 

177 60 

PPARG2 F: CTCCTATTGACCCAGAAAGCGA 

R: GCAGGCTCCACTTTGATTGC 

310 60 

GAPDH F: ACATCGCTCAGACACCATG 

R: TGTAGTTGAGGTCAATGAAGGG 

143 60 

*FA – fosfatase alcalina; Col I - colágeno tipo I; OSP – osteopontina; GLUT 4 - transportador de glicose GLUT 

4; Lep – leptina; PPARG2 - Receptor gama ativado por proliferadores de peroxissomos; GAPDH - 

gliceraldeído-3-fosfato desidrogenase; bp – pares de base. 

 

 

 



MATERIAIS E MÉTODOS 

47 

 

4.11. Indução da diferenciação condrogênica 

 

Para promover a diferenciação condrogênica, as OFSCs e fibroblastos, na 4
a
 

passagem, foram cultivados em um sistema de pellet de células. Para tanto, 5x10
5
 células 

foram centrifugadas a 800 g por 5 minutos em tubos de polietileno de 15 mL (Sarstedt) 

contendo 1 mL do meio de cultura basal. Em seguida, o sobrenadante foi desprezado e foi 

adicionado 1 mL do meio condrogênico sobre o pellet de células formado. Os tubos de 

polietileno de 15 mL contendo os pellets de células foram incubados em estufa à 37°C, 

atmosfera úmida e 5% CO2 por 21 dias. O meio de cultura foi renovado uma vez por semana. 

Os ensaios para comprovar a diferenciação foram realizados ao término do período de 

indução e estão descritos a seguir. 

 

4.11.1. Avaliação da deposição de proteoglicanos  

A fim de visualizar a deposição de proteoglicanos durante a indução da diferenciação 

condrogênica, foi feita a coloração com Alcian Blue, o qual cora proteoglicanos da matriz 

extracelular em azul. 

Ao término do período de 21 dias, os pellets de células foram lavados com PBS 0,15 

M, pH 7,2 e fixados com formaldeído 10% por 1 hora. Após a fixação, os pellets foram 

incluídos em parafina conforme descrito no item 4.1. Cortes de 5 µm de espessura foram 

montados em lâminas histológicas e corados por hematoxilina e eosina e foi realizada também 

a coloração com Alcian Blue 8GX, 1%, pH 2,5 (Sigma-Aldrich). Para tanto, as lâminas foram 

desparafinizadas em estufa à 60°C por 15 minutos, seguido por banho em xilol por 14 

minutos. Após desparafinização, as lâminas passaram por uma série gradual de etanol 

(absoluto I e II, 95%, 70%) por um período de 4 minutos em cada banho. Após lavagem em 

água corrente, por 1 minuto, as lâminas foram incubadas com o corante Alcian Blue 1% por 

30 minutos. Após esse período, as lâminas foram lavadas em água corrente por 2 minutos. Os 

núcleos foram contracorados com hematoxilina por 40 segundos. Após lavagem em água 

corrente por 1 minuto e desidratação em séries crescentes de etanol, foi feita a montagem das 

lâminas. As secções dos pellets foram observados ao microscópio de luz e fotografados 

(Olympus BX-41/acoplado a câmera Q-Color3 digital da QImaging). 
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4.11.2. Avaliação da síntese de colágeno total  

O ensaio colorimétrico baseado no Sirius Red (Tullberg-Reinert & Jundt, 1999) foi 

realizado a fim de avaliar a síntese de colágeno total pelas células durante a indução da 

diferenciação condrogênica. A concentração de colágeno sintetizada pelas células ao final do 

tempo de indução foi inferida conforme descrito no item 4.9.1. 

 

4.12. Análise Estatística 

O delineamento experimental adotado foi o inteiramente casualizado, com tratamentos 

em fatorial. Os resultados foram avaliados quanto à normalidade e homocedasticidade 

(programa Sisvar) e posteriormente submetidos à análise de variância (ANOVA). As 

variáveis paramétricas e aquelas normalizadas após transformação logarítmica ou quadrática 

foram analisadas por teste t ou SNK, dependendo da comparação realizada. Nível de 

significância adotado foi 5% (p<0,05) e o programa estatístico utilizado foi o R. Os resultados 

apresentados representam a média ± o desvio padrão. 
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5. RESULTADOS 

 

5.1. Isolamento e cultivo das OFSCs 

 

A fim de permitir a visualização da estrutura histológica do tecido adiposo do qual as 

OFSCs foram obtidas, as bolsas de gordura da pálpebra, removidas durante a blefaroplastia, 

foram incluídas em parafina e os cortes histológicos obtidos foram corados com hematoxilina 

e eosina (Figura 3). 

 

Figura 3. Estrutura histológica das bolsas de gordura da pálpebra. Coloração hematoxilina e eosina. Barra = 300 

µm (A). Barra = 150 µm (B). 

 

Após o processamento enzimático do tecido adiposo presente nas bolsas de gordura 

palpebral, conforme descrito no item 4.3, foi obtida uma população heterogênea de células, 

contendo células aderentes à superfície plástica, de morfologia fibroblastóide e células não 

aderentes, de formato arredondado. Por meio das trocas sucessivas do meio de cultura e 

expansão celular, as células não aderentes, foram removidas ao longo do cultivo. Dessa 

forma, a partir da terceira passagem, obteve-se uma população homogênea de células 

aderentes de formato fibroblastóide, com potencial de autorrenovação e formação de colônias 

(Figura 4). 

 

Figura 4. Aspectos morfológicos das células extraídas das bolsas de gordura da pálpebra humana, na terceira 

passagem. Barra = 100 µm. 
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5.2. Cinética de proliferação das OFSCs nos meios suplementados com SH, PH ou SFB 

 

5.2.1. Taxa de duplicação acumulada e tempo de duplicação da população 

 

Para este ensaio, as OFSCs foram acompanhadas desde seu isolamento e expandidas 

nos três diferentes meios de cultura basal (suplementado com 10% de SFB ou 10% de PH ou 

10% de SH). As culturas confluentes foram contadas, a taxa de duplicação da população de 

cada passagem foi determinada e adicionada a da passagem anterior para cálculo da taxa de 

duplicação acumulada da população. Determinou-se também o tempo de duplicação da 

população (item 4.5.1). 

Por meio da observação microscópica das OFSCs cultivadas nos três diferentes meios 

de cultura, foi possível observar que na presença dos meios de cultura contendo suplementos 

humanos (SH ou PH) as células apresentaram um tamanho menor e maior densidade quando 

comparadas às células cultivadas em meio suplementado com SFB (Figura 5). Quando 

comparados apenas os meios contendo suplementos humanos, observou-se maior densidade 

celular na presença do meio suplementado com SH em todas as passagens. 

 

Figura 5. Aspectos morfológicos das OFSCs, na segunda passagem, durante a determinação da taxa de 

duplicação acumulada e tempo de duplicação da população em meio de cultura suplementado com SFB (A), SH 

(B) ou PH (C).  Foi plaqueado o mesmo número inicial de células. Barras = 150 µm. 

 

Observou-se uma expansão acumulada maior na população de OFSCs cultivadas no 

meio de cultura suplementado com SH em comparação com as células cultivadas nos meios 

suplementados com PH ou SFB (p<0,05). Quando comparados apenas esses dois últimos 

meios, verificou-se que houve expansão acumulada maior na população celular cultivada em 

meio suplementado com PH comparado ao meio suplementado com SFB (p<0,05) (Figura 6). 

Foi possível acompanhar as culturas em meio suplementado com SH até a 12ª 

passagem, enquanto as culturas em meio suplementado com SFB ou PH foram acompanhadas 
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até a 10ª passagem e 8ª passagem, respectivamente, uma vez que a partir dessas passagens as 

células levaram mais de 15 dias para confluir e, assim, as culturas foram descontinuadas. 
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Figura 6. Duplicação acumulada das OFSCs cultivadas em meio de cultura basal suplementado com SFB, SH 

ou PH. Em cada passagem, foram plaqueadas 1x10
5
 células. As culturas confluentes foram contadas, a taxa de 

duplicação da população em cada passagem foi determinada e adicionada a da passagem anterior para cálculo da 

taxa de duplicação acumulada da população. n=3. * meio suplementado com SH versus meio suplementado com 

SFB (p<0,05); 
ϕ
 meio suplementado com SH versus meio suplementado com PH (p<0,05); 

#
 meio suplementado 

com PH versus meio suplementado com SFB (p<0,05). 

 

O tempo de duplicação médio das OFSCs cultivadas em meio de cultura basal 

suplementado com SH foi estimado em 32 horas, das células cultivadas em meio 

suplementado com PH foi 70 horas, já em meio contendo SFB o tempo de duplicação médio 

foi estimado em 89 horas. 

 

5.2.2. Curva de Crescimento 

 

As curvas de crescimento das OFSCs cultivadas nos três diferentes meios de cultura 

basal foram obtidas utilizando o mesmo número inicial de células que foram contadas aos 3, 

5, 7, 9 e 11 dias de cultivo (item 4.5.2). 

Observou-se, nos tempos de 5, 7, 9 e 11 dias, maior proliferação celular no meio de 

cultura suplementado com SH em comparação aos meios suplementados com PH ou SFB 



RESULTADOS 

52 

 

(p<0,05). Quando analisados apenas esses dois últimos meios, observou-se maior proliferação 

celular no meio suplementado com PH nos tempos de 5, 7, 9 e 11 dias (p<0,05) (Figura 7). 
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Figura 7. Curva de crescimento das OFSCs cultivadas em meio de cultura basal suplementado com SFB, SH ou 

PH. No tempo zero, 5x10
3
 células, na 4ª passagem, foram plaqueadas em garrafas de cultura celular T25. Após 

3, 5, 7, 9 e 11 dias de cultivo foi feita a contagem do número de células. n=3. * meio suplementado com SH 

versus meio suplementado com SFB (p<0,05); 
ϕ
 meio suplementado com SH versus meio suplementado com PH 

(p<0,05); 
#
 meio suplementado com PH versus meio suplementado com SFB (p<0,05). 

 

A cinética de proliferação das populações, demonstrada pelas curvas de crescimento, 

mostrou um crescimento inicial acelerado das células cultivadas em meio suplementado com 

SH a partir do 3º dia de cultivo. Enquanto as células cultivadas em meio contendo PH 

apresentaram um crescimento acelerado a partir do 5º dia de cultivo, o que não foi observado 

nas OFSCs cultivadas em SFB em nenhum dos tempos de cultivo pesquisados. Também foi 

possível observar que as células cultivadas em SFB tenderam a estagnar a proliferação a partir 

do 9º dia de cultivo, o que não ocorreu com as células cultivadas nos meios contendo SH ou 

PH, que continuaram a proliferar em todos os tempos de cultivo analisados. 

Esses resultados, aliados aos resultados da taxa de duplicação acumulada e tempo de 

duplicação, indicam maior taxa proliferativa das OFSCs em meio de cultura suplementado 

com SH em comparação aos meios suplementados com PH ou SFB. Esses resultados 

demonstram também que a cinética de proliferação é maior nas células cultivadas em meio 

suplementado com PH em comparação ao SFB. 
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5.3. Viabilidade celular 

 

5.3.1. Avaliação da capacidade de metabolização do MTT 

 

A viabilidade das OFSCs cultivadas nos três diferentes meios de cultura basal foram 

mensuradas pelo ensaio de MTT em tempos de cultivo definidos conforme descrito no item 

4.6.  

Os cristais de formazan formados foram analisados em microscópio de luz e 

fotografados. Verificou-se que os cristais de formazan produzidos pelas células cultivadas em 

meio suplementado com PH eram maiores e apresentavam coloração mais forte quando 

comparados com os cristais produzidos pelas células cultivadas em SH ou SFB. Foi possível 

observar também maior quantidade de cristais de formazan nas culturas contendo SH como 

suplemento (Figura 8). 

 

Figura 8: Visualização dos cristais de formazan produzidos no ensaio de MTT pelas OFSCs cultivadas em meio 

de cultura suplementado com SFB (A), SH (B) ou PH (C). Foram semeadas 5×10
2
 células/poço em placas de 24 

poços. Após 14 dias de cultivo, os cristais formados, durante o ensaio de MTT, foram fotografados. Barras = 50 

µm. 

 

No tempo de 7 dias, observou-se que a metabolização do MTT foi maior no meio de 

cultura suplementado com SH em comparação aos meios suplementados com PH ou SFB 

(p<0,05). Nos tempos de 14 e 21 dias, a metabolização do MTT foi maior nas OFSCs 

cultivadas em meio suplementado com SH ou PH em comparação com as células mantidas 

em meio contendo SFB (p<0,05). Sendo que, no tempo de 21 dias de cultivo, a metabolização 

do MTT foi maior no meio de cultura suplementado com PH em comparação ao meio 

suplementado com SH (p<0,05) (Figura 9). 
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Figura 9. Representação gráfica da metabolização do MTT pelas OFSCs cultivadas em meios de cultura 

suplementado com SFB, SH ou PH. Foram semeadas 5×10
2
 células/poço em placas de 24 poços. Após 1, 7, 14 e 

21 dias de cultivo foi realizado o ensaio de MTT, os cristais de formazan formados foram solubilizados e a 

densidade ótica mensurada. n= 3; * meio suplementado com SH versus meio suplementado com SFB (p<0,05); 
ϕ
 

meio suplementado com SH versus meio suplementado com PH (p<0,05); 
#
 meio suplementado com PH versus 

meio suplementado com SFB (p<0,05). 

 

5.4. Atividade da fosfatase alcalina  

 

Foi realizado o ensaio de BCIP/NBT com o intuito de avaliar a atividade da FA nos 

meios suplementados com SH, PH ou SFB. Neste ensaio, forma-se um precipitado púrpura 

quando a FA cliva o grupamento fosfato presente no BCIP produzindo um próton que reduz o 

NBT. Esse precipitado foi diluído e a densidade ótica mensurada. Em paralelo ao ensaio de 

BCIP/NBT, foi feita a contagem do número de células. O valor da densidade ótica foi 

dividido pelo número de células contado em cada tempo de cultivo como critério de 

normalização. 

Foi observado que a atividade da FA foi maior nas OFSCs cultivadas em meio de 

cultura suplementado com SH em comparação às células cultivadas nos meios suplementados 

com PH e SFB nos tempos de 7, 14 e 21 dias de cultivo (p<0,05). Além disso, as células 

cultivadas em meio suplementado com PH apresentaram maior atividade da fosfatase alcalina 

em comparação com as OFSCs cultivadas no meio suplementado com SFB nos tempos de 7 e 

21 dias de cultivo (p<0,05) (Figura 10). 
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Figura 10. Representação gráfica da atividade da fosfatase alcalina nas culturas de OFSCs cultivadas na 

presença de meio suplementado com SFB, SH ou PH. Foram semeadas 5×10
2
 células/poço em placas de 24 

poços.  Após 7, 14 e 21 dias de cultivo foi realizado o ensaio de BCIP/NBT. O precipitado púrpura formado foi 

solubilizado e a densidade ótica mensurada. O valor da densidade ótica foi dividido pelo número de células 

contado em cada tempo de cultivo como critério de normalização. n= 3; * meio suplementado com SH versus 

meio suplementado com SFB (p<0,05); 
ϕ
 meio suplementado com SH versus meio suplementado com PH 

(p<0,05); 
#
 meio suplementado com PH versus meio suplementado com SFB (p<0,05). 

 

5.5. Isolamento e cultivo dos fibroblastos 

 

Amostras da pele da pálpebra foram incluídas em parafina e coradas com hematoxilina 

e eosina a fim de permitir a análise histológica do tecido do qual foram extraídos os 

fibroblastos (Figura 11).  

Nos cortes histológicos referentes a dois pacientes foi observada a presença de uma 

pequena quantidade de tecido adiposo subcutâneo que não era visível macroscopicamente 

(Figura 11-A). Nos cortes histológicos da pele dos outros três pacientes não foi observado 

tecido adiposo subcutâneo (Figura 11-B).  
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Figura 11.  Cortes histológicos da pele da pálpebra corados com hematoxilina e eosina. Na fotomicrografia A, é 

possível observar a presença de uma pequena quantidade de tecido adiposo subcutâneo (*). Na fotomicrografia 

B, ausência de tecido adiposo subcutâneo. Barras = 300 µm. 

 

Os fibroblastos foram extraídos da pele da pálpebra conforme descrito no item 4.4. Os 

pedaços de tecido e a fração celular resultantes da digestão com colagenase foram colocados 

em cultivo em meio suplementado com SH. A escolha por este meio de cultura se baseou nos 

experimentos acima, que demonstraram maior cinética de proliferação celular na presença 

desse suplemento. Assim, o SH foi utilizado na suplementação do meio de cultura de todos os 

demais resultados apresentados neste trabalho. 

Assim como na cultura primária das OFSCs, o processamento da pele palpebral 

resultou em uma população heterogênea de células, com células aderentes à superfície 

plástica, de morfologia fibroblastóide e células arredondadas não aderentes. Estas foram 

removidas, ao longo do cultivo, por meio da troca do meio de cultura e expansão celular. A 

partir da terceira passagem obteve-se uma população homogênea de células que compartilham 

com as OFSCs as seguintes características: aderência à superfície plástica, morfologia 

fibroblastóide, potencial de autorrenovação e formação de colônias (Figura 12). 

 

Figura 12. Aspectos morfológicos dos fibroblastos extraídos da pele da pálpebra humana, na terceira passagem. 

Barra = 100 µm. 

* 
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5.6. Cinética de proliferação dos fibroblastos e OFSCs 

 

5.6.1. Taxa de duplicação acumulada e tempo de duplicação da população de 

fibroblastos e OFSCs 

 

Para este ensaio, os fibroblastos e as OFSCs, do mesmo paciente, foram 

acompanhadas desde seu isolamento. As culturas confluentes foram contadas, a taxa de 

duplicação da população de cada passagem foi determinada e adicionada a da passagem 

anterior para cálculo da taxa de duplicação acumulada da população. Determinou-se também 

tempo de duplicação das populações (item 4.5.1). 

A duplicação acumulada da população foi maior nas OFSCs em comparação aos 

fibroblastos apenas na passagem 3 (p<0,05). Nas demais passagens, não houve diferenças em 

relação à taxa de duplicação acumulada entre as populações de OFSCs e fibroblastos (Figura 

13). 
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Figura 13. Duplicação acumulada das populações de OFSCs e fibroblastos. Em cada passagem, foram 

plaqueadas 1x10
5
 células. As culturas confluentes foram contadas, a taxa de duplicação da população de cada 

passagem foi determinada e adicionada a da passagem anterior para cálculo da taxa de duplicação acumulada da 

população. n=3; * OFSCs versus fibroblastos (p<0,05). 

 O tempo de duplicação médio dos fibroblastos foi estimado em 43 horas e das OFSCs 

46 horas. 

 

5.6.2. Curva de Crescimento dos fibroblastos e OFSCs 

 

As curvas de crescimento dos fibroblastos e OFSCs foram obtidas por meio da 

contagem do número de células em tempo definidos (item 4.5.2). 
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A cinética de proliferação das duas populações celulares, demonstrada pelas curvas de 

crescimento, não mostraram diferenças entre a capacidade proliferativa das OFSCs e dos 

fibroblastos (Figura 14). 
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Figura 14. Curva de crescimento das OFSCs e fibroblastos. No tempo zero, 5x10
3
 células, na 4ª passagem, 

foram plaqueadas em garrafas de cultura celular T25. Após 3, 5, 7, 9 e 11 dias de cultivo foi feita a contagem do 

número de células. n=3. 

 

5.7. Atividade da fosfatase alcalina nos fibroblastos e OFSCs 

 

Foi realizado o ensaio de BCIP/NBT com o intuito de avaliar a atividade da fosfatase 

alcalina nos fibroblastos e OFSCs (item 4.7). 

O precipitado púrpura formado foi analisado em microscópio de luz e fotografado 

(Figura 15). Foi possível observar que a atividade da FA é praticamente inexistente nos 

fibroblastos em contraste com as OFSCs, que apresentaram elevados níveis de atividade dessa 

enzima (p<0,05) (Figura 16). 

 

Figura 15. Fotomicrografias das OFSCs (A) e fibroblastos (B) durante o ensaio de BCIP/NBT. Foram semeadas 

5×10
2
 células/poço em placas de 24 poços, após 7 dias de cultivo foi realizado o ensaio de BCIP/NBT. É 

possível observar em A, o precipitado púrpura produzido pelas OFSCs. Barras = 150 µm. 
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Figura 16. Representação gráfica da atividade da fosfatase alcalina nas culturas de OFSCs e fibroblastos. Foram 

semeadas 5×10
2
 células/poço em placas de 24 poços.  Após 7, 14 e 21 dias de cultivo foi realizado o ensaio de 

BCIP/NBT. O precipitado púrpura formado foi solubilizado e a densidade ótica mensurada. O valor da densidade 

ótica foi dividido pelo número de células contado em cada tempo de cultivo como critério de normalização. n= 3; 

* OFSCs versus fibroblastos (p<0,05). 

 

5.8. Caracterização do imunofenótipo das OFSCs e fibroblastos 

 

Na quarta passagem, foi feita a análise do imunofenótipo das populações de OFSCs e 

fibroblastos (item 4.8) e, a seguir, estão representados os histogramas das populações 

celulares. As populações de células analisadas foram determinadas a partir dos gráficos de 

tamanho versus granulosidade obtido de células sem nenhum tipo de marcação (população R1 

- Figura 1).  

As análises dos histogramas (Figura 17) demonstraram que 100% das OFSCs 

expressaram os antígenos CD73, CD105, CD166 e HLA-ABC; 99,8% expressaram CD9 e; 

98,5% expressaram CD90. Em relação aos fibroblastos (Figura 18), 100% deles expressaram 

CD73, CD90 e HLA-ABC; 99,6% expressaram CD166; 99,3% expressaram CD105 e 93% 

expressaram CD9. Já os marcadores de superfície CD34, CD19, CD14, CD45 e HLA-DR 

foram expressos em menos de 2% da população de OFSCs (Figura 17) e fibroblastos (Figura 

18). 
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Figura 17. Análise imunofenotípica das OFSCs por meio de citometria de fluxo. Os histogramas apresentam o 

número de eventos versus intensidade de fluorescência. A curva cinza é o controle negativo e a curva preta 

representa a população de células avaliadas para cada marcador específico (o deslocamento para direita indica a 

existência de maior marcação) (A). O gráfico de barras demonstra a quantificação do percentual de células 

positivas para cada marcador avaliado (B). 
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Figura 18. Análise imunofenotípica dos fibroblastos por meio de citometria de fluxo. Os histogramas 

apresentam o número de eventos versus intensidade de fluorescência. A curva cinza é o controle negativo da 

fluorescência e a curva preta representa a população de células avaliadas para cada marcador específico (o 

deslocamento para direita indica a existência de maior marcação) (A). O gráfico de barras demonstra a 

quantificação do percentual de células positivas para cada marcador avaliado (B). 
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Na figura 19, é possível visualizar a representação gráfica do percentual de OFSCs e 

fibroblastos positivos para cada marcador. Houve diferença quanto à expressão de CD9 entre 

as duas populações analisadas, sendo que as OFSCs apresentaram maior percentual de 

expressão desse marcador de superfície em comparação aos fibroblastos (p<0,05). 

 

Figura 19. Representação gráfica da quantificação do percentual de células positivas para cada marcador 

avaliado. n= 3; * OFSCs versus fibroblastos (p<0,05). 

 

5.9. Indução da diferenciação osteogênica 

 

As OFSCs e fibroblastos foram induzidos à diferenciação osteogênica por meio do 

cultivo em meio de cultura contendo fatores indutores por 21 dias (item 4.9). A fim de 

comprovar a diferenciação osteogênica, foram realizados os seguintes ensaios: avaliação da 

atividade da fosfatase alcalina (item 4.9.2), dosagem de colágeno total pela coloração de 

Sirius Red (item 4.9.1), avaliação da deposição de cálcio pela coloração com Alizarin Red S 

(item 4.9.4), detecção de mineralização pela coloração de von Kossa (item 4.9.3) e análise da 

expressão gênica de FA, osteopontina e colágeno tipo I (item 4.9.5). Os resultados de cada 

ensaio estão apresentados a seguir. 

 

5.9.1. Avaliação da síntese de colágeno total  

 

O ensaio colorimétrico baseado no Sirius Red (item 4.9.1) foi realizado a fim de 

avaliar a síntese de colágeno pelas células após 1, 7, 14 e 21 dias de indução da diferenciação 

osteogênica.  
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Foi possível observar que houve maior produção de colágeno nas OFSCs cultivadas 

em meio osteogênico em comparação às OFSCs cultivadas no meio de cultura basal nos 

tempos de 7, 14 e 21 dias (p<0,05) (Figura 20).  
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Figura 20. Representação gráfica da quantidade de colágeno sintetizada pelas OFSCs durante a indução da 

diferenciação osteogênica. As OFSCs, na quarta passagem, foram plaqueadas na concentração de 5x10
2 

células/poço em placas de 24 poços. Após 1, 7, 14 e 21 dias de cultivo foi realizado o ensaio colorimétrico 

baseado no Sirius Red e a concentração de colágeno sintetizada ao final de cada tempo de cultura foi inferida. n= 

3; * células cultivadas em meio osteogênico versus células cultivadas em meio basal (p<0,05). 

 

Em contraposição, não houve diferenças na síntese de colágeno total entre os 

fibroblastos cultivados no meio osteogênico em relação ao seu controle (Figura 21). 
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Figura 21. Representação gráfica da quantidade de colágeno sintetizada pelos fibroblastos durante a indução da 

diferenciação osteogênica. Os fibroblastos, na quarta passagem, foram plaqueadas na concentração de 5x10
2 

células/poço em placas de 24 poços. Após 1, 7, 14 e 21 dias de cultivo foi realizado o ensaio colorimétrico 

baseado no Sirius Red e a concentração de colágeno sintetizada ao final de cada tempo de cultura foi inferida. n= 

3. 

 

5.9.2. Avaliação da atividade da fosfatase alcalina  
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A atividade da FA durante a diferenciação osteogênica foi avaliada até o 21º dia de 

indução, pelo ensaio de BCIP-NBT (item 4.9.2). 

Foi possível observar que, no sétimo dia de indução da diferenciação, a atividade da 

FA foi maior nas OFSCs cultivadas no meio osteogênico em relação ao seu controle (células 

cultivadas no meio basal), sendo que o contrário ocorreu nos outros tempos de cultivo 

(p<0,05) (Figura 22).  

Verificou-se também que as OFSCs cultivadas no meio osteogênico apresentaram o 

nível mais elevado de atividade da FA no sétimo dia, sendo que o nível de atividade da 

enzima diminuiu nos tempos de 14 e 21 dias de indução da diferenciação osteogênica. 
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Figura 22. Representação gráfica da atividade da fosfatase alcalina nas culturas de OFSCs durante a indução da 

diferenciação osteogênica. Foram semeadas 5×10
2
 células/poço em placas de 24 poços.  Após 7, 14 e 21 dias de 

cultivo foi realizado o ensaio de BCIP/NBT. O precipitado púrpura formado foi solubilizado e a densidade ótica 

mensurada. O valor da densidade ótica foi dividido pelo número de células contado em cada tempo de cultivo 

como critério de normalização. n= 3; * células cultivadas em meio osteogênico versus células cultivadas em 

meio basal (p<0,05). 

 

Em relação aos fibroblastos, observou-se que ambos os grupos, induzidos ou não à 

diferenciação, apresentaram baixos níveis de atividade da FA (Figura 23). A atividade desta 

enzima foi maior no grupo de fibroblastos cultivados no meio osteogênico, quando 

comparado com seu controle, apenas no 21º dia de indução da diferenciação (p<0,05). 
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Figura 23. Representação gráfica da atividade da fosfatase alcalina nas culturas de fibroblastos durante a 

indução da diferenciação osteogênica. Foram semeadas 5×10
2
 células/poço em placas de 24 poços.  Após 7, 14 e 

21 dias de cultivo foi realizado o ensaio de BCIP/NBT. O precipitado púrpura formado foi solubilizado e a 

densidade ótica mensurada. O valor da densidade ótica foi dividido pelo número de células contado em cada 

tempo de cultivo como critério de normalização. n= 3; * células cultivadas em meio osteogênico versus células 

cultivadas em meio basal (p<0,05). 

 

5.9.3. Avaliação da mineralização  

 

Para avaliar a presença de nódulos de mineralização, foi realizada a coloração pelo 

método de von Kossa (item 4.9.3) após 21 dias de indução da diferenciação osteogênica. 

A presença de nódulos de mineralização, representada por coloração negra ou marrom, 

foi observada apenas no grupo de OFSCs cultivadas em meio de cultura osteogênico (Figura 

24-B). Já os fibroblastos cultivados no meio indutor osteogênico (Figura 25-B) não 

apresentaram mineralização da matriz extracelular assim como os grupos controles (Figuras 

24-A e 25-A). 
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Figura 24. Fotomicrografias das OFSCs coradas pelo método de von Kossa. OFSCs cultivadas em meio de 

cultura basal (A) e em meio indutor osteogênico (B) por 21 dias. Barras = 150 µm. 

 

 

Figura 25. Fotomicrografias dos fibroblastos corados pelo método de von Kossa. Fibroblastos cultivados em 

meio de cultura basal (A) e em meio indutor osteogênico (B) por 21 dias. Barras = 150 µm. 

 

5.9.4. Avaliação da deposição de cálcio  

 

A avaliação da deposição de cálcio durante indução da diferenciação osteogênica foi 

feita por meio da coloração com Alizarin Red S (item 4.9.4). 

Foi possível verificar que apenas as OFSCs cultivadas na presença do meio indutor 

osteogênico apresentaram matriz extracelular rica em cálcio, representada pela coloração 

vermelha, após 21 dias de indução da diferenciação (Figura 26-B). Os fibroblastos cultivados 

em meio osteogênico (Figura 27-B), assim como os grupos controles (Figuras 26-A e 27-A), 

não apresentaram matriz extracelular calcificada. 
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Figura 26. Fotomicrografias das OFSCs coradas com Alizarin Red S. OFSCs cultivados em meio de cultura 

basal (A) e em meio indutor osteogênico (B) por 21 dias. Barras = 150 µm. 

 

 

Figura 27. Fotomicrografias dos fibroblastos corados com Alizarin Red S. Fibroblastos cultivados em meio de 

cultura basal (A) e em meio indutor osteogênico (B) por 21 dias. Barras = 150 µm. 

 

5.9.5. Análise da expressão gênica de FA, osteopontina e colágeno tipo I  

 

Após 21 dias de indução da diferenciação osteogênica, foi realizada a PCR a fim de 

comprovar a diferenciação por meio da amplificação específica de fragmentos dos genes FA, 

osteopontina e colágeno tipo I. Como controle interno da reação foi utilizado o gene GAPDH 

(item 4.9.5). 

Bandas referentes à amplificação do segmento gênico de FA foram detectadas nas 

OFSCs cultivadas no meio de cultura basal e no meio indutor osteogênico, sendo que houve 

um aumento qualitativo na expressão de FA nas OFSCs cultivadas no meio osteogênico. Em 

contrapartida, não foram observadas bandas referentes à amplificação do segmento gênico de 

FA nos fibroblastos cultivados no meio basal. Foi possível visualizar uma leve banda 

referente à amplificação do segmento gênico de FA nos fibroblastos cultivados no meio 

osteogênico (Figura 28). 
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Figura 28. Detecção da expressão de fosfatase alcalina, por PCR, nas OFSCs e fibroblastos cultivados em meio 

de cultura basal e em meio osteogênico por 21 dias. CN: Controle negativo da reação. GAPDH é controle interno 

da reação. 

 

Foram detectadas bandas referentes à amplificação do segmento gênico da 

osteopontina apenas nas OFSCs cultivadas no meio osteogênico e nos fibroblastos cultivados 

no meio basal. Já as OFSCs cultivadas no meio de cultura basal e os fibroblastos cultivados 

no meio osteogênico não apresentaram bandas referentes à amplificação do segmento gênico 

da osteopontina (Figura 29). 

 

Figura 29. Detecção da expressão de osteopontina, por PCR, nas OFSCs e fibroblastos cultivados em meio de 

cultura basal e em meio osteogênico por 21 dias. CN: Controle negativo da reação. GAPDH é controle interno da 

reação. 

 

Em contraste, as OFSCs e fibroblastos cultivados nos dois meios de cultura (basal e 

osteogênico) apresentaram expressão gênica de colágeno tipo I (Figura 30). 



RESULTADOS 

69 

 

 

Figura 30. Detecção da expressão de colágeno tipo I, por PCR, nas OFSCs e fibroblastos cultivados em meio de 

cultura basal e em meio osteogênico por 21 dias. CN: Controle negativo da reação. GAPDH é controle interno da 

reação. 

 

5.10. Indução da diferenciação adipogênica 

 

As OFSCs e fibroblastos foram induzidos à diferenciação adipogênica por meio do 

cultivo em meio de cultura contendo fatores indutores por 21 dias (item 4.10). A fim de 

comprovar a diferenciação adipogênica, foram realizados os seguintes ensaios: detecção do 

acúmulo intracelular de lipídeos e análise da expressão gênica de PPARG2, GLUT 4 e 

leptina. Os resultados de cada ensaio estão apresentados a seguir. 

 

5.10.1. Detecção do acúmulo intracelular de lipídeos  

 

A fim de confirmar a diferenciação adipogênica por meio da coloração de lipídeos 

presentes no interior das células foi realizada a coloração com Oil Red O após 21 dias de 

indução da diferenciação (item 4.10.1). 

Foi possível observar a presença de lipídeos intracelulares apenas nas OFSCs 

cultivadas no meio adipogênico (Figuras 31-B e 31-D). Em contraposição, os fibroblastos 

cultivados em meio adipogênico (Figura 32-B e 32-D), assim como os grupos controles 

(Figuras 31-A, 31-C, 32-A e 32-C), não apresentaram acúmulo intracelular de lipídeos. 
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Figura 31. Indução da diferenciação adipogênica das OFSCs. Fotomicrografias das OFSCs do grupo controle, 

cultivadas em meio de cultura basal por 21 dias, antes (A) e após (C) a coloração com Oil Red O. 

Fotomicrografias das OFSCs cultivadas em meio indutor adipogênico, por 21 dias, antes (B) e após (D) a 

coloração com Oil Red O. Barras = 50 µm. 

 

Figura 32. Indução da diferenciação adipogênica dos fibroblastos. Fotomicrografias dos fibroblastos do grupo 

controle, cultivadas em meio de cultura basal, por 21 dias, antes (A) e após (C) a coloração com Oil Red O. 

Fotomicrografias dos fibroblastos cultivados em meio indutor adipogênico, por 21 dias, antes (B) e após (D) a 

coloração com Oil Red O. Barras = 50 µm. 
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5.10.2. Análise da expressão gênica de leptina, GLUT 4 e PPARG2  

 

Após 21 dia de indução da diferenciação adipogênica, foi realizada a PCR a fim de 

comprovar a diferenciação por meio da amplificação específica de fragmentos dos genes 

leptina, GLUT 4 e PPARG2. Como controle interno da reação foi utilizado o gene GAPDH 

(item 4.10.2). 

Houve expressão gênica de PPARG2 (Figura 33) e GLUT 4 (Figura 34) apenas nas 

OFSCs cultivadas no meio indutor adipogênico. Em contraste, não foram detectadas bandas 

referentes à amplificação dos segmentos gênicos de PPARG2 e GLUT 4 nas OFSCs 

cultivadas no meio basal, assim como nos fibroblastos cultivados no meio basal e no meio 

adipogênico. 

 

Figura 33. Detecção da expressão de PPARG2, por PCR, nas OFSCs e fibroblastos cultivados em meio de 

cultura basal e em meio adipogênico por 21 dias. CN: Controle negativo da reação. GAPDH é controle interno 

da reação. 

 

Figura 34. Detecção da expressão de GLUT 4, por PCR, nas OFSCs e fibroblastos cultivados em meio de 

cultura basal e em meio adipogênico por 21 dias. CN: Controle negativo da reação. GAPDH é controle interno 

da reação. 

 

Observou-se que houve expressão gênica de leptina apenas nas OFSCs cultivadas no 

meio adipogênico já que não foi detectada banda referente à amplificação do segmento gênico 

de leptina nas OFSCs cultivadas no meio basal. Em contraposição, houve expressão gênica de 

leptina nos fibroblastos cultivados tanto no meio basal quanto no meio indutor adipogênico 

(Figura 35). 
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Figura 35. Detecção da expressão de leptina, por PCR, nas OFSCs e fibroblastos cultivados em meio de cultura 

basal e em meio adipogênico por 21 dias. CN: Controle negativo da reação. GAPDH é controle interno da 

reação. 

 

5.11. Indução da diferenciação condrogênica 

 

Para promover a diferenciação condrogênica, as OFSCs e fibroblastos, na 4
a
 

passagem, foram cultivados em um sistema de pellet de células, por 21 dias, na presença do 

meio indutor (item 4.11). Após esse período, observou-se que os pellets dos fibroblastos 

apresentaram tamanho menor em relação aos pellets das OFSCs (Figura 36). Os ensaios para 

comprovar a diferenciação condrogênica foram realizados ao término do período de indução e 

estão descritos a seguir. 

 

Figura 36. Pellets formados pelas OFSCs (à esquerda) e fibroblastos (à direita) após 21 dias de indução da 

diferenciação condrogênica. 

 

5.11.1 Avaliação da deposição de proteoglicanos  

 

Após 21 dias de indução da diferenciação condrogênica, os pellets foram incluídos em 

parafina e os cortes histológicos obtidos foram corados com hematoxilina e eosina e também 

com Alcian Blue, a fim de visualizar a deposição de proteoglicanos. 
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Verificou-se que tanto os pellets formados pelas OFSCs (Figura 37) quanto os pellets 

formados pelos fibroblastos (Figura 38) apresentaram marcação positiva para a coloração de 

Alcian Blue, evidenciando a deposição de proteoglicanos na matriz extracelular. 

 

 

Figura 37. Pellets formados pelas OFSCs após 21 dias de indução da diferenciação condrogênica. Coloração 

hematoxilina e eosina (A) e Alcian Blue (B e C). Barras = 150 µm (A e C). Barra = 300 µm (B). 

 

 

Figura 38. Pellets formados pelos fibroblastos após 21 dias de indução da diferenciação condrogênica. 

Coloração com hematoxilina e eosina (A) Alcian Blue (B e C). Barras = 150 µm. 

 

5.11.2. Avaliação da síntese de colágeno total  

 

O ensaio colorimétrico baseado no Sirius Red foi realizado a fim de avaliar a síntese 

de colágeno total pelas OFSCs e fibroblastos durante a indução da diferenciação condrogênica 

(item). 

Foi observado aumento da síntese de colágeno total nas OFSCs induzidas à 

diferenciação condrogênica em comparação ao seu grupo controle nos tempos de 14 e 21 dias 

(p<0,05) (Figura 39). 
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Figura 39. Representação gráfica da quantidade de colágeno sintetizada pelas OFSCs durante a indução da 

diferenciação condrogênica. As OFSCs, na quarta passagem, foram plaqueadas na concentração de 5x10
2 

células/poço em placas de 24 poços. Após 1, 7, 14 e 21 dias de cultivo foi realizado o ensaio colorimétrico 

baseado no Sirius Red e a concentração de colágeno sintetizada ao final de cada tempo de cultura foi inferida. n= 

3; * células cultivadas em meio condrogênico versus células cultivadas em meio basal (p<0,05). 

 

Também foi observado aumento na síntese de colágeno total nos fibroblastos 

cultivados em meio indutor condrogênico em comparação ao seu controle nos tempos de 14 e 

21 dias de indução da diferenciação (p<0,05) (Figura 40). 
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Figura 40. Representação gráfica da quantidade de colágeno sintetizada pelos fibroblastos durante a indução da 

diferenciação condrogênica. Os fibroblastos, na quarta passagem, foram plaqueadas na concentração de 5x10
2 

células/poço em placas de 24 poços. Após 1, 7, 14 e 21 dias de cultivo foi realizado o ensaio colorimétrico 

baseado no Sirius Red e a concentração de colágeno sintetizada ao final de cada tempo de cultura foi inferida. n= 

3; * células cultivadas em meio condrogênico versus células cultivadas em meio basal (p<0,05). 
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6. DISCUSSÃO 

As bolsas de gordura da pálpebra representam uma fonte potencial de células-tronco 

para utilização na medicina regenerativa, com amplas possibilidades de uso terapêutico 

podendo ser aplicadas clinicamente a uma série de doenças oculares (Korn et al., 2009). 

As OFSCs apresentam algumas vantagens para emprego no campo da medicina 

regenerativa, tendo em vista a facilidade de obtenção das bolsas de gordura da pálpebra. Estas 

são, geralmente, removidas e descartadas durante a blefaroplastia, que é um procedimento 

cirúrgico pouco invasivo, rápido e que requer o uso de anestesia local. Atualmente, é 

crescente o número de pessoas que recorrem a esse tipo de cirurgia plástica a fim de reverter 

os sinais de envelhecimento das estruturas palpebrais (Ishizuka, 2012). Além dessa facilidade 

de obtenção, as OFSCs podem ser uma fonte autóloga de células para uso na medicina 

regenerativa.  

Após o processamento enzimático das bolsas de gordura palpebral obteve-se uma 

população de células aderentes à superfície plástica, de morfologia fibroblastóide, com 

potencial de autorrenovação e formação de colônias, corroborando com os dados de Korn et 

al. (2009) e Ho et al. (2011). 

Foi proposta a utilização de meio de cultura contendo suplementos humanos em 

substituição ao soro fetal bovino (SFB) tendo em vista que a ausência de elementos 

xenobióticos em culturas celulares é preconizada pelos protocolos de Boas Práticas de 

Manipulação como uma das formas seguras para utilização terapêutica das células-tronco 

(Lindroos et al., 2011). Dessa forma, diversos estudos vêm sendo conduzidos na tentativa de 

substituir o SFB por suplementos livres de componentes animais (Lin et al., 2005; Pérez-

Ilzarbe et al., 2009; Cho et al., 2011; Paula et al., 2013; Gottipamula et al., 2013).   

Todos os trabalhos existentes na literatura, até o momento, envolvendo as OFSCs 

utilizaram meio DMEM suplementado com 10% SFB ou meio MesenPro, que contém 2% de 

SFB (Korn et al., 2009; Ho et al., 2011; Chien et al., 2012; Lee et al., 2013; Ong et al., 2013). 

Gregory et al. (2006), demonstraram que ocorre acúmulo intracelular de antígenos bovinos 

pelas células-tronco mesenquimais (MSCs) mesmo quando estas são cultivadas em meio 

contendo baixas concentrações de SFB como 2%. A internalização ou aderência de proteínas 

xenogênicas à superfície celular pode provocar reações imunológicas severas quando 

transplantadas (Selvaggi et al., 1997). Além disso, o SFB pode conter endotoxinas e ser uma 

fonte de vírus, bactérias e príons (Mannello & Tonti, 2007). 
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No presente estudo, avaliou-se a capacidade de expansão das OFSCs em meio de 

cultura suplementado com pool de soro alogênico humano (SH) ou plasma alogênico humano 

(PH) em comparação ao meio contendo SFB. O plasma e o soro humano são boas alternativas 

para substituir o SFB devido à disponibilidade desses suplementos e à possibilidade de 

realização de testes para patógenos humanos antes da utilização no cultivo e transplante 

celular (Aldahmash et al., 2011). O emprego desses suplementos também justificam-se, uma 

vez que a expressão dos antígenos do sistema ABO e outros antígenos de superfície baseados 

em proteínas e carboidratos não são detectáveis em MSCs, permitindo a substituição do SFB 

por soro de qualquer grupo sanguíneo (Schäfer et al., 2011). 

Foi observado que as OFSCs mantiveram o formato fibroblastóide, a capacidade de 

formar colônias e a aderência à superfície plástica na presença dos três meios de cultura 

analisados (SH, PH ou SFB). Entretanto, na presença dos meios de cultura contendo 

suplementos humanos, as células apresentaram um tamanho menor quando comparadas às 

células cultivadas em SFB. Outros trabalhos também demonstraram tamanho menor das 

células-tronco derivadas do tecido adiposo obtidas a partir do lipoaspirado (hASCs) 

cultivadas em meio suplementado com pool de soro alogênico humano, soro humano AB ou 

plasma rico em plaquetas – trombina ativadas quando comparadas com as hASCs mantidas 

em meio suplementado com SFB (Kocaoemer et al., 2007; Paula et al., 2013). Da mesma 

forma, Isaac et al. (2011), demonstraram que fibroblastos cultivados em meio contendo soro 

humano apresentavam tamanho menor quando comparados com fibroblastos cultivados em 

meio suplementado com SFB. 

As culturas de OFSCs em meio de cultura suplementado com SH ou PH apresentaram-

se mais densas que as culturas em meio contendo SFB em todas as passagens. Quando 

comparados apenas os meios contendo suplementos humanos, observou-se maior densidade 

celular na presença do meio suplementado com SH. O tempo de duplicação médio das células 

cultivadas em meio com SH, PH ou SFB foi estimado em 32, 70 e 89 horas respectivamente. 

Paula et al. (2013), também observaram maior densidade celular e menor tempo de duplicação 

das hASCs cultivadas em meio suplementado com pool de soro alogênico humano em 

comparação às células cultivadas em meio contendo SFB. 

A expansão acumulada das OFSCs cultivadas em meio suplementado com SH foi 

maior do que em meio suplementado com PH, que por sua vez, foi maior do que em meio 

contendo SFB. Da mesma forma, a cinética de proliferação das populações, demonstrada 
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pelas curvas de crescimento, mostraram maior proliferação celular no meio suplementado 

com SH quando comparado ao meio contendo PH, que por sua vez, levou a maior 

proliferação celular do que o meio suplementado com SFB. Verificou-se então, no presente 

trabalho, uma cinética acelerada de proliferação das OFSCs, obtidas a partir de um pequeno 

volume de tecido adiposo, nos meios de cultura contendo suplementos humanos, 

principalmente o SH. Essa taxa de proliferação acelerada implica em tempo de cultura mais 

curto necessário para obter quantidade de células requerida para transplante, o que torna essas 

condições de cultivo de MSCs humanas ainda mais apropriadas para utilização clínica. 

Os achados descritos acima são semelhantes aos de outros estudos, que demonstraram 

maior taxa de proliferação das hASCs e das MSCs derivadas da medula óssea, vilosidades 

coriônicas ou polpa dental em meios contendo suplementos humanos em comparação aos 

meios contendo SFB (Kocaoemer et al., 2007; Goedecke et al., 2011; Poloni et al., 2012 e 

Pisciotta et al., 2012). Entretanto, estudo de Lindroos et al. (2010), demonstrou que as hASCs 

apresentavam níveis compatíveis de proliferação em meios suplementados com 15% de soro 

humano ou 10% de SFB.  Em outros estudos, não foram observadas diferenças na taxa 

proliferativa de MSCs imortalizadas ou derivadas da medula óssea e fibroblastos em meio 

suplementado com soro alogênico humano em comparação ao meio contendo SFB (Bieback 

et al., 2009; Pérez-Ilzarbe et al., 2009; Aldahmash et al., 2011; Isaac et al., 2011). Os achados 

do presente estudo contrariam também o trabalho de Lin et al. (2005), no qual não foram 

observadas diferenças na taxa de proliferação das MSCs derivadas da medula óssea quando 

cultivadas na presença de meio suplementado com plasma humano, soro humano ou SFB.  

As OFSCs cultivadas em meio de cultura basal, contendo os três tipos de suplementos, 

foram capazes de metabolizar o MTT e produzir cristais de formazan indicando a viabilidade 

dessas células nos três meios avaliados. Obteve-se maior quantidade de cristais de formazan e 

maior densidade ótica nas culturas contendo SH como suplemento em comparação ao SFB. 

Esse resultado provavelmente se deve ao maior número de células presentes nas culturas com 

SH, corroborando com a maior proliferação observada para as OFSCs neste meio em relação 

ao meio contendo SFB, uma vez que, o número de células viáveis é diretamente proporcional 

à quantidade de cristais de formazan produzidos. 

Entretanto, verificou-se que, embora as culturas contendo PH apresentassem menor 

quantidade de células em comparação com as culturas contendo SH, não houve diferenças na 

densidade ótica entre essas culturas no tempo de 14 dias. Sendo que, no tempo de 21 dias de 
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cultivo, a metabolização do MTT foi maior no meio de cultura suplementado com PH em 

comparação ao meio suplementado com SH. Esse resultado provavelmente se deve ao fato de 

que os cristais de formazan produzidos pelas células cultivadas em meio suplementado com 

PH eram maiores e apresentavam coloração mais forte quando comparados com os cristais 

produzidos pelas células cultivadas em SH ou SFB. Esse achado indica maior atividade 

metabólica das OFSCs cultivadas em meio suplementado com PH, provavelmente devido ao 

cloreto de cálcio utilizado durante o processamento do plasma. No entanto, esse efeito do 

cálcio na ativação celular não foi avaliado. 

A fosfatase alcalina é um dos marcadores de indiferenciação das células-tronco 

embrionárias e é descrita também para MSCs (Riekstina et al., 2009). Os diferentes tipos de 

suplementos empregados nos meios de cultura basal parecem interferir na atividade da 

enzima. Os níveis da densidade ótica foram superiores nas culturas cultivadas em meio 

suplementado com SH ou PH comparadas com SFB. Sendo que a densidade ótica foi maior 

nas culturas contendo SH quando comparadas com o PH. Este resultado sugere que o SH 

pode ser o melhor suplemento para manter as MSCs em um estado indiferenciado. Iremos 

realizar marcação das células com a fosfatase alcalina para quantificar a porcentagem de 

células positivas ao longo de diversas passagens para comprovar este resultado.  

Todos os experimentos discutidos acima demostraram maior cinética de proliferação 

celular na presença do meio de cultura suplementado com SH em comparação ao meio 

contendo PH. Assim, foi feita a escolha pelo SH e este foi utilizado para suplementação do 

meio de cultura de todos os experimentos relacionados à caracterização fenotípica e funcional 

das OFSCs. Concomitante com o estudo de caracterização das OFSCs em meio suplementado 

com SH foi feito estudo comparativo destas células com os fibroblastos obtidos da pele da 

pálpebra.  

As pálpebras são uma excelente fonte de MSCs e fibroblastos dérmicos para estudo 

comparativo, tendo em vista a separação anatômica existente entre os compartimentos de 

gordura e a pele palpebral. Essa separação elimina os riscos de contaminações das OFSCs 

com fibroblastos dérmicos e vice e versa. 

Além disso, como a pele e as bolsas de gordura são, geralmente, removidas e 

desprezadas durante a blefaroplastia, torna-se possível o estudo comparativo de fibroblastos e 

MSCs do mesmo paciente. Isso evita a introdução de variações individuais para a comparação 

de diferentes tipos celulares, eliminando variações nos padrões de expressão gênica e funções 
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celulares que não podem ser diretamente associadas a identidades celulares distintas (Jaager et 

al., 2012). 

Os fibroblastos foram isolados da pela da pálpebra cujas análises histológicas 

revelaram a presença de pequenas quantidades de tecido adiposo subcutâneo em duas, das 

cinco amostras analisadas. Conforme indicado por alguns autores, a pele palpebral possui 

escassez ou ausência de tecido adiposo subcutâneo (Moura et al., 1997; Sullivan et al., 2011; 

Dantas, 2011). Assim, o isolamento de fibroblastos da pele da pálpebra pode se dar de forma 

mais segura, com menores riscos de contaminação com MSCs derivadas do tecido adiposo 

subcutâneo. 

O processamento da pele da pálpebra resultou em uma população homogênea de 

células semelhantes às OFSCs nos seguintes aspectos: aderência à superfície plástica, 

morfologia fibroblastóide, potencial de autorrenovação e formação de colônias. Após o 

isolamento dos fibroblastos a capacidade de expansão destes foi comparada com a capacidade 

proliferativa das OFSCs. A taxa de duplicação acumulada das duas populações celulares foi 

semelhante, sendo o tempo de duplicação médio dos fibroblastos estimado em 43 horas e das 

OFSCs em 46 horas. Além disso, a curva de crescimento apresentou perfil semelhante.  

Corroborando com os achados descritos acima, vários estudos demonstram que as 

MSCs compartilham semelhanças in vitro com os fibroblastos no que diz respeito ao tamanho 

celular, morfologia e capacidade proliferativa (Sabatini et al., 2005; Haniffa et al., 2007; Alt 

et al., 2011; Blasi et al., 2011). No entanto, Lysy et al. (2007), demonstraram que fibroblastos 

dérmicos, embora compartilhassem a mesma morfologia com as MSCs, apresentaram 

capacidade proliferativa maior com taxa de crescimento superior. 

Após o estudo da cinética de proliferação dos fibroblastos e OFSCs, foi feita a 

avaliação da atividade da fosfatase alcalina (FA) e observou-se que a atividade dessa enzima é 

praticamente inexistente nos fibroblastos em contraste com as OFSCs, que apresentaram 

elevados níveis de atividade da enzima. Foi analisada também a expressão gênica da FA nos 

dois tipos celulares e verificou-se que, enquanto as OFSCs expressaram o gene da FA, não 

houve expressão deste gene nos fibroblastos. A FA é uma enzima presente em células 

indiferenciadas e por isso, é utilizada como um marcador de células-tronco. A baixa expressão 

gênica e atividade dessa enzima nos fibroblastos justificam-se uma vez que estes são 

considerados células terminalmente diferenciadas (Bae et al., 2009; Cappellesso-Fleury et al., 

2010; Pereira et al., 2011). Huang et al. (2010), ao comparar uma linhagem de fibroblastos 
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imortalizados com MSCs da medula óssea demonstraram que não houve expressão dessa 

enzima nos fibroblastos imortalizados. Cappellesso-Fleury et al. (2010) demonstraram que a 

dosagem de FA foi praticamente nula em culturas de fibroblastos do prepúcio humano. 

Foi estabelecida então uma caracterização fenotípica das OFSCs e fibroblastos com o 

intuito de identificar as populações celulares por meio da combinação da expressão de 

marcadores de superfície. Verificou-se que as OFSCs constituíram, in vitro, uma população 

homogênea já que 100% das células expressaram os antígenos CD73, CD105, CD166 e HLA-

ABC; 99,8% expressaram CD9; 98,5% expressaram CD90 e menos de 2% expressaram os 

marcadores CD34, CD19, CD14, CD45 e HLA-DR. Fenotipicamente, as OFSCs estão de 

acordo com o perfil proposto pela Sociedade Internacional de Terapia Celular (Dominici et 

al., 2006). 

A comparação do imunofenótipo das OFSCs e fibroblastos revelou diferença apenas 

na expressão de CD9. Os marcadores CD73, CD90 e HLA-ABC foram expressos por 100% 

dos fibroblastos, o CD166 foi expresso por 99,6% e o CD105 por 99,3%, enquanto 93% dos 

fibroblastos expressaram CD9. Já os marcadores de superfície CD34, CD19, CD14, CD45 e 

HLA-DR foram expressos em menos de 2% da população.  

Discordando com os dados de imunofenotipagem do presente trabalho, um estudo 

demonstrou maior nível de expressão de CD9 em fibroblastos adquiridos comercialmente em 

comparação com MSCs (Halfon te al., 2011). Vários estudos mostram que fibroblastos e 

MSCs apresentam imunofenótipo similar (Lysy et al., 2007; Lorenz et al., 2008; Bae et al., 

2009; Alt et al., 2011; Blasi et al., 2011). 

Após a caracterização fenotípica, as OFSCs e fibroblastos foram caracterizados 

também quanto à capacidade de diferenciação osteogênica, adipogênica e condrogênica. 

Em relação à diferenciação osteogênica, observou-se aumento da síntese de colágeno 

total nas OFSCs a partir do sétimo dia de indução da diferenciação, o que não foi observado 

nos fibroblastos. Embora a dosagem não tenha sido específica para o colágeno tipo I, sabe-se 

que este tipo de colágeno é um dos marcadores de osteoblastos mais rapidamente expressos 

em células comprometidas com esta linhagem, sendo sua deposição na matriz extracelular um 

evento relativamente inicial na via de diferenciação de osteoblastos (Aubin, 2001). 

O aumento do nível de atividade da fosfatase alcalina também é considerado um 

marcador precoce da diferenciação osteogênica, enquanto uma posterior diminuição 

correlaciona-se com uma avançada mineralização da matriz e um fenótipo celular mais 
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maduro (Jaiswal et al., 1997). Os resultados obtidos com as OFSCs indicaram que no sétimo 

dia de cultivo, as células mantidas em meio osteogênico apresentaram nível mais elevado de 

atividade da FA, sendo que esse nível diminuiu nos tempos de 14 e 21 dias de indução da 

diferenciação.  

Em relação aos fibroblastos, observou-se que ambos os grupos, induzidos ou não à 

diferenciação, apresentaram baixos níveis de atividade da FA. A atividade desta enzima foi 

maior no grupo de fibroblastos cultivados no meio osteogênico, quando comparado com seu 

controle, apenas no 21º dia de indução da diferenciação.  

Foi também avaliada a presença de nódulos de mineralização durante a indução da 

diferenciação osteogênica. As colorações pelo Alizarin Red S e pelo método de von Kossa 

evidenciaram a presença de cálcio e fosfato, respectivamente, em áreas nodulares de matriz 

mineralizada nas OFSCs cultivadas em meio osteogênico, o que não foi observado nas 

culturas de fibroblastos induzidos à diferenciação. 

A análise da expressão gênica de fosfatase alcalina e osteopontina comprovou que as 

OFSCs se comprometeram com a linhagem osteogênica, em contraste com os fibroblastos, 

que não se diferenciaram em osteoblastos.  

Corroborando com o achado do teste de atividade da FA, não foi observada expressão 

gênica dessa enzima nos fibroblastos cultivados em meio basal, enquanto foi observada uma 

leve banda referente à amplificação do segmento gênico de FA nos fibroblastos mantidos em 

meio osteogênico por 21 dias. Da mesma forma, Bouffi et al. (2011), mostraram um ligeiro 

aumento na expressão de FA em fibroblastos dérmicos após 21 dias de indução da 

diferenciação osteogênica embora outros testes tenham comprovado que estes fibroblastos 

não se diferenciaram em osteoblastos. 

As OFSCs e fibroblastos foram submetidos também à indução da diferenciação 

adipogênica. Foi observado acúmulo intracelular de lipídeos e expressão gênica de 

marcadores da linhagem adipogênica, como PPARG2 e do transportador de glicose GLUT 4 

apenas nas OFSCs cultivadas em meio adipogênico, o que não foi observado para os 

fibroblastos. Esses resultados revelaram a capacidade de diferenciação adipogênica das 

OFSCs e demonstraram que os fibroblastos não foram capazes de se diferenciar nessa 

linhagem celular. 

Em relação à leptina, houve expressão gênica dessa proteína nas OFSCs cultivadas em 

meio adipogênico o que não foi observado nas OFSCs mantidas em meio basal. Em 
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contraposição, houve expressão gênica de leptina nos fibroblastos cultivados tanto no meio 

basal quanto no meio indutor adipogênico. Em 2001, Glasow et al. demonstraram, pela 

primeira vez, que fibroblastos dérmicos sintetizam e secretam leptina, a qual pode exercer 

importantes ações autócrinas e parácrinas. 

Foi avaliada também a capacidade de diferenciação condrogênica das OFSCs e 

fibroblastos. Observou-se, que embora os pellets formados pelos fibroblastos apresentassem 

tamanho menor em relação aos pellets formados pelas OFSCs, ambos apresentaram marcação 

positiva para a coloração de Alcian Blue, evidenciando a deposição de proteoglicanos na 

matriz extracelular. A capacidade das células em formar um pellet condensado que aumenta o 

volume durante a indução da diferenciação é um dos indícios precoces de diferenciação 

condrogênica.  

Foi observado também aumento da síntese de colágeno total nas OFSCs induzidas à 

diferenciação condrogênica em comparação ao seu grupo controle nos tempos de 14 e 21 dias 

de indução da diferenciação. Nos fibroblastos, também foi observado esse aumento na síntese 

de colágeno total durante indução da diferenciação, embora esse aumento não tenha sido tão 

pronunciado como nas OFSCs. Sabe-se que a matriz extracelular de tecido cartilaginoso é 

composta principalmente de colágeno assim, ocorre aumento na síntese de colágeno durante a 

indução da diferenciação condrogênica (Melrose et al., 2008; Raghunath et al., 2005). 

Esses dados podem ser um indicativo de que as OFSCs e fibroblastos se 

comprometeram com a linhagem condrogênica, embora os fibroblastos demonstrem sinais de 

diferenciação menos pronunciados. 

Assim como no presente estudo, Korn et al. (2009) demonstraram o potencial de 

diferenciação adipogênico das OFSCs e, Ho et al. (2011) demonstraram o potencial de 

diferenciação osteogênico e condrogênico dessas células. No presente trabalho foi 

demonstrado que as OFSCs mantêm as suas características imunofenotípicas e a capacidade 

de diferenciação em meio de cultura suplementado com SH em substituição ao SFB, que foi o 

suplemento utilizado nos outros dois trabalhos de caracterização das OFSCs. 

Os achados referentes à capacidade de diferenciação dos fibroblastos obtidos no 

presente trabalho são semelhantes aos de vários estudos, que demonstram que, em contraste 

com as MSCs, os fibroblastos não possuem o potencial de diferenciação multilinhagem 

(Wagner et al,. 2005; Brendel et al., 2005;  Suzdal’tseva et al., 2007; Bae et al., 2009; 

Cappellesso-Fleury et al., 2010; Pereira et al., 2010; Bouffi et al., 2011; Alt et al., 2011). 
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Entretanto, esses dados contrariam outros trabalhos que demonstram que, assim como as 

MSCs, os fibroblastos são capazes de se diferenciar em tipos celulares de origem 

mesodérmica (Chen et al., 2007; Lorenz et al., 2008; Blasi et al., 2011; Brohem et al. 2013). 

Outros trabalhos apontam ainda que, comparados às MSCs, os fibroblastos apresentam 

potencial de diferenciação mais restrito (Covas et al., 2008; Hong et al., 2013). 

Essa grande contradição existente na literatura a respeito das diferenças entre MSCs e 

fibroblastos, podem estar relacionadas à diversidade de células comparadas, provenientes de 

doadores diferentes, com idades distintas ou mesmo obtidas comercialmente, isoladas e 

cultivadas em condições diversas (Huang et al., 2010).  

Entender as diferenças entre MSCs e fibroblastos é importante para a compreensão da 

biologia dessas células e para futura utilização segura destas no campo da medicina 

regenerativa (Cappellesso-Fleury et al., 2010). Os resultados obtidos no presente estudo 

possibilitaram distinguir com sucesso as populações de OFSCs e fibroblastos da pele 

palpebral.  

Resumidamente, as OFSCs possuem o imunofenótipo aceito para definição de MSCs e 

possuem potencial de diferenciação multilinhagem quando cultivadas em meios indutores 

suplementados com SH e, contrariamente às OFSCs, os fibroblastos da pele da pálpebra não 

exibem propriedades de multipotência in vitro, apresentam menores níveis de expressão de 

CD9 sendo a atividade da fosfatase alcalina quase inexistente neste tipo celular. 

Outros estudos também correlacionaram a baixa expressão e atividade de fosfatase 

alcalina com a incapacidade de diferenciação multilinhagem dos fibroblastos (Wagner et al., 

2005; Huang et al., 2010; Cappellesso-Fleury et al., 2010). Assim, aliados aos achados do 

presente estudo, pode-se sugerir essas características como critérios de diferenciação entre 

MSCs e fibroblastos. 

Os achados do presente estudo ainda comprovaram que o meio de cultura 

suplementado com SH, além de não alterar as características fenotípicas e funcionais das 

OFSCs, levam à maior proliferação celular, indicando a viabilidade do uso desse suplemento 

para cultivo em larga escala de células para fins terapêuticos.  
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7. CONCLUSÃO 

 

O presente trabalho comprovou a presença de células-tronco multipotentes nas bolsas 

de gordura da pálpebra humana com grande capacidade proliferativa em meio suplementado 

com soro humano. Essas células diferenciam-se dos fibroblastos da pele palpebral nos 

aspectos: expressão de CD9, atividade da fosfatase alcalina e multipotencialidade. 
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8. PERSPECTIVAS 

 

- Avaliar se as OFSCs se comprometem com a linhagem de células epiteliais da córnea 

quando cultivadas na presença do meio de cultura condicionado por fibroblastos obtidos da 

pele da pálpebra em substituição ao meio condicionado por fibroblastos do limbo. 

 

- Avaliar a migração das OFSCs para a córnea após implante na pálpebra em modelo de lesão 

da córnea em coelhos. 

 

- Avaliar se as OFSCs promoverão a regeneração tecidual em modelo de lesões da córnea em 

coelhos. 

 

- Promover o cultivo das OFSCs em membranas nanoestruturadas derivadas da quitosana com 

o intuito de regenerar lesões da córnea. 

 

- Avaliar o processo de regeneração tecidual em modelo de lesões da córnea em coelhos após 

implantes de membranas nanoestruturadas de quitosana colonizadas com OFSCs. 
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