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RESUMO 

O estudo avaliou a viabilidade in vitro do biomaterial “Selante de Fibrina 

derivado de veneno de serpente” (SF), como arcabouço para células tronco 

mesenquimais (CTMs) de ratos. O SF é um material caracterizado como 

adesivo biológico, e foi produzido e fornecido pelo Centro de Estudos de 

Venenos e Animais Peçonhentos, CEVAP, Brasil. As CTMs foram coletadas a 

partir da medula óssea de fêmures e tíbias de ratos e foram caracterizadas por 

meio de citometria de fluxo com auxilio de marcadores positivos: CD 44 e CD 

90 (CTMs) e marcador negativo: CD 34 (células tronco hematopoiéticas). 

Cultivos foram induzidos para diferenciarem-se em linhagens específicas 

(osteogênico, condrogênico e adipogênico). Para avaliação do crescimento in 

vitro e a viabilidade celular em conjunto ao biomaterial foram utilizadas 

microscopia óptica de luz invertida, microscopia de fluorescência e microscopia 

eletrônica de varredura e transmissão. O SF em contato com as CTMs não 

induziu a diferenciação espontânea para as linhagens osteogênica, 

condrogênica e adipogênica. As diferentes técnicas de avaliação microscópica 

utilizadas mostraram que o SF foi capaz de realizar a captura e manutenção 

das CTMs e houve interação das células com o interior e superfície do 

biomaterial. Portanto, a coleta, o cultivo e a caracterização das CTMs de ratos 

foram possíveis. O SF mostrou-se eficiente como arcabouço biológico e 

interagiu com as células tronco mesenquimais mantendo-as viáveis, 

oferecendo-se como uma ferramenta de uso clínico-cirúrgico alternativa para 

processos regenerativos visando terapias mais eficientes. 

Palavras-chave: Selante de Fibrina, arcabouço biológico, veneno de serpente, 

células tronco mesenquimais. 



 

 

GASPAROTTO, V.P.O. Viability of Fibrin Sealant from snake venom as 
scaffold to rat marrow-derived mesenchymal stem cells. Botucatu, 2012. 

62p. Dissertation (Master’s Degree) – Botucatu Medical School – BMS, 

Department of Tropical Diseases, São Paulo State University (UNESP). 

 

ABSTRACT 

This study evaluated the in vitro viability of biomaterial Fibrin Sealant (FS) 

derived from snake venom as a scaffold for rat mesenchymal stem cells 

(MSCs). The FS is characterized as a biological adhesive material, and is 

produced and was supplied by the Center for the Study of Venoms and 

Venomous Animals, CEVAP, Brazil. MSCs were collected from the bone 

marrow of femurs and tibias of rat and were characterized using flow cytometry 

with CD 44 and CD 90 positive markers (MSC) and CD34 negative marker 

(mononuclear stem cells). Cultivations were induced to differentiate into specific 

cell lineage (osteogenic, chondrogenic and adipogenic). To evaluate the in vitro 

growth and cell viability with the biomaterial were used inverted light optical 

microscopy, fluorescence microscopy and scanning electron microscopy and 

transmission. The SF did not cause the spontaneous differentiation  in contact 

with MSCs to osteogenic, chondrogenic and adipogenic lineage. Different 

microscopy techniques showed that the SF was able to accomplish the capture 

and maintenance of MSCs and there was interaction with the cell interior and 

surface of the biomaterial. Finally, the collection, cultivation and characterization 

of rat MSCs were possible. The SF was effective as a biological scaffold and 

interacted with the MSCs keeping them viable offering itself as a tool for clinical 

and surgical alternative  providing clinical and surgical therapies more efficient 

for regenerative processes. 

Key words: Fibrin sealants, Scaffold, snake venom, mesenchymal stem cells 
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1. INTRODUÇÃO 

 

 

Células que não se diferenciaram e possuem essa capacidade de se 

diferenciarem em uma grande variedade de tipos celulares, podem ser 

chamadas de células tronco1. Dessa maneira, quando um orgão ou tecido sofre 

alguma injúria, acredita-se que as células tronco apresentam papel 

regenerativo2.  

Podemos citar como exemplos de células tronco: a mórula totipotente, 

células tronco embrionárias pluripotentes (CTEs)3, células tronco 

hematopoéticas (CTHs)4 e células tronco mesenquimais multipotentes 

(CTMs)5,6. Dentro dessas categorias citadas,  as CT estão amplamente 

distribuídas pelo organismo e são capazes de diferenciar-se em linhagens 

muito específicas ou apenas em fenótipos únicos7. 

A medula óssea não contém somente células tronco hematopoiéticas, 

mas também as células tronco que podem ser definidas como mesenquimais8. 

As células tronco mesenquimais (CTMs), residem na medula óssea, ao redor 

dos vasos sanguíneos (como pericitos), na pele, gordura, músculo e outros 

locais7. 

Descrita pela primeira vez como precursores de fibroblastos de medula 

óssea por Friedenstein et al. em 19709, as CTMs podem ser também referidas 

como unidades formadoras de colônia de fibroblastos (CFU-Fs) ou células do 

estroma da medula10. Há evidências de que CTMs existem não só na medula 

óssea, mas em praticamente todos os órgãos11,12,13. 

Essa terminologia original "unidades formadoras de colônia de 

fibroblastos (CFU-F)14,15,16 tem sido gradualmente abandonada e substituída 

por células tronco mesenquimais (CTMs)17. Mais recentemente ainda, a 

Sociedade Internacional para Citoterapia sugeriu o nome de células estromais 

mesenquimais multipotentes18. 

As CTMs surgem a partir de precursores embrionários durante o 

desenvolvimento fetal. Estas células tronco fetais renovam-se e geram diversas 
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progenitoras maduras. Células tronco fetais muitas vezes originam células 

tronco adultas, porém suas propriedades são diferentes. No entanto, as células 

tronco adultas geralmente continuam a se auto-renovar e se diferenciam em 

multilinhagens para manter os tecidos adultos19.  

As células tronco adultas, embora sejam geralmente consideradas como 

tendo capacidade de diferenciação restrita em comparação as células tronco 

embrionárias20, têm sido o foco de grande parte das pesquisas neste campo 

científico21. 

Enquanto as células tronco hematopoiéticas são tipicamente mantidas  

em cultivos de medula óssea, uma segunda população de células de medula 

óssea, as células tronco mesenquimais (CTMs),  proliferam livremente in 

vitro22,5, submetem-se a  extensiva auto-renovação e se diferenciam diversas 

linhagens de tecidos6.  

As células tronco mesenquimais são consideradas como células tronco 

somáticas e estão presentes em regiões perivasculares de todos os tecidos 

adultos, em pequenas quantidades, incluindo a medula óssea, tecido adiposo, 

periósteo, tecido muscular e os órgãos parenquimatosos21,23.  

Uma grande vantagem das CTMs é que estas células podem ser obtidas 

diretamente de cada paciente, eliminando assim as complicações associadas 

com a rejeição imunológica ou mesmo doenças infecciosas. No entanto, estas 

células tem que ser ampliadas ou manipuladas para obter uma quantidade 

suficiente para serem utilizadas nos tratamentos24. 

Esta linhagem celular pode proliferar-se durante longos cultivos, 

mantendo sua indiferenciação e seu cariótipo estável e também não entram em 

senescência. As células tronco foram isoladas pela primeira vez, a partir de 

embriões de camundongo, a mais de 20 anos atrás25,26. 

A multipotência das CTMs derivadas da medula óssea juntamente com o 

seu fácil isolamento e cultivo, assim como o alto potencial expansivo “ex vivo”, 

geraram um considerável interesse no potencial de aplicações terapêuticas 

dessas células em uma ampla gama de configurações, fazendo das mesmas 

uma ferramenta terapêutica atrativa, com amplo espectro de aplicações 

clínicas7,8,27. No entanto, estas células representam apenas uma pequena 
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porcentagem do número total de células da medula. Somente 0,01% a 0,001% 

das células mononucleares isoladas por gradiente de densidade dão origem a 

colônias de células aderentes à superfície de crescimento6. 

Não existem marcadores exclusivos para definirem as CTMs. 

Tradicionalmente, elas tem sido isoladas a partir de células mononucleares 

presentes na medula óssea, com base na sua adesão seletiva para superficies 

plasticas28,29,30. 

BADDOO et al. (2003)31 usou uma combinação de aderência ao plástico 

em cultura in vitro para o primeiro estabelecimento de CTMs, e posteriormente, 

foram removidos os contaminantes de células hematopoiéticas utilizando como 

controle negativo os anticorpos CD45, CD34 e CD11b. 

As células resultantes desta metodologia exibiram potencial de 

diferenciação em tecido osteogênico, adipogênico e condrogênico in vitro e 

expressaram CD29, CD44 e CD106, porem não houve expressão de 

marcadores de células hematopoiéticas ou células vasculares endoteliais27. 

Seu uso em terapias celulares é viável, visto que atua em diversas áreas 

quando injetadas sistemicamente in vivo32 e exibem uma habilidade intrínseca 

de migrar para locais danificados33,34,35. 

CTMs possuem também potencial importante para serem utilizadas 

como um enxerto alogênico, evitando a necessidade da realização de colheitas 

de medula óssea em pacientes receptores36. 

Em tecidos adultos e em desenvolvimento, vários fatores influenciam 

para que as células tronco mantenham seu potencial de auto-renovação e 

diferenciação37. Resultados de experimentos in vitro de cultivo em longo prazo 

demonstraram que o fenótipo das CTMs se mantem indiferenciado e é mantido 

também o seu potencial de diferenciação24. 

Quando submetidas a diferentes estímulos, foram descritas como 

capazes de se diferenciar para linhagens osteogênica24,38, condrogênica39, 

adipogênica40, neurogênica41 e cardiogênica36.  
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Com um potencial enorme de expansão in vitro42 e a disponibilidade de 

grandes número de CTMs, estudos foram iniciados para caracterizar estas 

células e observar sua resposta a diversas moléculas bioativas.  

Dessa maneira, o isolamento das CTMs e sua capacidade de 

diferenciação sugerem seu uso na engenharia de tecidos43. Com o 

desenvolvimento de materiais que promovam a união de uma variedade de 

fatores de crescimento e citocinas, algum dia poderá ser possível a 

manipulação de CTMs para promover a regeneração tecidual7. 

De acordo com o conceito de engenharia de tecidos é possível 

regenerar vários tecidos ou órgãos utilizando-se células maduras ou células 

tronco semeadas em arcabouços tridimensionais apropriados44.  

Atualmente, a engenharia de tecidos tem se apresentado como uma 

área multidisciplinar que tem por objetivos a regeneração de tecidos e a 

restauração da função de órgãos, pela implantação de células/tecidos 

expandidos fora do organismo, isto é, in vitro, ou pelo estímulo do crescimento 

celular em uma matriz implantada. O principio geral da engenharia de tecidos 

envolve a combinação de células vivas com um arcabouço sintético ou natural 

para produzir um tecido vivo tridimensional que é funcionalmente, 

estruturalmente e mecanicamente igual, ou melhor, ao tecido ao qual ele foi 

designado a substituir45,44,46.  

As CTMs utilizadas na engenharia de tecidos mostraram-se 

promissoras, e as estruturas de bioengenharia com um formato definido podem 

ser produzidas através da combinação dessas células com biomateriais 

adequados e fatores bioativos47. 

Perspectivas futuras já estão em fase avançada de experimentação em 

relação à engenharia de tecidos48,49. O implante de células tronco em 

estruturas biodegradáveis demonstrou ser um método plausível e associado a 

resultados positivos in vitro50. 

A finalidade é de evitar completamente riscos de respostas imunológicas 

tais como as rejeições e infecções virais, usando células autólogas. Materiais 

utilizados como arcabouços devem ser biocompatíveis e projetados para 
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atender as necessidades nutricionais e biológicas do cultivo celular associado a 

ele, objetivando a formação do tecido45.  

Terapias celulares utilizando CTMs envolvem pelo menos três 

abordagens diferentes: 1º. Engenharia de tecidos: onde as CTMs são 

incorporadas em arcabouços 3D para a reparação ou substituição de tecidos 

vivos. 2º. Terapia celular de reposição: onde os defeitos genéticos podem ser 

curados atraves da substituição de células mutantes do hospedeiro por celulas 

normais do doador alogênico. 3º. Citocinas ou fatores de crescimento: onde as 

CTMs estimulam eventos de reparação ou inibem manifestações 

degenerativas46. 

A vantagem do material de origem biológica está justamente na menor 

propensão às complicações trombóticas, além das boas características 

hemodinâmicas51. 

Embora a abordagem típica da engenharia tecidual envolva biomateriais 

como arcabouços, eles também podem ser empregados como veículos de 

entrega de agentes terapêuticos ou proteínas, a fim de estimular a regeneração 

tecidual. Ao promover a interação do agente terapêutico com um biomaterial, 

uma ação mais prolongada pode ser alcançada48. 

A estratégia clássica da engenharia de tecidos é de isolar células 

específicas através de uma biópsia de um paciente, cultivá-las em um 

arcabouço tridimensional e mante-la no local alvo por um período suficiente 

que possa induzir a formação de um novo tecido e posteriormente que este 

biomaterial seja degradado ao longo do tempo52. 

Diversos biomateriais atualmente estão disponíveis como arcabouços e 

podem ser classificados tanto como polímeros biológicos (colágeno tipo I ou 

fibronectina) e também como materiais sintéticos (hidroxiapatita, fosfato 

tricálcico)53,54. Implantes sintéticos osteocondutivos como os compostos 

cerâmicos de hidroxiapatita, fosfato tricálcico, ou ambos, têm sido amplamente 

utilizados por apresentarem uma estrutura porosa que facilita o crescimento 

ósseo, porém a falta de potencial osteoindutor constitui uma limitação55. 

Um biomaterial ideal deverá apresentar algumas caracteristicas 

essenciais: servir de suporte mecânico e biológico, os materiais e produtos de 
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sua degradação não deverão ser tóxicos e sua taxa de reabsorção orgânica 

deve coincidir com o período de formação de novos tecidos, ser poroso para 

que as celulas tenham intima ligação com o material; permitir que moleculas 

bioativas tenham acesso as células; ser mecanicamente sensível ao sítio de 

inclusão;  integrar-se perfeitamente ao novo tecido e ser absorvido sem 

nenhuma rejeição49,46. 

Outra consideração importante para a engenharia de tecidos baseada 

em cultivos celulares in vitro, é a capacidade de controlar a diferenciação e 

proliferação celular. Células da medula óssea podem ser ampliadas, 

diferenciadas em osteoblastos e usadas como sementes para os arcabouços, 

apresentando uma fonte potencial de células autógenas56. 

Os Selantes de Fibrina, atualmente aplicados como adesivo biológico 

em diversos procedimentos cirúrgicos devido as suas propriedades 

hemostáticas e adesivas, são excelentes biomateriais, que podem ser também 

utilizados como arcabouços57,58,59,60. 

Os princípios biológicos dos Selantes de Fibrina são similares aos da 

cascata da coagulação, com a formação definitiva de um coágulo de fibrina. 

Várias fórmulas já foram desenvolvidas e suas diferenças vão desde a origem 

da fonte de fibrinogênio e de trombina para a concentração de diversos 

compostos. O Selante é preparado pela combinação de um concentrado de 

fibrinogênio e trombina, reconstituído em solução de cloreto de cálcio. O 

princípio da aderência é a afinidade da mistura de colágeno no momento da 

reação dos compostos que tendem a imitar a última fase da cascata da 

coagulação, por meio de fibrinogênio e ativação do fator XIII pela trombina na 

presença de íons cálcio. O fibrinogênio é convertido em fibrina, originando um 

coágulo estável e reforçado pela ativação do fator XIII, que também participa 

da síntese de colágeno, estimulando a proliferação de fibroblastos e 

contribuindo para a cicatrização dos tecidos59,61,62,63,64. 

Os Selantes de Fibrina podem ser de três tipos: autólogos e homólogos, 

onde ambos são obtidos a partir do crioprecipitado, e o sintético ou comercial65. 
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BERGEL (1909)66 publicou o primeiro relatório clínico sobre a utilização 

de compostos de fibrina, onde o uso de compostos de plasma humano para 

fornecer hemostasia local é conhecido desde então. 

Riscos de transmissão viral existiam com casos documentados, visto 

que, os Selantes de Fibrina comercialmente disponíveis são sintetizados 

principalmente com fibrinogênio humano67,68. 

Levando estas informações em consideração, em 1989 foi proposta a 

produção de um novo Selante de Fibrina por um grupo de pesquisadores do 

Centro de Estudo de Venenos e Animais Peçonhentos (CEVAP), Universidade 

Estadual Paulista – Botucatu, Brasil. Como objetivo principal, era a não 

utilização de sangue humano para a produção do Selante. Sendo assim, o 

crioprecipitado de animais de grande porte, búfalos, foi extraído e utilizado 

como substituto do fibrinogênio humano. THOMAZINI-SANTOS (1998)69 em 

seu estudo comparativo entre crioprecipitados bovinos, equinos, ovinos e 

bubalinos, mostrou em seus resultados que bubalinos apresentam maior nível 

de fibrinogenio do que outras espécies de animais. Ao invés de trombina 

bovina, foi utilizada uma fração do complexo giroxina, um componente 

neurotóxico isolado a partir do veneno de Crotalus durissus, pertencente ao 

grupo das enzimas trombina-like, importante fonte de serinoproteinase67. 

Este novo Selante de Fibrina produzido por pesquisadores do CEVAP 

permitiu o uso homólogo, heterólogo e autólogo do fibrinogênio, além da 

enzima trombina-like derivada do veneno de serpente ser varias vezes mais 

potente que a trombina bovina70. 

Vários estudos têm demonstrado uma grande variedade de aplicações 

adicionais de Selantes de Fibrina60,71,72; para a hemostasia em pacientes com 

distúrbios de coagulação73; melhorar os resultados em lifts de face74; reparar 

defeitos dural em ressecções craniofaciais75; garantindo a hemostasia após 

extração dentária em pacientes anticoagulados76; fechamento de incisões após 

blefaroplastia77; realizando pancreaticojejunostomia78; fechamento retovaginal 

e outros complexos fistulais79; tratamento de pneumotórax em prematuros80; e 

fechando vários defeitos do septo ventricular81.  
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O SF tem sido utilizado ainda como veículo para outros compostos, 

como a liberação de antibióticos no local de uma infecção82,83,84,85; disseminar 

agentes quimioterápicos para as células do tumor86; entregando fator de 

crescimento para a cura da cartilagem87; e na endotelização de enxertos 

vasculares88. Estudos também têm sido publicados na indução óssea usando 

este selante como transportador de osso desmineralizado89. 

O Selante de Fibrina é absorvido lentamente pelo sistema fibrinolítico do 

organismo, e sendo completamente removido pelos macrófagos dentre um 

período de 2 a 4 semanas83. 

Dessa maneira, a possibilidade da utilização de células suspensas em 

Selantes de Fibrina ao invés de arcabouços sólidos comumente utilizados 

permite a rápida resolução dessas células em suspensão. Isto ocorre devido à 

rápida formação de coágulo, mesmo em fendas estreitas, prevenindo assim 

seu deslocamento inicial. Ainda o seu uso é altamente recomendado, pois não 

apresenta efeitos adversos sobre a viabilidade celular e tem se mostrado uma 

adequada matriz para condrogênese90. 

A interação entre as células tronco mesenquimais e estes selantes têm-

se apresentado como excelentes estruturas tridimensionais, oferecendo-se 

como importantes alternativas para o sucesso da engenharia tecidual91,92,93. 

CHRISTMAN et al. (2004)94 foram os primeiros a demonstrar a 

sobrevivência das células quando estas são entregues por um arcabouço 

injetável em comparação com técnicas terapêuticas celulares convencionais. 

Ryu et al. (2005)95 também demonstraram os efeitos benéficos de um 

Selante de Fibrina injetável como arcabouço para células mononucleares da 

medula óssea. 

A possibilidade de utilização de um Selante de Fibrina, cujo fator 

polimerizador é derivado do veneno de serpente, abre uma importante opção 

clínico-cirúrgica. Apresenta vantagens aos selantes convencionais, disponíveis 

no mercado, a não utilização de sangue humano na sua composição; a 

possibilidade de formulação personalizada à necessidade da cirurgia, levando-

se em conta o tempo de coagulação necessário; bem como pode se controlar o 

tempo de degradação do Selante. Adicionalmente, seu custo de produção é 
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mais baixo, visto que a tecnologia é totalmente nacional. No entanto, encontra-

se em fase de Ensaios Clínicos de Fase II para seu futuro registro junto a 

ANVISA. 

Por outro lado, o cultivo laboratorial de células tronco tem sido alvo de 

estudo em diferentes países, mostrando que a sua utilização em processos 

regenerativos é de grande relevância.  

Considerando-se que o uso do Selante de Fibrina possa ser aplicado 

como arcabouço biológico para as células tronco mesenquimais, poderemos 

assim criar alternativas terapêuticas extremamente eficientes. Uma vez 

aplicado o Selante de Fibrina enriquecido com células tronco mesenquimais em 

um determinado tecido, poderemos ter a possibilidade de regeneração e 

diferenciação celular local extremamente aumentada. Desta maneira, podendo 

vir a tornar-se um grande diferencial na aplicação clínico/cirúrgico-terapêutico, 

evidenciando assim o aspecto biotecnológico do presente estudo. 
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2. OBJETIVOS 

 

 

2.1 Objetivo geral 

 

Avaliar a viabilidade in vitro do biomaterial “Selante de Fibrina derivado 

de veneno de serpente”, produzido pelo Centro de Estudos de Venenos e 

Animais Peçonhentos (CEVAP), como arcabouço para células tronco 

mesenquimais (CTMs) obtidas a partir da medula óssea de ratos. 

 

2.2 Objetivos específicos 

 

� Coletar, caracterizar e cultivar in vitro células tronco mesenquimais a 

partir da medula óssea de ratos; 

� Avaliar a capacidade de diferenciação das células tronco mesenquimais 

para linhagem osteogênica, condrogênica e adipogênica; 

� Avaliar o crescimento e a viabilidade de células tronco mesenquimais 

obtidas a partir da medula óssea de ratos, na presença do Selante de 

Fibrina; 

� Verificar a adesão celular à superfície do Selante; bem como analisar o 

crescimento celular durante o cultivo in vitro; 

� Verificar in vitro a ocorrência de diferenciação espontânea das CTMs de 

ratos para outras linhagens celulares na presença do Selante. 
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3. MATERIAL E MÉTODOS 

 

 

A referida pesquisa foi aprovada pela CEEA (Comissão de Ética na 

Experimentação Animal) da Faculdade de Medicina de Botucatu, UNESP, sob 

protocolo 811/2010 e todos os processos experimentais foram realizados de 

acordo com os Princípios Éticos na Experimentação Animal. 

 

3.1 Obtenção do Selante de Fibrina 

 

 O Selante de Fibrina é um material caracterizado como adesivo 

biológico, obtido da serpente cascavel (Crotalus durissus) e produzido pelo 

Centro de Estudos de Venenos e Animais Peçonhentos (CEVAP), conforme 

BARROS et al. (2009)67. 

 O produto foi fornecido pelo CEVAP, fracionado em tubos do tipo 

“eppendorf”, mantidos sob congelamento a -20°C. No momento do uso, esses 

componentes eram reconstituídos em estado líquido, originando um coágulo 

estável e intensa rede de fibrina. 

 

3.2 Obtenção das células tronco mesenquimais 

 

3.2.1 Animais 

Foram utilizados 10 ratos Wistar (Rattus norvegicus) como doadores de 

medula óssea. Os animais utilizados na pesquisa eram procedentes do biotério 

do Centro de Estudo de Venenos e Animais Peçonhentos (CEVAP) – UNESP – 

Botucatu. 
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3.2.2 Colheita de medula óssea de rato 

 Os animais foram eutanasiados com uma sobre-dose de HalotanoI 

(CAMII > 5%) (figura 1). As coletas das medulas óssea dos fêmures e das tíbias 

foram realizadas pela inserção de uma seringa agulhada na cavidade do osso, 

e assim feita a lavagem com DMEMIII alta glicose (Dulbecco’s Modified Eagle 

Medium) (figuras 2 e 3). 

 

 

FIGURA 1 – Animal eutanasiado com sobre dose de halotano 

pronto para coleta dos fêmures e tíbias.   

                                                           
 

I Halotano - Agente anestésico derivado alcano, largamente utilizado como anestésico inalatório. 
II CAM - Concentração alveolar mínima.  

III DMEM alta glicose - Gibco Laboratories (11995-065), Grand Island, NY – EUA. 
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FIGURA 2 – Fêmures e tíbias coletados, prontos para lavagem 

da cavidade óssea e coleta de medula. 

 

 

FIGURA 3 – Lavagem da cavidade óssea de fêmures e tíbias e 

coleta de medula com DMEM. 

 

3.2.3 Isolamento da fração de células mononucleares 

 Após a coleta da medula dos ossos, o “pool” do material referente a 4 

ossos (2 fêmures e 2 tíbias por animal), foi centrifugado a 1500 RPM (340 G), 

durante 10 minutos para a retirada do soro e gordura. O material obtido foi 

ressuspenso na proporção 1/1 em meio DMEM alta glicose. Deste, foi utilizado 
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um volume de 4mL, sendo transferido para um tubo de 15mL, contendo 4mL de 

Ficoll-PaqueIV densidade 1,077g/mL, e novamente centrifugado a 1500 RPM 

(340 G), durante 30 minutos a temperatura ambiente. Após este procedimento, 

formou-se um anel (Figura 4), o qual foi coletado e então ressuspenso em 1mL 

de meio contendo DMEM alta glicose com 20% de soro fetal bovino (SFB)V 

100UI/mL para posterior contagem em câmara de Neubauer. As células foram 

plaqueadas em frascos de 25cm2, com 5mL de meio DMEM alta glicose e 20% 

SFB 100UI/mL contendo penicilina/estreptomicinaVI 100μg/mL e anfotericina-

BVII 3μg/mL (figura 5). Os frascos foram mantidos em estufa de cultivo celular a 

37,5°C e uma atmosfera com 5% de CO2. Foram realizadas trocas do meio de 

cultivo a cada 5 dias e o acompanhamento do crescimento e aderência celular 

foram realizados através de microscopia óptica de luz invertida. Após a 

primeira troca de meio, o componente DMEM alta glicose foi substituído pelo 

DMEM baixa glicoseVIII. 

 Após este período de crescimento celular e um tempo médio de 12 dias 

para que o cultivo atingisse 90% de confluência, foi realizada a primeira 

passagem celular para que houvesse a seleção da linhagem celular de 

interesse, assim, consequentemente aumentando o numero de células tronco 

mesenquimais. 

 Para realizar a passagem, o meio de cultivo celular do frasco foi 

descartado e em seguida adicionados 2mL de PBS para lavagem. 

Posteriormente foi adicionado 2mL de TrypLE SelectIX e o frasco foi mantido 

em estufa de cultivo celular a 37,5°C e uma atmosfera de 5% de CO2 por 5 

minutos. O frasco foi retirado da estufa com as células em suspensão e foi 

adicionado 1mL de SFB. As células em suspensão foram colocadas em um 

tubo de centrifuga de 15mL com 1mL de meio de cultivo completo (DMEM + 

20% SFB + penicilina/estreptomicina 100μg/mL + anfotericina B 3μg/mL) e 

                                                           
 

IV Ficoll-Paque - Amershan Biosciences, Peapack, NJ – EUA. 
V Soro Fetal Bovino - Sigma-Aldrich Brasil Ltda., Av. Nações Unidas, 2343, São Paulo – SP. 
VI Penicilina/Estreptomicina - Gibco Laboratories (15140), Grand Island, NY – EUA. 
VII Anfotericina - Gibco Laboratories (15290), Grand Island, NY – EUA. 
VIII DMEM baixa glicose - Gibco Laboratories (10567), Grand Island, NY – EUA. 
IX TrypLE Select (12563-029) - Invitrogen Life Science Technologies, São Paulo – SP.  
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centrifugados durante 10 minutos a 1500RPM (340G), sendo o sobrenadante 

descartado e o pellet ressuspendido.  

 

 

FIGURA 4 – Fração de células mononucleares separadas por 

diferença de densidade. Região em destaque (circulo amarelo) 

evidenciando o anel formado de onde serão coletadas as 

células para cultivo. 

 

 

FIGURA 5 – Material coletado e acondicionado em frasco de 

cultivo celular. 
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3.3 Caracterização das células tronco 

 

3.3.1 Células tronco mesenquimais 

As CTMs provenientes do cultivo de primeira passagem foram 

caracterizadas com marcadores de superfícies, a fim de avaliar durante o 

cultivo a proporção entre células tronco mesenquimais e células tronco 

hematopoiéticas. A leitura dos resultados foi feita através de citometria de fluxo 

(FACS Calibur – BD) – Hemocentro da Faculdade de Medicina de Botucatu. Os 

marcadores utilizados foram:  

� Marcador positivo: CD44X e CD90XI 

� Marcador negativo: CD34XII 

Para a realização da marcação, foi realizado um ajuste para que a 

suspensão celular tivesse 1 x 103 células para cada teste realizado. As células 

foram distribuídas em 5 tubos (Falcon BD® 352054), onde um tubo continha 

somente células (controle), um tubo contendo células mais anticorpo 

secundário (controle), e os outros 3 tubos contendo as células mais o CD44, 

CD90 e o CD34. Os anticorpos CD44, CD90 e CD34 foram adicionados a uma 

diluição de 1:10 e era aguardado um tempo de 30 minutos a temperatura 

ambiente. Após a adição dos anticorpos foi adicionado 1mL de PBS para 

lavagem das células as quais foram centrifugados a 2000 RPM (620G) por 10 

minutos. O sobrenadante foi descartado e o pellet ressuspendido com 1mL de 

PBS. Como o marcador CD44 não é conjugado a um anticorpo secundário, foi 

então adicionado no tubo do CD44 um anticorpo secundário, aguardado por 30 

minutos e em seguida o sobrenadante foi descartado e o pellet ressuspendido 

em 1mL de PBS. Em seguida os tubos foram lidos em citômetro de fluxo. 

 

 

 

                                                           
 

X CD44 HCAM (OX50) FITC  - Santa Cruz Biotechnology, Inc. 2145 Delaware Avenue, CA. 95060 U.S.A. 
XI CD90 Mouse Anti-Rat FITC - Gibco Laboratories, Grand Island, NY – EUA. 
XII CD34 Mouse Anti-Human FITC - BD Pharmingen 10975 Torreyana Road  San Diego, CA 92121 
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3.4 Diferenciação celular 

 

Para avaliar a diferenciação das células tronco mesenquimais foi testado 

a capacidade que tais células têm em se diferenciar em tecido osteogênico, 

condrogênico e adipogênico. Para a diferenciação em tecido adipogênico foi 

utilizado o Kit StemPro Adipogenesis Differentiation – InvitrogenXIII; para a 

diferenciação em tecido condrogênico foi utilizado o Kit StemPro 

Chondrogenesis Differentiation – InvitrogenXIV e para a diferenciação em tecido 

osteogênico foi utilizado o Kit StemPro Osteogenesis Differentiation – 

InvitrogenXV. O protocolo empregado seguiu as orientações dos fabricantes. 

 

3.4.1 Diferenciação para linhagem adipogênica 

 As células tronco provenientes dos frascos de cultivo celular de primeira 

passagem foram ressuspendidas e transferidas para uma placa de cultivo de 6 

poços contendo meio de cultivo completo e cultivadas em estufa de cultivo 

celular a 37,5°C e uma atmosfera de 5% de CO2 até que atingissem 70% de 

confluência antes de iniciar o  teste de diferenciação. 

 Quando o cultivo celular atingiu a confluência esperada, o meio de 

cultivo completo foi trocado pelo meio de diferenciação específico contendo 

90% de StemPro Adipocyte Differentiation Basal Medium, 10% de StemPro 

Adipogenesis Supplement, penicilina/estreptomicina 100μg/mL e anfotericina B 

3μg/mL. O meio indutor foi trocado a cada 3 dias durante 7 dias de 

diferenciação. Após este procedimento, as células foram fixadas em 

paraformaldeído 4%, lavadas com PBS e água destilada e em seguida 

adicionado 2mL de Oil Red-O Solution. As células foram incubadas por 40 

minutos em temperatura ambiente, após foi removido o corante, lavou-se 3 

vezes com água destilada. Em seguida adicionou-se 2mL de solução de 

Hematoxilina durante 15 minutos para marcação do núcleo. Os poços foram 

                                                           
 

XIII StemPro Adipogenesis (A1007001) - Invitrogen Life Science Technologies, São Paulo – SP. 
XIV StemPro Chondrogenesis (A1007101) - Invitrogen Life Science Technologies, São Paulo – SP. 
XV StemPro Osteogenesis (A1007201) - Invitrogen Life Science Technologies, São Paulo – SP. 
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lavados com água destilada novamente e os campos foram observados com 

auxilio de um microscópio óptico de luz invertida. 

 

3.4.2 Diferenciação para linhagem condrogênica 

 Células tronco provenientes dos frascos de cultivo celular de primeira 

passagem foram ressuspendidas e transferidas para uma placa de cultivo de 6 

poços contendo meio de cultivo completo e cultivadas em estufa de cultivo 

celular a 37,5°C e uma atmosfera de 5% de CO2 até que atingissem 70% de 

confluência antes de iniciar o  teste de diferenciação. 

 Quando o cultivo celular atingiu a confluência esperada, o meio de 

cultivo completo foi trocado pelo meio de diferenciação específico contendo 

90% de StemPro Osteocyte/Chondrocyte Differentiation Basal Medium, 10% de 

StemPro Chondrogenesis Supplement, penicilina/estreptomicina 100μg/mL e 

anfotericina B 3μg/mL. O meio indutor foi trocado a cada 3 dias durante 16 dias 

de diferenciação. Após este procedimento, as células foram fixadas em 

paraformaldeído 4%, lavadas com PBS e em seguida adicionado 2mL de 

Alcian Blue 1% preparada em 0,1%N HCL. As células foram incubadas por 30 

minutos em temperatura ambiente, após foi removido o corante, lavou-se 3 

vezes com 0,1%N HCL e os campos foram observados com auxilio de um 

microscópio óptico de luz invertida. 

 

3.4.3 Diferenciação para linhagem osteogênica 

 Células tronco provenientes dos frascos de cultivo celular de primeira 

passagem foram ressuspendidas e transferidas para uma placa de cultivo de 6 

poços contendo meio de cultivo completo e cultivadas em estufa de cultivo 

celular a 37,5°C e uma atmosfera de 5% de CO2 até que atingissem 70% de 

confluência antes de iniciar o  teste de diferenciação. 

 Quando o cultivo celular atingiu a confluência esperada, 70%, o meio de 

cultivo completo foi trocado pelo meio de diferenciação específico contendo 

90% de StemPro Osteocyte/Chondrocyte Differentiation Basal Medium, 10% de 

StemPro Osteogenesis Supplement, penicilina/estreptomicina 100μg/mL e 



21 

 

Anfotericina B 3μg/mL. O meio indutor foi trocado a cada 3 dias durante os 10 

dias do estudo de diferenciação. Após este procedimento, as células foram 

fixadas em álcool 70%, lavadas com água destilada e em seguida adicionado 

2mL de Alizarin Red. As células foram incubadas por 30 minutos em 

temperatura ambiente, após foi removido o corante, lavou-se 4 vezes com água 

e os campos foram observados com auxilio de um microscópio óptico de luz 

invertida.  

 

3.5 Diferenciação espontânea das CTMs in vitro com a presença do 
biomaterial 

 

Após 20 dias de crescimento das CTMs na presença do biomaterial, foi 

estabelecida a capacidade de indução espontânea de diferenciação das células 

na presença do Selante. Para tanto foram utilizados marcadores específicos 

para linhagens celulares osteogênicas, condrogênicas e adipogênicas de 

acordo com o descrito no item 3.4. 

 

3.6 Associação do Selante com as células tronco 

 

3.6.1 Preparo e cultivo do biomaterial 

 As amostras do Selante, 8µL, foram acondicionadas em placas de 

cultivo de 6 poços onde foi adicionado em média 3,20 X 105 de células tronco 

mesenquimais de ratos já cultivadas e caracterizadas previamente, seguidos 

da adição de meio de cultivo completo. As placas foram mantidas em estufa de 

cultivo celular a 37,5°C e uma atmosfera com 5% de CO2. Foram realizadas 

trocas do meio de cultivo a cada 5 dias para se obter crescimento e agregação 

celular ao biomaterial. 
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3.7 Avaliação in vitro do crescimento e viabilidade celular junto ao 
biomaterial 

 

3.7.1 Microscopia óptica de luz invertida 

O crescimento das CTMs nas placas foi avaliado em cultivo de primeira 

passagem por microscopia óptica de luz invertida. Foram plaqueadas uma 

média de 2,13 X 103 células para 8µL de biomaterial em 5 mL de meio de 

cultivo completo. A densidade celular foi avaliada com a contagem das células 

com o auxilio de uma câmara de Neubauer. As células foram marcadas com 

Tripan BlueXVI (Benzamine blue), colocadas em uma câmara de Neubauer e 

então levadas a um microscópio de luz para a realização da contagem celular. 

 

3.7.2 Microscopia de fluorescência 

As células em crescimento sobre o biomaterial foram avaliadas quanto 

ao crescimento e a viabilidade pela marcação das células com a utilização de 

sondas fluorescentes. As células foram marcadas com Hoescht 33342XVII que 

marca as células em azul (vivas) e com Iodeto de PropidiumXVIII que marca as 

células em vermelho (mortas).  

O meio da placa de cultivo celular primário de CTMs associado ao 

Selante de Fibrina foi removido e acrescentado 0,5mL de PBS juntamente com 

20µL de solução de Hoescht 33342 10mg/mL durante 10 minutos. Após este 

período, descartou-se o PBS juntamente com a solução de Hoescht e as 

células foram lavadas com PBS puro. Foi adicionado 5µL de solução de Iodeto 

de Propidium 1mg/mL e aguardado 5 minutos e realizado novamente uma 

lavagem com PBS antes de executar a leitura. 

                                                           
 

XVI Alfa Aesar GmbH & Co.KG Zeppelinstrasse 7 D-76185 Karlsruhe / Germany 
XVII Bisbenzimide H 33342 - Sigma-Aldrich Brasil Ltda., Av. Nações Unidas, 2343, São Paulo – SP. 
XVIII Propidium iodide - Sigma-Aldrich Brasil Ltda., Av. Nações Unidas, 2343, São Paulo – SP. 
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A leitura das células marcada com as sondas fluorescentes foi realizada 

com o auxílio de um microscópio de fluorescência (filtro azul, excitação: 450 a 

490nm). 

 

3.7.3 Microscopia eletrônica de varredura 

 Amostras do Selante, 8µL, juntamente as células tronco mesenquimais 

de ratos foram avaliadas quanto a sua forma, contorno e topografia de sua 

superfície através da microscopia eletrônica de varredura. 

Para tanto, as amostras do Selante foram cultivadas juntamente com as 

células tronco mesenquimais e fixadas em fixador de Karnovysky, referente à 

solução de glutaraldeído 2,5%, em tampão fosfato 0,1M com pH 7,3 por 24h. 

Após obter as amostras fixadas, foram feitos os seguintes passos para 

adequar o material para a realização da microscopia eletrônica de varredura: 

� Lavagem em tampão fosfato 0,1M com pH 7,3 (3x de 5 minutos); 

� Pós-fixação em tetróxido de ósmio 1% diluído no mesmo tampão (3h); 

� Desidratação em álcool etílico em seqüência crescente até concentração 

final de 100%, passando da concentração de 70% diretamente para 

álcool absoluto (repetindo 3 vezes); 

� Secagem em aparelho de ponto crítico CPD030 com CO2 líquido; 

� Montagem dos materiais em suportes “stubs” apropriados; 

� Metalização em Sputter SCD050 para proceder a cobertura com ouro. 

 

As observações foram realizadas em Microscópio Eletrônico de 

Varredura JEOL – JSM5800LV, com voltagem de 10 kV e documentadas por 

fotografia digital no próprio aparelho. 

 

3.7.4 Microscopia eletrônica de transmissão 

Amostras do Selante juntamente com as células tronco mesenquimais 

de ratos foram avaliadas principalmente quanto as suas características 

morfológicas e estruturais através da microscopia eletrônica de transmissão. 
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Para tanto, as amostras do Selante foram cultivadas juntamente com as 

células tronco mesenquimais e fixadas em fixador de Karnovysky, referente à 

solução de glutaraldeído 2,5%, em tampão fosfato 0,1M com pH 7,3 por 24h. 

Após obter as amostras fixadas, foram feitos os seguintes passos para 

adequar o material para a realização da microscopia eletrônica de transmissão: 

� Lavagem em tampão fosfato 0,1M com pH 7,3 (3x de 5 minutos); 

� Pós-fixação em tetróxido de ósmio 1% diluído no mesmo tampão (3h); 

� Desidratação em álcool etílico em seqüência crescente até concentração 

final de 100%; 

� Imersão em acetona (1h); 

� Imersão em acetona + resina (2:1) (12h); 

� Imersão em acetona + resina (1:1) (12h); 

� Inclusão em resina Durcupan® ACM FlukaXIX sendo a polimerização 

completa em estufa a 50°C durante 48h; 

� Trimagem realizada com auxilio de lamina apropriada; 

� Cortes semi-finos (0,3µm) realizados com navalha de vidro e corados 

com Azul de Toluidina 1% em placa aquecedora; 

� Cortes ultra-finos (50nm) realizados com navalha de diamante e corados 

com Manila + Citrato de Chumbo.  

 

As observações foram realizadas em Microscópio Eletrônico de 

Transmissão TECNAI BIOTWEEN G2 SPIRIT, marca FEI COMPANY, com 

voltagem de 80 kV e documentadas por fotografia digital no próprio aparelho. 

Tanto a microscopia eletrônica de varredura como a microscopia 

eletrônica de transmissão foram realizadas na Universidade Estadual de 

Campinas – UNICAMP, com apoio do Laboratório de Regeneração Nervosa, 

localizado no Departamento de Anatomia e Laboratório de Microscopia 

Eletrônica do Instituto de Biologia. 

 

                                                           
 

XIX Durcupan® ACM, Fluka, Sigma-Aldrich, St. Louis, EUA 
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4. RESULTADOS 

 

 

4.1 Selante de Fibrina 

 

 Após aproximadamente 2 minutos da reconstituição de seus 

componentes em temperatura ambiente, o material começou a apresentar 

intensa formação da rede de fibrina, tendo como resultado final o aparecimento 

de um coágulo estável (figuras 6 e 7). 

 

 

FIGURA 6 – Formação do coágulo de fibrina (seta amarela), 

após a união dos componentes do Selante de Fibrina. 
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FIGURA 7 – Aspecto da rede de fibrina característica formada 

pelo Selante de Fibrina produzido pelo CEVAP. MO (100X). 

 

4.2 Isolamento e caracterização das células tronco mesenquimais 

 

 As células obtidas pelo cultivo primário proveniente da região onde 

houve a formação do anel e concentração da fração de células tronco 

mononucleares da medula óssea dos ratos apresentaram morfologia 

fibroblastóide (figura 8). As CTMs apresentaram a capacidade de aderência ao 

plástico, sendo que a partir da primeira passagem, elas correspondiam a 

praticamente 80% das células obtidas. Essas observações foram indicativas de 

que se tratavam de CTMs, sendo confirmado posteriormente com a marcação 

pelos anticorpos CD44, CD90 e CD34.  

Os cultivos realizados levaram aproximadamente 12 dias para atingirem 

a confluência de 90% e não houve diferença do tempo de crescimento celular 

quando comparado com a presença do biomaterial. 
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FIGURA 8 – Morfologia fibroblastóide (seta amarela) 

característica das CTMs, observadas em microscopia óptica de 

luz invertida. MO (200X). 

 

 O número total de células da fração mononuclear isoladas em cada 

amostra variou de 5,33 X 106 a 10,20 X 106 células. A média de células por mL 

foi de 1,93 X 106. Os resultados estão presentes na tabela 1. 
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TABELA 1 – Volume de medula óssea mais meio de coleta, coletada a partir 

dos fêmures e tíbias de ratos, número de células isoladas da fração 

mononuclear, número de células por mL e número de células na primeira 

passagem por amostra. 

AMOSTRA 
(MEDULA 
ÓSSEA) 

VOLUME 
COLETADO 

(mL) 

CÉLULAS 
ISOLADAS 

POR COLETA 

CÉLULAS 
(nº cels/mL) 

Nº TOTAL DE 
CÉLULAS NA 

PRIMEIRA 
PASSAGEM 

1 4 9.060.000 2.265.000 805.000 

2 4 10.200.000 2.550.000 645.000 

3 4 8.265.000 2.066.250 715.000 

4 4 6.245.000 1.561.250 480.000 

5 4 8.975.000 2.243.750 510.000 

6 4 6.075.000 1.518.750 575.000 

7 4 5.335.000 1.333.750 665.000 

8 4 9.810.000 2.452.500 685.000 

9 4 8.070.000 2.017.500 535.000 

10 4 5.525.000 1.381.250 800.000 

MÉDIA 4 7.756.000 1.939.000 641.500 

 

4.2.1 Citometria de fluxo 

 Para a caracterização das células tronco mesenquimais, foram utilizados 

marcadores de superfície positivos CD44 e CD90 (células tronco 

mesenquimais) e negativo CD34 (células tronco hematopoiéticas).  

A marcação foi realizada em cultivo de primeira passagem. Os 

resultados provenientes da citometria de fluxo revelaram-se com baixa 

marcação para o marcador CD34 (figura 9), apenas 1,36% do total de células 

presentes na amostra foram marcadas; alta marcação para os marcadores 

CD44 (figura 10), 81,93% de células marcadas, e CD90 (figura 11), 89.06% de 

células marcadas. 
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FIGURA 9 – Análise por citometria de fluxo das células de cultivo de 

primeira passagem revelando baixa marcação para o marcador CD34 

 

 

FIGURA 10 - Análise por citometria de fluxo das células de cultivo de 

primeira passagem revelando alta marcação para o marcador CD44. 

 

 

FIGURA 11 - Análise por citometria de fluxo das células de cultivo de 

primeira passagem revelando alta marcação para o marcador CD90. 
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4.3 Diferenciação e marcação para linhagem osteogênica, condrogênica e 
adipogênica 

 

4.3.1 Diferenciação para linhagem adipogênica 

 Formada a cultura de CTMs, o cultivo de primeira passagem foi induzido 

para diferenciar-se em linhagem adipogênica. Após 7 dias em meio de cultivo 

específico, ficou aparente a presença de vacúolos ricos em lipídeos no interior 

das células. Sendo assim, o cultivo foi fixado e realizado a coloração por Oil 

Red-O Solution, visando à marcação da deposição de lipídeos (figura 12). 

 

 

FIGURA 12 – Coloração das células com Oil Red-O Solution 

indicando a presença de gotas ricas em lipídeos no interior das 

células. MO (400X). 
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4.3.2 Diferenciação para linhagem condrogênica 

 Depois de constituída a cultura das CTMs, o cultivo de primeira 

passagem foi induzido a diferenciar-se em linhagem condrogênica. Após 16 

dias em meio específico para indução da diferenciação para condrócitos ficou 

aparente a mudança morfológica das células em relação ao controle. Sendo 

assim, as células foram fixadas e coradas com solução de Alcian Blue visando 

à marcação dos proteoglicanos produzidos pelos condrócitos. A coloração 

específica foi positiva, indicando que houve a diferenciação das CTMs para 

condrócitos (figura 13). 

 

 

FIGURA 13 – Coloração Alcian Blue indicando a presença de 

proteoglicanos produzidos pelos condrócitos. Célula em 

processo de diferenciação (seta amarela). MO (400X). 
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4.3.3 Diferenciação para linhagem osteogênica 

 Estabelecida a cultura de CTMs, o cultivo de primeira passagem foi 

induzido para diferenciar-se em linhagem osteogênica. Após 10 dias em meio 

de cultivo específico, ficou aparente a deposição de cálcio pelos osteócitos. 

Sendo assim, o cultivo foi fixado e realizado a coloração por solução de Alizarin 

Red, visando à marcação da deposição dos minerais no meio extracelular 

(figura 14). 

 

 

FIGURA 14 – Coloração Alizarin Red indicando a deposição de 

cálcio realizada pelos osteócitos no meio extracelular. MO 

(200X). 
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4.4 Avaliação da diferenciação espontânea das CTMs in vitro com a 
presença do biomaterial 

 

4.4.1 Diferenciação espontânea para linhagem adipogênica 

 Após 7 dias em cultivo, as CTMs na presença do Selante de Fibrina 

foram marcadas pelo corante Oil Red-O Solution visando à marcação da 

deposição de lipídeos no interior das células. Não houve marcação significativa 

de lipídeos intracelulares, sendo indicativo que o biomaterial não foi capaz de 

induzir as CTMs a diferenciarem-se para linhagem adipogênica apenas em sua 

presença (figura 15). 

 

 

FIGURA 15 – Coloração das células com Oil Red-O Solution 

indicando a ausência de significativa marcação para este 

corante. MO (200X). 
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4.4.2 Diferenciação espontânea para linhagem condrogênica 

 Após 16 dias em cultivo, as CTMs na presença do Selante de Fibrina 

foram marcadas pelo corante Alcian Blue visando à marcação de 

proteoglicanos produzidos pelos condrócitos. Não houve marcação expressiva 

nas células em cultivo, indicando que o biomaterial não foi capaz de induzir as 

CTMs a diferenciarem-se para linhagem condrogênica apenas em sua 

presença (figura 16). 

 

 

FIGURA 16 – Região do biomaterial (estrela amarela). Não 

houve marcação para o corante Alcian Blue. MO (200X).  
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4.4.3 Diferenciação espontânea para linhagem osteogênica 

 Após 10 dias em cultivo, as CTMs na presença do Selante de Fibrina 

foram marcadas pelo corante Alizarin Red visando à marcação da deposição 

de minerais no meio extracelular pelos osteócitos. Foi observado marcação 

com pouca intensidade (figura 17). 

 

 

FIGURA 17 – Marcação relevante pelo corante Alizarin Red na 

presença do Selante de Fibrina. Região do biomaterial (estrela 

amarela). MO (200X). 

 

4.5 Avaliação in vitro do crescimento e viabilidade celular junto ao 
biomaterial 

 

4.5.1 Avaliação por microscopia óptica de luz invertida 

 Após a mudança do cultivo primário para primeira passagem, foi 

realizada a união do Selante de Fibrina com as CTMs. No segundo dia de 

cultivo foi possível observar a proliferação de células com morfologia 

fibroblastóide, inclusive ao redor do biomaterial. A confluência celular neste 

período era em torno de 30 a 40% (figuras 18 e 19). 
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FIGURA 18 – Selante de Fibrina (estrela vermelha) e presença 

das CTMs após 2 dias de cultivo com morfologia fibroblastóide 

(seta amarela). MO (200X). 

 

 

FIGURA 19 – Fragmentos de Selante de Fibrina (estrelas 

vermelhas) e proliferação celular ao redor do biomaterial (setas 

amarelas). MO (200X). 

 

 Aos quatro dias de cultivo o aumento e proliferação celular foram 

consideravelmente bons, mantendo sua morfologia característica e definindo 

muito bem o que era o Selante e o que eram as CTMs (figura 20). O cultivo 

apresentava confluência celular em torno de 60 a 70%. Em algumas regiões foi 
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possível observar a rede de fibrina formada pelo Selante, evidenciando um 

aspecto de “teia de aranha” (figura 21), onde em alguns momentos as células 

foram capturadas pela rede de fibrina (figura 22). 

 

 

FIGURA 20 – Região do Selante de Fibrina (estrela vermelha) 

e proliferação das CTMs com confluência ao redor de 60% 

(seta amarela). MO (200X). 

 

 

FIGURA 21 – Rede de fibrina com aspecto de “teia de aranha” 

(setas amarelas). MO (200X). 
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FIGURA 22 – Células capturadas pela rede de fibrina (setas 

amarelas). MO (200X). 

 

Depois de oito dias de cultivo a confluência celular do cultivo era em 

torno de 90% e algumas das CTMs pareciam estar crescendo aderidas as 

superfícies do Selante (figura 23). 

 

 

FIGURA 23 – CTMs projetando-se em direção a superfície do 

biomaterial (setas amarelas). MO (200X). 
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4.5.2 Avaliação por microscopia de fluorescência  

 As células viáveis apresentaram-se com o núcleo marcado pela solução 

de Hoescht 33342, que apresentavam coloração azul brilhante. Células com a 

membrana lesada foram marcadas pela solução de Iodeto de Propidium e 

possuíam coloração vermelha. Foi possível observar a viabilidade do cultivo 

células, acima de 75% de CTMs vivas na presença do Selante de Fibrina 

(figura 24). 

 

 

FIGURA 24 – Coloração de Hoescht 33342 e Iodeto de 

Propidium para análise da viabilidade celular de CTMs 

cultivadas na presença do Selante de Fibrina. MF (200X). 

 

4.5.3 Avaliação por microscopia eletrônica de varredura 

 Em relação a análise tridimensional apenas do Selante de Fibrina pela 

microscopia eletrônica de varredura, revelou uma superfície uniforme, 

formando um “tapete” constituído basicamente por uma intensa rede de fibrina 

(figuras 25 e 26). 
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FIGURA 25 – Ultra-estrutura de amostra do Selante de Fibrina 

à microscopia eletrônica de varredura. Presença de alguns 

grânulos de cálcio referente a solução de cloreto de cálcio onde 

o material é reconstituído (setas amarelas). Superfície do 

“tapete” formado pela intensa rede de fibrina (estrela vermelha). 

MEV (2000X). 

 

 

FIGURA 26 – Em maior aumento pode-se observar a intensa 

rede de fibrina formada (estrela vermelha) pelo Selante de 

Fibrina. MEV (4000X). 
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 A microscopia eletrônica de varredura realizada no biomaterial cultivado 

por 8 dias na presença de células tronco mesenquimais, revelaram a 

capacidade do Selante de Fibrina em capturar e promover a adesão celular em 

sua superfície (figura 27). Em maior aumento, foi possível observar a interação 

celular com células adjacentes e prolongamentos celulares em direção ao 

interior do biomaterial (figuras 28 e 29). 

 

 

FIGURA 27 – “Tapete” formado pelo Selante de Fibrina (estrela 

vermelha) e a presença de grande quantidade de CTMs 

aderidas a superfície do biomaterial (setas amarelas). MEV 

(400X). 
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FIGURA 28 – Intensa rede de fibrina formada (estrela 

vermelha). Interação e crescimento celular na superfície do 

biomaterial (seta amarela). CTMs capturadas e recobertas pela 

rede de fibrina (estrela amarela). MEV (1000X). 

 

 

FIGURA 29 – Prolongamentos celulares em direção ao interior 

do biomaterial após 8 dias de cultivo celular. MEV (4000X). 

 

4.5.4 Avaliação por microscopia eletrônica de transmissão 

 Analisando as imagens realizadas do Selante de Fibrina cultivado 

durante 8 dias na presença das CTMs foi possível notar a presença de 

projeções celulares onde houve a formação de inúmeras camadas. Também se 



43 

 

pode notar a presença do núcleo celular, da matriz depositada, possivelmente 

a matriz de fibrina original, e de estruturas circulares eletrodensas 

caracterizadas como sendo mitocôndrias (figuras 30 e 31). Dessa maneira, as 

imagens mostraram a íntima ligação que ocorreu entre as CTMs e o 

arcabouço, onde foi possível evidenciar o contato entre as interfaces do 

biomaterial com as células tronco mesenquimais. 

 

 

FIGURA 30 – Projeções celulares (estrelas vermelhas) e a 

matriz depositada, possivelmente formada pelo Selante de 

Fibrina (setas amarelas). MET (Manila + Citrato de Chumbo) 

(3000X). 
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FIGURA 31 – Presença do núcleo celular (N), camadas 

formadas por projeções celulares (estrelas vermelhas) e matriz 

depositada (seta amarela). MET (Manila + Citrato de Chumbo) 

(6000X). 
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5. DISCUSSÃO 

 

 

5.1 CTMs – Isolamento e caracterização 

 

 Derivadas da medula óssea de ratos (Rattus norvegicus), as células 

tronco mesenquimais foram estudadas, isoladas, caracterizadas e utilizadas 

em conjunto com o biomaterial, Selante de Fibrina, com a finalidade de 

promover alternativas terapêuticas mais promissoras e eficientes, visando o 

poder de regeneração e diferenciação deste tipo celular. 

 Segundo BYDLOWSKI et al. (2009)1, as CTMs, como as utilizadas neste 

estudo, estão presentes no estroma da medula óssea, e possuem a 

capacidade de se diferenciarem em linhagens de células do tipo mesodérmico 

e possivelmente do tipo não mesodérmico, que seriam as células neurais e os 

hepatócitos. Também podem ser encontradas não só na medula óssea, mas 

em tecido adiposo, periósteo, tecido muscular e órgãos parenquimatosos21,96,23. 

Optou-se pelo uso das CTMs provenientes da medula óssea dos ratos 

devido seu fácil isolamento e cultivo. Os animais utilizados como doadores 

possuíam no máximo 30 dias de vida, o que está de acordo com FIBBE 

(2002)97; ABDI et al. (2008)98, onde os autores relatam que com o avanço da 

idade, ocorre um declínio de CTMs na medula óssea. 

Não existem apenas células tronco mesenquimais na medula óssea, 

visto isso, foi feito o isolamento e caracterização celular para se obter um 

cultivo purificado. FRIEDENSTEIN et al. (1970)9, foram os primeiros 

pesquisadores a identificar CTMs há mais de 40 anos e descreveram a 

capacidade que tais células possuíam de aderirem-se ao plástico. 

O método de isolamento das CTMs deste estudo foi realizado através da 

separação da fração de células mononucleares por meio de gradiente de 

densidade conforme relatado por BYDLOWSKI et al. (2009)1 como sendo a 

maneira mais frequentemente utilizada para obtenção das células 

mononucleares, e a partir disto, isola-se a fração desejada que no presente 
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estudo são as CTMs. Ainda de acordo com BYDLOWSKI et al. (2009)1, as 

CTMs formam colônias e possuem a capacidade de manter sua multipotência e 

seu potencial de crescimento por longos períodos, onde neste estudo, a 

confluência média atingida em um período de 12 dias de cultivo eram em torno 

de 80 a 90%, tanto para o cultivo associado com o Selante de Fibrina como 

para o cultivo sem o biomaterial. Sendo assim, as metodologias empregadas 

para a coleta, isolamento e cultivo das CTMs provenientes da medula óssea de 

ratos foram eficientes. Isto esta de acordo com resultados obtidos por OSHIMA 

et al. (2005)99, que demonstraram em seus estudos que o tempo médio de 

isolamento de células provenientes de medula óssea dos fêmures e tíbias de 

ratos variou de 10 a 14 dias para atingirem a confluência média de 80% e 

apresentarem morfologia fibroblastóide de origem mesenquimal. 

Cada célula presente no organismo apresenta marcadores de superfície 

que as caracterizam100. Porém, as CTMs possuem uma variedade muito 

grande de marcadores não específicos11, sendo que para caracterizá-las deve 

haver positividade para alguns marcadores e serem negativo para outros. 

Atento a isto, as populações celulares utilizadas neste estudo foram marcadas 

e analisadas pela citometria de fluxo apresentando altos níveis de marcação 

para os marcadores CD44 e CD90 (células tronco mesenquimais) e baixos 

níveis de marcação para o marcador CD34 (células tronco hematopoiéticas).  

De acordo com os dados obtidos por FU et al. (2008)101, células tronco 

neurais derivadas de células tronco mesenquimais coletadas a partir da medula 

óssea expressaram antígenos característicos de células tronco mesenquimais 

para os marcadores CD29, CD44, CD73, CD90, CD105, CD166 e proliferaram 

e diferenciaram em múltiplas linhagens mesodérmicas, incluindo adipócitos, 

condrócitos e osteoblastos, o que também esta de acordo com os resultados 

obtido neste estudo, cujo as CTMs provenientes dos ratos foram capazes de se 

diferenciarem para linhagens osteogênicas, adipogênicas e condrogênicas, 

evidenciando a sua multipotência.   

Outras características importantes, que foram observadas e constatadas 

através da microscopia óptica de luz invertida, é o fenótipo fibroblastóide das 

células cultivadas sendo tipicamente fusiforme, que corrobora com o trabalho 

de UCCELLI et al. (2008)102 no qual apresentam que o fenótipo da população 



47 

 

celular deve ser fibroblastóide e apresentar características morfológicas 

fusiformes e cuboidais. 

Em relação ao potencial de diferenciação das células tronco, estas 

podem ser classificadas como: pluripotentes – gerando todos os tipos 

celulares, multipotentes – originam diversos tipos celulares dentro da mesma 

linhagem, oligopotentes – a partir de um mesmo tecido, originam células de 

diversas linhagens e unipotentes – originam um tipo celular103. 

PITTENGER et al. (1999)6 induziram uma colônia de células tronco 

mesenquimais para se diferenciar em linhagem adipogênica. A indução ocorreu 

aparentemente pelo acúmulo de gotas ricas em lipídeos no interior das células, 

corados com Oil Red-O Solution, cujo mais de 95% da colônia seguiu esta 

linhagem e as gotas de lipídeos continuaram a se desenvolver ao longo do 

tempo. Os adipócitos permaneceram saudáveis na cultura por pelo menos três 

meses. 

No presente experimento, características semelhantes foram observadas 

nas culturas de CTMs induzidas com o kit de diferenciação para linhagem 

adipogênica - StemPro Adipogenesis Differentiation – Invitrogen. Analisando os 

cultivos, houve a mudança morfológica normalmente encontrada nas CTMs 

indiferenciadas de fusiformes para um aspecto ovóide com deposição de gotas 

de lipídeos no interior das células, típico de células da linhagem adipogênica. O 

processo de diferenciação pode ser confirmado com o procedimento de 

marcação pela solução Oil Red-O. 

LIMA-NETO (2010)104 utilizou como um dos métodos de caracterização, 

das CTMs provenientes de equinos, a capacidade que tais células tinham em 

se diferenciar para linhagem condrogênica. A partir de cultivos de segunda 

passagem foi possível induzir as CTMs a diferenciarem-se em condrócitos 

obtendo altos índices de marcação dos proteoglicanos produzidos a partir das 

células diferenciadas pelo corante Alcian Blue. 

Foi possível observar dados semelhantes neste experimento, no qual 

culturas de CTMs foram induzidas com o kit de diferenciação para linhagem 

condrogênica – StemPro Chondrogenesis Differentiation – Invitrogen. 

Analisando os presentes cultivos, houve o aparecimento de lacunas 



48 

 

intercelulares como mudança morfológica mais evidente em relação ao cultivo 

controle de CTMs. A marcação realizada pelo corante Alcian Blue esteve 

presente, caracterizando a síntese de proteoglicanos pelos condrócitos 

confirmando a diferenciação para a linhagem condrogênica. 

LIMA et al. (2009)105 avaliaram a capacidade de células tronco 

mesenquimais provenientes da medula óssea de cães em diferenciar-se em 

linhagem osteogênica. Após 7 dias de cultivo em um dos grupos testados, as 

características morfológicas das CTMs resultaram de fusiformes para cubóides, 

o que se trata de um indicativo de diferenciação para a linhagem osteogênica. 

A marcação com solução de Alizarin Red demonstrou a ocorrência de acúmulo 

de cálcio confirmando a diferenciação. 

Características semelhantes foram observadas neste estudo, no qual as 

culturas de CTMs provenientes de medula óssea de ratos foram induzidas com 

o kit de diferenciação para linhagem osteogênica – StemPro Osteogenesis 

Differentiation – Invitrogen. Não houve mudanças morfológicas aparentes como 

as encontradas em um dos grupos citados por LIMA et al. (2009)105. Porém, a 

análise da marcação com a solução de Alizarin Red foi evidente, demonstrando 

o acúmulo de cálcio no meio extracelular pelos osteócitos, desta maneira 

indicando que as células diferenciaram-se em osteoblastos funcionais. Isto 

indica que a diferenciação não deve ser levada em consideração apenas por 

características ou mudanças morfológicas nas células, mas sim pelo acúmulo 

de depósitos de cálcio, uma vez que implica a mudança do metabolismo 

celular.  

De acordo com BYDLOWSKI et al. (2009)1 as células tronco 

mesenquimais possuem a capacidade de formarem osteoblastos, condrócitos e 

adipócitos, tanto in vivo como in vitro. Isso está de acordo com os resultados 

apresentados neste estudo, cujo CTMs provenientes da medula óssea de ratos 

diferenciaram-se em linhagem osteogênica, condrogênica e adipogênica. 
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5.2 Biomaterial – Selante de Fibrina 

 

 O biomaterial, Selante de Fibrina, foi utilizado como arcabouço e 

mostrou ter ótima plasticidade e capacidade de interagir com as CTMs. Vale 

salientar que devido os experimentos serem realizados in vitro descarta-se a 

ação de reabsorção do biomaterial pelo organismo, promovendo períodos mais 

longos de contato entre o biomaterial e as CTMs. 

Na análise pela microscopia óptica de luz invertida foi possível confirmar 

esta interação entre os dois componentes, onde as CTMs coletadas da medula 

óssea dos ratos cresceram e proliferaram em direção ao biomaterial e até 

mesmo em sua superfície, interagindo com o arcabouço biológico da maneira 

esperada. 

Isso indicou que a associação do Selante de Fibrina, produzido pelo 

Centro de Estudos de Venenos e Animais Peçonhentos – CEVAP, com as 

células tronco mesenquimais provenientes da medula óssea de ratos foi 

possível. Isso corroborou com resultados obtidos por YAMADA et al. (2003)106 

que demonstraram que células tronco migraram e interagiram de maneira 

eficaz em associações com o Selante de Fibrina utilizado em seu estudo. 

Entretanto, para que ocorra a captura das CTMs pelo Selante de Fibrina, 

vale salientar que o material deve ser preparado em conjunto com as células 

tronco previamente suspensas e diluídas em um dos componentes, para que 

no momento da formação e estabilização do biomaterial essas células sejam 

capturadas e fiquem aderidas a ele. 

Nas avaliações realizadas pela microscopia óptica e microscopia 

eletrônica de varredura, que teve como objetivo avaliar a interação das células 

com a superfície do biomaterial, foi possível observar grande quantidade de 

CTMs aderidas à intensa rede de fibrina formada pelo Selante, o que se 

assemelhou ao descrito por GARDIN et al. (2011)107 promoveram a interação 

de células tronco provenientes de tecido adiposo em arcabouços baseados em 

Selante de Fibrina e acido hialurônico e obteve crescimento celular em suas 

superfícies. 
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Em relação aos resultados obtidos pela microscopia eletrônica de 

transmissão, a presença de núcleos com características eucromáticas 

evidenciaram alta atividade metabólica e síntese ativa de proteínas. A matriz 

depositada ficou evidente, com essas características pode-se dizer que a 

interação de células tronco mesenquimais viáveis e ativamente funcionais com 

o Selante de Fibrina ocorreu. Isso condiz com resultados obtidos por TRUBIANI 

et al. (2008)108 que mostraram um crescimento extensivo da biomassa de 

células tronco mesenquimais sobre os arcabouços utilizados em seus 

experimentos, sendo um deles a esponja de fibrina. 

Além disso, foi realizado o teste de viabilidade celular através de 

marcadores de células vivas (Hoescht 33342) e células mortas (Iodeto de 

Propidium). As marcações das colônias de CTMs na presença do Selante de 

Fibrina demonstraram viabilidade acima de 75% das células em contato com o 

biomaterial, garantindo que a interação entre o arcabouço e as células fosse 

possível, mantendo a funcionalidade e viabilidade celular. 

Nas análises dos experimentos onde foi testada a capacidade do 

Selante de Fibrina em induzir espontaneamente as CTMs em contato com o 

biomaterial a diferenciarem-se para linhagem adipogênica e condrogênica, não 

houve marcação relevante pelos corantes específicos para formação de 

depósitos ou gotas de lipídeos intracelulares (Oil Red-O Solution) ou produção 

de proteoglicanos pelos condrócitos (Alcian Blue) respectivamente. 

Demonstrando desta maneira, a incapacidade ou mesmo a neutralidade do 

Selante de Fibrina frente às CTMs coletadas da medula óssea de ratos em 

induzir algum tipo de diferenciação para essas linhagens citadas. 

Em relação ao estudo realizado para a diferenciação espontânea para 

linhagem osteogênica na presença do biomaterial, houve marcação relevante 

pelo corante Alizarin Red. As células foram levadas a um início de 

diferenciação para osteoblastos. Uma das hipóteses é que após o tapete 

celular na superfície da placa de cultivo atingir confluência máxima, mantendo-

se assim por um período prolongado de aproximadamente dez dias, induziu a 

ocorrência da diferenciação espontânea para a linhagem óssea. Outra 

possibilidade seria a presença de um dos componentes do biomaterial, o 

cloreto de cálcio, diluído no meio de manutenção das células que poderia ter 
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levado a indução das CTMs para esta linhagem. Descarta-se esta possibilidade 

do cloreto de cálcio presente no Selante de Fibrina ter sido marcado pelo 

corante Alizarin Red, pois além da quantidade ser ínfima, 2µL na concentração 

de 0,025 mMol/L em 5mL de meio de manutenção celular, o mesmo foi 

marcado separadamente com a solução específica para diferenciação 

osteogênica sem a presença das CTMs e não houve marcação. 

Experimentos complementares foram realizados com a finalidade de 

descobrir os motivos de tais resultados obtidos referentes à diferenciação 

espontânea para a linhagem osteogênica.  

Cultivos celulares de primeira passagem, sem a presença do Selante, 

cultivados com meio completo de alta glicose e com o meio completo de baixa 

glicose, após atingir a confluência máxima durante um período prolongado de 

tempo, 20 dias, foram capazes de induzir as colônias de CTMs a diferenciar-se 

para a linhagem osteogênica. 

Isto esta de acordo com a primeira hipótese citada acima, onde diz que 

as células foram levadas ao processo de diferenciação não pela presença do 

biomaterial, mas sim pelo longo período mantido em confluência máxima dos 

cultivos celulares. Talvez as células indiferenciadas tenham sido estimuladas a 

diferenciação para linhagem osteogênica devido ao sítio de coleta e a origem 

das CTMs serem a partir da medula óssea.  

Também foram testados cultivos de CTMs na presença do biomaterial 

mantidos sem atingir a confluência máxima, onde não houve diferenciação para 

nenhuma linhagem celular, mantendo as células indiferenciadas para o caso de 

uma necessidade de se diferenciarem em novas populações celulares. 
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6. CONCLUSÕES 

 

 

 Através da análise dos resultados obtidos nas condições experimentais 

apresentadas, pode-se concluir: 

 

� A metodologia utilizada para coleta e cultivo das CTMs proveniente da 

medula óssea de ratos demonstrou-se eficiente. 

� As CTMs e suas características morfológicas foram observadas e 

analisadas pela microscopia óptica de luz invertida e microscopia 

eletrônica no qual foi confirmada e caracterizada pela citometria de fluxo 

e diferenciação para linhagens osteogênica, adipogênica e 

condrogênica. 

� As CTMs foram capazes de se diferenciarem para linhagem 

osteogênica, adipogênica e condrogênica e a presença do Selante de 

Fibrina não interferiu na diferenciação. 

� O Selante de Fibrina mostrou-se neutro em relação à indução de 

diferenciação espontânea para a linhagem osteogênica, adipogênica e 

condrogênica. 

� O biomaterial utilizado, Selante de Fibrina, realizou a captura e permitiu 

o crescimento das CTMs que se aderiram em sua superfície, no qual foi 

confirmado através das técnicas microscópicas realizadas. 

� A viabilidade das CTMs na superfície e em contato com o biomaterial foi 

comprovada pelas marcações com Hoescht 33342 e Iodeto de 

Propidium onde o biomaterial sustentou a sobrevivências das mesmas. 

 

Estudos futuros deverão ser realizados com a finalidade de implantar 

arcabouços biológicos enriquecidos com células tronco em modelos 

experimentais in vivo a fim de investigar o tempo necessário de suporte 

mecânico para as células tronco mesenquimais se manterem no local alvo e 

atingirem a diferenciação esperada. 
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8. ANEXO A - Parecer de aprovação pela Câmara de Ética em 
Experimentação Animal (CEEA) 
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9. ANEXO B - Trabalho submetido ao The Journal of Venomous 
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