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RESUMO 

 

As células-tronco mesenquimais (CTM) são células indiferenciadas com alta 

capacidade de proliferação e potencial de se diferenciar em células especializadas. 

Elas são encontradas em tecidos como medula óssea, cordão umbilical, polpa 

dentária, ligamento periodontal e tecido adiposo. As CTM representam uma 

ferramenta ideal para o estudo da embriogênese in vitro, favorecendo o 

desenvolvimento de métodos eficazes para clonagem de células somáticas, 

transgênese e regulação de genes, o que resultaria em espécies mais resistentes e 

com um potencial reprodutivo mais aprimorado. O objetivo deste estudo foi avaliar a 

expressão gênica de pluripotência e marcadores fenotípicos de células-tronco em 

células isoladas do cordão umbilical e medula óssea de búfalos (Bubalus bubalis). 

Após 24 horas foram observadas as primeiras adesões celulares nas placas de 

cultivo. Ambas as células apresentaram alta capacidade de expansão in vitro, 

confirmado pela curva de crescimento, apresentando uma confluência média de 

85% no décimo quinto dia de cultura. A imunofenotipagem revelou populações de 

células da medula óssea positivas para o marcador de citoesqueleto Vimentina 

(72,7%), enquanto que não houve expressão para os marcadores de células 

mesenquimais e para os marcadores de pluripotência. Na análise da expressão 

genica por qRT-PCR em células da medula não houve expressão de nenhum dos 

genes analisados, enquanto que nas células do cordão umbilical foi expresso 

transcritos de mRNA dos genes CD29, CD44, SOX-2 e NANOG.  Podemos concluir 

que as células mesenquimais podem ser isoladas post-mortem do cordão umbilical e 

da medula óssea de bubalinos (Bubalus bubalis), e que as características 

apresentadas pelas células do cordão umbilical, sugerem que estas são células-

tronco mesenquimais, embora haja necessidade da realização de mais testes de 

caracterização. 

 

Palavras-chaves: Búfalos, Células-tronco Mesenquimais, Medula óssea , Cordão 

umbilical. 

 

 

 

 



 
 

 

ABSTRACT 

 

Mesenchymal stem cells (MSCs) are undifferentiated cells with a high capacity of 

proliferation and transformation into several specialized cells. They are found in 

tissues such as bone marrow, umbilical cord, dental pulp, periodontal ligament and 

adipose tissue. Although MSCs isolation has been already well established, in 

buffaloes it is still a challenge. In buffaloes, stem cells represent an ideal tool for 

embryogenesis study in vitro, favoring the development of effective methods for 

somatic cells cloning, transgenesis and gene regulation. The aim of this study was to 

evaluate the gene expression of pluripotency and stem cells markers in cells isolated 

from the bone marrow of buffaloes (Bubalus bubalis) post mortem. After isolation and 

cultivation, samples were frozen until the assays. Morphological analyses were made 

through optical and electronic microscopy. The growth curve and 

immunophenotyping were made by flow cytometry. After 24 hours was observed cell 

adhesion into culture plates. The cells showed high expansion capacity in vitro, 

presenting an average of 85% confluence on the fifth day of culture. Flow cytometry 

showed a small cell population with little granularity. The populations of bone marrow 

cells were positive for the marker of mesenchymal cells Vimentina (72.7%). In the 

analysis of the genetic expression by qRT-PCR in cells of the marrow there was no 

expression of any of the genes analyzed, whereas in umbilical cord cells mRNA 

transcripts of the genes CD29, CD44, SOX-2 and NANOG were expressed. We can 

conclude that as mesenchymal stem cells can be isolated post-mortem of adipose 

tissue and bone marrow of buffaloes (Bubalus bubalis), and that as characteristics 

presented by umbilical cord cells, confirm that these are mesenchymal stem cells. 

 

Key words: Buffalos, Mesenchymal stem cells, Bone marrow, umbilical cord. 
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1 INTRODUÇÃO 
 

Células-tronco mesenquimais (CTM) são células indiferenciadas com 

alta capacidade de proliferação e habilidade de diferenciar em vários tipos 

celulares (GUZZO e O’SULLIVAN, 2016.). São encontradas nos mais diversos 

tecidos, como medula óssea, cordão umbilical, polpa dentária, ligamento 

periodontal e tecido adiposo (BARBOZA, 2014). As células-tronco 

mesenquimais podem sem utilizadas no reparo morfofuncional de tecidos 

lesionados. A terapia celular é usada no tratamento experimental de desordens 

neurológicas e discopatias vertebrais (IMAIZUMI e OKANO, 2014), esclerose 

amiotrófica lateral (CHOI et al.,2010), atrofia sistêmica múltipla (SUNWOO et 

al., 2014), na degeneração dos tecidos ósseo e articulações (SHIM et al., 

2016.), e na redução da fibrogênese hepática em cirroses (VOLAREVIC et al., 

2014.). 

Segundo a International Society for Cellular Therapy (ISCT), para que 

uma população de células seja classificada como ―célula tronco mesenquimal‖ 

é necessário que elas sejam aderentes ao plástico quando em cultura e 

tenham expressão positiva para os marcadores moleculares CD105, CD73 e 

CD90 e negativa para CD34, CD45, CD14 ou CD11b, CD79 ou CD19 e HLA-

DR, em mais de 95% da população, e tenham a capacidade de diferenciar em 

osso, gordura e cartilagem. (HORWITZ et al, 2005; DOMINICI et al., 2006). 

Embora a ISCT sugera a busca de um grande número de marcadores, ainda 

não há marcadores definitivos para células tronco mesenquimais, podendo 

variar com a espécie de animal da quais foram isoladas (BYDLOWSKI et al., 

2009). 

 Em diversos mamíferos, tais como ratos (IANNACCONE et al., 1994), 

porcos (WHEELER, 1994), bovinos (STRELCHENKO, 1996), equinos (SAITO 

et al., 2002), ovelhas (NOTARIANNI et al., 1991), coelho (GRAVES e 

MOREADITH, 1993), e macaco (THOMSON et al, 1995) o isolamento de 

células tronco mesenquimais já está bem estabelecido, no entanto, ainda há 

dificuldade do seu isolamento em animais de produção como bovinos e 

bubalinos (TELUGU et al., 2009). 



18 
 

Apesar dos búfalos serem bem adaptados a regiões tropicais e 

subtropicais, fornecendo leite, carne, e auxilio na agricultura (DAMASCENO et 

al., 2010), sua eficiência reprodutiva e seu potencial genético necessitam ser 

melhorados. Desta forma, as células tronco de búfalos representam uma 

ferramenta ideal no estudo da embriogênese em condições in vitro e sua 

disponibilidade poderia facilitar o desenvolvimento de métodos eficientes na 

clonagem de células somáticas, transgênese e regulação de genes nesta 

espécie (YADAV et al., 2011). Além disso, o uso de animais abatidos como 

fonte de células-tronco mesenquimais é uma alternativa viável de coleta das 

amostras, facilitando a obtenção das amostras quando comparado ao método 

tradicional, assim como o aproveitamento das células que seriam descartadas 

na reprodução assistida nesses animais, utilizados como uma ferramenta 

poderosa nos estudos sobre desenvolvimento embrionário precoce, 

segmentação gênica, clonagem, formação de quimera e transgênese e até 

mesmo aplicação clínica (ANAND et al., 2011; YADAV et al., 2011, GHOSH et 

al. 2015). 
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2 REVISÃO DE LITERATURA 
 

2.1 Células-Tronco Mesenquimais (CTM) 
 

 Células-tronco são células indiferenciadas que apresentam como 

principais características a capacidade de auto renovação e o potencial de 

diferenciação, tornando-as fundamentais na formação dos tecidos durante a 

embriogênese (BATRA, 2006; TROUSON, 2006).  De acordo com a 

capacidade de diferenciação, as células-tronco podem ser classificadas em: 

células-tronco totipotentes, aquelas que se diferenciam em todas as células do 

organismo e células-tronco pluripotentes, que podem se diferenciar em células 

das três camadas germinativas, porém não são capazes de formar os anexos 

embrionários. Além disso, as células-tronco multipotentes podem ser adultas 

ou fetais e possuem uma capacidade limitada de diferenciação (ZHANG et al, 

2006; PAROLONI et al; 2009; CHOPRA et al, 2013). 

As células tronco mesenquimais (CTM) são um grupo de células-tronco 

adultas que ocorrem naturalmente no corpo. Estas células são facilmente 

encontradas em diversos tecidos, e se multiplicam para repor as células mortas 

regenerando os tecidos danificados (DOMINICI et al., 2006). Sua coleta não 

implica na morte do doador e seu uso está livre de processos éticos 

(PRENTICE e TARNE, 2007). As células tronco mesenquimais não são 

necessariamente células mesenquimatosas, elas também podem ser células 

tronco multipotentes (DOMINICI et al., 2006), células tronco mesenquimais 

(HORWITZ et al., 2005), ou mesmo células de sinalização medicinal (CAPLAN 

e CORREA, 2011). 

 Apesar da medula óssea ser a fonte de obtenção de CTM mais utilizada 

(ARINZEH et al., 2003.), pesquisas mostram que é possível isolar células 

semelhantes às CTM a partir do tecido adiposo (TA) (EIRIN et al, 2012), 

placenta (FUKUCHI et al, 2004), polpa dentária (HUANG et al, 2009), 

membrana sinovial (HERMIDA-GÓMEZ et al., 2011), sangue periférico 
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(TONDREAU et al, 2005), ligamento periodontal (PARK et al., 2011), 

endométrio (SCHWAB et al., 2008), cordão umbilical (CU) (BAKSH et al., 2007) 

e sangue do cordão umbilical (SCB) (MARTIN‐RENDON et al., 2008).  

Em 2007, a Sociedade Internacional de Terapia Celular (ISCT) afirmou 

que as CTM devem aderir ao plástico em condições de cultura padrão; e o 

perfil imunológico das células tronco é analisado através da citometria de fluxo 

onde devem expressar (95% +) CD105, CD73, CD90 e não expressar (2% +) 

CD45, CD34, CD14 ou CD11b, CD79a ou CD19, HLA-DR gerando pelo menos 

três linhagens diferenciadas: osteoblástica, adipogênica, condroblástica, as 

quais precisam ser identificadas por meio de coloração especial (DOMINICI et 

al., 2006). Além disso, outros marcadores podem ser usados na identificação 

das CTM, como o CD29 e CD44 utilizados como marcadores de adesão; o 

CD90, CD73 e CD105 são utilizados como marcadores de células 

mesenquimais. As CTM precisam ser negativas para o marcador de células 

endoteliais CD31, marcadores de células hematopoiéticas como CD34, CD45 e 

CD117 e classe de antígeno de diferenciação de leucócitos humanos Ⅱ (HLA-

DR) (SEO et al., 2009).  

 

2.2 Células tronco mesenquimais da medula óssea (CTMO) 
 

A medula óssea é um tecido heterogêneo, constituído por células 

hematopoiéticas, eritrócitos, macrófagos, fibroblastos, adipócitos, células 

endoteliais e células precursoras mesenquimais, que apresentam como 

principal característica a multipotencialidade (SALEM e THIEMERMANN, 

2010). A primeira evidência de células semelhantes a fibroblastos foi relatada 

por Friedenstein et al. (1968), que as isolaram da medula óssea, as quais 

apresentavam formato fusiforme em meio de cultura, por isso foram 

denominadas de fibroblastos formadores de colônia (CFU-F). Outros 

experimentos confirmam a capacidade das células de se diferenciarem em 

adipócitos, condrócitos, osteócitos e mioblastos, tanto in vitro como in vivo 

(BYDLOWSKY et al., 2009; DE FARIA et al., 2016).  
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Embora as CTM sejam encontradas em tecidos como cérebro, pulmões, 

coração, rins e baço, a medula óssea ainda é considerada o melhor local de 

obtenção. Estas células são raras, e correspondem de 0,01% a 0,0001% das 

células nucleadas da medula. Apesar disso, as células da medula apresentam 

uma expressiva proliferação ao duplicar sua população em 8 semanas (SALEM 

e THIEMERMANN, 2010). Ao atingirem 40 duplicações, o potencial de 

propagação das células diminui gradativamente até entrarem em senescência 

(DA SILVA MEIRELLES et al., 2008; KRAMPERA et al., 2007;).  

As CTMO são heterogêneas, resultado de uma combinação do 

desenvolvimento de células progenitoras de diferentes estágios, desenvolvidas 

a partir do mesoderma (BYDLOWSKY et al., 2009). Mesmo em colônias 

isoladas de uma mesma cultura, notamos a heterogeneidade destas células, 

que podem variar tanto na morfologia quanto no potencial de multiplicação 

celular. Estas colônias apresentam uma hierarquia de células progenitoras, não 

identificadas devido à ausência de marcadores específicos (KUZNETSOV et 

al., 2009). Apesar da relevância clínica atribuída às células-tronco 

mesenquimais, o entendimento completo sobre sua biologia ainda permanece 

inconsistente (SALEM e THIEMERMANN, 2010). 

Em função de sua segurança e reduzida imunogenicidade, as BMSCs 

são largamente estudadas em diversas doenças (POURRAJAB et al, 2013). 

Nesse contexto, elas têm mostrado capacidade na resolução da injúria 

pulmonar aguda induzida por lipopolissacarídeos, hiperoxia, pneumonia e 

sepse em modelos animais (AKRAM et al., 2013). Ademais, outros estudos têm 

sugerido a aplicação das células-tronco mesenquimais derivadas da medula 

óssea em casos de infarto do miocárdio (MIYAHARA et al., 2006), diabetes 

(LEE et al.,2006), insuficiência hepática (PAREKKADAN et al., 2007) e renal 

(TOGEL et al.,2005), bem como em várias afecções da retina (PARK et al, 

2017). 

As células-tronco da medula óssea de bubalinos mostraram-se viáveis 

por exibirem capacidades auto renováveis e potencial de diferenciação em 

várias linhagens (GATE et al., 2013). O uso de CTM como doadores nucleares 

aumenta as taxas de desenvolvimento embrionário desses animais (LEE et al., 
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2010), além disso as células-tronco de grandes ruminantes, como os bovinos e 

búfalos, podem ser usadas como um modelo relevante de aplicação em 

humanos (BERG et al., 2011).  

 

2.3 Células Tronco do cordão umbilical (CTCU) 
 

 O cordão umbilical é composto por duas artérias e uma veia umbilical, 

que são revestidas por um tecido conjuntivo mucoso específico, conhecido 

como geleia de Wharton, considerado uma importante fonte de células tronco 

mesenquimais (PHUC et al., 2014). As células do sangue do cordão umbilical 

possuem uma grande capacidade de reconstruir o sistema hematopoiético 

danificado. Células tronco do cordão umbilical apresentam um perfil de 

expressão genica semelhante às células tronco embrionárias e auto-renovação 

mais rápida do que células tronco obtidas a partir do tecido adiposo (HSIEH et 

al., 2010, FONG et al., 2011). 

A colheita de células do cordão umbilical é facilmente realizada, não 

havendo necessidade da morte do doador, além de ser um material geralmente 

descartado pelos médicos, tornando fácil a sua obtenção na espécie humana 

(HSIEH et al., 2010). Segundo Nagamura-Inoue e He (2014), as células tronco 

do cordão umbilical possuem propriedades imunomoduladoras, atraindo 

bastante interesse da medicina regenerativa e imunoterapia . Por serem células 

imaturas, o risco de rejeição do enxerto é consideravelmente inferior, portanto, 

o transplante de células do cordão umbilical não requer plena compatibilidade 

entre doador e receptor (TAKAHASHI, 2004; MALGIERI, 2010). A duração da 

restauração do sistema imunológico é maior, porque as células tronco que 

participam do processo são mais primitivas do que as encontradas no sangue 

periférico e medula óssea, tornando o paciente vulnerável às infecções por um 

maior período de tempo (GREWAL et al, 2003; AAPSH, 2007). 

Quanto à aplicação clínica, as células-tronco mesenquimais derivadas 

do cordão umbilical são consideradas a melhor escolha, em função de sua fácil 

obtenção, alta vitalidade celular (LI et al., 2009), baixa imunogenicidade (LEE et 

al., 2014), e alto potencial parácrino, que acelera os processos de reparação 
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tecidual (EL OMAR et al., 2014). Elas têm o potencial de melhorar a função 

hepática e reduzir ascite e mortalidade, especialmente em pacientes com vírus 

da hepatite B com cirrose hepática descompensada (ZHANG et al., 2012) e 

insuficiência hepática (SHI et al., 2012). Possuem, ainda, relevância na 

prevenção ou tratamento de lesões pulmonares (MOODLEY et al., 2009; LIU et 

al., 2014) e no tratamento de lesões condronais, osteocondrais e defeitos 

ósseos, sendo possíveis candidatas para um produto de células-tronco no 

campo da engenharia de tecidos ortopédicos (A. MARMOTTI et al., 2014). 

 

 

2.4 Perfil Imunofenotípico das CTM 
 

As CTM se apresentam como uma população heterogênea, se diferindo 

quanto a morfologia, fisiologia e na expressão dos antígenos de superfície. 

Diante da heterogeneidade das CTM e da diversidade de moléculas de 

superfície existentes, ainda não há um único marcador que possibilite a 

identificação das CTM, tornando-se necessário o uso da associação de 

diferentes antígenos (KRAMPERA et al., 2007; LV et al., 2014). Sabe-se que a 

expressão de algumas citocinas e marcadores de superfície é afetada 

conforme as condições de cultivo, sendo sensíveis com o tipo de meio, origem 

e forma das amostras e a passagem que serão utilizadas (BOBIS et al., 2006).  

Segundo LV et al. (2014), os marcadores de CTM mais utilizados são 

Stro-1, CD271, antígeno embrionário-4 (SSEA-4), e CD146. Estas moléculas 

recebem uma maior atenção por serem encontradas em quase todas as 

populações de CTM. O marcador Stro-1 é o antígeno mais adequado na 

identificação de CTM, porém, ele não é específico para estas células e 

apresenta perda da sua expressão gênica ao decorrer das passagens 

(MEIRELLES et al., 2008). Além disso, as CTM apresentam um conjunto de 

receptores de superfície que correspondem à adesão célula-célula e célula-

matriz como as α5ȕγ e α5ȕ5, ICAM-1, ICAM-2, LFA-3 e L-selectina (BOBIS et 

al., 2006).  
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Os principais receptores de citocinas que podem ser expressos nas 

células tronco são IL-1R, IL-3R, IL-4R, IL-6R e IL-7R. Além disso, estas células 

secretam diversas citocinas, quimiocinas e fatores de crescimentos que 

também são facilmente identificados como as citocinas IL-6, IL-7, IL-8, IL-11, 

IL-12, IL-14, IL-15, LIF (Fator Inibidor da Leucemia), G-CSF (Fator Estimulador 

de Colônias de Granulócitos), SCF (Stem Cell Factor), M-CSF (Fator 

Estimulador de Colônias de Macrófagos) e flk-3L;  as quimiocinas CXCL4, 

CXCL9, CXCL10 e CXCL1; e os fatores de crescimento ȕFGF-R, PDGF-R, 

TGF-ȕR, Thy-1, INF-yR e TNF-R (KODE et al., 2009).  

As populações de células tronco imaturas ou células tronco embrionárias 

expressam os marcadores Oct-4 e Sox2, proteínas intracelulares, portanto, não 

fazem parte do grupo de marcadores de superfície (KURODA, 2010). Outro 

fator importante na identificação das CTM por meio molecular é a identificação 

da co-expressão de marcadores de superfície, que é influenciada 

principalmente pelo local de coleta e pela idade do doador (MAIJENBURG, 

2011).  

 

2.5 Uso das células-tronco mesenquimais 
 

As CTM são encontradas em todos os tecidos do organismo animal, as 

quais repõem as células maduras degradadas, por meio da remodelação dos 

tecidos (DA VEIGA PEREIRA, 2008). A reposição tecidual é sempre necessária 

por conta de doenças e do envelhecimento dos organismos, evidenciando a 

importância da terapia celular ou da medicina regenerativa (BOYETTE e TUAN, 

2014; TAJBAKHSH, 2013). Embora haja estudos que mostram a capacidade 

de transformação dessas células na regeneração de órgãos e tecido, ainda 

sabemos pouco sobre os fatores envolvidos no controle da autorenovação 

(CARVALHO et al., 2009; YARAK e OKAMOTO, 2010), sendo necessário 

entender os processos de proliferação e diferenciação das CTM in vitro e in 

vivo, assim como os processos que podem levar a formação de tumores, 

garantindo a efetividade da terapia celular e seu comportamento a longo prazo. 

(BYDLOWSKI et al., 2009). 
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 Os linfócitos T são as principais células da resposta imune adaptativa e 

as CTM são capazes de modular a função das células T. Apesar das CTM não 

possuírem expressão do MHC classe II, elas podem expressar essas 

moléculas em condições específicas, mostrando que os antígenos do MHC de 

classe II presentes dentro das CTM podem ser expressados na superfície 

celular após a indução com Interferon-gama (IFN-Ȗ) (WILLIAM et al., 2003). Ao 

observar os efeitos imunossupressores, tanto in vitro quanto in vivo, as CTM 

são utilizadas no tratamento da doença do enxerto contra hospedeiro (DECH), 

uma rejeição das células transplantadas por linfócitos T reativos, caracterizada 

por lesões em pele, fígado, trato digestivo (GIORDANO et al., 2007).  

Assim, as CTM têm sido utilizadas na recuperação de órgãos e tecidos 

danificados que, após sua introdução e indução de diferenciação, poderão 

restaurar a função perdida (NARAZAKI & CRISTANTE, 2011). Destarte, essas 

células são estudadas clinicamente no tratamento de diversas patologias com 

diferentes graus de sucesso (RAFII & LYDEN, 2003; MACKIE & LOORDO, 

2011; SQUILLARO et al, 2015; PARK 2016). Exemplo disso é a sua exploração 

nas áreas da oftalmologia, cardiologia, ortopedia, neurologia, dentre outras 

(OLIVEIRA 2008, RYU et al. 2012). Em adição, devido à sua forte propensão 

para formar cartilagem, as CTM têm sido o alvo de incontáveis trabalhos que 

objetivam a reparação da cartilagem em pacientes humanos ou veterinários 

com osteoartrite (WHITWORTH; BANKS, 2014). 

Apesar das CTM apresentarem propriedades importantes para 

regeneração tecidual, estas células enfrentam diversos obstáculos ao garantir 

sua sobrevivência quando enxertadas em um paciente (MA, 2010), 

necessitando de cuidados ao serem utilizadas na terapia celular e na 

compatibilidade do doador-paciente (CROOK et al., 2010.). Diante dessa 

situação, a criação de um banco de dados de células-tronco mesenquimais é 

um importante passo para a ciência por garantir um registro das linhagens, 

facilitando seu estudo em futuras aplicações alogênicas (BORSTLAP et al., 

2010). 
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2.6 O Búfalo como modelo para Biotecnologias 

O uso de animais de produção em testes e ensaios pré-clínicos contribui 

para a medicina e o avanço da ciência nestas espécies. Isso mostra a 

importância em caracterizar células de búfalos que podem ser usadas como 

modelos experimentais (BARRY et al.  2010), que despontam como uma 

técnica inovadora na terapia regenerativa, podendo ser isoladas e expandidas 

de diversos tecidos, como a medula óssea (GADE et al., 2013), confirmando 

que as células isoladas dos búfalos podem ser expandidos com sucesso in 

vitro, e exibem capacidades auto renováveis e clonogênicas, revelando células 

indiferenciadas molecularmente  que expressam de genes de pluripotência, 

além disso, células isoladas da membrana amniótica de búfalos também 

demonstraram seu potencialmente de diferenciação em multilinhagens 

(GHOSH et al., 2015), e células isoladas da geleia de Wharton são facilmente 

isoladas, e apresentam um ótimo potencial de multiplicação celular  

(SREEKUMAR et al., 2014). 

Diante dessa situação, os búfalos têm sido largamente utilizados como 

modelos experimentais, por oferecem uma ótima fonte de células tronco 

multipotentes, que podem ser cultivadas e mantidas in vitro para várias 

aplicações terapêuticas, como a reprodução assistida nesses animais, 

utilizados como uma ferramenta poderosa nos estudos sobre desenvolvimento 

embrionário precoce, segmentação gênica, clonagem, formação de quimera e 

transgênese (ANAND et al., 2011; YADAV et al., 2011). 

A maioria dos trabalhos que envolvem pesquisa em búfalos utiliza 

células da membrana amniótica, a fim de caracteriza-las in vitro para aplicação 

clínica (GHOSH et al. 2015). SAMPAIO et al. (2015) demonstraram que o 

tecido adiposo de búfalos pode ser usado como fonte de CTM, sendo uma 

interessante opção na terapia celular e medicina regenerativa. Estudos mais 

recentes mostram que as células tronco embrionárias de búfalos são capazes 

de se diferenciar em oócitos, bem como em espermatócitos sob condições de 

cultura adequadas (SHAH et al., 2017). Outro estudo demonstra que CTMs 

isoladas a partir do tecido adiposo de búfalos apresentam um genoma 

indiferenciado, importante em uma reprogramação eficiente para reativar a 
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expressão de genes embrionários precoce na transferência nuclear de búfalos 

(SADEESH et al., 2016). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

3 OBJETIVOS  
 

3.1 Geral 
 

• Isolar populações de células-tronco mesenquimais derivadas do cordão 

umbilical e da medula óssea de bubalinos (Bubalus bubalis) após o 

abate.  

3.2 Específicos 
 

• Isolar células-tronco mesenquimais da medula óssea (CTMO) e do 

cordão umbilical (CTCU) de bubalinos; 

• Avaliar a morfologia das populações de CTMO e de CTCU de bubalinos,  

• Avaliar a curva de crescimento das células das CTMO e de CTCU de 

bubalinos após o descongelamento; 

• Verificar as curvas de crescimento das CTMO e das CTCU de bubalinos; 

• Avaliar as CTMO e CTCU de bubalinos imunofenotípicamente; 

• Avaliar a expressão gênica das CTMO e das CTCU de bubalinos; 
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4 MATERIAIS E MÉTODOS 
 

4.1 ISOLAMENTO E CULTIVO DE CÉLULAS DE CTM EM BÚFALOS 
 

4.1.1 Isolamento e Cultura de células das CTMO 
 

 A medula óssea foi coletada do esterno de cinco búfalos oriundos do 

matadouro de Boituva – SP. As amostras foram retiradas com agulhas e 

seringas estéreis, colocadas em tubos cônicos com meio de cultivo, 

acondicionadas em caixas isotérmicas e transportadas para o laboratório de 

Anatomia da Universidade de São Paulo (USP). As células foram lavadas com 

PBS e centrifugadas a 200g por 10 minutos e descartado o sobrenadante, 

sendo repetido duas vezes. Em seguida, a medula foi ressuspendida em meio 

de cultivo DMEM, e depositado sobre uma solução de Ficoll-paque (1.077 g/mL 

- Sigma) em uma proporção 1:1 e centrifugado a 1200g por 20 minutos. O anel 

branco correspondente à fração de células nucleadas da medula foi aspirado. 

Finalmente estas células foram lavadas em PBS, centrifugadas 1200g por 10 

minutos, ressuspendidas e plaqueadas. As células foram expandidas em 

cultura até 3ª passagem e congeladas em tubos de criopreservação, 

armazenadas em freezer -80°C para estudos de caracterização. 
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4.1.2 Isolamento e cultura das CTCU 
  

 Foram coletados úteros fechados de bubalinos provenientes de 

abatedouros da cidade de São Luís, Maranhão. Os úteros fechados foram 

acondicionados em caixas isotérmicas e transportados ao Laboratório de 

Cultivo Celular Integrado ao Laboratório de Reprodução da Universidade 

Estadual do Maranhão (UEMA). Em meio estéril, foi realizada a incisão no 

útero, para a remoção de fragmentos do cordão umbilical, e foram feitas 

lavagens em solução de PBS e antibiótico (penicilina e estreptomicina) a 10%, 

para remover possíveis contaminantes e excesso de sangue, o procedimento 

foi repetido de 3 a 4 vezes. Em seguida, as amostras do cordão umbilical foram 

dissociadas mecanicamente e depositados em placas de petri estéreis. O 

material resultante foi transferido e acondicionado em garrafas de 25 cm² 

contendo meio de cultivo α-MEM e 3% de antibiótico (penicilina e 

estreptomicina), e incubadas em estufas com 5% de CO2 a 37°C. 

 

4.2 Análise morfológica das células 
 

 Para a análise morfológica, as amostras foram avaliadas a cada dois 

dias por meio de um microscópio invertido (NIKON ECLIPSE TS-100) durante 

duas semanas. As células foram até serem congeladas na 3º passagem, desta 

maneira foi possível observar as alterações morfológicas durante o seu 

desenvolvimento.  

 

4.3 Análise da curva de crescimento 
 

 As células da medula foram descongeladas e semeadas em placas 

de 24 poços a uma densidade aproximada de 2x104 células por poço, 

cultivadas durante quatro dias e tripsinizadas e contadas com o corante azul de 

trypan nos intervalos de 24, 48, 72 e 96h (3 poços cada vez), para determinar o 

número de células  e o melhor tempo de duplicação da população (PDT).                     

 



30 
 

4.4 Caracterização por Citometria de Fluxo 
 

Para análise imunofenotípica foi utilizado o método de imunomarcação 

de proteínas de superfície, no laboratório de imunomodulação da Universidade 

de São Paulo. As células foram descongeladas na quarta passagem e 

cultivadas, após à aderência na placa foram tripsinizadas, fixadas em 

paraformoldeído, centrifugadas e ressuspendidas em PBSA (Tampão fosfato-

salino com 5% de azida sódica) na concentração de 1 x 105 células/ml e 

incubadas com anticorpos primários (diluição de 1: 100) por 30 minutos a 40ºC. 

Após este período as células foram incubadas com o anticorpo secundário 

(diluição 1:500) por 30 minutos a 40º C. Após a incubação, as células foram 

lavadas e analisadas por citômetro de fluxo FACSCalibur (Becton  Dickinson, 

San Jose, Califórnia, USA). O citômetro de fluxo foi calibrado utilizando células 

não marcadas e células marcadas apenas com o anticorpo secundário 

policlonal. Para cada amostra, foram contados 10000 eventos. Os anticorpos 

primários utilizados foram: Nanog (n-17, sc30331), Sox-2 (sc-17320), Vimentina 

(sc-73259), CK 18 (RGE53, sc-32329), Stro-1 (sc-47733), PCNA (sc-46) ȕ-

tubulina (sc-47751), TRA-1-60 (sc-21705), CD73 (sc-14684), CD 105 (Abcam, 

ab53321, Cambridge, UK) CD 117(A4502 DakoCytomation, Carpinteria, CA, 

USA), CD45 (Invitrogen, MHCD4501, Carlsbad CA, USA), os resultados foram 

avaliados através do software Flowjo (10.0). 

4.5 Extração de RNA 

A extração de RNA foi realizada pelo método do Trizol® (Invitrogen, 

USA), de acordo com o protocolo do fabricante. Após o descongelamento das 

células, foi adicionado Trizol® e incubadas em temperatura ambiente por cinco 

minutos, para completar a dissociação dos complexos de nucleoproteínas. Em 

seguida, foram adicionados β00 μL de clorofórmio, e agitadas vigorosamente 

por 15 segundos. Os tubos foram incubados a temperatura ambiente por dois 

minutos antes de serem centrifugados a 12.000g por 15 minutos a 4°C. 

Aproximadamente 550 μL da fase superior aquosa foram transferidos para 

outro tubo eppendorf de 1,5 mL, ao qual foram adicionados 500 μL de 

isopropanol para precipitar o RNA. Os tubos foram invertidos vagarosamente e 

incubados a temperatura ambiente por 10 minutos até nova centrifugação a 
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12.000g por 10 minutos a 4°C. O sobrenadante foi descartado e o pellet lavado 

com 1 mL de etanol 75%, seguido de homogeneização e centrifugação a 

7.500g por 5 minutos a 4°C. O sobrenadante foi descartado e o pellet 

suspendido em aproximadamente 40 μL de água de injeção e incubado por 10 

minutos a 55°C. Alíquotas para dosagem de RNA em espectrofotômetro foram 

feitas e o RNA congelado a -80°C até confecção de cDNA. 

 

4.6 Confecção de cDNA 

Para confecção do cDNA foi utilizado o kit SuperScript III First-Strand 

Synthesis SuperMix (Applied Biossystems, USA), de acordo com as instruções 

do fabricante. Para um volume final de β0 μL de cDNA, foram utilizados no 

preparo do mix 4,7 μL de água DEPC, 4,4 μL de MgCl2, 4 μL de dNTPs, 1 μL 

de hexâmeros, 0,4 μL de inibidor de RNAses, β μL de tampão, 0,5 μL de 

transcriptase reversa e γ μL de RNA das amostras, em uma concentração final 

de 500 ng/μL. As amostras foram levadas para o termociclador, nos seguintes 

ciclos: 25°C por 10 minutos, 48°C por 30 minutos e 95°C por 5 minutos.  

4.7 Quantificação de mRNA de genes células tronco mesenquimais e de 
pluripotência por qPCR 

A expressão de mRNA dos genes CD29, CD44, SOX-2 e NANOG, além 

da GAPDH, foi mensurada por PCR em tempo real, objetivando a quantificação 

desses genes nas população celulares. Para cada reação foi utilizado β,5 μL de 

cDNA, 1 μL de cada primer a 10 μM (Tabela β), 1β,5 μL de SYBR Green PCR 

Master Mix (Invitrogen, USA) e 8 μL de água, com os seguintes parâmetros de 

ciclagem: 95ºC por 10 minutos, 40 ciclos de 95ºC por 15 segundos e 60ºC por 

1 minuto. Os dados foram analisados pelo método 2-ΔΔCt normalizados com 

base na expressão de GAPDH.  

Tabela 1 - Lista de genes e primers utilizados na qRT - PCR 

Sequência 
alvo 

Sequência de Primes 
Temp. de 

Anelamento (°C) 
pb N° de Acesso 

GAPDH TACTCAGCACCAGCATCACC (F) 

TGACCCCTTCATTGACCTTC (R) 

55 180 620060082:C2671 
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CD29 CTTATTGGCCTTGCATTGCT (F) 

TTCCCTCGTACTTCGGATTG (R) 

58 169 XM.005606848 

CD44 ATCCTCACGTCCAACACCTC (F) 

CTCGCCTTTCTTGGTGTAGC (R) 

58 165 NM_001085435.1 

SOX-2 CATGGCAATCAAAATGTCCA (F) 

AGACCACGGAGATGGTTTTG (R) 

55 215 DQ126150.1 

NANOG GGGAAGGGTAATGAGTCCAA (F) 

AGCCTCCCTATCCCAGAAAA (R) 

55 211 DQ487022.1 

 

4.8 Eletroforese em gel de agarose  

Para preparo de 100 ml do gel de agarose, foram utilizados 10 ml de 

tampão TBE e 90 ml de água destilada, acrescidos de 1,5 gramas de agarose. 

Após, a mistura foi levada ao microondas por 45 segundos ou tempo suficiente 

para dissolver a agarose. Depois de resfriada, foi colocado 2 microlitros de 

brometo de etídio à mistura, que foi colocada em uma cuba grande até 

endurecer. Após solidificado, as amostras de DNA amplificado foram 

adicionadas em cada poço, juntamente com o padrão de peso molecular. A 

corrida foi realizada na voltagem de 90 v por 30 minutos. 

4.9 Comitê de ética  

 O projeto foi aprovado pelo Comitê de Ética em Pesquisa Animal da 

Universidade Estadual do Maranhão – UEMA, sob o número de protocolo 

31/2016.  

4.10 Análise estatística 

Os dados de expressão gênica foram normalizados com base na 

expressão de 1000 cópias de GAPDH e apresentados como média ± desvio 

padrão, e analisadas pelo teste de Mann-Whitney.   
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5 RESULTADOS E DISCUSSÃO 
5.1 Isolamento e Expansão 

Nas primeiras 12 horas após o isolamento das células da medula óssea, 

foi observado grandes quantidades de hemácias, células hematopoiéticas e 

células mortas durante o processo de extração, as quais apresentavam pouca 

aderência no fundo das garrafas. No entanto, após 48 horas de cultivo houve 

adesão das primeiras células, atingindo a confluência de 80% com 10 dias de 

cultivo, tornando necessário o repique da cultura.  

Quanto ao cordão umbilical, migração celular para o fundo da placa 

iniciou a partir do terceiro dia de cultivo. No 15º dia de cultivo, as células 

atingiram confluência de 80%, semelhante aos resultados obtidos por Singh et 

al. (2013), que atingiram confluência média de 75% entre o 9º e o 11º dia de 

cultivo. Inicialmente, as células do cordão umbilical apresentam menor 

densidade celular quando comparadas às células da medula óssea, o que 

acarretou no preenchimento mais lento das placas e, consequentemente 

levaram mais tempo para pavimentar o fundo da placa in totum.  

Em uma cultura de células-tronco, a confluência está diretamente ligada 

capacidade de proliferação, sendo um importante critério a ser analisado (REN 
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et al., 2015). É fundamental o estabelecimento de uma confluência ideal para a 

realização das passagens e das análises de caracterização, ao fim de 

minimizar alterações nas propriedades biológicas destas células (WOLFE et al., 

2008). Segundo Abo-Aziza (2017), a confluência de 80% é ótimo indicador de 

proliferação em culturas de células-tronco mesenquimais, sendo considerada 

uma confluência ideal para a realização de passagens, análises experimentais 

e utilizações em terapias celulares. 

Tanto as células isoladas de medula óssea como as de cordão umbilical 

apresentaram alta capacidade de expansão in vitro após a primeira passagem, 

segundo Salem e Thiemermann (2010) e Sprada et al., (2014), as células 

mesenquimais apresentam alta taxa de proliferação durante o isolamento e 

primeiras passagens. 

5.2 Análise Morfológica 

A morfologia das células da medula e do cordão umbilical apresentaram 

formato que variou de arredondado a fusiforme semelhantes a fibroblastos 

(Figura 1). O mesmo padrão celular encontrado neste trabalho foi descrito 

também para células tronco isoladas a partir de membrana amniótica, geleia de 

Wharton e medula óssea de búfalos, independente da região e do tecido de 

onde foram isoladas as células apresentam predominantemente o formato 

fusiforme (GADE et al., 2013; SREEKUMAR et al., 2014; GHOSH et al., 2015). 

Figura 1 – Fotomicrografia de células de búfalos. A. Cultura de células da 

medula óssea de búfalos 10x. B. Cultura de células do cordão umbilical de 

búfalos 10x. 

 

 

 

 

 

 

 

Scale 100 µm 

A B 
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 Fonte: FERREIRA (2018). 

Quanto à avaliação morfológica dos tipos celulares isolados, foi 

evidenciada uma população de células mesenquimais heterogênea, com 

diversidade de tamanhos, que estão de acordo com a morfologia padrão das 

células-tronco mesenquimais definida pelo The International Society for Cellular 

Therapy (DOMINICI et al., 2006), e confirmada por outros pesquisadores 

(DAVIES et al., 2015; GONG et al., 2014; LI et al., 2014). Esse padrão 

morfológico também foi descrito para células de cordão umbilical de humanos 

(SALEH e REZA, 2017), equinos (MAIA et al., 2017) e cães (FILIOLI URANIO 

et al., 2014). 

As células da medula óssea foram analisadas por citometria de fluxo, 

onde foram observadas duas populações celulares distintas, confirmando a 

heterogeneidade da cultura (Figura 2). As células-tronco mesenquimais em 

cultivo se apresentam em populações heterogêneas (RENNERT et al., 2016) e 

apresentam morfologias distintas já na cultura primária, que são precocemente 

identificadas (BAER e GEIGER, 2012). Uma única célula-tronco mesenquimal 

pode dar origem a populações altamente heterogêneas, com variável 

capacidade de proliferação e diferenciação (AUGELLO et al. 2010)  

Figura 2 – Análise morfológica de células isoladas da medula óssea de búfalos 

por citometria de fluxo. Notar os círculos demonstrando a identificação de duas 

populações de células, de tamanhos semelhantes e granulosidades diferentes. 
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Fonte: FERREIRA (2018).  

Como observado no nosso estudo, a medula óssea é um tecido 

altamente heterogêneo, pois nem todas as células mononucleares são células 

tronco mesenquimais, um grande número delas é representado por leucócitos 

e células tronco hematopoiéticas (YOSHIMURA et al., 2007; SALEM e 

THIEMERMANN, 2010). As células mesenquimais encontradas na medula 

também diferem morfologicamente entre si, evidenciando que as populações 

de células isoladas da medula óssea são heterogêneas (MURAGLIA et al., 

2000; BARA et al., 2014). Apesar da heterogeneidade morfológica dessas 

células, foi comprovado a expressão positiva para marcadores de células 

mesenquimais, como o CD29, CD44, CD73, CD105, e Stro1 e não possuem 

expressões de marcadores de linhagem hematopoiéticos (RHODES e YANG, 

2013). Além disso, essa diversidade morfológica pode ser minimizada usando a 

classificação por citometria de fluxo ou separação imunomagnética, seja por 

seleção positiva ou por seleção negativa para um marcador específico (BAER e 

GEIGER, 2012; RADA et al. 2011). Essa heterogeneidade foi encontrada em 

células-tronco de fibroblastos fetais de búfalos (ANJANA et al., 2015) e em 

células derivadas da membrana aminiótica (GOSH et al., 2015). 
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5.3 Teste de viabilidade de criopreservação 

 Após a descongelação, as células isoladas não sofreram alterações no 

formato, isso mostra que a morfologia não altera quando estas são submetidas 

a baixas temperaturas. Além disso, a capacidade de proliferação permaneceu a 

mesma quando comparada a células não criopreservadas, com confluência 

média de 80% após três dias de cultivo, dados semelhantes aos de Vidane et 

al. (2014) e Franciele (2012), ao perceberem que mesmo sendo 

criopreservadas, as células, apresentam características semelhantes às células 

que não foram submetidas a baixas temperaturas. A partir destas análises, foi 

possível a criação de um banco de células, para expansão e realização dos 

demais experimentos 

A criopreservação de células-tronco mesenquimais tornou-se uma 

técnica viável que objetiva a conservação destas células por um longo período 

de tempo (MAIA, 20017). A técnica garante que as células sejam corretamente 

preservadas, e após descongeladas, serem usadas na terapia celular, 

transporte de amostras e desenvolvimento de testes morfológicos e 

moleculares (MIYAZAKI e SUEMORI, 2014; DA SILVA et al., 2017).  

 

Figura 3 – Fotomicrografia de células descongeladas após a criopreservação 

de búfalos. A. Células da medula óssea. 20x. B. Células do cordão umbilical. 

40x.  

Fonte: FERREIRA (2018). 

B 

Scale 100 µm 
Scale 50,000 µm 
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5.4 Curva de crescimento 
 

As células da medula óssea apresentaram as quatro fases do 

crescimento celular em cultura (Gráfico 1). 24 horas após o plaqueamento, as 

células se encontravam na fase Lag, correspondente a um período de 

adaptação celular, com pouca variação no número de células e pouca 

aderência à superfície da placa. Entre 48 e 72 horas, a cultura se encontrava 

na fase Log, com aumento exponencial na quantidade de células, que 

ocupavam toda a superfície de crescimento disponível. Após 72 horas, o cultivo 

atingiu a fase de plateau, onde foi observado o início da redução da velocidade 

do crescimento celular e por fim, com 96 horas, houve redução do número de 

células (morte celular). O tempo de duplicação da população foi 72 horas. 

Esses resultados são semelhantes aos observados por Gade et al. (2013), que 

relatam que a cultura inicialmente apresentou crescimento lento, seguido de 

uma fase de crescimento exponencial e finalizando com uma fase estacionária. 

 

Figura 04 - Gráfico da curva de crescimento de cultivo celular de medula óssea 

isolada de búfalos. 

 

Fonte: FERREIRA (2018). 
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 Bhorghesi (2014), ao comparar células de quarta e oitava passagem em 

96 horas, observou que as primeiras tendem a apresentar maior capacidade de 

proliferação. Isso pode ser explicado uma vez que as células na quarta 

passagem estão no pico do seu crescimento, quando comparadas as de oitava 

passagem. 

 

5.5 Imunofenotipagem  
 

A caracterização imunofenotípica das células da medula óssea de 

bubalinos apontou expressão negativa para os marcadores de citoesqueleto, 

com exceção da vimentina, que apresentou expressão positiva (Figura 4). 

Tanto a vimentina quanto a citoqueratina 18 são encontradas em filamentos 

intermediários das células mesenquimais e células epiteliais, respectivamente 

(TABATABEI et al., 2014). Semelhantemente aos estudos realizados por Chae, 

et al., (2016), em células do tecido adiposo de humanos e em células tronco do 

fluxo mestrual relatadas por DA SILVA SASSO et al., (2017), indicando a 

origem mesenquimatosa da célula. 

A vimentina, também conhecida como proteína específica de fibroblastos 

1, é expressa em quase todas as células de origem mesenquimal, incluindo 

fibroblastos, células endoteliais, células das linhagens hematopoiéticas e 

células da glia (MANI et al., 2008; ZEISBERG e NEILSON, 2009). Chen et al. 

(2007) afirmam que a coexpressão de nestin e vimentina está relacionada com 

a capacidade de multipotência dos fibroblastos, o que pode representar um 

novo tipo de células-tronco adultas. A vimentina é um dos componentes do 

citoesqueleto celular responsável pela integridade e flexibilidade da célula 

(Goldman, et al., 1996). Diversos estudos demonstram o importante papel da 

vimentina ao desempenhar funções de migração, sinalização e mobilidade 

celular (Eckes, et al., 1998; Cochard e Paulin, 1984; Lehtonen, et al., 1983; 

Franke et al., 1982). Atualmente há diversos estudos que mostram a 

associação da vimentina com células tumorais mesenquimatosas, podendo ser 

um forte indicador da transição epitélio-mesenquimatosa causando mais 

agressividade, desta forma, com a diminuição das caraterísticas epiteliais há 
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um aumento das caraterísticas mesenquimatosas indicada pelo crescimento da 

expressão de vimentina, fibronectina e enzimas proteolíticas (MITRA et al., 

2015; YU et al., 2015; WERNER et al., 2017). Além disso, as mecanoterapias 

baseadas em células-tronco são controladas por propriedades mecânicas do 

citoesqueleto destas células, que incluem os filamentos intermediários de 

vimentina (SHARMA et al., 2018). 

A baixa expressão da citoqueratina 18 sugere que as células isoladas de 

medula óssea de bubalinos não são capazes de se diferenciarem em células 

epiteliais. As citoqueratinas são um grupo de proteínas de filamentos 

intermédios composto por mais de 50 polipéptidos diferentes (SCHWEIZER et 

al., 2006). Essas proteínas são encontradas no citoplasma das células 

eucarióticas, e juntamente com a vimentina constituem um dos importantes 

componentes do citoesqueleto, sendo responsáveis pela função de 

manutenção estrutural da célula e do tecido e a proteção contra traumas 

mecânicos (ISHIDAYAMAMOTO, 2002; OSHIMA, 2002). Estão presentes 

principalmente no tecido epitelial, sendo expressa de forma estável em células 

epiteliais normais (WAN et al., 2012).  
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Figura 5 – Gates de imunofenotipagem de células isoladas de medula óssea 

de búfalos em 4ª passagem por citometria de fluxo. Notar marcação positiva 

para o marcador de citoesqueleto (Vimentina) e as expressões quase nulas 

para os marcadores CK18 e ȕ- tubulina. 

Fonte: FERREIRA (2018). 

 

Os marcadores mesenquimais CD-105 (7,12%), CD-90 (1,56%), Stro-

1(3,44%) e CD-73 (0,57%) não foram expressos nas células da medula óssea 

de búfalos (Figura 5). De acordo com Vidane et al. (2014), a expressão do 

marcador CD-73 é quase nula na quarta passagem, havendo um aumento 

considerável na sua expressão à medida que são feitas as passagens. Esses 

resultados são semelhantes aos achados de Borghesi (2016), ao cultivar 

células mesenquimais de coelhos, Franciolli et al. (2012), ao cultivar células 
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mesenquimais de equinos e nas células cultivadas no líquido sinovial de 

humanos (DE SOUSA et al., 2017). Os dados de expressão dos marcadores 

CD-105, CD-90 e Stro-1 diferem dos encontrados na literatura (GADE et al., 

2013), em células tronco isoladas de búfalos vivos ao encontrarem expressão 

positivas para esses marcadores, o que pode ser ]um indicador de que a forma 

de coleta influenciou no resultado obtido, pois as células isoladas da medula 

post-mortem sem anticoagulante não apresentaram marcações para 

marcadores de células-tronco mesenquimais. Apesar disso, é válido ressaltar 

que uma cultura de células tronco-mesenquimais pode ser facilmente 

influenciada pelo tipo de meio e a passagem que serão utilizadas (BOBIS et al., 

2006). Conforme os critérios mínimos exigidos pela ―Sociedade Internacional 

de Terapia Celular‖, as CTM são caracterizadas pela aderência à superfície 

plástica, diferenciação em outras células e capacidade em expressar pelo 

menos um dos anticorpos: CD105, CD73 e CD90, (Dominici et al., 2006; LUNA 

et al., 2014). Conforme descrito por Maleki et al. (2014), o CD90 possui 

importante papel na morfologia e proliferação das CTM, enquanto o CD105 

(endoglina) está envolvido na diferenciação e migração destas células. 
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Figura 6 – Gates de imunofenotipagem de células isoladas da medula óssea 

de búfalos em quarta passagem por citometria de fluxo.  

Fonte: FERREIRA (2018). 

 

 As células apresentaram expressão negativa para o marcador de 

proliferação celular PCNA (10%) e para os marcadores de pluripotência SOX-2 

(14,6%), NANOG (3,84%) e OCT-4 (0,24%) (Figura 6). Os dados obtidos 

diferem dos achados de Gade et al. (2013) e Sreekumar et al. (2014) que, ao 

analisarem medula óssea e cordão umbilical de búfalos, respectivamente, 

relataram expressões significativas de SOX-2, NANOG e OCT-4. Embora a 

expressão dos marcadores de pluripotência já tenha sido confirmada em 

diversas pesquisas por meio de citometria de fluxo, ainda não se tem um 
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consenso no meio cientifico sobre o conjunto de marcadores equivalentes a 

animais de produção, principalmente bubalinos (DOMINITI et al., 2006). Por 

conta disso, até hoje são utilizados marcadores específicos da espécie 

humana, fazendo com que muitos pesquisadores questionem a eficiência 

destes marcadores ao serem utilizados em espécies diferentes. 

Figura 7 – Gates de imunofenotipagem das células isoladas de medula óssea 

de búfalos em P4 por citometria de fluxo. Notar níveis baixos de expressão 

positiva para marcador de proliferação celular (PCNA) e os marcadores de 

pluripotência (SOX-2 e NANOG) e marcação insignificante para OCT-4.   

Fonte: FERREIRA (2018). 
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5.6 Expressão Gênica 

Não houve expressão de nenhum dos genes analisados nas amostras 

da medula óssea de bubalinos (CD29, CD44, SOX-2 e NANOG) por qRT-PCR, 

a curva de melt das amostras não foram formadas. Diante desses resultados, 

as amostras foram corridas em gel de agarose, onde foi observada marcação 

apenas do controle endogênico (Figura 7). Estes resultados contrastam com os 

resultados obtidos por Gates et al. (2013), por encontrarem expressões para os 

marcadores de pluripotência NANOG e SOX-2 em células da medula óssea de 

búfalos vivos, assim como os resultados obtidos por Gosh et al. (2015), que 

encontraram expressões tanto para os genes de células mesenquimais CD29 e 

CD44, quanto para os genes de pluripotência SOX-2 e NANOG.  

Figura 8 – Gel de agarose das células da medula óssea de búfalos. Notar a 

expressão negativa tanto para os genes de células mesenquimais (CD29 e 

CD44), quanto para os genes de pluripotência (SOX-2 e NANOG).  

 

Fonte: FERREIRA (2018). 

A análise de expressão gênica por qRT-PCR em células do cordão 

umbilical de bubalinos foi realizada em culturas de segunda e quarta passagem 

e foi observado que ambas passagens expressaram transcritos de mRNA dos 
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genes avaliados (CD29, CD44, SOX-2 e NANOG). Houve aumento na 

expressão do marcador de células mesenquimais CD29 da segunda para a 

quarta passagem, enquanto que o marcador CD44 apresentou pouca variação 

dos níveis de expressões entre essas passagens (Figura 8). Isso justifica o uso 

de células em quarta passagem na maioria dos experimentos, pois além de 

apresentar um grande número de células, a expressão dos marcadores de 

células mesenquimais (CD29, CD44, CD73, CD90, CD105 e HLA-I) é mais 

homogênea (DEUS et al., 2012; PINTO FILHO et al., 2013).  

Figura 9 – Expressão gênica das células do cordão de búfalos por RT-PCR 

para marcadores de células mesenquimais.  

 

Fonte: FERREIRA (2018). 

No entanto, as células do cordão umbilical expressaram marcações para 

SOX-2 e para NANOG, que diminuíram suas expressões da passagem 2 para 

a passagem 4 (Figura 9). Esses marcadores de pluripotência são expressos 

em grande quantidade nas superfícies de células embrionárias e, quando se 

diferenciam em outras células, deixam de ser expressos (GAGLIARDI, 2013). 
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Figura 10 - Expressão gênica das células do cordão umbilical de búfalos por 

RT-PCR para marcadores de pluripotência.  

Fonte: FERREIRA (2018). 

SOX-2 e NANOG são capazes de manter suas características de auto 

renovação e a capacidade de pluripotência das células tronco embrionárias, 

porém os fatores que controlam a expressão desses genes ainda são 

desconhecidos (CHAMBERS et al., 2003). Com isso, podemos presumir que, 

quanto mais antigas forem as células, menor será a expressão dos marcadores 

de pluripotência. SOX2 e NANOG são considerados importantes fatores 

específicos das células-tronco mesenquimais, e quando expressos, evidenciam 

suas capacidades de pluripotência (OTSU et al., 2014).  Já foi comprovado que 

esses fatores de transcrição (OCT4, SOX2 e NANOG) são capazes de 

reprogramar fibroblastos em células-tronco indiferenciadas e pluripotentes pela 

técnica de iPS (CHAMBERS et al., 2003). O NANOG desempenha a função de 

impedir a diferenciação celular, enquanto que o OCT4 possui propriedades 

indutoras da diferenciação, desta forma, o NANOG atua restringindo o 

potencial indutor de diferenciação celular do OCT4, permitindo que a célula 

continue indiferenciada (SARKAR e HOCHEDLINGER, 2013) 

 

 

A B 



48 
 

A quantificação absoluta elevada do NANOG é suficiente para sustentar 

os atributos necessários para identificação de uma célula tronco mesenquimal 

(CHAMBERS et al., 2003), além disso, a alta expressão do SOX2 é 

considerada um fator confiável na identificação destas células (BANERJEE et 

al., 2016). Desta forma, podemos afirmar que as células cultivadas a partir do 

cordão umbilical de búfalos post-mortem possuem tanto características 

mesenquimais quanto de capacidade de pluripotência. 

O grande diferencial deste trabalho refere-se à coleta das amostras de 

cordão umbilical e medula óssea de bubalinos após o abate destes animais. 

Embora a coleta de material biológico post-mortem possa apresentar algumas 

desvantagens em relação à coleta in vivo, principalmente em relação à autólise 

das células, nossos resultados nos permitem afirmar que, de modo geral, o 

isolamento celular post-mortem não interferiu na capacidade de crescimento e 

proliferação celular, porém a imunofenotipagem e expressão de marcadores de 

pluripotência das células da medula ficaram comprometidas, entretanto foram 

expressos genes de células mesenquimais e de pluripotência nas células do 

cordão umbilical.  
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6 CONCLUSÃO 

               As células derivadas do cordão umbilical e da medula óssea de 

bubalinos post-mortem apresentam origem mesenquimatosa, assim como as 

células isoladas do cordão umbilical, sendo necessário a realização de mais 

testes. 
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