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Resumo
Objetivos: Implantação de técnicas de isolamento e cultivo

de células-tronco mesenquimais do sangue de cordão
umbilical humano, com e sem uso de gradiente de densidade
Ficoll-Paque (d=1,077g/ml).

Métodos: Dez amostras de sangue de cordão umbilical
humano de gestação a termo foram submetidas a dois
procedimentos de cultivo de células-tronco mesenquimais:
sem gradiente de densidade Ficoll-Paque e com gradiente
de densidade. As células foram semeadas em frascos de 25cm2

a uma densidade de 1x107células nucleadas/cm2 (sem Ficoll)
e 1,0x106 células mononucleares/cm2 (com Ficoll). As células
aderentes foram submetidas a marcação citoquímica com
fosfatase ácida e reativo de Schiff.

Resultados: No procedimento sem gradiente de densidade
Ficoll, foram obtidas 2,0-13,0x107 células nucleadas
(mediana=2,35x107) e, no procedimento com gradiente de
densidade Ficoll, foram obtidas 3,7-15,7x106 células
mononucleares (mediana=7,2x106). Em todas as culturas
foram observadas células aderentes 24 horas após o início
de cultivo. As células apresentaram morfologias
fibroblastóides ou epitelióides. Na maioria das culturas
houve proliferação celular nas primeiras semanas de cultivo,
mas após a segunda semana, somente três culturas
provenientes do método sem gradiente de densidade Ficoll-
Paque mantiveram crescimento celular, formando focos
confluentes de células. Essas culturas foram submetidas a
várias etapas de tripsinização para espalhamento ou
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INTRODUÇÃO

Na última década, um número considerável de estudos
comprovou que o sangue de cordão umbilical humano
(SCU) possui células-tronco hematopoéticas (CTH) e um
pool de células-tronco mesenquimais (CTM). As CTM
possuem potencial de proliferação e diferenciação em
múltiplas linhagens, semelhantemente ao observado nas
células da medula óssea.

Essas características criaram expectativas de uso em
terapias celulares para regeneração de tecidos e órgãos
acometidos por doenças tidas como incuráveis, como as
neurológicas, cardíacas, renais, etc. No entanto, como essas
células correspondem a apenas uma pequena parcela das
células mononucleares presentes em cada amostra, é
necessário isolá-las e multiplicá-las in vitro.

Diferentes protocolos de isolamento e cultivo de CTM
do SCU já foram empregados com sucesso, todos
envolvendo uma etapa inicial de separação de células
mononucleares, por meio de gradiente de densidade Ficoll-
Paque [1-4]. Apesar dos resultados positivos observados
por esses grupos, muitos estudos relatam grandes
dificuldades no cultivo e manutenção dessas células in
vitro e outros relatam completo insucesso no isolamento e
cultivo das mesmas [5-8].

Todos os protocolos de cultivo de CTM do SCU iniciam
com uma etapa de isolamento de células mononucleares

com gradiente de densidade Ficoll-Paque, que requer várias
etapas de centrifugação e manipulação do SCU, o que
aumenta o risco de contaminação do mesmo. Na tentativa
de agilizar e tornar os procedimentos de isolamento de
células mononucleares mais rápidos, vários métodos já
foram testados, por exemplo, uso de poligeline, gel de
hidroxietil amido e gelatina para retirada de células
vermelhas. Apesar da eficácia desses procedimentos, a
liberação desses produtos para uso clínico depende da
aprovação dos órgãos reguladores em diversos países [9].

Além disso, esses procedimentos também envolvem
várias etapas de manuseio que aumentam o risco de
contaminação. Também já foram testados sistemas de
filtração hermeticamente fechados e de fácil manuseio para
concentrar células mononucleares, denominado SCF
SYSTEM. Esse sistema mostrou-se mais eficiente e rápido
na separação de células mononucleares quando comparada
à técnica convencional, que utiliza gradiente de densidade
Ficoll, porém a liberação desse sistema para uso clínico
ainda requer estudos adicionais [10].

Em vista dessas dificuldades, nosso grupo desenvolveu
um protocolo de cultivo de CTM do SCU a partir do
isolamento de células nucleadas, presente no buff coat
obtidas por meio de centrifugação sem gradiente de
densidade Ficoll-Paque. Essas células correspondem a
todas as células nucleadas presentes no SCU e não apenas
às células mononucleares de baixa densidade, isoladas pelo

subdivisão e permaneceram em cultivo por períodos que
variaram de dois a três meses.

Conclusão: Nas amostras estudadas, o isolamento e cultivo
de células-tronco mesenquimais do sangue de cordão
umbilical humano pelo método sem gradiente de densidade
Ficoll-Paque foi mais eficiente do que o método com
gradiente de densidade Ficoll-Paque.

Descritores: Sangue de cordão umbilical. Células-tronco
mesenquimais/citologia. Células cultivadas. Técnicas de
cultura de células.

Abstract
   Objectives: Implantation of cell separation and
mesenchymal stem cell culture techniques from human
umbilical cord blood with and without using the Ficoll-Paque
gradient density method (d=1.077g/ml).
     Methods: Ten samples of the umbilical cord blood obtained
from full-term deliveries were submitted to two different
procedures of mesenchymal stem cell culture: a) Method
without the Ficoll-Paque density gradient, which
concentrates all nucleated cells; b) Method with the Ficoll-
Paque density gradient, which selects only low-density

mononuclear cells. Cells were initially plated into 25 cm2

cultures flasks at a density of 1x107 nucleated cells/cm2 and
1x106 mononuclear cells/cm2.
     Results: It was obtained 2-13x107 (median = 2.35x107)
nucleated cells/cm2 by the method without the Ficoll-Paque
gradient density, and 3.7-15.7x106 (median = 7.2x106)
mononuclear cells/cm2 by the method with the Ficoll-Paque
gradient density. In all cultures adherent cells were observed
24 hours after being cultured. Cells presented fibroblastoid
and epithelioid morphology. In most of the cultures, cell
proliferation occurred in the first week, but after the second
week only some cultures - derived from the method without
the Ficoll-Paque gradient density - maintained the growth
rate reaching confluence. Those cultures were submitted to
trypsinization with 0.25% trypsin/EDTA solution and
cultured for two to three months.
     Conclusion: In the samples analyzed, cell separation and
mesenchymal stem cell culture techniques from human
umbilical cord blood by the method without the Ficoll-Paque
density gradient was more efficient than the method with
the Ficoll-Paque density gradient.

Descriptors: Umbilical cord blood. Mesenchymal stem
cells/cytology. Cells, cultured. Cell culture techniques.
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gradiente de densidade Ficoll-Paque. Esse protocolo foi
comparado ao procedimento convencional empregando
centrifugação com gradiente de densidade Ficoll-Paque,
para isolamento de células mononucleares.

MÉTODOS

Coleta do sangue de cordão umbilical
Foram coletadas 10 amostras de SCU de placentas de

gestação a termo, de mulheres saudáveis, não fumantes, não
etilistas, com faixa etária de 20 a 40 anos, independentemente
da etnia, no Serviço de Obstetrícia do Hospital de Base da
FUNFARME/FAMERP de São José do Rio Preto. As amostras
foram coletadas após assinatura do termo de consentimento
livre e esclarecido, pela mãe ou responsável, seguindo as
regulamentações do Comitê de Ética da Instituição, conforme
Parecer Nº 168/2005. O sangue foi coletado em seringas
estéreis contendo heparina sódica (1000UI).

 
Processamento do sangue de cordão umbilical
As amostras de SCU foram diluídas em uma proporção

de 1:1, em tampão fosfato (PBS) e submetidas a dois diferentes
procedimentos para cultivo de células mesenquimais: a)
Método sem gradiente de densidade Ficoll-Paque (d=1,077g/
ml) (Amershan Pharmacia); b) Método com gradiente de
densidade Ficoll-Paque, descritas a seguir:

a) Método sem gradiente de densidade Ficoll-Paque:
As amostras de SCU foram transferidas para tubos de
centrífugas de 15 mL e submetidas a centrifugação a 1000
rpm, por 10 minutos, para obtenção do buffy coat. O buffy
coat contendo todas as células nucleadas presentes no
SCU foi transferido para um novo tubo de centrífuga, lavado
duas vezes com meio de cultura por meio de centrifugação
a 1000 rpm, por 8 minutos. O número de células nucleadas
foi estimado após contagem em câmara de Neubauer e a
viabilidade celular determinada pelo método de exclusão
pelo azul de Tripan.

b) Método com gradiente de densidade Ficoll-Paque: As
amostras de SCU foram transferidas para tubos de
centrífuga de 15 mL contendo solução de Ficoll-Paque e
submetidas à centrifugação a 2000 rpm, por 30 minutos,
para isolamento de células mononucleares de baixa
densidade. As células mononucleares foram transferidas
para novo tubo e lavadas duas vezes com meio de cultura,
por meio de centrifugação a 2000 rpm, por 10 minutos,
segundo protocolo descrito por Erices et al. [2]. A estimativa
do número de células e a viabilidade seguiram o mesmo
procedimento descrito para as células nucleadas.

 
Cultivo de células mesenquimais
As culturas de CTM foram iniciadas a partir de células

nucleadas e células mononucleares. O isolamento das CTM

foi possível devido à sua capacidade de adesão ao frasco,
diferentemente das células hematopoéticas não aderentes,
que são eliminadas da cultura durante os procedimentos
de troca de meio. Os procedimentos de cultivo estão
descritos a seguir:

a) Cultivo de CTM a partir das células nucleadas: As
culturas foram iniciadas em frascos de 25cm2, a uma
densidade de 1x107 células nucleadas/cm2. As células foram
alimentadas com meio de cultura α-MEM, suplementado
com 20% soro fetal bovino, 1% antibiótico/antimicótico e
1% de glutamina. As culturas foram incubadas a 37°C, em
atmosfera umedecida contendo 5% de CO2. A primeira troca
de meio foi realizada 24-48 horas após o início do cultivo,
para eliminação das células não-aderentes. Posteriormente,
o meio de cultura foi trocado a cada quatro dias e o
crescimento celular avaliado diariamente em microscópio
invertido. Quando as células atingiram 50-60% de
confluência, foram subdividas, após tratamento com
tripsina/EDTA (0,25%) (Gibco-BRL).

b) Cultivo de CTM a partir das células mononucleares:
As culturas foram iniciadas em frascos de 25cm2, a uma
densidade de 1,0x106 células mononucleares/cm2, seguindo
os mesmos procedimentos descritos para as células
mononucleares.

 
Caracterização citoquímica das células mesenquimais
As células aderentes foram submetidas à marcação

citoquímica com fosfatase ácida (PA) e reativo ácido de
Schiff (PAS), segundo o protocolo descrito por Erices et al.
[3] com modificações.

RESULTADOS

As 10 amostras foram submetidas aos protocolos de
isolamento de células nucleadas e mononucleares. Nos
procedimentos de isolamento de células nucleadas (sem
Ficoll), foram obtidas 2,0-13,0x107 (mediana = 2,35x107)
células/cm2. Nos procedimentos de isolamento de células
mononucleares (com Ficoll), foram obtidas de 3,7-15,7x106

(mediana = 7,2x107) células/cm2. Em todas as amostras
cultivadas, foram observadas células aderentes 24 horas
após o início do cultivo. Após a segunda semana de cultivo,
a taxa de crescimento das culturas provenientes do
isolamento com Ficoll decaiu até estagnarem por completo.
Nas culturas provenientes do isolamento sem Ficoll,
somente três amostras mantiveram o crescimento, formando
focos confluentes de células. Essas culturas foram
submetidas a várias etapas de tripsinização para
espalhamento ou subdivisão e permaneceram em cultivo
por períodos que variaram de dois a três meses.

As células no início do cultivo apresentaram morfologias
fibroblastóides e epitelióides (Figura 1A). Após as
subdivisões houve predominância de células
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fibroblastóides (Figura 1B) e, em alguns casos, presença
de grandes células arredondadas e multinucleadas (Figura
1C). Durante a tripsinização, as células fibroblastóides
desprenderam rapidamente do frasco, ao passo que as
células arredondadas necessitaram de um período maior de
exposição à tripsina para desprender do frasco. A
caracterização citoquímica evidenciou células
fibroblastóides PAS positiva e PA negativa e, células
arredondadas, PA positiva e PAS negativa (Figura 2).

DISCUSSÃO

Nosso estudo investigou comparativamente o
procedimento de isolamento e cultivo de células
mesenquimais do sangue de cordão umbilical sem emprego
do gradiente de densidade Ficoll-Paque. Esse procedimento,
que possibilita a separação de todas as células nucleadas
presentes no sangue de cordão umbilical, foi comparado à
técnica padrão que emprega o gradiente de densidade Ficoll-
Paque, que permite o isolamento seletivo das células
mononucleares. Os resultados mostraram que, tanto células
mononucleares quanto células nucleadas, isoladas do SCU,
quando cultivadas in vitro, foram capazes de gerar células
aderentes com diferentes morfologias. Dentre os tipos
celulares observados estavam presentes células alongadas
de aspecto fibroblastóide (spindle-shaped cells), células
ovais similares às células epitelióides e células arredondadas
semelhantes aos osteoclastos (osteoclast-like cells).

Fig. 1 - Fotomicrografia mostrando células aderentes provenientes
do sangue de cordão umbilical. A. Células fibroblastóides (seta) e
epitelióides (ponta de seta) observadas no início de cultivo. B.
Células fibroblastóides confluentes. C. Células arredondadas
(seta). Aumento 200x

Fig. 2 - Fotomicrografia mostrando células aderentes provenientes
do sangue de cordão umbilical. A. Análise citoquímica mostrando
células mesenquimais marcadas positivamente pelo reativo ácido
de Schiff (PAS). B. Análise citoquímica mostrando células
mesenquimais marcadas negativamente pela fosfatase ácida.
Aumento 200x
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Diferentes estudos com sangue de cordão umbilical
identificaram células semelhantes, cuja natureza foi
determinada por meio de marcação citoquímica e
imunocitoquímica. As células fibroblastóides (alongadas)
mostraram-se positivas para marcadores de células
mesenquimais e as células arredondadas positivas para
marcadores de osteoclastos. A confirmação de que as
células fibroblastóides correspondiam a CTM foi dada pela
sua capacidade de diferenciação celular induzido por fatores
de crescimento [2,4,11-14].

No presente estudo, as células aderentes foram
caracterizadas citoquimicamente com PAS e PA. O PAS
marca positivamente as células mesenquimais
(fibroblastóides) e negativamente os osteoclastos (células
arredondadas), ao passo que, PA marca positivamente os
osteoclastos e negativamente as células mesenquimais. Os
resultados obtidos associados à avaliação morfológica
indicam que as células fibroblastóides correspondem às
células mesenquimais, demonstrando que é possível isolar
e cultivar essas células a partir do sangue de cordão
umbilical, sem uso do gradiente de densidade Ficoll-Paque.

Embora no presente estudo não tenham sido
empregados marcadores específicos de CTM e indução de
diferenciação celular para confirmação da presença de CT,
a intensa proliferação celular observada nas três amostras
é um indicativo da presença de células-tronco. Isto porque,
células diferenciadas ou senescentes possuem um tempo
de vida limitado, caracterizado pela perda da capacidade de
proliferação e alteração da morfologia, levando à estagnação
da cultura [15].

A taxa de sucesso no isolamento e cultivo de células
mesenquimais do SCU observada em nosso estudo foi de
30% (n=3/10), esses dados são condizentes com os
achados da literatura [2,4,11-14]. A principal dificuldade no
cultivo de CTM do SCU é decorrente da pequena
quantidade de CTM presente em cada amostra. Segundo
Goodwin et al. [1], apenas cerca de 0,05 a 2,8 por 106 células
mononucleares semeadas correspondem a CTM. Além
disso, a sobrevivência ou morte dessas células pode ser
fortemente afetada por variações no tempo de
armazenamento da amostra até o início de cultivo,
quantidade de células mononucleares obtidas, presença
de coágulo, hemólise, bem como pelas próprias condições
de cultivo de cada laboratório [11,15].

Outro fator que dificulta a detecção das CTM in vitro é
que essas células normalmente são detectadas após 2-4
semanas de cultivo, diferentemente do que é observado
nas culturas de CTM da medula óssea ou de tecido adiposo,
em que essas células são identificadas após 4-5 dias de
cultivo [16]. No entanto, uma vez estabelecidas, as culturas
de CTM do SCU são capazes de gerar muito mais células
progenitoras do que as da medula óssea [15]. Isso é
decorrente da imaturidade das células do recém-nascido
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