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Controle genético das células-tronco humanas cultivadas
Genetic control of cultivated human stem cells
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As células-tronco apresentam uma alta capacidade de autorregeneração, assim como,
um potencial de diferenciação em uma variedade de tipos celulares. Estas células
podem ser classificadas como embrionárias e adultas. Apesar de apresentar proprie-
dades de células-tronco, as mesenquimais apresentam um certo grau de dificuldade no
estabelecimento das culturas, podendo induzir a perda da expressão da enzima res-
ponsável pela imortalização ou enzima telomerase. A enzima telomerase é considerada
um relógio biológico, um indicador que a senescência celular irá se instalar inevitavel-
mente. A questão mais atual e intrigante dos pesquisadores é se o suposto potencial de
divisão, por um determinado período de tempo, das células-tronco cultivadas poderia
levar ao acúmulo de alterações genéticas e epigenéticas, resultando em um processo
neoplásico. Daí a importância do papel da citogenética humana no controle e
monitoramento das células-tronco cultivadas que serão utilizadas na terapia em seres
humanos. Alterações cromossômicas estruturais, tais como deleções, translocações e
inversões, representam um mecanismo importante pelo qual as células cancerígenas
desenvolvem-se gradualmente, uma vez que estas alterações cromossômicas podem
levar a uma expressão anormal de muitos genes, podendo desencadear assim o pro-
cesso neoplásico.  Rev. Bras. Hematol. Hemoter. 2009;31(Supl. 1):15-18.

Palavras-chave: Células-tronco cultivadas; controle citogenético; bandamento G; SKY
(cariótipo espectral).

Introdução

As células-tronco apresentam uma alta capacidade de
autorregeneração, assim como um potencial de diferenciação
em uma variedade de tipos celulares. Estas células podem ser
classificadas como embrionárias e adultas. As células-tronco
embrionárias derivam-se do blastocisto e possuem a capaci-
dade de se diferenciarem em todos os tecidos humanos. Um
exemplo de células-tronco adultas são as células mesenquimais,
as quais estão presentes em uma variedade de tecidos, como
medula óssea, tecido adiposo, sangue de cordão umbilical e

têm a capacidade de se diferenciarem em ossos, cartilagem,
tecido adiposo e musculares, dentre outros.1,2 Apesar de apre-
sentarem propriedades de células-tronco, as mesenquimais
apresentam um certo grau de dificuldade no estabelecimento
das culturas, podendo perder a expressão da enzima respon-
sável pela imortalização ou enzima telomerase. Vários estu-
dos mostram que os telômeros encurtam-se com o envelheci-
mento em células humanas somáticas normais e mantêm seu
tamanho estável em células tumorais.3-6

A regulação do tempo de vida das células humanas in
vitro se dá por dois aspectos: a senescência/apoptose e a
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fase de crise e transformação neoplásica. A senescência está
associada ao encurtamento dos telômeros e ao bloqueio do
ciclo celular.7 Se as células passarem deste estágio, elas con-
tinuarão a crescer até que o encurtamento dos telômeros se
torne crítico. A partir daí, as células entrariam em crise carac-
terizada pela instabilidade cromossômica generalizada, que
provoca uma apoptose em massa.8 A questão mais atual e
intrigante dos pesquisadores é se o suposto potencial de
divisão, por um determinado período de tempo, das células-
-tronco cultivadas poderia levar ao acúmulo de alterações
genéticas e epigenéticas, resultando em um processo neo-
plásico. Daí a importância do papel da citogenética humana
no controle e monitoramento das células-tronco cultivadas,
que serão utilizadas na terapia em seres humanos.9 Altera-
ções cromossômicas estruturais, tais como deleções, trans-
locações e inversões, representam um mecanismo importan-
te pelo qual as células cancerígenas desenvolvem-se gradu-
almente, uma vez que estas alterações cromossômicas po-
dem levar a uma expressão anormal de muitos genes, poden-
do desencadear assim o processo neoplásico.10 Situação si-
milar tem sido observada em células-tronco embrionárias hu-
manas cultivadas. Embora alterações em um grande número
de genes pareçam raras nas células-tronco embrionárias cul-
tivadas, linhagens destas células-tronco, derivadas indepen-
dentemente em diferentes laboratórios do mundo, têm evi-
denciado as mesmas alterações cromossômicas recorrentes,
das quais as mais frequentes são as trissomias dos cro-
mossomos 12 e 17.11,12 A poliploidia representa um estágio no
qual as células possuem mais do que dois conjuntos cro-
mossômicos, e estas células poliploides podem se originar
após o estresse celular, envelhecimento e em várias doenças,
talvez devido à poliploidia representar um benefício metabó-
lico.13,14 Por outro lado, a poliploidia também tem suas des-
vantagens, uma vez que evidências sugerem que as células
poliploides são geneticamente instáveis e podem agir como
um passo intermediário para a tumorigênese. Esta hipótese
pode explicar por que muitos tipos de câncer contêm consi-
deráveis alterações no número dos cromossomos e raramen-
te apresentam ganho ou perda de um único cromossomo.15 A
técnica de FISH (Fluorescence in situ hybridization) tem
aumentado consideravelmente a possibilidade dos laborató-
rios de citogenética clínica detectarem alterações menores
do genoma humano. Utilizando sondas lócus e genes espe-
cíficos, hibridadas com materiais humanos de pacientes, os
resultados podem ser obtidos de uma forma simples e bas-
tante segura. A grande limitação atual da citogenética clássi-
ca por meio da análise em bandamento G é a presença de
cromossomos não identificáveis, denominados "cromos-
somos marcadores", ou seja, cuja origem é desconhecida.
Uma alternativa seria a utilização da técnica de CGH
(Comparative genomic hybridization).16 A técnica de CGH é
trabalhosa e custosa e não possui uma resolução e sensibili-
dade adequadas para detectar aberrações cromossômicas
desbalanceadas menores. Uma tecnologia mais recente da

citogenética molecular tem permitido investigar o genoma
inteiro através de um único experimento de FISH, elucidando
a presença de rearranjos cromossômicos, particularmente
translocações, inserções, adições e outras alterações estru-
turais mais complexas que resultam em cromossomos marca-
dores. Este método, genericamente denominado de SKY
(Spectral karyotyping),17 tem a possibilidade de gerar com-
binações resultantes em 24 cores diferentes, identificando
através de pintura cada par cromossômico em um único ex-
perimento. Além disso, é possível, através desta técnica,
elucidar uma aberração estrutural latente que não poderia
ser detectada pela citogenética clássica. Fan et al.18 descre-
veram que o menor limite para detecção de um segmento
cromossômico é de pelo menos 1-2MB (megabases). Sendo
assim, a origem cromossômica de todos os marcadores pode
ser identificada com segurança. Devido ao referido acima, a
técnica clássica de identificação dos cromossomos em
bandamento G, considerada padrão ouro na análise
citogenética, e a técnica de SKY estão sendo propostas no
presente projeto.

A medicina regenerativa e a terapia celular represen-
tam enfoques emergentes no conhecimento da biologia das
células-tronco. Se o papel das células-tronco na manuten-
ção da homeostase tecidual está claro, sua participação para
o desenvolvimento do câncer ainda requer bastante inves-
tigação, e a presente proposta ressalta, como foco princi-
pal, a pesquisa nesta área do conhecimento. Portanto, para
um tumor crescer, tornar-se metastático e sofrer recorrência
após intervenção terapêutica, a presença de subpopulações
de células com grande capacidade de autorrenovação, as-
sim como as células-tronco, representaria um direcionamento
biológico comum. A hipótese das células-tronco promove-
rem o desenvolvimento do câncer se baseia no fato destas
células serem particularmente alvos suscetíveis de carcino-
gênese e, consequentemente, dar origem a diferentes tipos
de câncer. A utilização das células-tronco humanas cultiva-
das em laboratório necessita da garantia de um controle
exaustivo e rigoroso com respeito à qualidade, confia-
bilidade e rastreabilidade. A instabilidade genética, caracte-
rizada pelas anormalidades cromossômicas, representa uma
importante lacuna em estudos básicos visando aplicações
terapêuticas, utilizando linhagens de células-tronco culti-
vadas. Sendo assim, o monitoramento citogenético da trans-
formação tumoral representa o aspecto mais importante do
presente projeto. Considerada uma abordagem recente, a
possibilidade de expandir em cultura o número de células-
-tronco mesenquimais, assim como a utilização de células-
-tronco embrionárias cultivadas visando tratar um número
maior de patologias, a caracterização citogenética destas
células seria de fundamental importância para um futuro
recente.9 Desta forma, o estabelecimento de um programa
citogenético na determinação da instabilidade cromos-
sômica/transformação neoplásica é um ponto crucial no
estabelecimento das linhagens de células-tronco cultiva-
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das em laboratório e abordagem fundamental e inédita no
Brasil. Os três centros colaboradores e fornecedores das
linhagens de células-tronco cultivadas –  Fiocruz de Salva-
dor, PUC de Curitiba e Universidade Federal do Rio de Ja-
neiro (UFRJ) – estão entre os mais atuantes no Brasil no
desenvolvimento de protocolos de pesquisa com seres
humanos. O principal intuito do monitoramento da trans-
formação tumoral em cultura é evitar a transferência de
células com potencial de transformação neoplásica para o
tratamento de diferentes patologias, estando os pacientes
suscetíveis ao desenvolvimento de tumores, principalmen-
te se estiverem imunodeprimidos no momento do transplante
destas células. É importante ainda ressaltar que o desen-
volvimento de um controle de qualidade e rastreabilidade
genético das células-tronco cultivadas está totalmente de
acordo com as normas preconizadas pela Anvisa na cate-
goria "Centro de Terapia Celular Tipo 3 (CTC3)", ou seja,
serviço que realiza atividades com células-tronco humanas
adultas e/ou embrionárias, criopreservadas ou não, autó-
logas ou alogênicas, para uso em pesquisa clínica e/ou uso
terapêutico, que mantém células em cultura.

A presente proposta envolvendo o controle e monito-
ramento de proliferação/transformação tumoral de células-
-tronco adultas mesenquimais cultivadas (tecido adiposo,
medula óssea, decíduas de dente de leite humano e de dente
de indivíduos adultos) e embrionárias cultivadas tem como
objetivos:

– Caracterizar e monitorar citogeneticamente, por
bandamento G, as passagens sequenciais destas células-
-tronco cultivadas;

– Elucidar por meio da técnica de SKY, rearranjos me-
nores da ordem de 1MB envolvendo possíveis cromossomos
marcadores, não identificáveis por bandamento G.

Metas a serem alcançadas: por meio da caracterização
citogenética e citogenética molecular será possível determi-
nar os mecanismos de alterações genéticas que podem resul-
tar em transformação neoplásica das células-tronco cultiva-
das, visando o uso destas células, com segurança, em proto-
colos clínicos experimentais através de transplante em paci-
entes com diferentes patologias, tais como: cardiopatias,
hepatopatias, entre outras. Além da análise em bandamento
G, para todas as linhagens de células-tronco cultivadas, e da
técnica de SKY, para a elucidação de alterações cromos-
sômicas não detectáveis por bandamento G, será utilizada a
técnica de FISH com sondas comerciais para diferentes
marcadores tumorais.

Metodologia

Todas as células deverão ser cultivadas e congeladas
da primeira até a vigésima passagens e analisadas quanto
ao grau e capacidade de confluência, paralelamente ao
monitoramento citogenético, segundo descrição que se se-
gue:

Inicialmente, todas as células obtidas da primeira, déci-
ma e vigésima passagens deverão ser analisadas em banda-
mento G. A segunda etapa de análise seria dependente da
detecção e rastreamento de alterações cromossômicas estru-
turais e/ou numéricas em passagens específicas das cultu-
ras, exemplificando: se determinada cultura evidenciar a pre-
sença de metáfases alteradas na vigésima e não na décima
passagem, todas as culturas a partir da décima primeira serão
investigadas quanto à frequência de alterações cromos-
sômicas. Todas as metáfases obtidas de passagens específi-
cas de culturas apresentando cromossomos marcadores se-
rão submetidas à técnica de SKY (painting humano) visan-
do a identificação deste(s) cromossomo(s) e associando-os
com o processo pré ou neoplásico.

A proposta do presente artigo se concentra no estabe-
lecimento de um programa de caracterização citogenética de
células-tronco mesenquimais cultivadas e tem como objeti-
vos/metodologia:

– Caracterizar e monitorar citogeneticamente, por
bandamento G, as passagens sequenciais destas células-tron-
co cultivadas;

– Elucidar, por meio da técnica de SKY, rearranjos me-
nores da ordem de 1MB envolvendo possíveis cromossomos
marcadores, não identificáveis por bandamento G.

Bandamento G

A análise em bandamento G é utilizada para detectar
possíveis alterações numéricas e/ou estruturais nos cro-
mossomos obtidos das diferentes passagens de culturas
de células-tronco mesenquimais. Para o bandamento G, o
material é gotejado em lâminas e envelhecido a 90ºC por
uma hora. Após, as lâminas são tratadas com tampão fosfato
0,06M (Merck) a 37ºC e lavadas em água corrente. A colora-
ção é realizada com corante Wright (Merck) diluído em tam-
pão fosfato 0,06M (1:3). Por fim, as lâminas são lavadas
novamente em água corrente e secas a temperatura ambien-
te.19 Sob aumento de 1.000 X, pelo menos vinte metáfases
de cada amostra são contadas/analisadas quanto à presen-
ça de alterações numéricas e/ou estruturais, segundo clas-
sificação citogenética internacional,20 e as imagens captu-
radas através dos softwares Band View e Image Pro Plus.

SKY (Spectral karyotyping)

A técnica de Spectral karyotyping (SKY) permite
caracterizar qualitativa e quantitativamente perdas ou
ganhos de material cromossômico de alta resolução, da or-
dem de 1MB com considerável sensibilidade e especifici-
dade. O presente protocolo utilizará sondas SKY Paint e
consistirá de cinco etapas: a) preparação das lâminas atra-
vés de gotejamento do material das culturas; b) pré-trata-
mento das lâminas e desnaturação da sonda; c) hibridação
da lâmina durante 53 horas a 37oC; d) detecção das sondas
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de SKY com duração de aproximadamente cinco horas; e e)
análise e aquisição das imagens imediatamente após as eta-
pas de detecção.17

Principais contribuições científicas e
tecnológicas

Visando desenvolver, com eficácia, o monitoramento
citogenético das células-tronco adultas e embrionárias culti-
vadas, por meio da utilização das mais atuais e sensíveis
técnicas citogenéticas disponíveis nos principais centros de
excelência do mundo, a aplicação destas certamente trará
como contribuições científicas e aplicadas:

1)    O melhor entendimento da Biologia do comporta-
mento das células-tronco adultas e embrionárias cultivadas;

2)    O monitoramento citogenético de alta definição
através da técnica de SKY permitirá a elucidação dos diferen-
tes marcadores neoplásicos nos momentos da diferenciação
das células e o aspecto mais importante;

3)    Considerando que o uso de células-tronco huma-
nas cultivadas em laboratório necessita da garantia de um
controle exaustivo e rigoroso com respeito à qualidade,
confiabilidade e rastreabilidade, a presente proposta do es-
tabelecimento de um programa de controle citogenético na
determinação da instabilidade cromossômica e do processo
neoplásico, é um ponto crucial para utilização destas células
com segurança em diversas patologias.

Abstract

Stem cells have a high capacity of self-regeneration, as well as a
potential to differentiate into several cell types. These cells can be
classified as embryonic or adult. In spite of having inherent
properties of stem cells, mesenchymal cells show a certain degree
of difficulty to establish cultures. This might induce a loss of the
expression of the telomerase enzyme which is considered to be a
biological clock or an indicator of the senescence of the cells. The
most current and intriguing question for researchers is whether
the presumed division potential of cultivated stem cells, over a
period of time could result in an accumulation of genetic alterations
and consequently, in a neoplastic process. For this reason,
cytogenetic techniques are very important to guarantee the control
and safety of cultivated stem cells to be used in human therapy.
Structural chromosomal alterations, such as for example, deletions,
translocations and inversions represent an important mechanism
by which cells might gradually transform in a neoplastic process.
Thus, these chromosomal alterations could result in an abnormal
expression of the genes and lead to cancer. Rev. Bras. Hematol.
Hemoter. 2009;31(Supl. 1):15-18.

Key words: Cultivated stem cells; cytogenetic control; G-banding;
SKY (spectral karyotyping).
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