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RESUMO

A proteína verde fluorescente (GFP) foi
originalmente descoberta no cnidário Aequorea victoria .
Células-tronco GFP positivas podem ser rastreadas in vivo
quando usadas na terapia de doenças. No entanto, no osso, a
fluorescência gerada pela GFP pode ser perdida durante o
processo de descalcificação, dificultando o rastreamento das
células-tronco usadas no tratamento de doenças ou defeitos
ósseos. O objetivo deste estudo foi comparar diferentes técnicas
de preservação da GFP no tecido ósseo descalcificado. Foram
utilizados fêmures de ratas GFP Lewis distribuídos em quatro
grupos: 1) descalcificado em ácido fórmico e incluído em
parafina; 2) descalcificado em ácido fórmico e submetido à
criomicrotomia; 3) descalcificado em EDTA e incluído em
parafina; e 4) descalcificado em EDTA com criomicrotomia.
Secções de tecido ósseo de todos os grupos foram analisadas
para identificação da fluorescência natural e posteriormente
submetidas à imunofluorescência, sendo utilizados anti-GFP
e Alexa Flúor 555. As imagens foram obtidas por microscopia
confocal. Osteócitos, osteoblastos e células da medula óssea
de ratos GFP somente tiveram sua fluorescência natural
preservada no tecido ósseo descalcificado em EDTA e submetido
à microtomia por congelação. Nos demais grupos, houve perda
da fluorescência natural, e as células GFP somente puderam
ser identificadas com o uso da reação de imunofluorescência
com anti-GFP. Conclui-se que a descalcificação em EDTA e a
criomicrotomia são as melhores técnicas para preservar a
fluorescência natural das células GFP no tecido ósseo e que a
visualização de células GFP em tecido ósseo descalcificado
em ácido fórmico e incluído em parafina somente pode ser
realizada com o uso da técnica de imunofluorescência.

Palavras-chave: proteína verde fluorescente (GFP),
descalcificação, osso.

ABSTRACT

Green fluorescent protein (GFP) was originally
derived  from the cnidarians Aequorea vic toria .  GFP-
positive stem cells can be tracked in vivo when used in the
therapy of diseases. However, in the bone, the fluorescence
generated by GFP can be lost during the decalcification
process,  hindering the tracking of stem cells used in the
treatment of  diseases or bone defects. The aim of this study
was to compare different techniques of preservation of GFP
in the decalcified bone tissue. Femurs of female Lewis GFP
rats were distributed in four groups: 1) decalcified in formic
acid and paraffin-embedded; 2) decalcified in formic acid
submitted to cryomicrotomy; 3) decalcified in EDTA and
paraffin-embedded and 4) decalcified  in  EDTA with
cryomicrotomy. Sections of bone tissue of all the groups
were analyzed for identification of the natural fluorescence
and subsequently  submitted to  the  immunofluorescence
using anti-GFP and Alexa Flúor 555. The images were
obtained by confocal microscopy. Osteocytes, osteoblasts
and bone marrow cells  o f GFP rats  only  had natural
fluorescence preserved in the bone tissue decalcified in
EDTA and submitted to cryomicrotomy. In others groups
there were loss of the natural fluorescence and the GFP
cells  could  be only  identified  with  the  use  o f the
immunofluorescence with  anti-GFP. In  conclusion , the
decalcification in EDTA and the cryomicrotomy are the
best techniques to preserve the natural fluorescence of the
GFP cells  in the bone tissue and the GFP cells in bone
tissue decalcified in formic acid and paraffin-embedded
can be v isualized  only  with  the  use  o f the
immunofluorescence with anti-GFP.

Key words: green fluorescent protein (GFP), decalcification,
bone.
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INTRODUÇÃO

A proteína verde fluorescente (GFP) é uma
proteína originalmente descoberta no cnidário Aequorea
victoria, sendo responsável pela bioluminescência verde
desse cnidário, necessitando somente de excitação da
luz para a sua autofluorescência (TSIEN, 1998). Desde a
sua descoberta, a GFP vem sendo utilizada para estudar
vários fenômenos biológicos (TADA et al., 2006).
Atualmente, ela é considerada o marcador celular ideal
utilizado na terapia celular no que se refere ao
rastreamento das células in vivo, pois sua expressão
não é perdida durante o processo de replicação e
diferenciação celulares, diferentemente do que é
observado com outros marcadores, como o 4’,6-
diamidino-2-fenilindole (DAPI) (OCARINO et al., 2008;
CASTANHEIRA et al., 2009), a bromodeoxiuridina
(MCDONALD et al., 1999) e o CM-Dil (WEIR et al., 2008).

Células GFP positivas podem ser extraídas
de espécies animais geneticamente modificadas, em que
o gene responsável pela expressão da GFP é inserido no
genoma do animal, fazendo com que todas as células
desse indivíduo, inclusive as células-tronco, expressem
fluorescência quando visualizadas sob luz fluorescente
(OKABE et al., 1997; TAGUCHI et al., 2005; TADA et al.,
2006).

Estudos utilizando células-tronco na terapia
celular de diversas doenças, incluindo as doenças
ósseas, vem sendo cada vez mais realizados pela
comunidade científica (ARINZEH, 2005; GRANERO-
MOLTO et al., 2008; UNDALE et al., 2009). O uso de
células-tronco GFP no tratamento das doenças ósseas
pode ser importante para verificar se os efeitos positivos
observados (OSHIMA et al., 2005) se devem ao fato de
as células tronco utilizadas sintetizarem matriz óssea in
vivo ou se devem ao fato destas estimularem os
osteoblastos pré-existentes a produzirem osteoide.

O tecido ósseo se constitui de uma matriz
orgânica mineralizada, sendo necessário o uso de
secções ósseas descalcificadas com produtos químicos,
como ácido fórmico e EDTA. Entretanto, o uso das
soluções descalcificadoras prejudica a visualização das
células GFP por provocar a perda da fluorescência natural
dessas células (HARMS et al., 2002; TADA et al., 2006).
Outro fator que promove a perda da fluorescênica natural
das células GFP é a utilização da técnica rotineira de
inclusão em parafina (JIANG et al., 2005), fazendo-se
necessária a reação de imunofluorescência com anticorpo
anti-GFP. Entretanto, esse anticorpo não possui 100%
de especificidade, o que subestima a visualização do
número de células GFP positivas que foram utilizadas
no processo de terapia celular. Assim, a descoberta de
técnicas alternativas aplicadas ao tecido ósseo

descalcificado que impeçam a perda da fluorescência
natural gerada pela GFP é pertinente e possibilitará
avanços nos estudos que utilizam células GFP no
tratamento das doenças ósseas.

Não há estudos que tenham comparado
diferentes técnicas histológicas aplicadas ao tecido
ósseo descalcificado para preservação da GFP e que
tenham comparado a preservação da fluorescência
natural das células GFP com os resultados gerados a
partir da reação de imunofluorescência com anticorpo
anti-GFP, sendo estes os objetivos deste estudo.

MATERIAL   E   MÉTODOS

Foram utilizados fêmures de ratas GFP Lewis
com um mês de idade distribuídos em quatro grupos: 1)
descalcificado em ácido fórmico e incluído em parafina;
2) descalcificado em ácido fórmico e submetido à
criomicrotomia; 3) descalcificado em EDTA e incluído
em parafina; e 4) descalcificado em EDTA e submetido à
criomicrotomia.

Os fêmures dos grupos 1 e 3 foram fixados
em formalina neutra e tamponada, com fosfato a 10% e
posteriormente dissecados. Os ossos foram
descalcificados em solução de ácido fórmico a 10%
(Grupo 1) ou em EDTA (Grupo 3), por 30 dias, e
processados, em seguida, pela técnica rotineira de
inclusão em parafina. Secções histológicas de 5µm foram
obtidas para posterior avaliação pela microscopia
confocal.

Os fêmures dos grupos 2 e 4 foram fixados
em formalina neutra e tamponada, com fosfato a 10%,
dissecados e posteriormente descalcificados em solução
de ácido fórmico a 10% (Grupo 2) ou em EDTA (Grupo
4), por 30 dias. Em seguida, foram colocados em uma
solução de sacarose a 20%, a 4ºC, por 24 horas.
Posteriormente, foram congelados em criostato (Leica
CM1510S, Leica Mycrosystems, Wetzlar, Germany),
incluídos em gel (Tissue Freezing Medium, Leica
Instruments, Nussloch, Germany) e armazenados a -80ºC.
Secções histológicas de 14µm foram obtidas em criostato
para posterior avaliação pela microscopia confocal.

Secções de tecido ósseo de todos os grupos
foram analisadas sem a reação de imunofluorescência
para verificar a preservação da fluorescência natural da
GFP. Secções de tecido ósseo de todos os grupos também
foram submetidas à reação de imunofluorescência
utilizando anticorpo primário anti-GFP (1:500) e anticorpo
secundário Alexa Flúor 555 (1:200). Inicialmente, os cortes
foram desparafinizados em xilol (somente dos grupos 1
e 3) e em seguida hidratados em concentrações
decrescentes de álcool etílico (100%, 90% e 80%). As
secções histológicas foram então lavadas em água
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destilada, incubadas com peróxido de hidrogênio (10V)
e posteriormente colocadas em uma mistura de peróxido
de hidrogênio (30V) e metanol em temperatura ambiente.
As secções foram lavadas em PBS (solução tampão de
fosfato padrão) e colocadas em solução de bloqueio
(Mistura de PBS, Triton X-100 a 0,25% [Roche, Germany]
e BSA a 2% [Albumin, Bovine, Sigma-Aldrich, St. Louis,
MO, USA]) por 60 minutos, em temperatura ambiente.
Posteriormente, as secções foram lavadas em PBS e
incubadas com anticorpo primário anti-GFP (Abcam,
Cambridge, UK) overnight a 4oC, com diluição de 1:500.
Depois de lavadas em PBS, as secções foram incubadas
com anticorpo secundário Alexa Flúor 555 (Molecular
Probes), na diluição de 1:200, por 30 minutos, em

temperatura ambiente. Posteriormente, as lâminas foram
montadas com lamínulas com o uso de Hydramount
(National Diagnostics, Somerville, NJ). As imagens das
células GFP, submetidas ou não à reação de
imunofluorescência, foram obtidas por microscopia
confocal (Olympus®, Germany), com excitação a 488nm
e observação a 500-525nm, para detectar GFP, e excitação
a 543nm e observação a 560-675nm, para detectar Alexa
Flúor 555.

RESULTADOS   E   DISCUSSÃO

Em todos os grupos estudados, as secções
histológicas dos fêmures (Figuras 1A, 1D, 1G e 1J) foram

Figura 1 - Secções de fêmures de ratas GFP Lewis descalcificadas e submetidas ou não à reação
de imunofluorescência com anticorpo anti-GFP e visualizados por microscopia
confocal. 1A, 1D, 1G, 1J) Imagem de contraste digital de secções de tecido ósseo,
20x. 1B, 1E, 1H) Ausência de preservação da fluorescência verde natural, 20x. 1K)
Preservação da fluorescência verde natural, 20x.1C, 1F, 1I, 1L) Marcação das
células GFP-positivas pela técnica de imunofluorescência, 20x.
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analisadas sem a reação de imunofluorescência com
anticorpo anti-GFP e observou-se a preservação da
fluorescência natural somente no grupo 4, ou seja, a
fluorescência natural foi preservada somente no tecido
ósseo descalcificado em EDTA e submetido à microtomia
por congelação, e todas as células, como osteócitos,
osteoblastos e células da medula óssea de ratos GFP,
tiveram sua fluorescência natural preservada (Figura 1K).
Nos demais grupos, houve perda da fluorescência natural
(Figuras 1B, 1E e 1H), e as células GFP-positivas somente
puderam ser identificadas com o uso da reação de
imunofluorescência com anti-GFP (Figuras 1C, 1F e 1I).
Assim, o grupo 4 foi o único grupo em que a
fluorescência natural foi preservada (Figura 1K), e a
reação de imunofluorescência somente confirmou a
presença de células GFP-positivas. No entanto, nesse
grupo, as células GFP foram mais bem visualizadas em
secções sem o uso da reação de imunofluorescência, em
comparação com as secções submetidas à reação de
imunofluorescência com anti-GFP (Figura 1L), o que
permite reafirmar que o anticorpo anti-GFP não apresenta
100% de especificidade e que é preciso dar preferência à
realização de técnicas histológicas que preservam a
fluorescência natural da GFP. Além disso, a exclusão da
técnica de imunofluorescência minimiza o custo e
aumenta a rapidez na obtenção dos resultados.

CONCLUSÃO

Conclui-se que a descalcificação em EDTA e
a criomicrotomia são as melhores técnicas para preservar
a fluorescência natural das células GFP no tecido ósseo
e que a visualização de células GFP, em tecido ósseo
descalcificado em ácido fórmico e incluído em parafina,
somente pode ser realizada com o uso da técnica de
imunofluorescência.
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