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VAI... 

 
 
Para sonhar o que poucos ousaram sonhar. 
Para realizar aquilo que já te disseram que não podia ser feito. 
Para alcançar a estrela inalcançável. 
 
 
Essa será a tua tarefa: alcançar essa estrela. 
Sem quereres saber quão longe ela se encontra; 
nem de quanta esperança necessitarás; 
nem se poderás ser maior do que o teu medo. 
Apenas nisso vale a pena gastares a tua vida. 
 
 
Para carregar sobre os ombros o peso do mundo. 
Para lutar pelo bem sem descanso e sem cansaço. 
Para enxugar todas as lágrimas ou para lhes dar um sentido luminoso. 
Levarás a tua juventude a lugares onde se pode morrer, porque precisam lá de ti. 
Pisarás terrenos que muitos valentes não se atreveriam a pisar. 
Partirás para longe, talvez sem saíres do mesmo lugar. 
 
 
Para amar com pureza e castidade. 
Para devolver à palavra "amigo" o seu sabor a vento e rocha. 
Para ter muitos filhos nascidos também do teu corpo e - ou - muitos mais nascidos 
apenas do teu coração. 
Para dar de novo todo o valor às palavras dos homens. 
Para descobrir os caminhos que há no ventre da noite. 
Para vencer o medo. 
 
 
Não medirás as tuas forças. 
O anjo do bem te levará consigo, sem permitir que os teus pés se magoem nas 
pedras. 
Ele, que vigia o sono das crianças e coloca nos seus olhos uma luz pura que apetece 
beijar, é também guerreiro forte. 
Verás a tua mão tocar rochedos grandes e fazer brotar deles água verdadeira. 
Olharás para tudo com espanto. 
Saberás que, sendo tu nada, és capaz de uma flor no esterco e de um archote no 
escuro. 
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Para sofrer aquilo que não sabias ser capaz de sofrer. 
Para viver daquilo que mata. 
Para saber as cores que existem por dentro do silêncio. 
Continuarás quando os teus braços estiverem fatigados. 
Olharás para as tuas cicatrizes sem tristeza. 
Tu saberás que um homem pode seguir em frente apesar de tudo o que dói, e que só 
assim é homem. 

 
 
Para gritar, mesmo calado, os verdadeiros nomes de tudo. 
Para tratar como lixo as bugigangas que outros acariciam. 
Para mostrar que se pode viver de luar quando se vai por um caminho que é 
principalmente de cor e espuma. 
Levantarás do chão cada pedra das ruínas em que transformaram tudo isto. 
Uma força que não é tua nos teus braços. 
Beijá-las-ás e voltarás a pô-las nos seus lugares. 
 
 
Para ir mais além. 
Para passar cantando perto daqueles que viveram poucos anos e já envelheceram. 
Para puxar por um braço, com carinho, esses que passam a tarde sentados em frente 
de uma cerveja. 
Dirás até ao último momento: "ainda não é suficiente". 
Disposto a ir às portas do abismo salvar uma flor que resvalava. 
Disposto a dar tudo pelo que parece ser nada. 
Disposto a ter contigo dores que são semente de alegrias talvez longe. 
 
 
Para tocar o intocável. 
Para haver em ti um sorriso que a morte não te possa arrancar. 
Para encontrar a luz de cuja existência sempre suspeitaste. 
Para alcançar a estrela inalcançável. 

 

Paulo Geraldo 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

http://cidadela.com.sapo.pt/prosa.htm
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RESUMO 

 

 

NONES, Jader. Avaliação da ação de um agonista canabinóide em células-tronco 
embrionárias. Rio de Janeiro, 2008. Dissertação (Mestrado em Ciências Morfológicas) – 
Instituto de Ciências Biomédicas, Universidade Federal do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 
2008. 

 

Canabinóides são substâncias presentes na planta Cannabis sativa, popularmente conhecida 
como maconha. Estas substâncias agem em receptores canabinóides do subtipo 1 (CB1) e 2 
(CB2). Apesar dos canabinóides endógenos, conhecidos como endocanabinóides, estarem 
presentes desde estágios iniciais do desenvolvimento, os efeitos de sua ativação são 
desconhecidos em células-tronco embrionárias. O objetivo deste trabalho foi identificar a 
expressão de receptores canabinóides e avaliar os efeitos de um agonista canabinóide (WIN 
55212-2) sobre essas células. Para tal, células-tronco embrionárias de camundongo (mES) 
foram cultivadas e, em seguida, transferidas para placas não aderentes até ocorrer a formação 
de estruturas esféricas denominadas corpos embrióides (EBs). Após tal procedimento, parte 
dos EBs foi pré-tratado com um indutor de diferenciação neuronal conhecido como ácido 
retinóico (AR) e outra parte não sofreu essa indução. Ambas as condições foram tratadas com 
WIN 55212-2, seguida das avaliações de morte celular, análise da proliferação e 
cariotipagem. Nossos resultados indicaram que os receptores CB1 e CB2 estão presentes em 
EBs e que o tratamento com WIN 55212-2 reduziu significativamente a morte celular durante 
o processo de diferenciação. Esse efeito foi totalmente revertido com a adição de um 
antagonista específico de CB1 em EBs pré-tratados com AR e parcialmente revertido em EBs 
que não sofreram essa indução. O tratamento com WIN-55212-2 não apresentou aumento de 
proliferação ou da instabilidade cromossômica, porém, apresentou aumento da migração 
celular. Nossos dados sugerem que endocanabinóides podem estar envolvidos em 
mecanismos associados no controle da sobrevivência de células-tronco embrionárias. 
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ABSTRACT 

 

 

NONES, Jader. Evaluation of the effects of a cannabinoid receptor agonist in embryonic stem 
cells. Rio de Janeiro, 2008. Dissertação (Mestrado em Ciências Morfológicas) – Instituto de 
Ciências Biomédicas, Universidade Federal do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 2008. 

 

Cannabinoids are substances present in Cannabis sativa, popularly known as marijuana. 
These substances activate cannabinoid receptor subtypes 1 (CB1) and 2 (CB2). Despite 
endocannabinoids are present since initial stages of development, the effects of cannabinoid 
receptors activation are unknown in embryonic stem cells. The aim of this study was to 
characterize the expression of cannabinoid receptors and to investigate the effects of its 
agonist WIN 55212-2 in mouse embryonic stem cells (mES). mES were cultured in the 
presence of mouse embryonic fibroblasts (MEF) and after the formation of colonies, cells 
were transferred to non-adherent plates for the formation of spherical structures called 
embryoid bodies (EB). General differentiation is observed during the formation of EBs while 
preferential neural differentiation can be obtained after retinoic acid (AR) treatment. In both 
conditions, WIN 55212-2 was added, followed by evaluation of cell death, proliferation and 
karyotyping in EB. The results indicate that CB1 and CB2 receptors are expressed in EBs and 
that WIN 55212-2 decreases significantly cell death during differentiation. The survival 
effects observed after WIN 55212-2 treatment were blocked with the specific CB1 antagonist 
AM251 in EB pre-treated with AR while it only partially reversed WIN 55212-2 effects in EB 
undergoing general differentiation. Pre-treatment with WIN 55212-2 does not alter 
proliferation or chromosomal stability but facilitates cell migration in plated EBs. These data 
suggest that CB1 and CB2 participate in mechanisms that control cell death in embryonic 
stem cells. 
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1 INTRODUÇÃO 

  

 

1.1 Células-tronco embrionárias 

 

 

Células-tronco são células que possuem a capacidade de se auto-renovar e de produzir 

mais de um tipo de descendente diferenciado (WATT, 2000). Essas células podem ser 

classificadas como totipotentes, pluripotentes ou multipotentes. 

Quando acontece a junção do espermatozóide com o ovócito, forma-se uma célula 

denominada zigoto. O zigoto é o único representante de uma célula totipotente. Esta célula, se 

implantada no útero, é capaz de gerar um novo indivíduo. 

Células pluripotentes são células que têm a capacidade de originar todos os tecidos do 

organismo adulto, no entanto, são incapazes de originar anexos embrionários e, por esse 

motivo, não geram um novo indivíduo pleno.  São exemplos de células pluripotentes as 

células-tronco embrionárias e células pluripotentes derivadas de carcinoma embrionário. 

Recentemente, células derivadas da pele reprogramadas geneticamente também apresentaram 

características pluripotentes semelhantes às embrionárias (TAKAHASHI, 2007; YU, 2007). 

Células-tronco embrionárias são geralmente derivadas da massa celular interna (MCI) de um 

blastocisto em estágios iniciais de formação.  

Quando cultivadas em suspensão, as células-tronco embrionárias formam estruturas 

esféricas denominadas de corpos embrióides (EBs), os quais, semelhante ao início do 
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desenvolvimento, originam células dos três folhetos embrionários: ectoderme, mesoderme e 

endoderme (ZHOU, 2005). 

Por fim, há células-tronco que são multipotentes. Estas células dão origem a um 

número limitado de tecidos (GAGE, 2000).  Elas são geralmente obtidas do organismo adulto 

ou de tecidos fetais e se localizam em tecidos já diferenciados como a medula óssea, sistema 

nervoso, pele, entre outros.  

O interesse nas células-tronco embrionárias tem como marco o ano de 1970 quando 

foram caracterizadas primeiras células pluripotentes, denominadas células de carcinoma 

embrionário, obtidas a partir de teratocarcinomas formados pelo implante de embriões em 

testículo de camundongo adulto (SOLTER, 1970; STEVENS, 1970). 

Estas células puderam ser expandidas continuamente quando em co-cultura com 

fibroblastos embrionários de camundongo (MEF) inativados, resultando em uma linhagem 

capaz de se diferenciar. Com o avanço das pesquisas, em 1981 foram isoladas as primeiras 

células-tronco embrionárias de camundongo (mES) (EVANS, 1981), obtidas a partir da MCI 

de blastocistos pré-implantação (Figura 1). 

 Vários estudos foram realizados a fim de se entender os mecanismos capazes de 

permitir a manutenção das células-tronco indiferenciadas e em constante auto-renovação. A 

primeira substância descoberta e que atualmente é o principal fator utilizado para manter as 

mES indiferenciadas foi o fator inibidor de leucemia (LIF), no final dos anos 80 (SMITH, 

1987).   

Em 1995 foram derivadas as primeiras células-tronco embrionárias de primatas e só 

em 1998 as primeiras células vindas de um blastocisto humano foram obtidas (THOMSON, 

1998) (Figura 2). 
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Figura 1: Células-tronco embrionárias. Demonstração da obtenção de células-tronco 
embrionárias a partir da massa celular interna (MCI) de blastocisto in vitro. 
 
 
 
 

 
 
Figura 2: Esquema com histórico das células-tronco embrionárias (Adaptado de FRIEL, 
2005).  
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Células-tronco embrionárias, conforme já destacado anteriormente, possuem 

capacidade de se diferenciar em todos os tipos de tecidos presentes no organismo. Essa 

capacidade de diferenciação cria sobre as mesmas grandes perspectivas quanto ao seu uso 

clínico, uma vez que poderão tornar possível o tratamento de doenças consideradas incuráveis 

até o momento, como doença de Parkinson, acidentes vasculares cerebrais, lesões medulares, 

entre outras (EVANS, 1981; COUTTS, 2007; GOYA, 2007; JOANNIDES, 2007). 

 Além da finalidade terapêutica, as células-tronco embrionárias têm grande 

importância em pesquisa básica (LILLEY, 2005) e constituem ferramentas para o estudo da 

biologia do desenvolvimento celular, identificação de fatores envolvidos na regulação dos 

processos do desenvolvimento e diferenciação em tipos celulares específicos ou tecidos, 

assim como para testar a eficácia de novas drogas in vitro (POUTON, 2005; AHUJA, 2007; 

THOMSON, 2007). 

No entanto, para se alcançar o sucesso nessas aplicações, muitos problemas com 

relação aos protocolos de diferenciação, a manutenção da estabilidade cromossômica e ao 

transplante destas células em pacientes terão que ser superados. 

 

 

1.1.1 Diferenciação de mES com ácido retinóico (AR) 

 

O AR é um derivado da vitamina A que desempenha papéis essenciais em funções 

biológicas como visão, reprodução, crescimento, diferenciação do tecido epitelial e respostas 

imunológicas (SOPRANO, 2007). Funciona como regulador do desenvolvimento embrionário 

e adulto, atuando na proliferação e diferenciação celular. É crucial, por exemplo, para a 

manutenção do estado diferenciado de células epiteliais e para a diferenciação hematopoiética 

(OREN, 2003). 
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Esta substância funciona mediante a ligação com fatores de transcrição nucleares 

pertencentes à superfamília de receptores do hormônio da tireóide. Através de sua ligação 

com esses fatores de transcrição, o AR pode regular a expressão de genes envolvidos em 

diversos mecanismos celulares, inclusive diferenciação (MARK, 2006). 

No desenvolvimento do SNC, o AR participa da neurogênese embrionária e adulta. No 

embrião, contribui para a padronização dorsoventral e anteroposterior da placa neuronal e 

tubo neural, auxiliando na determinação de grupos de neurônios sensoriais, interneurônios e 

neurônios motores (MADEN, 2007). Na fase adulta, o AR também se encontra envolvido na 

diferenciação neuronal no giro denteado (JACOBS, 2006) na manutenção do estado 

diferenciado de neurônios motores e na regeneração de nervos (MADEN, 2007). 

In vitro, o AR pode induzir diferenciação em diversos tipos celulares, como 

fibroblastos, neurônios, células da glia, miócitos, osteoblastos e condrócitos, dependendo da 

linhagem celular utilizada como modelo, do tempo de exposição e da ação conjunta com 

outros agentes indutores (SOPRANO, 2007). 

A aplicação do AR também é utilizada in vitro para a diferenciação neuronal de mES. 

Essa substância, no entanto, quando utilizada sobre essas células causa elevada mortalidade 

celular (OKAZAWA, 1996). Portanto, o surgimento de novos fatores, capazes de 

simultaneamente permitir a diferenciação celular e evitar a morte causada pelo AR são um 

dos objetivos fundamentais para ocorrerem avanços nas pesquisas relacionadas a mES . 

  

 

1.1.2 Aneuploidia 

 

A aneuploidia é definida como a perda (hipoploidia) e/ou ganho (hiperploidia) de 

cromossomos produzindo múltiplas variações numéricas do complemento cromossomal 

haplóide (KINGSBURY, 2005).  
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A aneuploidia é detectada em virtualmente todos os cânceres, sendo considerada uma 

causa plausível para a transformação celular (RASNICK, 1999), além de ser a principal causa 

genética de abortos espontâneos (VORSANOVA, 2005). Nos cânceres, ocorre principalmente 

ganho de cromossomos, chamado de hiperploidia.  

No SNC ela é associada a condições neuropatológicas como a Síndrome de Down, 

caracterizada pela trissomia do cromossomo 21 (ANTONARAKIS, 2004; ROUBERTOUX, 

2006); e síndrome de Turner, caracterizada pela falta de um cromossomo X (ELSHEIKH, 

2002).  

Por outro lado a aneuploidia também pode ser observada em situações normais, mais 

especificamente, no cérebro de camundongos e humanos durante o desenvolvimento e idade 

adulta. Nestes casos, entretanto, é caracterizada pela perda de cromossomos (hipoploidia) e 

ausência de translocações (REHEN, 2001; KINGSBURY, 2005; REHEN, 2005). 

 No caso das células-tronco embrionárias a aneuploidia pode alterar as propriedades 

fisiológicas destas células (PERA, 2004). A hiperploidia e translocações estão associadas, por 

exemplo, a condições que inviabilizam uma eventual aplicação terapêutica (DRAPER, 2004), 

pois podem gerar formação de tumores (LENGAUER, 1997; LENGAUER, 1998; 

RAJAGOPALAN, 2004) perda de pluripotencialidade (LONGO, 1997) e possível 

predisposição ao Mal de Alzheimer (GELLER, 1999; REHEN, 2005). Por isso, novas 

metodologias de cultivo celular, capazes de controlar ou de evitar o aumento exagerado de 

instabilidade cromossômica poderão contribuir enormemente para a utilização adequada 

dessas células.  

 

 

 

 

 

 



24 
 
1.1.3 Transplante de mES 

  

Para o estabelecimento de terapias celulares envolvendo o uso de células-tronco 

embrionárias será preciso, além de protocolos mais eficazes de diferenciação e de controle de 

aneuploidia, métodos adequados de purificação de células, evitando, deste modo, o implante 

de células indesejadas e/ou indiferenciadas (CHRISTOU, 2007). Também será preciso fazer 

com que as células implantadas tenham a capacidade de se integrar e contribuir para a 

melhora do tecido lesado.  Por isso, torna-se indispensável à busca por metodologias capazes 

de, não só aumentar o número de células cultivadas, como também aumentar a sobrevivência 

das mesmas, tanto durante o cultivo celular, quanto após o implante (in vivo).   

Baseado na necessidade de encontrar novas substâncias capazes de contribuir 

positivamente para o cultivo das células-tronco embrionárias procuramos investigar a ação de 

compostos canabinóides sobre estas células, já que, como veremos a seguir, essas substâncias 

apresentam enorme importância sobre a proliferação e morte celular em outros sistemas.  

 

 

1.3 Canabinóides 

 

 

Canabinóides são substâncias presentes na planta Cannabis sativa, popularmente 

conhecida como maconha.  

O mais abundante canabinóide presente na maconha é o Δ9-tetrahidrocanabinol 

(THC). No entanto, cerca de 70 substâncias químicas semelhantes ao THC já foram 

encontradas nessa planta. 

Pesquisas sobre o THC levaram ao descobrimento do primeiro receptor canabinóide 

identificado no cérebro, o qual foi denominado de receptor canabinóide do subtipo 1 (CB1) 
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(MATSUDA, 1990). Posteriormente, um segundo receptor, denominado de receptor 

canabinóide do subtipo 2 (CB2) foi isolado de células do sistema imunológico (HOWLETT, 

2002). 

Os receptores CB1 são abundantes no cérebro. Entre as regiões que apresentam um 

número maior desses receptores estão: o cerebelo, o qual é responsável pela aprendizagem e 

resposta ao stress e o córtex cerebral, o qual é responsável por funções cognitivas (WATSON, 

2000). 

O receptor CB2 é conhecido por estar presente principalmente em células 

eritrocitárias, macrofágicas e linfocíticas (PIOMELLI, 2003). 

Ambos são receptores acoplados a uma proteína G que, quando ativada, inibe a 

enzima adenilato ciclase, aumenta a atividade de canais de potássio e inibe canais de cálcio, 

modulando a liberação de outros neurotransmissores (PIOMELLI, 2003). 

A identificação dos receptores CB1 e CB2 levou ao descobrimento de ligantes 

endógenos, conhecidos como endocanabinóides, presentes em vários tecidos do corpo, como 

cérebro e intestino. Anandamida (AEA) e 2-glicerol araquidonil (2-AG) são alguns dos 

endocanabinóides conhecidos.  

Um importante papel fisiológico desempenhado pelos compostos canabinóides é a 

neuroproteção (MARSICANO, 2003). Os mecanismos neuroprotetores dos canabinóides 

observados em estudos com animais incluem inibição da produção excessiva de glutamato e 

propriedades antioxidantes, que reduzem o dano causado pelos radicais de oxigênio.   

Mechoulam e colaboradores (2002) descreveram que a administração de canabinóides 

protege o organismo de diferentes injúrias cerebrais, como por exemplo, isquemia e trauma.   

Esses compostos também têm papel importante na neuromodulação, controlando a 

liberação de neurotransmissores via receptores CB1 pré-sinápticos (PIOMELLI, 2003). 
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Aguado e colaboradores (2007) descreveram a existência de receptores CB1 em 

células-tronco neurais de ratos e que animais knockout para estes receptores apresentam 

astrogliogênese menor e neurogênese maior em relação aos normais.  

O pico de expressão dos receptores CB1 no hipocampo de ratos coincide com o início 

da gliogênese in vivo (FERNANDEZ-RUIZ, 2000). 

O mRNA para o receptor CB1 já foi encontrado em embriões em estágios iniciais de 

desenvolvimento (PARIA, 1995). Também já foi demonstrado que a parede do útero produz 

AEA (DAS, 1995) indicando haver uma grande importância desse endocanabinóide durante a 

implantação do embrião. 
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2 OBJETIVOS 

 

 

2.1 Objetivo geral 

  

 

Caracterizar o efeito da ativação do sistema canabinóide em células-tronco 

embrionárias de camundongo (mES).  

 

 

2.2 Objetivos específicos 

  

 

1) Verificar a presença de receptores CB1 e CB2 em EBs que sofreram, ou não, 

processo de indução neuronal; 

 

2) Avaliar se a ativação dos receptores canabinóides é capaz de proporcionar 

alteração do tamanho, proliferação e exercer efeito protetor em EBs que sofreram 

indução específica de diferenciação (indução neuronal com AR); 
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3) Avaliar se compostos canabinóides são capazes de alterar o tamanho, proliferação 

e exercer efeito protetor em EBs que não sofreram indução específica de 

diferenciação; 

 

4) Avaliar quais os receptores (CB1 ou CB2) estariam eventualmente envolvidos 

nesses processos; 

 

5) Verificar se a ativação de receptores canabinóides interfere com a estabilidade 

cromossômica de EBs; 

 

6) Verificar se o tratamento de EBs com canabinóides é capaz de intensificar a 

migração celular e o número de neurônios gerados após tratamento com AR. 
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3. MATERIAL E MÉTODOS 

 

 

3.1 Animais e células-tronco embrionárias 

 

 

Para obtenção de culturas de MEF foram utilizados camundongos da cepa 57/Black 6, 

com  idade embrionária de 13 ou 14 dias (E13 ou E14, sendo E1= dia da concepção). Estes 

animais foram criados no biotério da Bio Rio, na UFRJ, e todos os procedimentos adotados 

seguiram as normas de comportamento ético segundo o Colégio Brasileiro de Experimentação 

Animal (COBEA). 

O trabalho também utilizou a linhagem de mES USP1, a qual foi previamente isolada, 

caracterizada e gentilmente doada pelas Dras. Lygia V. Pereira e Irina Kerkis, da 

Universidade de São Paulo (USP) (SUKOYAN, 2002). 
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3.2 Cultivo celular 

 

 

3.2.1 Cultura de MEF 

 

3.2.1.1 Modo de preparo da cultura  

Para o preparo da cultura de MEF foi realizado, primeiramente, o deslocamento 

cervical de um animal gestante (com 13 ou 14 dias de gestação). Após este procedimento o 

útero foi retirado por inteiro e colocado em uma placa de Petri de vidro contendo uma solução 

salina tamponada com fosfato (PBS 1x), com a presença de glicose 2% (MERCK, cat. no. 

108337.1000). Já em condições estéreis, nas cabines de fluxo laminar vertical, os embriões 

foram retirados do útero e de suas placentas e passados para outra placa de Petri contendo 

solução de PBS 1x/glicose. Nessa placa foram retiradas as vísceras e a cabeça do embrião e 

este foi passado para outra placa de petri contendo meio-MEF sem soro, onde foi realizada a 

dissociação do embrião.  

O meio MEF era composto de Dulbecco’s modificado, acrescido de nutriente F-12 

(DMEM/F12; Gibco, cat. no. 12400-016), suplementado com 10% de soro fetal bovino (SFB) 

(Gibco; cat. no. 12657-029), 2 mM de glutamina-L (Gibco; cat. no. 21051-024) e 40 µg/ml de 

sulfato de gentamicina (Schering-Plough). 

Em seguida, esse meio com células dissociadas foi recolhido e colocado em um tubo 

falcon de 15 mL. Após este procedimento, foi adicionado 500 μL de tryple (Invitrogen, cat. 

no. 12604-021) para melhor dissociação e homogeneização da solução e, em seguida, 

adicionado 500 μL de meio-MEF contendo soro com o objetivo de inativar a enzima.  

Após a inativação, a solução foi centrifugada por 5 minutos a 675 g, o sobrenadante 

descartado e as células ressuspensas já no volume final de meio-MEF a ser plaqueado. As 

células foram incubadas a 37°C, com 5% CO2. O meio foi trocado a cada 2 dias. 
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Após a confluência de pelo menos 80%, o meio de cultura foi retirado e as células 

lavadas três vezes com PBS 1x/glicose. Em seguida, foi adicionado cerca de 1 mL de tryple (o 

suficiente para cobrir a superfície da placa/garrafa), e as células foram incubadas a 37°C com 

5% CO2, por no máximo 5 minutos. Após este período, a enzima foi neutralizada com meio-

MEF e as células foram centrifugadas por 5 minutos a 675 g. O sobrenadante foi descartado e 

as células foram ressuspensas já no volume final de meio-MEF a ser plaqueado. Em seguida, 

as células foram novamente incubadas a 37°C e com 5% CO2. O meio foi trocado a cada 2 

dias e quando a cultura atingia 80% de confluência novamente, era realizado o plaqueamento 

das mES ou o congelamento destas células para posterior utilização. 

 

3.2.1.2 Congelamento e Descongelamento  

Quando a cultura de MEF não era utilizada para o plaqueamento das mES, esta era 

congelada e armazenada até que houvesse necessidade de sua utilização.  Para realizar o 

congelamento, as culturas com confluência de 80% foram lavadas três vezes com PBS 

1x/glicose e descoladas do fundo das garrafas ou placas com o uso da tryple. Em seguida, 

foram incubadas a 37°C com 5% CO2 por até 5 minutos. Depois de neutralizar a enzima com 

meio-MEF, as células foram centrifugadas (5 minutos a 675 g) e ressuspendidas em 1 mL de 

meio de congelamento (90% SFB e 10% DMSO). As células foram então colocadas em 

criotubos, congeladas e estocadas em nitrogênio líquido até o descongelamento.  

Quando havia necessidade do uso de MEF os criotubos foram retirados do nitrogênio 

líquido e colocados a 37°C até o descongelamento da solução. As células foram retiradas do 

criotubo e colocadas em um tubo falcon de 15 mL. Em seguida, foi adicionado meio MEF, 

realizado a centrifugação e descarte do sobrenadante. As células foram então ressuspensas em 

meio MEF, homogeneizadas e plaqueadas. A incubação foi realizada a 37°C com 5% CO2 até 

atingirem a confluência.  
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3.2.1.3 Passagem  

Para melhor aproveitamento das MEF foi realizado, antes ou depois do congelamento, 

a passagem das mesmas. Este procedimento foi realizado quando as garrafas ou placas 

estavam confluentes. O objetivo da passagem foi de proporcionar mais espaço para as células 

e, por conseqüência, permitir que as mesmas pudessem continuar se multiplicando. O 

procedimento de passagem consistia na retirada do meio de cultura e na adição de tryple. Esta 

enzima foi utilizada até a segunda passagem das MEF. Após está passagem, foi realizado o 

desprendimento destas células do fundo das placas e/ou garrafas com tripsina (Sigma; cat. no. 

T4799). Com as células em suspensão, a tryple ou a tripsina foi inativada com meio MEF.  

Em seguida foi realizada a centrifugação a 675 g por 5 minutos, o sobrenadante foi 

descartado, as células ressuspendidas e colocadas em novas garrafas ou placas. O meio de 

cultura foi adicionado até completar 4 mL nas garrafas de 25cm2 ou 2,5 mL em placa de 6 

poços. As células foram então incubadas a 37°C com 5% CO2. Quando placas foram 

utilizadas, estas foram pré-tratadas com gelatina 2% (Sigma; cat. no. G1890-500G) com o 

intuito de evitar com que as MEFs, quando inativadas, se desprendessem do fundo dos poços 

e, por conseqüência, prejudicassem o desenvolvimento das mES. Com o aumento no número 

de passagens as células acabavam perdendo suas características originais e, por isso, foram 

realizadas, no máximo, até seis passagens.  

 

  

3.2.2 Cultura de mES 

 

3.2.2.1 Plaqueamento  

Para que as mES fossem cultivadas de maneira a permanecerem indiferenciadas 

utilizava-se a cultura de MEF como tapete. As MEF, quando atingiam 80% de confluência, 
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foram tratadas com mitomicina C (Sigma, cat. no. M-0503) de modo a provocar a interrupção 

da mitose e, por conseqüência, evitar a competição por espaço com as mES. 

Para tal procedimento, inicialmente retirava-se o meio da cultura e adicionava-se 1 mL 

de solução de mitomicina C, a qual foi mantida na incubadora a 37°C, com 5% CO2, durante 

3 horas. Passado esse período, as células foram lavadas três vezes com PBS 1x/glicose e, em 

seguida, 2,5mL do meio MEF foram adicionados à cultura. No dia seguinte o meio MEF foi 

substituído por meio mES e as mES foram plaqueadas. 

O meio mES consistia de meio DMEM/F-12,  suplementado com 15% de soro 

knockout (KSR) (Gibco, cat. no. 10828-028), 1% de solução de aminoácidos não essenciais 

(Gibco, cat. no. 11140-050), 2 mM de glutamina-L, 0,1 mM de β-mercaptoetanol (Gibco; cat. 

no. 21985-023), 40 µg/ml de sulfato de gentamicina e 200 µL de meio condicionado de LIF.  

 

3.2.2.2 Passagem  

O momento correto de realizar a passagem das colônias de mES foi determinado 

através da avaliação morfológica das mesmas, com auxílio de um microscópio óptico. Este 

momento ocorria normalmente três dias após o descongelamento, uma vez que as células, 

nesse período ainda mantinham suas características de pluripotencialidade, ou seja: as 

colônias apresentavam-se brilhantes, seu contorno era bem visível e definido e não se 

observava células individuais em meio às mesmas. Quando essas características eram 

alteradas, podendo ser observadas partes escuras e sem delineamento ao redor das colônias, 

significava que as mES estavam se diferenciando.  Foi em uma fase anterior a diferenciação 

dessas células, quando elas ainda apresentavam as características de pluripotencialidade, que a 

passagem das mesmas foi realizada. O procedimento de passagem foi basicamente o mesmo 

adotado para a passagem das MEF. A diferença é que para a inativação da tripsina foi 

utilizado SFB ao invés de meio MEF. Outra diferença é que as mES, ao serem 
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ressuspendidas, foram colocadas em garrafas ou placas previamente preparadas com MEF 

inativadas, conforme descrito anteriormente. 

 

3.2.2.3 Congelamento e descongelamento das mES  

Os procedimentos de congelamento e descongelamento de mES também foram iguais 

aos empregados às MEF, com o diferencial de que as mES foram descongeladas no tapete de 

MEF previamente inativado com mitomicina C e o meio empregado no descongelamento foi 

meio mES ao invés de meio MEF. 

 

 

3.2.3) Produção de meio condicionado contendo LIF 

 

 Células de ovário de hamster chinês (CHO) geneticamente modificadas para 

produzirem LIF (MING-TANG, 2006) foram descongeladas em meio MEF e mantidas em 

cultura até atingirem confluência de 80%. Quando atingiam essa confluência, essas células 

foram tripsinizadas e colocadas em outra garrafa (25 cm2) contendo 4 mL de meio MEF.  Ao 

atingirem novamente confluência de 80% e quando estavam já na segunda passagem após o 

descongelamento, o meio condicionado proveniente destas (meio condicionado de LIF) foi 

retirado, filtrado (filtro de 0,22 µm) e armazenado no freezer a -70°C até haver necessidade de 

sua utilização. Foi utilizado cerca de 200 µL de meio condicionado de LIF, para cada 100 mL 

de meio mES.   
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3.2.4 Cultivo e tratamento de EBs 

 

Para separar as mES da monocamada de MEF e, por conseqüência, dar início ao 

processo de formação de EBs, 1 x 106  células foram cultivadas em meio mES, acrescido de 

meio condicionado de LIF, em uma placa de cultura aderente de 6 poços, previamente tratada 

com 2% de gelatina. Esse cultivo foi realizado durante 2 dias. 

Após 2 dias as colônias de mES foram tripsinizadas durante 5 minutos a 37°C, a 

tripsina foi inativada e as células centrifugadas a 675 g durante 5 minutos. O sobrenadante foi 

descartado e as células ressuspendidas em meio EBs. 

O meio EBs foi composto de DMEM/F12, 10% de SFB, 1% de aminoácidos não 

essenciais, 2 mM de glutamina L,  0,1 mM de β-mercaptoetanol e 40 mg/ml de sulfato de 

gentamicina. 

As células, após serem ressuspendidas, foram colocadas em placas de cultura não 

aderente (100 mm2), completadas com 10 mL de meio EB, seguida da adição de 100 µL de 

meio condicionado de LIF. 

Agregados esféricos em suspensão (EBs) foram formados após 2 dias. Parte dos EBs 

formados receberam o tratamento com AR 2 µM em meio sem LIF, durante 4 dias, para 

induzir diferenciação neuronal, seguido do tratamento com agonista canabinóide WIN 55212-

2 (WIN) (Axxora, cat. no. ALX-270-243-M005). Outra parte dos EBs foi tratado com WIN 

55212-2 sem a realização da indução neuronal, na presença de 100 µL de meio condicionado 

de LIF. Ambos os grupos foram expostos a concentrações que variaram de 0,1 a 100 nM de 

WIN 55212-2 durante 2 dias de tratamento. Para verificar se os efeitos observados foram via 

receptor CB1 ou CB2, um antagonista específico do receptor CB1, AM251 (Tocris, cat. no. 

1117) na concentração de 300 nM, foi utilizado. 

 As amostras, após a realização dos tratamentos, foram fixadas em 4% de 

paraformaldeído durante 30 minutos, expostas a concentrações crescentes de sacarose (10, 20 
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e 30%) (NUCLEAR, cat. no. CAS 57-50-1) e, em seguida, foram embebidas em OCT 

(Tissue-Tek, 4583), para posterior obtenção de cortes, em criostato, de 10 μm de espessura.  

Os EBs que, após tratamento, não foram destinados às técnicas de detecção de 

fragmentação do ácido desoxirribonucléico (DNA) ou de imunocitoquímica, foram 

processados de acordo com as demais técnicas empregadas.  

 

 

3.2.5 Ensaio de migração 

 

Para realizar a avaliação da diferenciação celular, os EBs que sofreram indução 

neuronal, seguido do tratamento com WIN 55212-2, foram colocados em placas aderentes 

para que as células migrassem. 

Para este ensaio, placas aderentes foram previamente preparadas com lamínulas, 

seguido do tratamento com poli-ornitina 1,5 μg/mL (Sigma, cat. no. P3655) durante 4 horas. 

Transcorrido esse tempo, os poços foram lavados 3 vezes com água milli-Q autoclavada e, em 

seguida, foi realizado a incubação de 1 μg/mL de fibronectina (Invitrogen, cat. no. 33010-

018) e 1 μg/mL de laminina (Invitrogen, cat. no. 23017-015). A placa foi mantida na estufa 

overnight. 

Os EBs previamente tratados com AR, seguido do tratamento com 10 nM de WIN 

55212-2, foram transferidos para um tubo falcon de 15mL e, após decantarem, seu meio foi 

removido e estes foram ressuspendidos em meio neurobasal. 

O meio neurobasal consistia de DMEM/F12, fator de crescimento fibroblástico básico 

20 ng/mL (FGF) (R&D, cat. no. 233FB025), N2 1x (Gibco, cat. no.17502-048), 40 µg/mL 

sulfato de gentamicina e 0,1 mM β-mercaptoetanol. 

A solução de diluição de fibronectina/laminina foi removida e os EBs foram colocados 

sobre as lamínulas previamente tratadas com essas proteínas. Cerca de 25 EBs ressuspendidos 
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em meio neurobasal foram colocados em cada poço.  Após 2 dias, quando os EBs já haviam 

aderido e as células provenientes destes EBs já haviam migrado, foi realizado a fixação do 

material com paraformaldeído 4% e, em seguida, realizado a técnica de  imunofluorescência.  

 

 

3.3 Extração de ácido ribonucléico (RNA)  

 

 

O RNA total das culturas foi extraído utilizando o protocolo do Trizol® Reagent 

(Invitrogen, cat. no. 1596-018), conforme descrito pelo fabricante. Para cada 10 cm2 de área 

de placa ou 100 mg de tecido foi utilizado 1 mL de Trizol®. Após 5 minutos à temperatura 

ambiente, foi adicionado 200 µL de clorofórmio. Após a homogeneização, a amostra foi 

centrifugada por 15 minutos a 12500 g a 4°C. A fase aquosa, contendo o RNA, foi recolhida, 

separada e a ela foi adicionado 500 µL de álcool isopropílico. Em seguida, a amostra foi 

incubada por, no mínimo, 30 minutos a -70°C (ou até 3 dias a -70°C). Posteriormente, a 

amostra foi centrifugada por 15 minutos a 12500 g à 4°C e o precipitado lavado com etanol 

70%. Após secar por aproximadamente 30 minutos à 12500 g, o RNAm foi ressuspenso em 

15 µL de água livre de RNAse. Em seguida foi realizada a dosagem do RNA contido na 

amostra através de espectrofotometria, em comprimento de onda de 260 nm. 
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3.4 Síntese de DNA complementar (cDNA) 

 

  

RNA total foi utilizado para a confecção de cDNA (kit PROMEGA cat. no. A3800). 

Com esse objetivo, 1 μg de RNA, extraído e quantificado de acordo com os procedimentos 

citados anteriormente, foi incubado com 0,5 μg de oligonucleotídeo e completado com água 

livre de RNAse, de maneira a se obter, ao final, um volume final de 5 µL. Esta solução foi 

então submetida a uma temperatura de 70˚C por 5 minutos e, em seguida, rapidamente 

resfriada para 4˚C, durante o mesmo período de tempo. Após a realização deste procedimento, 

foram adicionados a esta solução 4 µL de tampão 5x (concentração final 1x), 2,4 µL de 

MgCl2 25 mM (concentração final de 3 mM), 1µL da mistura de dNTP 10 mM (concentração 

final de 0,5 mM), 1µL de inibidor de ribonuclease (concentração final de 1 u/µL), 1µL da 

enzima transcriptase reversa e água livre de RNAse até completar um volume final de 15 µL.  

Estando a solução preparada, esta foi colocada em um aparelho termociclador (Thermal 

Cycler; Eppendorf ®), o qual estava programado para submeter a amostra a temperatura de 

25˚C durante 5 minutos, seguida de uma  temperatura de 42˚C  durante 1 hora e 70˚ C durante 

15 minutos. Após o término da reação, a amostra contendo o cDNA foi utilizada para a 

realização da técnica de reação em cadeia da polimerase (PCR). 

 

 

3.5 Técnica de Reação de Polimerização em Cadeia Após Transcrição Reversa (RT-

PCR) 

 

 

As amostras de cDNA foram amplificadas pela técnica de PCR. Para tal, foram utilizados 

os seguintes primers: OCT4 5’-AGA GCA GTG ACG GGA ACA GAG-3’(senso), 5’-

 



39 
 

CCA ACG AGA AGA GTA TGA GGC-3’(anti-senso); SOX2 5’-GAG AGC AAG TAC 

TGG CAA GAC CG-3 (senso), 5’-TAT ACA TGG ATT CTC GCC AGC C-3’ (anti-

senso); NANOG 5’-GTG CAT ATA CTC TCT CCT TCC C-3’ (senso), 5’-AGC TAC 

CCT CAA ACT CCT GGT-3’; GAPDH 5’-ATC ACC ATT TCC AGG AGC G-3’ (senso), 

5’-CCT GCT TCA CCA CCT TCT TG-3’(anti-senso);  CB1 5’-CGT GGG CAG CCT 

GTT CCT CA-3’(senso)  e 5’-CAT GCG GGC TTG GTC TGG-3’(anti-senso); CB2 5’-

CCG GAA AAG AGG ATG GCA ATG AAT- 3’(senso), 5’-CTG CTG AGC GCC CTG 

GAG AAC-3’(anti-senso). Além dos primers de iniciação, 0,5 µL de senso e 0,5 µL de 

antisenso (concentração final 1 µM), foram adicionados também 4 µL de tampão 5x 

(concentração final 1x), 1,2 µL de MgCl2 25 mM (concentração final de 2mM), 0,4 µL da 

mistura de dNTP 10 mM (concentração final de 0,2 mM), 2 µL da amostra de cDNA, 0,2 

µL da enzima Taq polimerase e água livre de RNAse até completar um volume final de 20 

µL. Estando a solução preparada, esta era colocada em um aparelho termociclador, o qual 

estava programado para submeter a amostra a temperatura de 94° C por 45 segundos, 55°C 

(OCT4, SOX2, NANOG) ou 60°C (GAPDH, CB1 e CB2) por 30 segundos, 72°C por 1 

minutos e 30 segundos, durante 30 ciclos. Para tal procedimento foi utilizado o 

termociclador Thermal Cycler (Eppendorf ®).  Como controle negativo, foi realizado um 

PCR de uma amostra de RNA não incubada previamente com a transcriptase reversa. Os 

produtos de DNA do PCR foram analisados eletroforeticamente em gel de agarose 2% e 

visualizados por coloração com brometo de etídio 0,5 μg/ml. O tamanho das bandas 

esperadas para OCT4, NANOG, SOX2, GAPDH, CB1 e CB2 eram, respectivamente, 177, 

213, 335, 571, 402 e 478 pares de bases. 
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3.6 Análise do tamanho dos EBs 

 

 

Os cortes dos EBs foram lavados 3x com PBS 1x e, em seguida, tiveram seus núcleos 

marcados com 1 μg/mL de 4´,6´-diamino-2-fenil-lindol (DAPI) (Cambrex, cat. no, PA-3013), 

seguida de 3 novas lavagens com PBS 1x. Para realizar a medição das áreas destes EBs foram 

obtidas imagens com microscópio de fluorescência Zeiss. Após este procedimento, as áreas 

foram manualmente delimitadas e, com auxílio do programa Axioplan, quantificadas. As 

análises ocorreram em pelo menos três experimentos distintos, sendo realizada as medições 

das áreas de pelo menos 30 EBs por grupo experimental. 

 

 

3.7 Detecção de morte celular em EBs  

 

 

A técnica de detecção de fragmentação de DNA (TUNEL) (PROMEGA, cat. no. 

G3250) foi utilizada para verificar se a ativação dos receptores canabinóides tinha capacidade 

de proporcionar efeito de proteção contra a morte celular. Para tal, cortes de EBs foram 

tratados com 20 μg/mL de proteinase K durante 8 minutos a temperatura ambiente e lavados 

com PBS pH 7.4. Posteriormente foi realizada a adição de tampão de equilíbrio durante 10 

minutos e, em seguida, as amostras foram incubadas com a enzima e o tampão de reação 

durante 1 hora, a 37°C.  Os cortes foram então incubados com solução de parada de reação 

(tampão stop) durante 15 minutos e lavados com PBS. A marcação nuclear foi realizada com 

1 μg/mL de 4´,6´-diamino-2-fenil-lindol (DAPI) (Cambrex, cat. no, PA-3013), seguida de 3 

novas lavagens com PBS 1x. Para evitar perda de fluorescência as amostras foram 

armazenadas em N-propil-galato (Sigma, cat. no. P3130). Aproximadamente 25 EBs, de cada 
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experimento, foram analisadas através do uso do microscópio de fluorescência Nikon TE300.  

Células TUNEL positivas foram quantificadas em relação ao total de núcleos marcadas com 

DAPI. 

  

 

3.8 Análises por imunocitoquímica 

 

 

As colônias de mES, os cortes de EBs e os EBs plaqueados foram primeiramente 

lavados 2 vezes com PBS, tratados com 0,3% Triton (Isofar, cat. no. 271) durante 5 minutos 

e, em seguida, incubados com BSA 5% (Sigma, cat. no. A7906) durante 1 hora. O anticorpo 

monoclonal anti-OCT4 (Santa Cruz, cat. no. 5279), na diluição de 1:100, foi usado em 

colônias de mES para confirmar a pluripotencialidade destas células. Para verificar o efeito de 

agonistas canabinóides sobre a proliferação celular foram utilizados cortes histológicos de 

EBs. Os cortes foram incubados overnight a temperatura ambiente com anticorpo policlonal 

anti-fosfo-H3 (Upstate cell signaling solutions, cat. no. 07-424), na diluição de 1:500. Para 

verificar o processo de diferenciação celular no ensaio de migração foram utilizados os 

anticorpos anti-βtubulina III (Sigma, cat. no. T5076) e anti-nestina (BD Pharm, cat. no. 

611658), nas diluições de 1:100 e 1:200, respectivamente. Depois de realizado a incubação 

com os anticorpos primários, o material foi lavado 3 vezes com PBS 1x e, em seguida, foi 

realizado a incubação com os anticorpos secundários: anti-mouse IgG (Molecular Probe, cat. 

no. A11003) para OCT4, Nestina e β-tubulina III ou anti-rabbit  IgG (Molecular Probe, cat. 

no. A11010) para fosfo-H3, ambos utilizados na diluição de 1:400 e incubados durante 2 

horas. Após a incubação com os anticorpos secundários, as amostras foram lavadas 3 vezes 

com PBS, seguida de marcação nuclear com DAPI e 3 novas lavagens com PBS 1x. Para 

evitar perda de fluorescência as amostras foram armazenadas em N-propil-galato. 
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Aproximadamente 25 EBS, de cada experimento, foram analisadas através do uso do 

microscópio de fluorescência Nikon TE300. Células fosfo-H3 positivas foram quantificadas 

em relação ao total de núcleos marcadas com DAPI. 

 

 

3.9 Incorporação de timidina [3H] 

 

 

EBs expostos a 10 ou 100 nM de WIN 55212-2, durante 48 horas, foram incubados 

com timidina tritiada [3H] (1 μCi/mL-Amersham, Arlighton Heights, IL) nas últimas 6 horas 

de tratamento. Os EBs, após a incorporação com timidina, foram lavados com PBS 1x (pH 

7,4) e homogeneizados em 500 µL de NaOH 0.4 M. Alíquotas desse homogeneizado foram 

precipitadas com 10% de TCA e, em seguida, filtradas. Os filtros foram lavados com 10% de 

TCA, seguido de lavagem com etanol e, subseqüentemente, secos a uma temperatura de 

100oC. Em seguida, foi realizada a leitura de incorporação no centilador Packard, modelo 

1600TR. A quantificação de proteínas em cada amostra foi realizada através do método de 

Lowry (LOWRY, 1951). 

 

 

3.10 Cariotipagem 

 

 

EBs expostos à concentração de 10 nM de WIN 55212-2 durante 48 horas, foram 

incubados com colcemida 0,1 μg/ml (Karyo Max, Gibco. cat no. 15212-012)  nas últimas 6 

horas de tratamento a fim de acumular células em metáfase. Depois de tripsinizadas, o meio 

foi inativado com 1/3 de volume de SFB e as células passaram por um processo de 
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dissociação mecânica através de consecutivas pipetagens (P1000 e P200). Para garantir que as 

células estivessem bem individualizadas, a suspensão celular foi filtrada em uma membrana 

de nylon de 40 μm (BD Biosciences, cat. no. 352340). 

Posteriormente, as células foram tratadas com uma solução hipotônica de KCl 75mM 

a 37ºC durante 15 min. Em seguida elas foram fixadas em metanol/ácido acético 3:1 (v:v) e 

armazenadas a 4ºC overnight.  

No dia seguinte, as células foram lavadas 3 vezes com solução de fixação, o 

sobrenadante foi dispensado e o pellet ressuspendido em pequeno volume da solução 

fixadora. 15 a 30 μl da suspensão celular foi distribuída na superfície de lâminas. Após a 

gradual evaporação do fixador, as lâminas foram expostas a vapor de água por 30 segundos. A 

densidade e qualidade das células em metáfase foram então verificadas em microscópio de 

contraste de fase.  

Para contagem dos cromossomos, foi realizada a marcação dos mesmos com DAPI.  

As imagens foram obtidas com o uso do microscópio de fluorescência Zeiss. 

Aproximadamente 25 células em metáfase, de cada experimento, foram analisadas. Seus 

cromossomos foram quantificados e comparados em relação ao grupo controle. 

 

 

3.11 Análise estatística 

 

 

Para os experimentos de incorporação de timidina tritiada, cariotipagem e ensaio de 

migração foi utilizado o Teste t, uma vez que este é considerado o mais indicado para 

comparações entre dois grupos experimentais (MOTULSKY, 1995). As demais análises 

foram realizadas através da aplicação do teste de variância (One-way ANOVA), pois o 

mesmo permite menor erro estatístico, em relação a múltiplos testes t, quando existem mais 
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que dois grupos experimentais. Como o método ANOVA possibilita apenas dizer se existe 

diferença estatística, porém não identifica quais os grupos que diferiram, foi utilizado um pós-

teste. Nos experimentos com o uso do antagonista (AM251) foi aplicado o pós-teste Tukey, o 

qual compara todos os grupos entre si. Essa análise é considerada mais conservadora em 

relação aos demais métodos que possuem o mesmo objetivo (MOTULSKY, 1995). Nos 

demais experimentos foram realizadas comparações entre todos os grupos com o grupo 

controle e, nesse caso, o pós-teste utilizado foi de Dunnett (MOTULSKY, 1995).  Os níveis 

de confiança foram estabelecidos em 95%, ou seja, P < 0,05 foi considerado estatisticamente 

significativo.   
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4 RESULTADOS B

 

 

4.1 Caracterização da pluripotencialidade das mES 

 

 

Nosso primeiro objetivo foi avaliar se as células-tronco embrionárias mantidas em 

cultura em nosso laboratório mantinham suas características de pluripotencialidade.  

Para tal, foi realizado o cultivo e a expansão das mES sobre monocamada de MEF e, 

em seguida, foi realizada a extração do RNA proveniente dessas células. A amplificação do 

material foi realizada através da utilização da enzima transcriptase reversa e de primers 

específicos para fatores de transcrição, como OCT4, SOX2 e NANOG, clássicos marcadores 

de células indiferenciadas (NICHOLS, 1998; AVILION, 2003; CHAMBERS, 2003; MITSUI, 

2003). GAPDH foi utilizado como controle da reação interna.  

Além do RT-PCR, também foi realizado, nas colônias de mES, a técnica de 

imunocitoquímica para a proteína OCT4. 

Conforme esperado, ambas as técnicas, RT-PCR e imunocitoquímica, mostraram a 

presença dos fatores de transcrição característicos e da proteína OCT4, respectivamente, na 

linhagem de mES cultivada no laboratório (Figura 3). 
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Fi
gura 3: Caracterização da pluripotencialidade das mES. A) Identificação de mRNA 
específico em células indiferenciadas: RNA total foi extraído de culturas de mES. A 
amplificação do material foi realizada através da utilização da enzima transcriptase reversa e 
de primers específicos para fatores de transcrição, como OCT4, SOX2 e NANOG, clássicos 
marcadores de mES. GAPDH foi utilizado como controle da reação interna. A coluna –RT 
indica o controle negativo da reação. Produtos amplificados foram separados pelo tamanho, 
por eletroforese, através de um gel de agarose 2 % e visualizados por marcação de brometo de 
etídio. B) Identificação da proteína OCT4: mES  foram cultivadas sobre MEF por dois dias. 
Em seguida, estas células foram fixadas e marcadas através do uso do anticorpo anti-OCT4, 
confirmando presença dessa específica proteína em colônias de mES. No canto superior 
direito, MEF e colônias de mES marcadas com DAPI. Barra de calibração corresponde a 
50μm.    

 

 

4.2 Expressão de receptores canabinóides 

 

 

Para avaliar se mES expressavam receptores canabinóides CB1 e CB2, foi realizado 

cultivo e a expansão destas células sobre monocamada de MEF. Após este procedimento, as 

colônias foram cultivadas 2 dias sobre uma camada de gelatina e, posteriormente, cultivadas 

por mais 2 dias em placa não aderente até ocorrer a formação de EBs. Em seguida foi 

realizada a extração de RNA para a técnica de RT-PCR. Procuramos também avaliar se a 

expressão dos receptores CB1 e CB2 ocorria e/ou era mantida quando EBs sofriam um 

específico processo de diferenciação neuronal (tratamento com 2 μM AR, durante 4 dias). 
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Nossos resultados demonstraram que EBs expressavam tanto receptores CB1, quanto 

CB2. Quando realizada a indução neuronal com AR a expressão de CB1 foi mantida, porém, 

interessantemente, CB2 deixou de ser detectado pela técnica. Cérebro total de camundongo 

foi usado como controle positivo, uma vez que já foi descrito na literatura que neurônios 

presentes no mesmo apresentam receptores CB1 e células da microglia apresentam 

principalmente receptores CB2 (PIOMELLI, 2003). A realização do PCR, sem a enzima 

transcriptase reversa, foi utilizada como controle negativo. (Figura 4). 

 

 
Figura 4: Expressão de receptores canabinóides: A) Formação de EBs: para gerar a 
formação dessas estruturas, mES plaqueadas sobre MEF durante dois dias foram plaqueadas 
durante mais dois dias em uma placa de bactéria não aderente, com meio EBs adicionado de 
meio condicionado de LIF (a’). Para induzir diferenciação neuronal os EBs foram tratados 
com AR 2μM durante 4 dias (a”) Barra de calibração de 50 μm. B) Identificação de mRNA 
para os receptores canabinóides em EBs: a amplificação do material foi realizada através da 
utilização da enzima transcriptase reversa usando-se primers específicos de receptores CB1 e 
CB2. GAPDH foi usado como controle interno da reação. Produtos amplificados foram 
separados por eletroforese através do uso de gel com 2% de agarose e visualizados por 
marcação de brometo de etídio. Receptores CB1 e CB2 foram expressos em EBs sem 
tratamento com AR (primeira coluna). Porém, após a diferenciação neuronal, apenas CB1 
continuou sendo expresso (segunda coluna). mRNA de cérebro total foi utilizado como 
controle positivo da reação. A coluna –RT demonstra o controle negativo da reação.  
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4.3 Agonista canabinóide e tamanho dos EBs  

 

 

Para testar a hipótese de que a ativação de canabinóides talvez pudesse estar 

relacionada com a proliferação e/ou a proteção de EBs, foi avaliado o tamanho dos mesmos 

através da medição de suas áreas. Para tal procedimento, fotos de cortes de EBs corados com 

DAPI foram analisados com auxílio do programa Axioplan. 

Três grupos experimentais foram avaliados, sendo o primeiro (controle) formado 

apenas por EBs cultivados em meio EBs, adicionado de meio condicionado de LIF e tratados 

com 0,02% de etanol (o mesmo usado na diluição do WIN 55212-2). O segundo grupo foi 

formado por EBs que sofreram indução de diferenciação neural com 2 μM de AR por 4 dias, 

seguindo do tratamento com 0,02% de etanol durante 2 dias (veículo usado na diluição do 

WIN 5522-2) e o terceiro, que recebeu tratamento com 2 μM AR durante 4 dias, seguido de 

tratamento com 10 nM de WIN 55212-2 durante 2 dias. 

Nossos dados revelaram que, quando realizado tratamento com AR, ocorria uma 

diminuição no tamanho dos EBs. No entanto, quando este tratamento foi seguido da 

exposição de um agonista canabinóide durante 2 dias, ocorria uma reversão desse efeito 

(Figura 5). 

Estes dados iniciais fortaleceram a hipótese de que a ativação de receptores 

canabinóides pudesse estar envolvida com a proliferação e/ou aumento de sobrevivência dos 

EBs. 
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Figura 5: Agonista canabinóide reverte o efeito de diminuição do tamanho dos EBs. A) 
Área dos EBs: Para gerar a formação de EBs, mES plaqueadas sobre MEF durante dois dias 
foram plaqueadas por mais dois dias em placa de cultura não aderente, com meio DMEM-F2 
contendo meio condicionado de LIF. Após a formação destas estruturas, o grupo controle foi 
tratado durante dois dias com meio EBs adicionado de meio condicionado de LIF, na presença 
de 0,02% de etanol (o mesmo usado na diluição de WIN 55212-2) (controle). Para induzir 
diferenciação neuronal os EBs foram tratados com 2 μM de AR durante 4 dias. Depois desse 
tratamento com AR, os EBs foram mantidos por mais dois dias com 0,02% de etanol (o 
mesmo usado durante a diluição de WIN 55212-2) (AR). O último grupo foi tratado durante 4 
dias com AR, seguido de tratamento durante dois dias com 10 nM de WIN 55212-2 (AR + 
WIN 10nM). As quantificações foram realizadas em pelo menos três experimentos distintos, 
sendo realizado as medições das áreas de pelo menos 30 EBs por grupo experimental, em 
cada experimento. *P < 0,05. B) Tamanho da área dos EBs: grupo controle (controle), grupo 
tratado com 2 μM de AR durante 4 dias (AR) mais  dois dias com 0,02% de etanol (o mesmo 
usado durante a diluição de WIN 55212-2) e grupo tratado com 2 μM de AR durante 4 dias 
mais 2 dias com 10 nM de WIN55212-2 (AR + WIN 10 nM). Barra de calibração 
corresponde a 50 µm. 
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4.4 Canabinóide reduz a morte celular de EBs que sofreram indução de diferenciação 

neuronal 

 

 

Para tentar desvendar o que poderia estar ocorrendo com os EBs, fazendo com que os 

mesmos tivessem seu tamanho aumentado quando submetidos a um específico processo de 

diferenciação neuronal (tratamento com 2 µM AR), seguido de tratamento com WIN 55212-2, 

procuramos realizar a técnica de detecção de fragmentação de DNA (TUNEL) e, com isso, 

verificar se o agonista canabinóide seria capaz de gerar efeito protetor sobre estas células. 

Para tal, EBs tratados 4 dias com AR foram submetidos a mais 2 dias de tratamento 

com o agonista canabinóide WIN 55212-2. Na tentativa de se encontrar a melhor 

dose/resposta, foram utilizadas concentrações de WIN 55212-2 que variaram de 0,1 a 100 

nM. Os EBs, depois de realizado o tratamento, foram fixados, emblocados, cortados em 

criostato e, em seguida, submetidos à técnica de TUNEL. Aproximadamente 25 EBs foram 

analisados e células mortas (TUNEL positivas) foram quantificadas. O grupo controle foi 

tratado com 2 µM de AR durante 4 dias, seguido do tratamento com 0,02% de etanol (veículo 

usado para a diluição do WIN 5522-2). 

Os dados obtidos mostraram que a ativação de receptores canabinóides foi capaz de 

gerar efeito protetor contra a morte celular. A melhor dose/resposta observada foi na 

concentração de 10 nM de WIN 55212-2, onde pudemos observar mais de 50% de proteção 

em relação ao grupo controle. Também observamos uma diminuição significativa, porém em 

menor proporção, quando realizado o tratamento com WIN 55212-2 na concentração de 50 

nM. Concentrações de 0,1 e 100 nM não apresentaram nenhuma diferença em relação ao 

grupo controle (Figura 6). 
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Figura 6: Canabinóide protege contra a morte celular EBs que sofreram indução 
específica de diferenciação: A) EBs tratados com WIN 55212-2 tem aumento da proteção 
contra a morte celular: Para gerar a formação de EBs, as mES foram plaqueadas por dois dias 
em placa de cultura não aderente, com meio EBs adicionado de meio condicionado de LIF. 
Depois desse período, todos os grupos foram tratados por mais 4 dias com 2 μM de AR para 
causar uma indução neuronal. Após, o grupo controle foi mantido por mais dois dias com 
0,02% de etanol (o mesmo usado durante a diluição do WIN 55212-2) (controle). Os demais 
grupos foram tratados com 10 nM de WIN 55212-2 e 100 nM, respectivamente, durante dois 
dias (WIN 10nM e WIN 100nM). Em seguida as células foram fixadas e depois submetidas a 
técnica de TUNEL. No canto inferior direito, EBs marcadas com DAPI. Barra de calibração 
corresponde a 30μm. B) Quantificação da morte celular: Essa quantificação foi realizada pela 
contagem das células que eram TUNEL positivas. Depois do tratamento dos EBs com 
concentrações de WIN 55212-2 variando de 0,1 até 100 nM, pode-se observar um efeito 
protetor significativo nas concentrações de 10 e 50 nM desta substância. Células marcadas 
foram expressas como porcentagem do controle. As quantificações foram realizadas em pelo 
menos três experimentos distintos. *P < 0,05. 
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4.5 O agonista canabinóide WIN 55212-2 não aumenta a proliferação de EBs que 

sofreram indução de diferenciação neuronal  

 

 

Uma vez demonstrado que um agonista canabinóide é capaz de proporcionar efeito de 

proteção contra a morte celular e, considerando o fato de que estes compostos, conforme 

descrito na literatura, atuam de diferentes maneiras, ou seja, aumentando ou diminuindo a 

proliferação de diferentes tipos celulares, procuramos avaliar qual seria o efeito na 

proliferação em EBs. 

O mesmo protocolo experimental, com as mesmas concentrações do agonista 

canabinóide utilizadas no experimento anterior foram aqui, nesse experimento, também 

empregadas. A técnica inicialmente utilizada para avaliar o possível efeito de interferência 

dos canabinóides na proliferação foi a imunocitoquímica e o anticorpo empregado foi 

utilizado para marcar células em metáfase (histona fosforilada). Aproximadamente 25 EBs 

foram analisados e as células proliferantes (fosfo-H3 positivas) foram quantificadas. 

O resultado obtido com a técnica de imunocitoquímica sugeriu que a ativação dos 

receptores canabinóides com WIN 55212-2 não interfere com a proliferação celular.  

Como outra forma de avaliar a proliferação, EBs, divididos em grupo controle e 10 

nM de WIN 55212-2 foram expostos à timidina tritiada durante as últimas 6 horas de 

tratamento do agonista canabinóide (duração total do tratamento com o agonista canabinóide 

foi de 2 dias). Em seguida, conforme descrito nos material e métodos, foi realizada a 

avaliação da incorporação da timidina pelas células que entraram na fase S do ciclo celular.  
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Conforme observado nas análises por imunocitoquímica, não ocorreu nenhum 

aumento da proliferação celular com a técnica de incorporação de timidina tritiada.  Foi 

possível observar, ao contrário, uma significativa diminuição da mesma (Figura 7). 

Figura 7: O agonista canabinóide WIN 55212-2 não aumenta a proliferação de EBs que 
sofreram indução específica de diferenciação. A) Tratamento dos EBs com WIN 55212-2 
não altera a proliferação destas células: para gerar EBs, as mES foram plaqueadas por dois 
dias em um placa de cultura não aderente, com meio EBs adicionado de meio condicionado 
de LIF. Para induzir diferenciação neuronal os EBs foram tratados com AR 2 μM durante 4 
dias. Depois desse período o grupo controle foi mantido por mais dois dias com 0,02% de 
etanol (o mesmo usado para diluir o agonista canabinóide WIN 55212-2) (controle). Os 
grupos 10 nM WIN 55212-2 e 100 nM foram mantidos por dois dias na presença do agonista 
canabinóide (WIN 10 nM e WIN 100 nM). Em seguida, as células foram fixadas e marcadas 
através do uso de um anticorpo marcador de células proliferantes (fosfo H3). No canto 
superior direito, EBs marcadas com DAPI. Barra de calibração corresponde a 30μm. B) 
Quantificação da proliferação celular pela técnica de imunocitoquímica: essa quantificação 
foi realizada através da contagem do número de células fosfo H3 positivas. As concentrações 
de WIN 55212-2 utilizadas demonstraram não haver diferença significativa na proliferação 
quando comparado com o grupo controle. A contagem celular foi apresentada como 
porcentagem do controle. P>0,05. C) Quantificação da proliferação pela técnica de 
incorporação de timidina tritiada: essa quantificação demonstrou haver diferença 
significativa da proliferação celular quando realizado o tratamento com 10 nM WIN 55212-2, 
em comparação como grupo controle. Todas as quantificações foram realizadas em pelo 
menos três experimentos distintos. *P< 0,05. 
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4.6 Ativação de receptores canabinóides também reduz a morte celular de EBs que não 

sofreram indução específica de diferenciação   

 

 

Procuramos também testar a hipótese de que a ativação do sistema canabinóide tem 

importante função de proteção contra a morte celular em EBs que não sofreram indução de 

diferenciação neuronal. 

Para tal, EBs, após 2 dias de cultivo em placa não aderente, foram submetidos a mais 2 

dias de tratamento com o agonista canabinóide WIN 55212-2, em meio EBs adicionado de 

meio condicionado de LIF. Na tentativa de se encontrar a melhor dose/resposta, foram 

utilizadas concentrações de WIN 55212-2 que variaram de 0,1 a 100 nM. Os EBs, depois de 

realizado o tratamento, foram fixados, emblocados, cortados em criostato e, em seguida, 

submetidos à técnica de TUNEL. Aproximadamente 25 EBs foram analisados e células 

mortas (TUNEL positivas) foram quantificadas. O grupo controle foi tratado com 0,02% de 

etanol (o mesmo usado na diluição do WIN 5522-2) 

Interessantemente, nossos dados mostraram que estes EBs, mesmo sem sofrer  indução 

neuronal com AR, quando tratados com 10 e 50 nM de WIN 55212-2 tiveram redução da 

morte celular de cerca de 45% e 25%, respectivamente. Concentrações de 0,1 e 100 nM não 

apresentaram nenhuma diferença em relação ao grupo controle (Figura 8).  
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Figura 8: Ativação de receptores canabinóides protege contra a morte celular EBs que 
não sofreram indução específica de diferenciação: A) EBs tratados com WIN 55212-2 tem 
aumento da proteção contra a morte celular: para gerar a formação dessas estruturas, as mES 
foram plaqueadas por dois dias em placa de cultura não aderente, com meio EBs adicionado 
de meio condicionado de LIF. Após esse período, o grupo controle foi mantido por mais dois 
dias com 0,02% de etanol (o mesmo usado durante a diluição do WIN 55212-2) (controle). 
Os demais grupos foram tratados com 10 nM de WIN 55212-2 e 100 nM, respectivamente, 
durante dois dias.  (WIN 10 nM e WIN 100 nM).  Em seguida as células foram fixadas e 
depois submetidas a técnica de TUNEL. No canto superior direito, EBs marcadas com DAPI. 
Barra de calibração corresponde a 30μm. B) Quantificação da morte celular: essa 
quantificação foi realizada pela contagem das células TUNEL positivas. Depois do tratamento 
dos EBs com concentrações de WIN 55212-2 variando de 0,1 até 100 nM, pode-se observar 
um significativo efeito protetor nas concentrações de 10 e 50 nM desta substância. Células 
TUNEL positivas foram expressas como porcentagem do controle. As quantificações foram 
realizadas em pelo menos três experimentos distintos. *P < 0,05. 
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4.7 O agonista canabinóide WIN 55212-2 não aumenta a proliferação celular de EBs que 

não sofreram indução específica de diferenciação   

 

 

Para testar a hipótese de que a ativação de canabinóides talvez pudesse estar 

relacionada com alteração da proliferação de EBs que não sofreram indução neuronal, foi 

utilizado o mesmo protocolo experimental, com as mesmas concentrações do agonista 

canabinóide utilizadas no experimento anterior.  

A técnica inicialmente utilizada para avaliar o possível efeito de interferência dos 

canabinóides na proliferação foi a imunocitoquímica e um anticorpo foi utilizado para marcar 

células em metáfase (histona H3 fosforilada). Aproximadamente 25 EBs foram analisados e 

as células proliferantes (fosfo-H3 positivas) foram quantificadas. Os EBs do grupo controle, 

após serem cultivados durante 2 dias em placa de cultura não aderente, foram tratados durante 

mais 2 dias com 0,02% de etanol (veículo usado para a diluição do WIN 55212-2), em meio 

EBs adicionado de  meio condicionado de LIF. 

O resultado obtido com a técnica de imunocitoquímica sugeriu que, quando realizado 

a ativação dos receptores canabinóides com WIN 55212-2, não ocorre aumento da 

proliferação celular.  

Para avaliar melhor o resultado de proliferação, EBs, divididos em grupo controle e 10 

nM de WIN 55212-2 foram expostos a timidina tritiada durante as últimas 6 horas de 

tratamento do agonista canabinóide (duração total do tratamento com o agonista canabinóide 

foi de 2 dias). Em seguida, conforme descrito nos material e métodos, foi realizado a 

avaliação da incorporação da timidina pelas células que haviam entrado na fase S do ciclo 

celular.  
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Também nesse caso, de acordo com os resultados de imunocitoquímica, não ocorreu 

nenhum aumento da proliferação celular com a técnica de incorporação de timidina tritiada.  

Foi possível observar, ao contrário, uma significativa diminuição da mesma (Figura 9). 

Figura 9: O agonista canabinóide WIN 55212-2 não aumenta a proliferação de EBs não 
sofreram indução específica de diferenciação A) Tratamento dos EBs com WIN 55212-2 
não altera a proliferação destas células: para gerar EBs, as mES foram plaqueadas por dois 
dias em um placa de cultura não aderente, em meio EBs adicionado de meio condicionado de 
LIF. Depois desse período o grupo controle foi mantido por mais dois dias com 0,02% de 
etanol (o mesmo usado para diluir o agonista canabinóide WIN 55212-2), em meio EBs 
adicionado de meio condicionado de LIF (controle). Os grupos 10 nM de WIN 55212-2 e 100 
nM foram mantidos por dois dias na presença do agonista canabinóide, também em meio EBs 
adicionado de meio condicionado de LIF (WIN 10 nM e WIN 100 nM). Em seguida, as 
células foram fixadas e marcadas através do uso de um anticorpo marcador de células 
proliferantes (fosfo H3). No canto inferior direito, EBs marcadas com DAPI. Barra de 
calibração corresponde a 30 μm. B) Quantificação da proliferação celular: essa quantificação 
foi realizada através da contagem do número de células fosfo H3 positivas. As concentrações 
de WIN 55212-2 utilizadas demonstraram não haver diferença significativa na proliferação 
quando comparado com o grupo controle. A contagem celular foi apresentada como 
porcentagem do controle. P>0,05. C) Quantificação da proliferação pela técnica de 
incorporação de timidina tritiada: essa quantificação demonstrou haver diferença 
significativa da proliferação celular quando realizado o tratamento com 10 nM WIN 55212-2, 
em comparação com grupo controle. Todas as quantificações foram realizadas em pelo menos 
três experimentos distintos. *P< 0,05. 
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4.8 A ativação do receptor CB1 está relacionado com o efeito de proteção celular   

 

 

Procuramos observar se o efeito de proteção observado estaria ocorrendo via ativação 

dos receptores CB1. Para tal, utilizamos um bloqueador específico de CB1, chamado AM251.  

EBs que sofreram indução neuronal com AR e EBs que não sofreram indução neuronal, foram 

tratados com 10 nM de WIN 55212-2, associado ao tratamento com 300 nM do antagonista 

AM251. Além disso, também foram realizados grupos tratados somente com 10 nM de WIN 

55212-2 ou tratados somente com 300 nM do antagonista. O grupo controle foi tratado com 

0,02% de etanol (veículo usado para a diluição do WIN 55212-2). Aproximadamente 25 EBs 

foram analisados e células mortas (TUNEL positivas) foram quantificadas. 

Os dados gerados permitiram concluir que EBs que sofreram indução neuronal com 

AR, seguido de tratamento com WIN 55212-2, tiveram uma diminuição da morte celular, em 

relação ao grupo controle. Esse efeito foi totalmente revertido quando realizado o tratamento 

associado do agonista canabinóide com o antagonista AM251. Quando realizado somente o 

tratamento com AM251 não houve diferença, em relação ao grupo controle (Figura 10 A-B). 

Resultados semelhantes foram obtidos com os EBs que não sofreram indução 

neuronal. No entanto, quando realizado o tratamento associado do agonista canabinóide com 

o antagonista AM251, o bloqueio, nessa condição, ocorreu parcialmente (Figura 10 A-C).  
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Figura 10: O receptor CB1 está relacionado com o efeito de proteção celular. A) O 
antagonista de CB1 (AM251) reverte o efeito do agonista canabinóide WIN 55212-2: para 
gerar EBs, as mES foram plaqueadas por dois dias em uma placa de cultura não aderente, em 
meio EBs adicionado de meio condicionado de LIF. Para induzir diferenciação neuronal os 
EBs foram tratados com AR 2 μM durante 4 dias. Os grupos controles dos EBs que sofreram 
e que não sofreram indução neuronal com AR (c/AR e s/AR) foram mantidos por dois dias 
com 0,02% de etanol (o mesmo usado para diluir o agonista canabinóide WIN 55212-2) 
(controle). Os demais grupos foram tratados com 10 nM de WIN 55212-2, 300 nM AM 251  
e  300 nM  AM251 associado com 10 nM  WIN 55212-2 durante dois dias (WIN 10 nM, 
AM251 e AM251 + WIN 10 nM). Em seguida, as células foram fixadas e depois submetidas 
à técnica de TUNEL. No canto superior direito, EBs marcadas com DAPI. Barra de calibração 
corresponde a 30 μm. B) Quantificação da morte celular em EBs que sofreram indução 
neuronal: pode-se observar uma reversão total do efeito de proteção da morte celular quando 
realizado o tratamento com 10 nM de WIN 55212-2 associado ao tratamento com o 
antagonista específico  de CB1 (AM251), em EBs que sofreram indução neuronal com AR. 
C) Quantificação da morte celular em EBs que não sofreram indução neuronal: pode-se 
observar uma reversão parcial do efeito de proteção da morte celular quando realizado o 
tratamento com 10 nM de WIN 55212-2 associado ao tratamento com um antagonista 
específico de CB1 (AM251), em EBs que não sofreram indução neuronal com AR.   Todas as 
quantificações foram realizadas em pelo menos três experimentos distintos. *P< 0,05. 
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4.9 Estabilidade cromossômica 

 

 

Recentemente, um trabalho desenvolvido por Peterson e colaboradores (2007) 

demonstrou que o efeito protetor contra a morte celular proporcionado por um inibidor de 

caspases pode estar relacionado com aumento da instabilidade cromossômica. Por esse 

motivo procuramos investigar se o efeito protetor da ativação dos receptores canabinóides 

poderia, além de favorecer a sobrevivência celular, estar causando aumento no número de 

células com alterações cromossômicas. 

Para tal, foi utilizada a técnica de cariotipagem. EBs tratados com 10 nM de WIN 

55212-2 durante 2 dias, foram expostos nas últimas 6 horas de tratamento a uma substância 

capaz de acumular células na fase de metáfase (colcemida). Após este procedimento, foi 

realizada toda metodologia, conforme descrito nos material e métodos, para a obtenção e 

contagem das células em metáfase. O grupo controle foi tratado com 0,02% de etanol (veículo 

usado para a diluição do WIN 55212-2). 

Os dados obtidos revelaram que, quando realizado o tratamento com WIN 55212-2, o 

número de células que mantiveram a estabilidade cromossômica ficou em torno de 68%, 

enquanto que no grupo controle foi de cerca de 60% (Figura 11).  
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Figura 11: Estabilidade cromossômica. A) EBs tratados com WIN 55212-2 são capazes de 
manter o número de cromossomos estáveis: para gerar EBs, as mES foram plaqueadas por 
dois dias em uma placa de cultura não aderente. Depois desse período, o grupo controle foi 
mantido por mais dois dias com 0,02% de etanol (o mesmo usado para diluir o agonista 
canabinóide WIN 55212-2) (controle) ou com 10 nM de WIN 55212-2 (WIN 10 nM), ambos 
na presença de meio condicionado de LIF. Figura demonstrando cromossomos (metáfase) no 
grupo controle (42 cromossomos) e no tratado com 10 nM de WIN 55212-2 (40 
cromossomos). Os cromossomos foram marcados com DAPI. Barra de calibração 10 μm. B) 
Manutenção da estabilidade cromossômica: gráfico demonstrando a manutenção da 
estabilidade cromossômica de EBs tratados com 10 nM de WIN 55212-2. As quantificações 
foram realizadas em dois experimentos distintos. *P< 0,05.   
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4.10 O agonista canabinóide WIN 55212-2 aumenta a migração celular 

 

 

Para realizar o ensaio de migração celular os EBs, após terem recebido 4 dias de 

tratamento com AR, seguido de mais 2 dias de tratamento com 10 nM de WIN 55212-2,  

foram cultivados em meio neurobasal, sobre lamínulas previamente tratadas com laminina e 

fibronectina. O grupo controle, ao invés de ter sido tratado com WIN 55212-2, recebeu 

tratamento com 0,02% de etanol (veículo usado para a diluição do WIN 55212-2). Passados 2 

dias, os EBs foram fixados e, em seguida, realizada a marcação com DAPI e análise do 

número total de células que migraram a partir destes EBs.  

Nossos dados demonstraram que o grupo que havia sido previamente tratado com 10 

nM de WIN 55212-2 apresentou um aumento significativo no número de células que 

migraram, em relação ao grupo controle (Figura 12 A). 

Com o objetivo de verificar se o tratamento com AR, seguido do tratamento com WIN 

55212-2 e do ensaio de migração celular, seria capaz de aumentar o número de neurônios 

formados, foi realizado a técnica de imunocitoquímica sobre essas células. 

Para tal, um clássico marcador neuronal, conhecido como βtubulina III (MENEZES, 

1994; LEE, 1990), foi utilizado.  A quantificação foi realizada através da análise do número 

total de células que apresentaram marcação (βtubulina III positivas). 

Nossos dados demonstraram não haver aumento significativo no número de neurônios 

formados no grupo previamente tratado com 10 nM de WIN 55212-2, em relação ao controle 

(Figura 12 B). 
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Figura 12: O agonista canabinóide WIN 55212-2 aumenta a migração celular. A) EBs 
pré-tratados com WIN 55212-2 apresentam aumento da migração celular: depois do 
tratamento com 2 μM de AR durante 4 dias e mais 2 dias de tratamento com 10 nM de WIN 
55212-2, os EBs foram plaqueados em uma placa de cultura previamente tratada com 
laminina e fibronectina, onde permaneceram por um período de 48 horas. Em seguida, as 
células foram fixadas e os núcleos foram corados com DAPI (a’ e a”). Gráfico apresentando a 
quantificação da média do número total de células que migraram por área (88,4 mm2) (a’’’). 
Pode ser observado um significativo aumento do número de células que migraram no grupo 
tratado com 10 nM WIN 55212-2 (WIN) quando comparado com o grupo controle 
(controle). *P< 0,05. Barra de calibração de 30 μm. B) A imunocitoquímica para o marcador 
neuronal β tubulina III não apresentou diferença significativa do número de neurônios na 
condição tratada, quando comparada com o controle: o gráfico apresenta a quantificação do 
número de células β tubulina III positivas entre o grupo controle (controle) e tratado com 10 
nM de WIN 55212-2 (WIN) (% do total). Barra de calibração corresponde a 10 μm. P>0,05. 
Todas as quantificações foram realizadas em pelo menos três experimentos distintos.  
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4.11 Resumo dos resultados 

 

 

  Tabela 1 – Avaliação da ação do agonista canabinóide WIN-55212-2 em células-

tronco embrionárias murinas 
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5 DISCUSSÃO 

 

 

Vários estudos têm usado fatores de transcrição, como OCT4, SOX2 e NANOG, para 

marcar células-tronco embrionárias pluripotentes (NICHOLS, 1998; AVILION, 2003; 

CHAMBERS, 2003; MITSUI, 2003). A presença dos RNAm desses fatores e a marcação 

positiva para a proteína OCT4 nas culturas de mES realizadas em nosso laboratório 

comprovaram a confiabilidade da nossa metodologia de cultivo. 

De acordo com nossos dados, EBs apresentam tanto receptores CB1, quanto CB2. A 

presença de ambos os receptores nestas células indica que endocanabinóides possuam função 

desde o início do desenvolvimento do indivíduo, uma vez que já havia sido anteriormente 

descrito que a AEA é produzida pela parede uterina e que a produção desse endocanabinóide 

é extremamente importante para auxiliar na implantação dos embriões no útero (DAS, 1995; 

PARIA, 1995). Nossos dados também estão de acordo com o trabalho de Jiang e 

colaboradores (2007) que, recentemente, também demonstraram a presença de receptores 

CB1 e CB2 em mES.  

Os EBs, quando sofreram um processo de diferenciação neuronal, continuaram a 

expressar CB1. Este resultado está de acordo com dados da literatura, uma vez que existem 

vários trabalhos demonstrando a presença e a importância desse receptor em células nervosas 

(MATSUDA, 1990; GERARD, 1991).  No entanto, diferentemente de CB1, a expressão de 

CB2 não foi mais detectada em EBs que sofreram indução neuronal. A não detecção desse 

receptor nessa condição provavelmente se deve ao fato do mesmo ser encontrado, 
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principalmente, em células do sistema imunológico (GALIEGUE, 1995). Jiang e 

colaboradores (2007), além de terem demonstrado a presença do receptor CB2 em mES, 

também demonstraram que o mesmo permanecia presente quando essas células sofriam um 

processo de diferenciação para tecidos hematopoéticos. Corroborando nossos resultados, 

Griffin e colaboradores (1999) sugeriram que o receptor CB2 não está presente em neurônios 

do SNC de ratos adultos. Shouman e colaboradores (2006), ao avaliar os efeitos protetores da 

ativação de agonistas canabinóides no cérebro, também não detectaram, pela técnica de PCR 

em tempo real, a presença desse receptor no neocórtex. Porém, diferentemente dos achados de 

Griffin, de Shouman e dos nossos próprios achados, Onaivi (2006), afirmou ter encontrado 

esse receptor (CB2) em neurônios. 

Svensson e colaboradores (2006) observaram a presença de receptores CB1 em células 

embrionárias de carcinoma murino P19 (P19) que sofreram e que não sofreram indução 

neuronal com AR. Este grupo de pesquisadores, no entanto, não conseguiu observar a 

presença de receptores CB2, nem nas células que sofreram e nem nas células que não 

sofreram indução neuronal com AR. 

Recentemente foi sugerido que a ativação dos receptores canabinóides em colônias de 

mES gera um aumento do tamanho das mesmas (JIANG, 2007). Nossos resultados 

demonstraram que esse aumento também ocorre em EBs que sofreram indução neuronal.  

Quando analisamos a proteção celular de EBs que sofreram indução neuronal com 

AR, podemos observar uma diminuição na morte celular com o uso de concentrações de 10 e 

50 nM de WIN 55212-2. Este dado está de acordo com outros trabalhos que já haviam 

demonstrado a importância da ativação do sistema canabinóide para aumentar a sobrevivência 

celular (MARSICANO, 2003; MECHOULAM, 2002).  

O uso de 100 nM do agonista canabinóide não apresentou efeito protetor. A ausência 

de efeito nessa concentração pode ter sido gerada por uma dessensibilização dos receptores 
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(LUK, 2004; JIN, 1999), uma vez que a mesma aparentemente não apresentou efeito tóxico 

sobre essas células. 

Um trabalho que avaliou o efeito dos canabinóides na depressão também demonstrou 

que diferentes dosagens dessas substâncias podem gerar efeitos diferentes sobre o animal, ou 

seja, em determinadas concentrações esses canabinóides atuavam como antidepressivos e em 

concentrações mais elevadas não apresentavam esse efeito (BAMBICO, 2007). 

Os canabinóides, conforme demonstrado em experimento in vivo, atuam na proteção 

de células submetidas a estresse, como por exemplo, no caso do AVC levando, inclusive, a 

um aumento dos receptores CB1 (MECHOULAM, 2002). O AR, além de ser um importante 

fator para diferenciação de células-tronco, é considerado um grande indutor de apoptose em 

vários tipos celulares (OKAZAWA, 1996). Provavelmente devido a esse aumento da 

mortalidade celular causada pelo AR foi observado em nosso trabalho um efeito levemente 

superior de proteção celular em EBs que sofreram indução neuronal, seguido do tratamento 

com WIN 55212-2, em relação aos que não sofreram essa indução. 

A via de sinalização que está envolvida com o efeito de aumento da sobrevivência 

celular em progenitores oligodendrocitários, quando realizado o tratamento com canabinóides, 

é a fosfatidilinositol-3-cinase (PI3K) (MOLINA-HOLGADO, 2002). Por esse motivo, embora 

não tenhamos ainda demonstrado, acreditamos que o aumento da sobrevivência em EBs 

também ocorre através dessa via de sinalização.  

O resultado de avaliação da proliferação de EBs que não sofreram indução neuronal, 

quando realizada a técnica de imunocitoquimica com o anticorpo fosfo-H3, foi semelhante 

aos EBs que sofreram essa indução. No entanto, quando realizada a avaliação pela técnica de 

incorporação de timidina tritiada, parece ter ocorrido uma diminuição no número de células 

proliferantes.  

Corroborando com nossos achados, Blazquez e colaboradores (2006) observaram que 

a ativação dos receptores canabinóides provocava a diminuição do crescimento, da 
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proliferação, da angiogênese e de metástases de melanomas de camundongos. Aguado e 

colaboradores (2007) demonstraram que canabinóides levam a uma inibição da geração de 

gliomas. No entanto, diferentemente de nossos resultados, Molina-Olgado e colaboradores 

(2007) mostraram que a ativação do sistema canabinóide é capaz de induzir neurogênese em 

células-tronco neurais. 

Procurando avaliar se o efeito protetor ocorria via receptores CB1 ou CB2, foi 

utilizado um bloqueador específico de CB1 (AM251). EBs que sofreram indução neuronal 

com AR, tratados com 10 nM de WIN 55212-2 associado com 300 nM de AM251, 

reverteram o efeito protetor. Essa reversão já era esperada devido ao fato de não ter sido 

observada a presença de receptores CB2 nessas células.  

No entanto, quando realizado o mesmo tratamento em EBs que não sofreram indução 

neuronal, pode-se observar uma reversão parcial do efeito, sugerindo, nesse caso, que tanto os 

receptores CB1, quanto os receptores CB2, ativam vias de sinalização relacionadas com o 

aumento da sobrevivência dessas células. Molina-Olgado e colaboradores (2002) também 

sugerem que o efeito de proteção de progenitores oligodendrocitários, proporcionado por 

agonistas canabinóides, se deve a ativação, tanto de receptores CB1, quanto de receptores 

CB2. 

O efeito protetor contra a morte celular poderia estar relacionado com aumento da 

instabilidade cromossômica (PETERSON, 2007). Nossos dados, ao contrário, revelaram que a 

ativação dos receptores canabinóides com 10 nM de WIN 55212-2, além de causar efeito 

protetor em EBs, apresenta uma tendência a aumentar o número de células euplóides, em 

relação ao grupo controle. Essa tendência de aumentar a estabilidade cromossômica talvez 

esteja relacionada com o efeito de diminuição da proliferação celular, devido a possíveis 

alterações do ciclo celular. No entanto, maiores estudos relacionadas a esta questão ainda 

terão que ser realizados para que se possa, futuramente, esclarecer melhor essa questão. 
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Quando realizado o tratamento com AR, seguido do tratamento com 10 nM WIN 

55212-2 e, após isto, feito o ensaio de migração celular, pode-se observar uma elevação no 

número de células que migraram, em relação ao grupo controle. Esses dados sugerem que a 

ativação dos receptores canabinóides é capaz de promover aumento da sobrevivência celular 

e, conseqüentemente, gerar um aumento no número total de células que migraram. 

No entanto, quando realizada a técnica de imunocitoquímica com o anticorpo β-

tubulina III (marcador neuronal) em EBs que também haviam sido previamente tratados com 

AR, seguido do tratamento com WIN 55212-2 e, após isto, feito o ensaio de migração celular, 

não foi possível observar aumento no número de neurônios formados.  Avaliações de 

diferenciação para outros tipos celulares, como por exemplo, astrócitos e microglia, não foram 

realizadas. 

Os dados apresentados nesse trabalho indicam que agonistas canabinóides poderão ser 

utilizados não só para o aumento do número de células em culturas de EBs, como também 

poderão ser utilizados para eventuais terapias celulares. Como potencial agente terapêutico, os 

agonistas canabinóides poderiam aumentar o número e/ou a sobrevivência das células a serem 

transplantadas. Além disso, as células-tronco embrionárias, se transplantados conjuntamente 

com substâncias canabinóides, poderiam ter maior facilidade para se integrarem a rede 

neuronal. Isso poderia implicar em uma melhora clínica e/ou na cura de diversas patologias 

nervosas, como por exemplo, na Doença de Parkinson e em casos de lesões medulares.  
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7 CONCLUSÕES 

 

 

 A ativação do sistema canabinóide reduz a morte e não aumenta a proliferação celular 

de EBs que sofreram e dos que não sofreram indução neuronal; 

 
 

 O receptor CB1 está relacionado com o efeito de proteção celular nos EBs que sofreram 

indução neuronal, porém, nos EBs que não sofreram esse processo de diferenciação, 

tanto o receptor CB1, quanto o CB2, estão relacionados com esse aumento da 

sobrevivência; 

 

 O agonista canabinóide WIN-55212-2 diminui a taxa de morte sem aumentar a 

instabilidade cromossômica; 

 

 O tratamento com WIN-55212-2 provoca uma elevação no número de células que 

migraram; 

 

 O processo de diferenciação neuronal não é alterado quando realizado a ativação do 

sistema canabinóide.  
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