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A hipertensão arterial sistêmica, uma síndrome clínica muito frequente em seres 

humanos, está associada a um aumento da resistência periférica total (RPT), decorrente de 

uma intensa vasoconstricção periférica. Outra marcante alteração apresentada tanto por 

seres humanos hipertensos como por modelos animais de hipertensão, como os ratos 

espontaneamente hipertensos (SHR), é a rarefação microvascular, definida como uma 

reduzida densidade espacial de vasos de pequeno calibre, sendo decorrente de destruição 

vascular e de angiogênese deficiente. Células tronco mesenquimais (MSCs), extraídas 

principalmente de medula óssea, entre as suas várias funções, parecem possuir uma 

importante ação angiogênica. Em adição, estas células apresentam uma semelhança 

funcional muito grande com os pericitos, células perivasculares presentes na camada sub-

endotelial dos vasos sanguíneos, e que participam da homeostase da parede vascular. 

Considerando estes novos aspectos da função das MSCs na biologia vascular e que na 

hipertensão arterial rarefação microvascular e angiogênese defeituosa são observadas, um 

possível papel das MSCs na fisiopatogênese da HAS pode ser postulado. Entretanto, para o 

nosso conhecimento, a fisiologia das MSCs no contexto da hipertensão ainda não foi 

investigada. Assim sendo, o presente estudo visou avaliar alguns aspectos funcionais 

destas células no modelo experimental de hipertensão arterial espontânea em ratos SHR. 

Para tal, foram utilizados ratos normotensos (Wistar-Kyoto-WKY) e ratos 

espontaneamente hipertensos (“spontaneously hypertensive rats” -SHR) pareados pela 

idade (entre 16 e 24 semanas). Após a confirmação da diferença de pressão arterial (PA) 

entre os animais das duas linhagens, as MSCs de medula óssea de cada animal foram 

extraídas, isoladas e fenotipadas por citometria de fluxo, sendo a seguir realizados ensaios 

in vitro de quantificação de unidades formadoras de colônias de fibroblastos (CFU-F), de 

proliferação celular, de capacidade de expansão até a senescência e de capacidade de 

diferenciação em linhagens osteogênica e adipogênica. As células obtidas dos animais 
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WKY formaram uma média de 4,7±2,3 CFU-F a cada 106 células plaqueadas no ensaio, 

enquanto as células dos animais SHR formaram uma média de 4,9±1,8 CFU-F a cada 106 

células plaqueadas no ensaio, não havendo diferença estatisticamente significativa entre os 

dois grupos (p = 0.952). A análise da taxa de proliferação das MSCs demonstrou uma 

significativa elevação do número de células com o decorrer do tempo. Em adição, 

observou-se que a partir do oitavo dia de cultura o número de células de WKY foi maior 

que o número de células de SHR, indicando uma maior capacidade proliferativa das MSCs 

dos animais WKY em relação aos animais SHR. A análise da capacidade destas células de 

duplicar sua população em cultura revelou que as MSCs de SHR sofreram 27 passagens 

em cultura, enquanto que as MSCs de WKY sofreram 42 passagens em cultura até 

adquirirem um fenótipo senescente.  A análise da capacidade de diferenciação in vitro das 

MSCs foi analisada qualitativa- e quantitativamente, observando-se que a capacidade de 

diferenciação das MSCs de WKY, tanto em osteoblastos quanto em adipócitos, foi maior 

que aquela observada após a indução de diferenciação das MSCs de SHR sob as mesmas 

condições. Os resultados encontrados neste estudo apontam para uma deficiência funcional 

das MSCs obtidas de medula óssea de ratos SHR em relação àquelas obtidas da medula 

óssea de ratos WKY. As possíveis causas e as eventuais consequências desta deficiência 

funcional observada nas MSCs de medula óssea de SHR precisam ser melhor investigadas 

em estudos futuros. 
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Systemic arterial hypertension (SAH), a clinical syndrome that affects about 15-

20% of people around the world, is associated to an increase in total peripheral resistance, 

due to a marked arteriolar vasoconstriction. Another major alteration presented by 

hypertensive human beings, as well as animal models of hypertension like spontaneously 

hypertensive rats (SHR), is the microvascular rarefaction, defined as a lower small caliber 

vessels spatial density provoked by vascular destruction or defective angiogenesis. 

Mesenchymal stem cells (MSC), usually extracted from bone marrow, play several 

physiological roles, including angiogenesis induction. In addition, these cells present 

functional properties quite similar to the pericytes, peri-vascular cells which play a marked 

role in vascular biology. Taking into consideration these new aspects of MSC biology and 

the observation of defective angiogenesis and microvascular rarefaction in hypertensive 

states, it could be hypothesized that MSCs could participate in the pathogenesis of 

systemic arterial hypertension. However, to our knowledge, the physiology of MSCs in the 

SAH context has not been yet investigated. Therefore, the aim of the present study was to 

evaluate some functional aspects of bone marrow-derived MSCs in SHR comparing with 

normotensive control Wistar-Kyoto (WKY) rats. We used WKY rats and SHR matched by 

age (16 - 24 weeks). After confirmation of high arterial blood pressure in SHR and 

normotension in WKY rats, bone marrow-derived MSCs were obtained, cultured, 

phenotypically characterized by flow cytometry and then submitted to some functional 

assays: a) colony-forming unit-fibroblastic (CFU-F) assay, b) proliferation assay, c) 

doubling-populations in vitro assay and d) differentiation assay in osteogenic and 

adipogenic lineages. MSCs from WKY formed an average of 4,7±2,3 CFU-F/106 platted 

cells, while the MSCs from SHR formed 4,9±1,8 CFU-F/106 platted cells, without any 

significant difference (p=0,952). MSCs proliferation analysis show a great rise in cells 

number with the time, and we could observe that during all the time the number of WKY 
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cells was bigger than the number of SHR cells, indicating a higher proliferation function of 

MSCs from WKY than these from SHR. According to doubling-population in vitro assay, 

MSC from SHR were doubled 27 times in culture, while MSCs from WKY were doubled 

42 times in culture until acquire a senescent phenotype. The osteogenic and adipogenic in 

vitro differentiation assay revealed a lower ability of MSCs from SHR to differentiate in 

osteogenic and adipogenic lineages when compared to MSCs form WKY rats, under the 

same culture conditions. The results found in this study showed a functional deficit of bone 

marrow-derived MSCs from SHR compared to bone marrow-derived MSCs from WKY 

rats. The possible mechanisms and eventual consequences of this functional deficit of bone 

marrow-derived MSCs in hypertensive state are not known and deserve intensive future 

investigation.  
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Nos últimos anos, grandes avanços têm sido feitos na tecnologia de reconstituição 

de tecidos lesados através da terapia celular, que se baseia na utilização de células 

indiferenciadas pluripotentes ou multipotentes, chamadas de células tronco (“stem cells”). 

Estas células são definidas pelo seu fenótipo indiferenciado e sua elevada capacidade 

proliferativa, ou seja, são células que possuem a capacidade de diferenciar-se em muitos 

tipos celulares especializados dos mais variados tecidos do organismo; e também possuem, 

através de uma divisão celular dita simétrica, a capacidade de auto-renovação, o que 

permite a manutenção da quantidade de células tronco em um determinado local (Blau e 

cols., 2001; Donovan e Gearhart, 2001; Strauer e Kornowski, 2003). 

 As células tronco utilizadas em terapias celulares, tanto em caráter experimental 

quanto clínico, são classificadas, de acordo com sua capacidade proliferativa e de 

diferenciação, em células tronco pluripotentes e multipotentes. As células tronco 

pluripotentes podem, teoricamente, dar origem a qualquer tipo celular no organismo 

adulto, sendo derivadas de tecidos embrionários, como células do carcinoma embrionário, 

que são as células tronco dos tumores testiculares; e células tronco embrionárias, que são 

as células derivadas do maciço celular interno do embrião em fase de blastocisto. As 

células tronco multipotentes, por sua vez, possuem uma capacidade mais limitada de se 

diferenciar em diferentes tipos celulares, estando presentes em praticamente todos os 

tecidos adultos e se diferenciando principalmente em células do tecido no qual estão 

inseridas, participando do processo de regeneração tissular e homeostase tecidual. As 

células tronco multipotentes mais bem descritas na literatura incluem as células tronco 

hematopoiéticas, células tronco mesenquimais e células progenitoras endoteliais, todas 

presentes na medula óssea; células tronco cardíacas, presentes no coração; células tronco 

neurais, presentes no sistema nervoso central; células satélites, presentes no músculo 

esquelético (Blau e cols., 2001; Donovan e Gearhart, 2001). 
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A cavidade óssea de alguns ossos longos é preenchida por medula óssea e vasos 

sanguíneos. A medula óssea é a principal fonte de células tronco hematopoiéticas, que são 

as responsáveis pela renovação das células sanguíneas. Em condições normais, as células 

hematopoiéticas em desenvolvimento são retidas na medula óssea e, uma vez que 

completam sua maturação, são liberadas no sistema vascular. Além das células tronco 

hematopoiéticas, existem na medula óssea outros tipos de células tronco; como as células 

tronco mesenquimais, presentes em pequenas quantidades na medula óssea, que dão 

origem às células estromais da medula óssea, incluindo condrócitos, osteoblastos, 

adipócitos, fibroblastos e células endoteliais (Yin e Li, 2006; Mugurama e cols., 2006).  

A primeira evidência concreta de que células precursoras mesenquimais não-

hematopoiéticas estavam presentes na medula óssea surgiu através de trabalhos de 

Friedenstein na década de 1970, que descreveu uma população de células presentes na 

medula óssea caracterizadas pelo seu formato fusiforme, pela sua aderência à superfície 

plástica e pela formação de colônias de células semelhantes a fibroblastos, chamadas de 

unidades formadoras de colônias de fibroblastos (CFU-F), as quais possuíam a capacidade 

de formar células que produziam pequenos depósitos de osso e cartilagem. Nos anos 

seguintes, vários estudos demonstraram que as células isoladas pelo método de 

Friedenstein eram multipotentes e podiam se diferenciar em osteoblastos, condroblastos, 

adipócitos e mesmo em mioblastos (Friedenstein, 1970; Prockop, 1997; Nardi e Meirelles, 

2006).  

As células tronco mesenquimais, também chamadas de células estromais de medula 

óssea, ou ainda de células estromais mesenquimais multipotentes, são designadas pelo 

acrônimo MSC. De acordo com a International Society for Cellular Therapy, para se 

definir uma célula como sendo uma célula tronco mesenquimal é necessário que esta célula 

possua a propriedade de aderência ao plástico sob condições de cultura padrão, a 
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capacidade de se diferenciar in vitro em osteoblastos, adipócitos e condroblastos; expresse 

os marcadores de superfície CD105, CD73 e CD90; e não expresse os marcadores de 

superfície CD45, CD34, CD14 ou CD11b, CD79 ou CD19, e HLA-DR (Keating, 2006; 

Horwitz, 2005). 

Embora as MSCs sejam muito estudadas, a natureza exata, a localização, bem como 

a função in vivo destas células ainda é pouco entendida, uma vez que estas células não 

possuem um marcador específico que permita sua identificação in vivo, e sua separação 

específica (Meirelles e cols., 2006). Os principais tipos celulares diferenciados a partir de 

MSCs, osteoblastos, condrócitos e adipócitos, estão presentes no organismo inteiro 

(Meirelles e cols., 2008). Diante disto, Meirelles e cols. (2006) analisaram a distribuição in 

vivo de MSCs murinas através do estabelecimento de cultura de longo prazo e da 

caracterização funcional de MSCs obtidas a partir de diferentes tecidos e órgãos, como 

cérebro, baço, fígado, rim, pulmão, medula óssea, músculo, timo, pâncreas, artéria aorta, 

veia cava e glomérulo renal. Estes autores observaram que a partir de todos os locais 

investigados, exceto o sangue circulante, foi possível se estabelecer uma cultura de MSC 

de longo prazo, e as células obtidas apresentavam morfologia similar, marcadores de 

superfície similares, capacidade de auto-renovação prolongada e de diferenciação em 

linhagens mesenquimais, como osteogênica e adipogênica, embora os ensaios de 

diferenciação tenham mostrado variações entre as culturas quanto à freqüência de células 

que realmente se diferenciaram e quanto ao grau de diferenciação, o que pode ser devido à 

influência do ambiente local do qual as células se originaram, refletindo assim a 

importância do nicho na determinação do fenótipo das células tronco que interagem com 

ele (Meirelles e cols., 2006). Além disso, estas células também já foram descritas no tecido 

adiposo (Zuk e cols., 2001), placenta (In ‘t Anker e cols., 2004), tecidos fetais (In ‘t Anker 

e cols., 2003b), e muitos outros. Dada a sua localização ubíqua junto a vasos sanguíneos e 
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seu perfil fenotípico, uma hipótese recente postula que as MSCs estão situadas em todo o 

organismo acopladas à parede vascular, na camada sub-endotelial, na forma de pericitos, 

funcionando para estabilizar os vasos sanguíneos e contribuindo para a homeostase 

tecidual, o que explicaria o isolamento de MSCs a partir de diferentes tecidos (Meirelles e 

cols., 2008) 

Os pericitos, também chamados de células periendoteliais ou células de Rouget, se 

localizam imediatamente abaixo na membrana basal endotelial dos vasos sanguíneos, 

intimamente acoplados às células endoteliais (Hirschi e D’Amore; 1996). Em alguns 

órgãos, estas células podem receber denominações específicas, como as células mesangiais 

encontradas nos glomérulos renais (Schlondorff, 1987). Os pericitos e as células 

endoteliais vasculares exibem uma relação interdependente na qual fatores solúveis e 

interações físicas contribuem sinergicamente para a formação, estrutura e manutenção do 

vaso sanguíneo (Armulik e cols., 2005). Para ser considerado um pericito, uma célula deve 

estabelecer contato físico com células endoteliais por meio de junções gap, expressar no 

mínimo um marcador celular atribuído aos pericitos, e não expressar marcadores celulares 

pan-endoteliais. Se um pericito deixa o contato físico com a célula endotelial e é liberado 

na corrente sanguínea, acredita-se que ele possa ser considerado uma MSC (Meirelles e 

cols., 2008). Vários estudos têm demonstrado semelhanças entre os pericitos e as MSCs, 

incluindo a capacidade dos pericitos de se diferenciar em tipos celulares mesenquimais, 

como adipócitos (Richardson e cols., 1982), condrócitos (Diaz-Flores e cols., 1991) e 

osteoblastos (Diaz-Flores e cols., 1992); e a expressão de marcadores fenotípicos comuns. 

Diante disto, tem sido postulado que os pericitos representem MSCs, as quais se 

localizariam por todo o organismo associadas aos vasos sanguíneos. Frente a uma lesão 

vascular ou de tecidos adjacentes, a MSC ou pericito seria estimulado, proliferando-se e 

secretando fatores bioativos que funcionariam para proteger, reparar ou regenerar o tecido 
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lesado (Meirelles e cols., 2008). Esta idéia é reforçada pelo fato de que vários estudos têm 

estabelecido culturas convencionais de MSC a partir de paredes de artérias e veias (Abedin 

e cols, 2004; Meirelles e cols., 2006). 

A capacidade das MSCs trafegar no sangue circulante sob condições fisiológicas é 

controverso, havendo estudos indicando a presença destas células naturalmente na 

circulação periférica, embora em baixas quantidades (Kuznetsov e cols., 2001). Porém, o 

protocolo utilizado é crítico, uma vez que a punção da parede do vaso, necessária para 

acessar a circulação sanguínea, poderia liberar pequenas quantidades de pericitos ou outras 

células do tecido conectivo vascular para dentro da circulação. Meirelles e cols. (2006) não 

conseguiram obter MSCs a partir do sangue circulante obtido a partir da veia porta, em um 

procedimento que reduziu a probabilidade de contaminação da amostra de sangue com 

pericitos ou outras células do tecido conectivo vascular (Meirelles e cols., 2006). Por outro 

lado, existem vários relatos na literatura indicando a mobilização de MSCs no sangue 

circulante e recrutamento destas células mediante estímulos específicos, como lesão 

tecidual (Wang e cols., 2008), citocinas como o fator estimulador de colônias 

granulocíticas (G-CSF) (Tondreau e cols., 2005), substância P (Hong e cols., 2009) e 

hipóxia (Rochefort e cols., 2006). Além disso, alguns tipos de tumor também induzem a 

mobilização e o recrutamento destas células para o local afetado (Fernandez e cols., 1997). 

Isto é reforçado pelo fato de MSCs injetadas sistemicamente possuírem uma capacidade 

intrínseca de se alojar nos sítios de lesão tecidual (Nagaya e cols., 2004). 

As MSCs mais estudadas são aquelas derivadas da medula óssea, local em que o 

microambiente ao qual estas células são expostas é caracterizado por uma baixa tensão de 

oxigênio (2 – 7% O2). Por essa razão, as MSCs possuem uma marcante flexibilidade 

metabólica, uma vez que conseguem produzir ATP por metabolismo anaeróbio e manter 

sua capacidade de se diferenciar em condrócitos e adipócitos, ou seja, conseguem manter 
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seu fenótipo multipotente, sob condições de hipóxia ou isquemia (Mylotte e cols., 2008). 

Tipicamente, o cultivo ex vivo destas células é realizado sob condições ambientes, ou seja, 

em condições de normóxia (21% O2), diferente do microambiente da medula óssea. 

Quando se cultiva MSCs derivadas de medula óssea sob condições de hipóxia, ocorre a 

estimulação de uma via de sinalização intracelular associada à sobrevivência celular, a qual 

envolve a ativação de uma proteína quina denominada Akt, a qual mantém a viabilidade 

celular, a taxa de proliferação e aumenta a taxa de migração e a atividade restauradora de 

fluxo sanguíneo em modelo de isquemia de pata traseira em camundongos. Estas 

modificações parecem envolver a sinalização do fator de crescimento de hepatócito 

(Rosová e cols., 2008). 

As MSCs são consideradas hipoimunogênicas por expressarem baixos níveis de 

moléculas de MHC classe I e não expressarem moléculas de MHC classe II, nem 

moléculas co-estimulatórias (Keating e cols., 1984), embora Le Blanc e cols. (2003) 

tenham demonstrado que as moléculas de MHC classe II estão presentes no meio 

intracelular, e sua expressão na superfície da célula pode ser induzida por IFN-γ (Le 

Blanck, 2003). Um número cada vez maior de evidências vem demonstrando que as MSCs 

possuem a capacidade de modular o sistema imunológico, podendo exercer funções 

imunomodulatórias importantes para a manutenção de tolerância periférica, tolerância a 

transplantes, auto-imunidade, evasão tumoral e tolerância materno-fetal (Nauta e Fibbe, 

2007). Os efeitos imunomodulatórios das MSCs têm sido estudados em uma variedade de 

modelos animais relacionados à imunidade a aloenxertos (Yanez e cols., 2006), auto-

imunidade (Zappia e cols., 2005) e imunidade aos tumores (Djouad e cols., 2003), bem 

como em alguns ensaios clínicos de terapia celular utilizando estas MSCs (Lazarus e cols, 

2005; Koc e cols., 2000). 
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As propriedades imunomodularórias das MSCs podem refletir um significado 

funcional destas células dentro do organismo, embora a real importância destas 

propriedades para a manutenção da homeostase imune ainda permaneça pouco 

compreendida. Meirelles e cols. (2008) propuseram que as MSCs são importantes na 

manutenção de auto-tolerância, dada a sua vasta distribuição periférica gerada pela íntima 

associação com os vasos sanguíneos e suas propriedades imunomodulatórias (Meirelles e 

cols., 2008). Alguns estudos que reforçam esta idéia indicam que as MSCs de alguns 

pacientes portadores de doenças auto-imunes apresentam-se afetadas quanto à sua 

capacidade proliferativa, de diferenciação (Del Papa e cols., 2006) e quanto à sua 

capacidade de inibir a proliferação e secreção de citocinas pelos linfócitos T (Bacigalupo e 

cols., 2005). Além disso, o fato de as MSCs humanas serem isoladas com sucesso a partir 

de fontes fetais, como fluído amniótico (In ‘t Anker e cols., 2003a), sangue fetal (In ‘t 

Anker e cols., 2003b), sangue do cordão umbilical (Bieback e cols., 2004), dentre outros, 

pode indicar um envolvimento das MSCs na tolerância fetal, o que é reforçado pela 

demonstração de que os mecanismos que contribuem para a tolerância fetal em úteros 

gravídicos são muito semelhantes aos efeitos imunossupressores das MSCs (Barry e cols., 

2005). 

As MSCs são capazes de influenciar a função de outras células através de interação 

direta célula-célula, e principalmente através da liberação de um amplo espectro de fatores 

bioativos, os quais são secretados sob influência das propriedades intrínsecas das MSCs e 

também do microambiente no qual elas se encontram (Kamihata e cols., 2001). Vários 

relatos na literatura indicam que MSCs transplantadas exercem seus efeitos terapêuticos 

principalmente através de secreção de fatores bioativos, caracterizando uma ação parácrina 

destas células. Tais fatores bioativos possuem propriedades anti-apoptóticas, anti-fibróticas 

e angiogênicas, contribuindo para limitar a extensão do tecido danificado e restabelecer o 
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suprimento sanguíneo na região (Gnecchi e cols, 2005; Kinnaird e cols., 2004a; Kinnaird, 

2004b). Além destes efeitos tróficos, as MSCs também podem secretar moléculas 

quimioatraentes, como a proteína quimioatraente de monócito – 1, que recruta monócitos 

circulantes nos tecidos lesionados, onde eles podem se diferenciar em células endoteliais 

(Fujiyama e cols., 2003; Kinnaird e cols., 2004a;) e estimular a neovascularização tecidual. 

O efeito pró-angiogênico das MSCs têm sido confirmado por uma série de estudos, 

que indicam principalmente uma elevada capacidade destas células de secretar os mais 

variados tipos de fatores bioativos envolvidos no processo de formação de novos vasos, 

especialmente o processo de angiogênese. MSCs injetadas localmente em um modelo de 

isquemia de pata traseira são capazes de promover um aumento na perfusão colateral, e 

este efeito é mediado essencialmente por mecanismos parácrinos, ao invés de incorporação 

celular (Kinnaird, 2004a). As MSCs secretam um amplo espectro de citocinas, que 

estimulam, in vitro, a proliferação e a diferenciação de células endoteliais e de células 

musculares lisas. Algumas destes fatores incluem fator derivado de célula estromal-1 

(SDF-1), fator de crescimento básico de fibroblasto (bFGF), fator 1α induzido por hipóxia 

(HIF-1α), fator de crescimento endotelial vascular (VEGF), angiopoietina-1, proteína 

quimioatraente de monócito-1, interleucina-1 (IL-1), interleucina-6 (IL-6), fator de 

crescimento placentário, dentre outros (Kinnaird e cols.; 2004b). Além disso, alguns 

estudos também evidenciam uma capacidade das MSCs de se diferenciarem em linhagens 

de células endoteliais (Oswald e cols., 2004) e células musculares, tanto lisas (Galmiche e 

cols., 1993) quanto estriadas cardíacas (Makino e cols., 1999; Toma, 2002). 

A hipertensão arterial sistêmica (HAS) é uma síndrome clínica caracterizada 

por níveis de pressão sanguínea sistólica iguais ou superiores a 140 mmHg ou níveis de 

pressão sanguínea diastólica iguais ou superiores a 90 mmHg, afetando cerca de 15-20% 

da população mundial. A HAS é dividida em hipertensão essencial, que corresponde a 
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aproximadamente 95% dos casos de hipertensão e se caracteriza essencialmente por não 

possuir uma causa bem definida; e hipertensão secundária, a qual é resultante de alguma 

condição desencadeadora primária, como por exemplo doenças renais, feocromocitoma, 

administração de drogas, dentre outros (World Health Organization, 1999; Binder, 2007).  

Embora inicialmente assintomática, esta síndrome está associada a diversas 

alterações em órgãos alvos, tais como coração, rins, cérebro, vasos sanguíneos, retina, etc., 

com profundo impacto na morbi-mortalidade dos indivíduos, sendo considerada um dos 

maiores problemas de saúde pública no mundo ocidental e um dos mais importantes 

fatores de risco para o desenvolvimento de doenças cardiovasculares, tais como infarto do 

miocárdio, acidente vascular encefálico, dentre outros (World Health Organization, 1999).  

Apesar dos grandes avanços relacionados ao entendimento das bases 

fisiopatológicas desta síndrome e do imenso arsenal terapêutico altamente efetivo para o 

tratamento de HAS, muito ainda falta por ser investigado a fim de se entender 

completamente os mecanismos patogênicos da hipertensão arterial, sabidamente de origem 

multifatorial (World Health Organization, 1999).  

A pressão arterial sistêmica é determinada, em última análise, pelo débito 

cardíaco e pela resistência vascular periférica, sendo que um grande número de 

mecanismos fisiológicos que atuam modulando estes parâmetros estão envolvidos na 

manutenção da pressão sanguínea em níveis normais. Uma falha em algum destes 

mecanismos pode, pelo menos em parte, desencadear um quadro hipertensivo. Sendo 

assim, é provável que vários fatores contribuam para a elevação dos níveis pressóricos em 

pacientes hipertensos, caracterizando a natureza multi-fatorial da HAS. O papel relativo de 

cada um destes fatores pode diferir entre os diferentes indivíduos hipertensos. Alguns dos 

fatores mais estudados são o sistema renina-angiotensina, sistema nervoso autonômico 

simpático, função endotelial, dentre outros (Beevers e cols., 2001). 
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Embora influências do estilo de vida, como ingesta de sódio, alcoolismo, 

elevado índice de massa corporal, sedentarismo, tabagismo, dentre outros, sejam 

conhecidos por desencadearem elevações na pressão arterial; estudos genéticos têm 

demonstrado um importante componente hereditário na HAS (Havlik e cols., 1979), sendo 

esta atualmente considerada poligênica, ou seja, resultante do acúmulo e/ou combinação de 

alterações em vários genes distintos (Binder, 2007). Sabe-se ainda muito pouco acerca de 

quantos e quais alelos contribuem para o fenótipo de elevada pressão arterial, bem como da 

maneira pela qual os vários genes podem influenciar a pressão sanguínea; e alguns estudos 

realizados no sentido de identificar regiões específicas do DNA relacionadas ao fenótipo 

hipertensivo têm identificado alguns polimorfismos de base única (SNP) que podem estar 

envolvidos com o fenótipo hipertensivo (Levy e cols., 2009; Newton-Cheh e cols., 2009). 

Modelos experimentais envolvendo doenças que afetam o funcionamento normal 

do sistema cárdio-circulatório são comumente utilizados em estudos de fisiologia 

cardiovascular. Existe uma busca contínua por um modelo experimental que possa melhor 

simular a hipertensão arterial essencial, uma doença muito frequente em seres humanos. 

Atualmente, é grande a diversidade de modelos de estudo experimentais para HAS, os 

quais têm fornecido importante contribuição para o entendimento dos mecanismos 

envolvidos na elevação da pressão arterial (PA) e também para o desenvolvimento de 

estratégias terapêuticas mais eficazes no controle dos níveis tensionais elevados. Dentre os 

modelos experimentais mais utilizados para se estudar a hipertensão arterial destacam-se 

modelos de hipertensão genética, como ratos com hipertensão espontânea (SHR) e ratos 

sensíveis à ingestão de sódio (Dahl); de hipertensão neurogênica, como modelos de lesão 

do núcleo do trato solitário (NTS); de hipertensão renal, como hipertensão renovascular; 

modelos induzidos pela constricção da aorta abdominal; e modelos induzidos pelo 

bloqueio farmacológico da síntese de óxido nítrico (Fazan Jr. e cols., 2001). 
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O modelo de hipertensão arterial espontânea em ratos (ratos espontaneamente 

hipertensos - SHR) merece destaque por se tratar de um excelente modelo para o estudo da 

hipertensão essencial, dada a similaridade de sua patogenia com a HAS humana. Porém, há 

de se considerar que é improvável que as duas formas de hipertensão, no homem e no rato, 

sejam a expressão de uma mesma doença hipertensiva determinada geneticamente, sendo 

que ambas têm origem poligênica e são influenciadas por diversos fatores ambientais; e, 

uma vez que o controle cardio-circulatório é multifatorial, certos mecanismos pressores 

podem não se expressar, necessariamente, em ambas as situações (Trippodo e Frohlich, 

1981). 

O modelo de SHR foi desenvolvido originalmente na Universidade de Kyoto, no 

Japão, através de endo-cruzamentos seletivos de ratos da linhagem Wistar que produziram 

ratos cuja pressão arterial apresentava uma marcante elevação espontânea no decorrer da 

vida do animal (Okamoto e Aoki, 1963). Animais desta linhagem começam a desenvolver 

hipertensão arterial com aproximadamente 05 semanas de vida, apresentando níveis 

tensionais considerados hipertensivos entre a 7ª e a 15ª semanas, e atingindo um platô por 

volta da 20ª até a 28ª semanas. A partir desta idade a hipertensão se estabiliza até 

aproximadamente 1 a 1,5 anos de idade, quando os animais começam a desenvolver um 

quadro de insuficiência cardíaca congestiva, a qual está associada com uma elevada taxa de 

mortalidade. Fatores ambientais, tais como ingestão exagerada de sódio, estresse, 

alterações sociais, alterações no ciclo claro-escuro, podem afetar o desenvolvimento da 

hipertensão (Yamori, 1994). 

A hipertensão arterial do SHR adulto está associada a alterações nos parâmetros 

cardiovasculares determinantes da pressão arterial sistêmica, como aumento da resistência 

periférica total (RPT) acompanhada de débito cardíaco normal ou mesmo reduzido (Potts e 

cols., 1998). Com o desenvolvimento da hipertensão arterial, o SHR desenvolve uma 
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progressiva hipertrofia cardíaca, a qual acaba progredindo, com o avançar da idade do 

animal, para uma insuficiência cardíaca, situação que promove uma marcada redução do 

débito cardíaco (Thomas e cols., 1997). A elevação da resistência periférica total se dá 

principalmente em decorrência da marcada hiperatividade autonômica simpática presente 

no SHR, que se constitui em uma das características mais marcantes deste modelo 

experimental de HAS (Fazan e cols., 2001).  

Outra marcante alteração apresentada pelos animais da linhagem SHR é a rarefação 

microvascular, definida como uma reduzida densidade espacial de vasos de pequeno 

calibre, como arteríolas e capilares (Le Noble e cols., 1998), em vários tecidos, incluindo 

músculo esquelético (Le Noble e cols., 1990), intestino (Henrich e cols.,1978), pele (Haack 

e cols., 1980), e coração (Sabri e cols., 1998), embora não no cérebro (Lin e cols., 1990); 

sendo que esta condição é detectada em animais SHR ainda muito jovens (Le Noble e 

cols., 1990). A reduzida densidade capilar miocárdica possivelmente reflete uma 

incapacidade do crescimento microcirculatório, através de angiogênese, para acompanhar a 

hipertrofia cardíaca decorrente do aumento da pressão arterial nestes animais (Feihl e cols., 

2006).  

Ainda não está muito bem estabelecido se a rarefação microvascular está 

relacionada à causa ou é um consequência da hipertensão arterial sistêmica, uma vez que 

existem estudos mostrando que esta condição é um defeito primário que ocorre na 

hipertensão essencial (Le Noble e cols., 1990), enquanto outros estudos demonstram o 

surgimento de rarefação microvascular em modelos de hipertensão secundária (Sabri e 

cols., 1998). A densidade microvascular pode diminuir em decorrência de destruição 

vascular, a qual ocorre, pelo menos em parte, devido à apoptose de células endoteliais 

causada pelo estresse oxidativo aumentado (Kobayashi e cols., 2005), e também em 

decorrência de angiogênese deficiente. A angiogênese deficiente na hipertensão parece 
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decorrer de um defeito no desenvolvimento vascular normal do organismo, condição em 

que o crescimento dos vasos sanguíneos não consegue acompanhar o crescimento dos 

órgãos e tecidos, uma vez que uma marcante rarefação microvascular pode ser encontrada 

em animais jovens com hipertensão genética, como o SHR (Le Noble e cols., 1990), e 

também em seres humanos normotensos com predisposição genética familiar para a HAS 

(Noon e cols., 1997). Além disso, a biodisponibilidade reduzida de óxido nítrico (NO) 

observada na HAS tem papel importante na sua patogênese, não apenas por reduzir o efeito 

vasodilatador direto do NO, mas também porque o NO estimula a expressão de fatores de 

crescimento vascular, notavelmente o VEGF (Dulak e cols., 2000), um importante fator 

angiogênico que promove sobrevivência, proliferação e migração de células endoteliais, de 

forma que em modelos de hipertensão experimental induzida por inibição farmacológica 

crônica da síntese de NO observa-se angiogênese deficiente (Kiefer e cols., 2002). 

Paradoxalmente, pacientes com hipertensão essencial e sem insuficiência cardíaca 

apresentam elevados níveis de VEGF circulantes e baixas concentrações de seu inibidor 

receptor-1 de VEGF solúvel (SFlt-1), o que pode representar uma resposta compensatória à 

angiogênese deficiente (Belgore e cols., 2001); embora exista também a associação da 

angiogênese prejudicada em animais SHR a uma baixa expressão do receptor de VEGF 

tipo II (KDR) (Wang e cols., 2004). 

Outro importante aspecto relacionado à angiogênese deficiente observada na HAS e 

em modelos experimentais de hipertensão genética, como o SHR, diz respeito às células 

progenitoras endoteliais (EPCs), as quais são originárias principalmente da medula óssea. 

Estas células, descritas em 1997 (Asahara e cols., 1997), são recrutadas e contribuem para 

a formação de microvasos em tecidos isquêmicos, tumorais e inflamados. Especificamente 

na HAS, estudos demonstraram uma acelerada senescência das EPCs em animais e seres 

humanos hipertensos (Imanishi e cols., 2005), e o bloqueio farmacológico do sistema 
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renina-angiotensina induziu um aumento no número de EPCs circulantes em pacientes 

(Bahlmann e cols., 2005).  

Assim como as EPCs, as MSCs também possuem uma importante ação 

neoangiogênica, confirmada por uma série de estudos que indicam principalmente uma 

elevada capacidade destas células de secretar os mais variados tipos de fatores bioativos 

envolvidos no processo de formação de novos vasos, especialmente pelo processo de 

angiogênese. Além disso, postula-se que os pericitos representem MSCs, as quais se 

localizariam por todo o organismo associadas aos vasos sanguíneos e, diante de uma lesão 

vascular ou de tecidos adjacentes, a MSCs seriam liberadas, proliferando e secretando 

fatores bioativos que funcionariam para proteger, reparar ou regenerar o tecido lesado 

(Meirelles e cols., 2008). Como os pericitos e as células endoteliais vasculares exibem uma 

relação interdependente na qual fatores solúveis e interações físicas contribuem 

sinergicamente para a formação, estrutura e manutenção do vaso sanguíneo (Armulik e 

cols., 2005), é possível que as MSCs possuam uma ação modulatória sobre a função 

endotelial. Todas estas idéias reforçam um possível papel das MSCs na fisiopatogênese da 

HAS, principalmente atuando sobre a resistência vascular periférica, seja interferindo na 

formação de novos microvasos, seja modulando a função endotelial.  

Alguns estudos envolvendo a aplicação terapêutica de MSCs em modelos de 

hipertensão genética, mais especificamente o SHR, demonstraram que, em modelos 

experimentais de infarto agudo do miocárdio associados a hipertensão, a infusão destas 

células, tanto sistemicamente quanto in situ, foi capaz de promover melhoras na fração de 

ejeção ventricular esquerda, de reduzir o score de lesão tecidual, de aumentar a densidade 

capilar e, por fim, de reduzir a taxa de mortalidade destes animais (Braga e cols., 2008a; 

Braga e cols., 2008b). 
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A fisiologia das MSCs no contexto da hipertensão ainda não foi investigado, e o 

presente estudo visa caracterizar algumas propriedades funcionais destas células no modelo 

experimental de hipertensão arterial espontânea no rato SHR. 
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2.1 Objetivo Geral 

 

Avaliar algumas características funcionais das células tronco mesenquimais de 

medula óssea de animais normotensos (WKY) e hipertensos (SHR). 

 

2.2 Objetivos Específicos 

 

Comparar as células tronco mesenquimais de animais normotensos (WKY) e 

hipertensos (SHR) em quanto à: 

 

� Capacidade de formação de colônias semelhantes a fibroblastos (CFU-F); 

� Capacidade de proliferação celular; 

� Capacidade de expansão in vitro até a senescência. 

� Capacidade de diferenciação celular em linhagem osteoblática 

� Capacidade de diferenciação celular em linhagem adipogênica. 



3. MATERIAL e METODOS 
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3.1 Seleção dos animais 

 

Foram utilizados cinco ratos normotensos (Wistar-Kyoto-WKY) e cinco ratos 

espontaneamente hipertensos (“spontaneously hypertensive rats” -SHR), pareados pela 

idade, entre 16 e 24 semanas. 

Todos os animais foram fornecidos pelo biotério da Disciplina de Fisiologia da 

Universidade Federal do Triângulo Mineiro. Os animais foram mantidos em condições 

estáveis em biotério, onde tiveram livre acesso à água e ração. Todos os procedimentos 

experimentais empregados neste projeto estiveram de acordo com o Guide for the Care 

and Use of Laboratory Animals publicado pelo the US National Institutes of Health (NIH 

publication No. 85-23, revised 1996). Os protocolo experimental de manuseio dos animais 

e coleta dos ossos longos para extração de medula foram aprovados pelo Comitê de ética 

no Uso de Animais (CEUA), protocolo no. 42. 

Todos os animais utilizados foram submetidos a um registro de pressão arterial pelo 

método de pletismografia de cauda, empregando-se o monitor de pressão arterial indireta 

da artéria caudal, modelo LE5000 (Letica Scientific Instruments, Barcelona, Espanha), o 

qual permite medir de forma indireta a pressão arterial sistólica dos animais. Somente ratos 

WKY com pressão arterial sistólica menor que 140 mmHg e ratos SHR com pressão 

arterial sistólica maior que 180 mmHg foram utilizados no presente estudo. 

 

3.2 Protocolo de isolamento de células tronco mesenquimais 

 

As MSCs não possuem marcadores de superfície celular específicos que possam ser 

utilizados para separar essa população específica de células, e por essa razão a metodologia 

mais amplamente utilizada para isolar MSCs se baseia na capacidade destas células de 
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aderir à superfícies plásticas (Friedenstein, 1970; Makino e cols., 1999). Baseando-se no 

protocolo descrito por Neuhuber e cols. (2008) com algumas alterações, o protocolo de 

extração e isolamento das MSCs a partir de ratos das linhagens SHR e WKY consistiu em 

anestesia dos animais em câmara embebida com éter, extração de fêmur, tíbia e úmero; 

eluição da medula óssea e processamento celular. 

 Os ossos (fêmur, tíbia e úmero) retirados dos animais foram embebidos em PBS-

EDTA (pH = 7,2) e resfriados até seu posterior processamento. Utilizando-se uma capela 

de fluxo laminar tipo 2-A, removeu-se as epífises ósseas, colocou-se as metáfises dentro de 

um tubo hematológico plástico apresentando um orifício na extremidade inferior, 

introduziu-se este conjunto em um tubo falcon de 15mL, e centrifugou-se por 3 minutos a 

400g. A medula óssea obtida foi então ressuspensa em PBS-EDTA (pH = 7,2) e filtrada em 

filtros Milipore de 70µm. O filtrado foi colocado sobre uma camada de Ficoll e submetido 

a 40 minutos de centrifugação a 400g, de modo a obter-se uma fração isolada de células 

mononucleares de medula óssea, a qual foi submetida a lavagens com PBS-EDTA 

seguidas de centrifugação a 200g por 10 minutos, ressuspensa em Meio de Dulbeco 

Modificado (DMEM) contendo 10 % de soro bovino fetal (FBS) e 

penicilina/estreptomicina (1%), e plaqueadas em frascos de cultura de 75 cm2 na densidade 

aproximada de 400.000 células/ cm2. Os frascos de cultura foram então colocados em uma 

estufa a 37ºC contendo 5%CO2. 

 Cerca de 72 horas após o plaqueamento, foi realizado a troca do meio de cultura, 

desprezando-se as células que não aderiram à superfície plástica das garrafas de cultura. A 

troca do meio de cultura das células foi realizada a cada 3-4 dias.  

 As células obtidas a partir do isolamento e plaqueadas foram consideradas P0, e a 

cada replaqueamento as células avançavam uma passagem, prosseguindo para P1, depois 
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para P2 e assim sucessivamente. Todos os procedimentos realizados utilizaram MSCs entre 

a 1ª e a 6ª passagens. 

 

3.3 Protocolo de replaqueamento de células tronco mesenquimais 

 

Os frascos de cultura cujas MSCs atingiam uma confluência de 80-90% foram 

submetidos ao replaqueamento. 

O replaqueamento consistiu de remoção do meio de cultura, lavagem da superfície 

celular do frasco 02 vezes com PBS-EDTA (pH = 7.2), aplicação de tripsina-EDTA 0.25% 

(GIBCO), na proporção de 0,02mL/cm2, por 03 minutos, neutralização com 03 vezes o 

volume de tripsina–EDTA com meio de cultura (DMEM acrescido de 10% FBS e 1% 

penicilina/estreptomicina). A seguir, as células obtidas foram centrifugadas a 200g por 10 

minutos; ressuspensas em meio de cultura e novamente centrifugadas a 200g por 10 

minutos. Por fim, as células eram novamente replaqueadas na densidade aproximada de 

20000 células/cm2, e os frascos de cultura eram colocados na estufa.  

 

3.4 Ensaio de quantificação de Unidades Formadoras de Colônia semelhante a 

Fibroblastos (CFU-F) 

 

 O protocolo de ensaio de quantificação de CFU-F consistiu no plaqueamento das 

células mononucleares de medula óssea, logo após o seu isolamento, em placas de Petri de 

27,5cm2, numa densidade aproximada de 30000-40000 células/cm2. Para cada animal, 

foram utilizadas 05 placas de Petri. 

O meio de cultura das células foi trocado no 3º e no 8º dias após o plaqueamento. 

No 13º dia após o plaqueamento, o meio de cultura foi removido, as células foram fixadas 
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e coradas com corante GIEMSA diluído em metanol P.A., e as colônias contendo 05 ou 

mais células com formato semelhante a fibroblastos ao microscópio de contraste de fase 

foram contadas como uma unidade formadora de colônia de fibroblasto (CFU-F). A figura 

1 abaixo mostra uma placa de cultura com colônias de medula óssea coradas por GIEMSA 

de um rato WKY. 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 1: Fotografia ilustrativa da visão macroscópica de uma placa de cultura correspondente ao 
ensaio de CFU-F de um animal WKY. As imagens em azul representam colônias derivadas de células 
tronco mesenquimais de medula óssea. 

 

3.5 Caracterização imunofenotípica das MSCs por citometria de fluxo 

 

Após a extração das MSCs das garrafas de cultura na passagem 4, o “pool” de 

células foi submetido a centrifugação refrigerada (4ºC) por 5 minutos com rotação de 

200G. Em seguida, o sobrenadante foi descartado, o pellet homogeneizado e suspendido 

5ml de PBS-SBF (PBS + soro bovino fetal a 1%). O material foi então centrifugado a 

350G por 5 minutos e, após essa lavagem, o sobrenadante foi novamente descartado e o 

“pellet”, homogeneizado em outros 5ml de PBS-SBF. A seguir, as células nucleadas 

remanescentes foram quantificadas usando um microscópio de luz e um hemocitômetro.  

Após a contagem, o pool de células foi submetido a concentração ou diluição em PBS-
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SBF-1% para se obter uma concentração celular igual a 20.000 células para cada 

microlitro. 

O “pool” de células foi então submetido à marcação com anticorpos monoclonais anti-

CD11b, anti-CD29, anti-CD31, anti-CD34, antiCD-45, anti-cKit (BD-Biosciences Inc., San Jose, 

CA, e-Biosciences, San Diego, CA, USA), conjugados a isotiocianato de fluoresceína (FITC) ou 

ficoeritrina (PE), os quais reagem com antígenos homólogos de rato. Para cada linhagem de MSCs 

avaliada, nove tubos de citometria foram preparados, seis para receber os anticorpos acima 

descritos, dois para receber os anticorpos isotipos controles e um para funcionar como “branco” da 

reação. Todos os tubos receberam 50µl do pool celular e 1µl do bloqueador da porção Fc (FcBlock 

- BD-Biosciences Inc., San Jose, CA). Aos tubos que receberam anticorpos marcadores ou os 

controles isotipos, o volume final foi completado para 100µl com PBS-SBF.  

Após a marcação, todos os tubos foram submetidos à incubação por 40 minutos 

no escuro em temperatura de 4º C. Em seguida, o material foi lavado em PBS-SBF por 3 

vezes (centrifugação de 200g por 5 minutos) e, em seguida, levado à leitura. 

A análise dos fenótipos celulares foi feita em citômetro de fluxo FACSCalibur 

com o “software” CELLQUEST (Becton, Dickinson and Company, San Jose, CA), sendo 

que em cada amostra, 20.000 eventos foram adquiridos para análise. 

 

3.6 Protocolo de avaliação da capacidade de expansão in vitro 

 

 As MSCs tanto de animais da linhagem SHR quanto WKY foram expandidas em 

cultura e replaqueadas, segundo o protocolo descrito acima, toda vez que a confluência 

ultrapassava 80%, com o objetivo de se averiguar quantas passagens seriam necessárias 

para atingirem a senescência replicativa, a qual foi evidenciada pela perda do aspecto 

fibroblastóide das células e pela reduzida aderência das células à superfície plástica e 

conseqüente descarte das células diante da troca do meio de cultura. 
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3.7 Protocolo de avaliação da proliferação celular 

 

 As MSCs em P0 foram removidas dos frascos de cultura segundo o protocolo de 

replaqueamento de células tronco mesenquimais, e foram replaqueadas em plaquinhas de 

cultura contendo 24 wells, na densidade de 30000 células/well. A partir deste dia 0, cada 

well tinha suas células removidas e contadas em câmara de Neubauer nos dias 04, 06, 08, 

11, 13, 15, 18, 20, 22, 25, 27 e 29. Para cada animal, o ensaio de proliferação foi realizado 

em triplicata. 

 Em todos os dias de experimento, os wells que tinham suas células removidas eram 

avaliados no microscópio invertido por contraste de fase a fim de avaliar a eficiência da 

remoção das células. Curvas de crescimento celular foram construídas correlacionando 

número de células contadas em cada poço para cada um dos tempos de contagem acima 

especificados. 

  

3.8 Protocolo de diferenciação celular 

 

As MSCs em cultura foram estimuladas, mediante protocolo específico, a se 

diferenciar em osteoblastos e adipócitos. O protocolo de diferenciação celular baseou-se 

em Neuhuber e cols. (2008). 

 

3.8.1 Protocolo de diferenciação osteogênica 

 

 Para a indução de diferenciação osteogênica, as MSCs em P6 foram plaqueadas em 

placas de cultura contendo 06 wells, numa densidade de 3000 células/cm2. Dois dias após o 

plaqueamento, o meio de cultura foi substituído por meio de indução osteogênico, 
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constituído por DMEM acrescido de 15% FBS, 1% penicilina/estreptomicina, 100nM 

dexametasona, 50µM ascorbato-2-fosfato e 10mM de glicerol-fosfato. O meio de indução 

osteogênica foi substituído a cada 3-4 dias e, no 18º dia, foi feita a análise da diferenciação. 

 A análise da diferenciação consistiu de remoção do meio de indução osteogênica, 

fixação das células na placa através da utilização de paraformaldeído 4% (20 minutos), 

seguido pela aplicação do corante Alizarin-Red (SIGMA), o qual cora a matriz óssea em 

vermelho, por 5-10 minutos e análise microscópica. 

Cada poço da placa de seis poços foi então escaneado em microscópio invertido 

(Axioobserver Z1, Carl Zeiss, Alemanha) e 10 campos por poços foram fotografados para 

posterior análise quantitativa, empregando-se a rotina “cell counter” do software Image J 

(NIH, Bethesda, MA, USA). A área de cada campo visual ocupada pela coloração 

avermelhada do Alizarin Red foi quantificada e expressa em valores relativos como 

percentual da área total do campo estudado.  

 

3.8.2 Protocolo de diferenciação adipogênica 

 

 Para a indução de diferenciação adipogênica, as MSCs em P6 foram plaqueadas em 

placas de cultura contendo 06 wells, numa densidade de 20000 células/cm2, e cultivadas 

até próximo da confluência de 100%, quando o meio de cultura foi substituído por meio de 

indução adipogênico, constituído por DMEM acrescido de 15% FBS, 1% 

penicilina/estreptomicina, 1µM dexametasona, 0,5mM isobutil-metil-xantina, 10µg/mL 

insulina e 100µM indometacina. Após 03 dias, o meio de indução adipogênica foi 

substituído por meio de manutenção adipogênica, constituído por DMEM acrescido de 

15% FBS, 1% penicilina/estreptomicina e 10µg/mL insulina. Após 24 horas, o meio de 

manutenção adipogênica foi novamente substituído por meio de indução adipogênico por 
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03 dias, quando foi substituído por meio de manutenção adipogênica por novas 24 horas. 

Completando-se 03 ciclos de troca de meios de indução e manutenção, as células 

permaneceram por 05 dias com o meio de manutenção, quando foi realizada a análise da 

diferenciação. 

 A análise da diferenciação consistiu de remoção do meio de indução adipogênica, 

fixação das células na placa através da utilização de paraformaldeído 4% (60 minutos), 

aplicação do corante Oil-Red, o qual cora lipídios em vermelho, por 5-10 minutos e análise 

microscópica. 

 A análise quantitativa da diferenciação adipogênica foi realizada de maneira 

semelhante à acima descrita para a diferenciação osteogênica. 

 

3.9 Análise Estatística 

 

Todos os parâmetros foram expressos como média (±epm). As diferenças nos 

diversos parâmetros funcionais estudados nos ratos SHR e WKY foram avaliadas pelo 

teste “t” de Student para medidas independentes ou teste de Mann-Whitney, de acordo com 

presença ou não de normalidade de distribuição e/ou homogeneidade da variância, 

respectivamente. As curvas de crescimento celular foram comparadas empregando-se o 

teste de ANOVA de dois efeitos (linhagem de rato x tempo) para medidas repetidas 

seguida do teste de comparações múltiplas de Tukey. A diferença entre os parâmetros foi 

considerada significativa quando p<0,05. 

 



Resultados 27 
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Todos os animais utilizados foram submetidos a um registro de pressão arterial pelo 

método de pletismografia de cauda, com o intuito de se confirmar a elevada pressão 

arterial nos animais SHR e a normotensão nos WKY. 

 

Tabela 1 – Valores médios de pressão arterial sistólica obtidos através do método de pletismografia de 
cauda. 

Animal Valor médio de pressão arterial sistólica (mmHg) 

SHR 1 180,2 

SHR 2 194,4 

SHR 3 211,4 

SHR 4 192,4 

SHR 5 215,4 

WKY 1 134,2 

WKY 2 135,4 

WKY 3 107,4 

WKY 4 122,2 

WKY 5 130,8 

SHR = spontaneously hypertensive rats (ratos espontaneamente hipertensos) 
WKY  = ratos wistar Kyoto. 

 

 

Analisando os valores obtidos do ensaio de unidades formadoras de colônias 

semelhantes a fibroblastos (CFU-F), observou-se, como indicado na figura 2, que as 

células mononucleares de medula óssea dos animais da linhagem WKY formaram uma 

média de 4,7±2,3 CFU-F a cada 106 células plaqueadas no ensaio, o que indica uma 

porcentagem de 0,0005% de células formadoras de colônias semelhantes a fibroblastos 

presentes na medula óssea destes animais. Por outro lado, as células mononucleares de 
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medula óssea dos animais da linhagem SHR formaram uma média de 4,9±1,8 CFU-F a 

cada 106 células plaqueadas no ensaio, o que indica também uma porcentagem de 0,0005% 

de células formadoras de colônias semelhantes a fibroblastos presentes na medula óssea. A 

diferença observada nos valores médios das unidades formadoras de colônias formadas por 

células de animais WKY e aquelas formadas por células de SHR não foi estatisticamente 

significativa (p = 0.952). 
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Figura 2: Valores médios (±epm) das unidades formadoras de colônias semelhantes a fibroblastos 
correspondentes aos animais da linhagem SHR e WKY (p=0,952). 
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A citometria de fluxo evidenciou o perfil imunofenotípico das células tronco 

mesenquimais de medula óssea tanto dos animais WKY quanto dos SHR. Como mostrado 

na tabela 2, as marcações para CD29 foram positivas em ambos os ratos WKY e SHR e as 

marcações para CD11b, CD34, CD31, CD45 e c-Kit foram negativas para ambas as 

linhagens de animais. Estas marcações negativas descartam a contaminação das células 

cultivadas com macrófagos, células tronco hematopoiéticas, leucócitos e células 

endoteliais.  

 
 
 
 
 
 
 
Tabela 2 – Valores percentuais de células positivamente marcadas com os marcadores indicados na 
coluna à esquerda em um exemplar de células tronco mesenquimais extraídas de ratos WKY e SHR. 
 
   

 WKY (%)  SHR (%) 

   

CD11b 7,83 4,55 

CD29 89,64 94,71 

CD31 2,47 12,98 

CD34 8,67 0,93 

CD45 15,80 3,79 

c-Kit  8,35 3,29 
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 A análise das curvas de proliferação celular das MSCs tanto de animais da 

linhagem SHR quanto WKY, observadas na figura 3, demonstrou uma significativa 

elevação do número de células em cada well com o decorrer do tempo, indicando uma 

elevada taxa de proliferação celular, fato este mais evidenciado nas células dos animais 

WKY, onde foi possível estabelecer uma diferença significativa na quantidade de células 

encontradas nesta cepa. A partir do oitavo dia de cultura, o número de células de WKY foi 

significativamente maior que o número de células de SHR, indicando uma maior 

capacidade proliferativa das MSCs dos animais WKY em relação aos animais SHR.  
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Figura 3: Valores médios (±epm) do número de células encontradas em cada well nos diferentes dias do 
experimento. A diferença significativa entre os dois grupos aparece a partir do oitavo dia de cultura 
até o final do experimento. *P<0,05 entre WKY vs. SHR. 
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 A análise da capacidade de expansão in vitro até a senescência replicativa das 

MSCs, tanto dos animais SHR quanto dos WKY foi também investigada através da 

capacidade destas células de duplicar sua população em cultura, ou seja, quantificando-se o 

número de passagens necessárias para as MSCs entrarem em senescência proliferativa, 

caracterizada, dentre outras, pela reduzida capacidade de aderência à superfície plástica. 

Observou-se, que as MSCs obtidas a partir de animais da linhagem SHR sofreram 27 

passagens em cultura até adquirirem um fenótipo senescente, ou seja, as MSCs de SHR se 

desgrudaram das garrafinhas em P27; enquanto que as MSCs obtidas a partir de animais da 

linhagem WKY sofreram 42 passagens em cultura até adquirirem um fenótipo senescente, 

ou seja, as MSCs de WKY se desgrudaram das garrafinhas em P42, evidenciando uma 

maior capacidade de expansão in vitro das células de WKY, como pode ser atestado na 

figura 4. 
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Figura 4: Valores das passagens em cultura nas quais as MSCs dos animais SHR e WKY atingiram um 
fenótipo senescente. 
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 A análise da capacidade de diferenciação in vitro das MSCs, tanto dos animais SHR 

quanto dos WKY foi analisada qualitativa- e quantitativamente através da medida da área 

relativa (em percentual) ocupada pela coloração específica em relação à área total do 

campo microscópico estudado, após a indução da diferenciação, tanto na linhagem 

osteogênica quanto adipogênica. Como pode ser observado nas figuras 5 e 6, a intensidade 

de coloração observada após a indução de diferenciação das MSCs obtidas a partir dos 

animais da linhagem WKY, tanto em osteoblastos quanto em adipócitos, foi claramente 

maior que aquela observada após a indução de diferenciação das MSCs dos animais SHR 

sob as mesmas condições. 
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Figura 5: (A) Fotomicrografias das MSCs submetidas à indução de diferenciação em linhagem 
osteogênica, tanto de WKY (direita) quanto de SHR (esquerda). (B) Quantificação da área relativa 
ocupada por células diferenciadas em relação à área total do campo microscópico analisado. (* p< 
0,01).  
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Figura 6: (A) Fotomicrografias das MSCs submetidas à indução de diferenciação em linhagem 
adipogênica, tanto de WKY (direita) quanto de SHR (esquerda). (B) Quantificação da área relativa 
ocupada por células diferenciadas em relação à área total do campo microscópico analisado. (* p< 
0,05) 
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O presente estudo evidenciou pela primeira vez, ao nosso conhecimento, que 

algumas características funcionais de células tronco mesenquimais de medula óssea, 

incluindo a capacidade de proliferação e de expansão in vitro até a senescência e a 

capacidade de diferenciação osteogênica e adipogênica encontram-se prejudicadas no 

modelo de hipertensão arterial espontânea em ratos, quando comparados aos animais 

normotensos controles da linhagem WKY. Ainda que as razões para tais diferenças em 

ratos WKY e SHR não tenham sido investigadas, nossos dados baseados em cultura in 

vitro em condições idênticas sugerem que defeitos genéticos sabidamente presentes nos 

animais SHR poderiam estar contribuindo para a gênese de tais alterações. Por fim, 

levando-se em consideração as crescentes evidências do potencial angiogênico destas 

células e uma grande similaridade das mesmas com os pericitos, células perivasculares 

importantes na homeostasia dos vasos sanguíneos, nossos dados também parecem sugerir 

que os defeitos observados nas MSCs poderiam de alguma forma estar implicados na 

patogênese da hipertensão arterial espontânea em ratos.  

Os elevados níveis de pressão arterial encontrados nos animais SHR utilizados no 

presente estudo confirmaram dados da literatura concernentes a esta linhagem de animais. 

(Okamoto e Aoki, 1963; Yamori, 1994). Os mecanismos envolvidos na elevação da 

pressão arterial sistêmica nestes animais parecem estar relacionados a vários fatores, como 

disfunção endotelial, hiperatividade simpática, rarefação microvascular, angiogênese 

defeituosa, dentre outros (Le Noble e cols., 1998; Fazan Jr. e cols., 2001). 

Em relação à angiogênese, as MSCs parecem possuir uma importante ação 

neoangiogênica, confirmada por uma série de estudos que indicam principalmente uma 

elevada capacidade destas células de secretar os mais variados tipos de fatores bioativos 

envolvidos no processo de formação de novos vasos, especialmente pelo processo de 

angiogênese. Além disso, postula-se que os pericitos representem MSCs, as quais se 
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localizariam por todo o organismo associadas aos vasos sanguíneos e, diante de uma lesão 

vascular ou de tecidos adjacentes, as MSCs seriam estimuladas, proliferando e secretando 

fatores bioativos que funcionariam para proteger e reparar ou regenerar o tecido lesado 

(Meirelles e cols., 2008). Um defeito de proliferação e diferenciação das MSCs, como 

demonstrado no presente trabalho, poderia implicar tais células na angiogênse defeituosa e 

rarefação microvascular observada em SHR e pacientes hipertensos, o que reforça um 

possível papel das MSCs na fisiopatogênese da HAS, principalmente atuando sobre a 

resistência vascular periférica, seja interferindo na formação de novos microvasos, seja 

modulando a função endotelial.  

Os trabalhos pioneiros de Friedenstein na década de 1970 descreveram uma 

população de células presentes na medula óssea caracterizadas pelo seu formato fusiforme, 

pela sua aderência à superfície plástica e pela formação de colônias de células semelhantes 

a fibroblastos, chamadas de unidades formadoras de colônias de fibroblastos (CFU-F), as 

quais possuíam a capacidade de formar células que produziam pequenos depósitos de osso 

e cartilagem (Prockop, 1997; Nardi e Meirelles, 2006). Por ser indicativo de células 

capazes de formar colônias, sendo representativo das células que possuem uma capacidade 

proliferativa mais elevada dentre as células em cultura, o ensaio de formação de colônias 

semelhantes a fibroblastos (CFU-F) tem sido considerado como um modo de se quantificar 

o número de MSCs presentes na medula óssea, embora uma relação direta entre o número 

de MSCs e CFU-Fs não seja claramente estabelecida, provavelmente devido à grande 

heterogeneidade relacionada a morfologia, tamanho e potencial de diferenciação observada 

entre diferentes espécies e entre diferentes condições de cultura (Javazon, e cols., 2004; 

Nardi e Meirelles, 2006).  

A frequência de CFU-F em suspensões de medula óssea é muito diferente entre as 

espécies, embora ensaios de CFU-F a partir de aspirados de medula óssea geralmente 
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produzam um número de colônias entre 01 e 20 por 105 células mononucleares plaqueadas 

(Castro-Malaspina e cols., 1980). A incidência variada de CFU-F entre diferentes espécies 

é, pelo menos em parte, devido a diferenças nas condições de cultura estabelecidas por 

diferentes investigadores, embora também possa ser devido a diferentes requerimentos 

para a formação de CFU-F pelas diferentes espécies (Kuznetsov, 1997), ou mesmo por 

diferentes indivíduos da mesma espécie (Phinney e cols., 1999). Alguns fatores de 

crescimento podem estimular a proliferação de CFU-F in vitro, tais como fator de 

crescimento derivado de plaqueta (PDGF), fator de crescimento epidérmico (EGF) 

(Gronthos e Simmons, 1995), fator de crescimento de fibroblasto básico (bFGF) (Bianchi e 

cols., 2003). Já outros fatores podem inibir a formação de CFU-F in vitro, dentre eles 

interferon-alpha (IFN-α) e interleucina-4 (IL-4) (Gronthos e Simmons, 1995; Wang e cols., 

1990). 

Os resultados do presente estudo demonstram que os animais SHR apresentaram 

números de CFU-Fs de medula óssea semelhantes aos animais WKY, ambos em torno de 5 

unidades por 1 milhão de células mononucleares de medula óssea. Embora a relação direta 

entre CFU-F e MSC não seja claramente estabelecida, estes resultados podem indicar uma 

porcentagem de 0,0005% de MSCs na medula óssea em ambas a linhagens de animais, 

dados estes que se corroboram com outros dados da literatura (Castro-Malaspina e cols., 

1980). Em outras palavras, o número de MSCs presentes na medula óssea de SHR parece 

não ser diferente daquele observado em ratos normotensos. 

As MSCs possuem propriedade de auto-renovação. Embora células obtidas a partir 

de diferentes fontes exibem durações similares de fase lag em cultura (Musina e cols., 

2005), elas podem apresentar importantes diferenças no seu potencial proliferativo durante 

o estágio exponencial de crescimento, sendo que, dependendo da fonte das células e das 

condições de cultura, a porcentagem de MSCs se dividindo ativamente em um dado tempo 
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na cultura celular é estimada em aproximadamente 3.55 – 10.78% (Conget e Minguell, 

1999). Alguns autores observaram que MSCs obtidas a partir de medula óssea possuem 

uma baixa capacidade de duplicação (Wagner e cols., 2008), enquanto outros estudos 

apontam uma maior capacidade de duplicação destas mesmas células (Colter e cols., 2000; 

Bruder e cols, 1997). Estas diferenças provavelmente se devem às diferentes condições de 

cultura empregadas nos mais variados estudos, e também à idade da fonte celular, como 

pode ser evidenciado por estudos demonstrando que o comprimento dos telômeros das 

MSCs obtidas de doadores jovens era significativamente maior que das MSCs obtidas de 

doadores mais velhos, e também pela demonstração que a expansibilidade de MSCs 

obtidas a partir de fontes fetais é maior que a de MSCs obtidas de tecidos adultos (Guillot e 

cols., 2007). 

A capacidade proliferativa das MSCs é dependente de algumas variáveis, como a 

idade do tecido de onde as MSCs são extraídas, a densidade de plaqueamento das células e 

a composição do meio de crescimento das MSCs. O efeito da idade da fonte doadora sobre 

a capacidade proliferativa das MSCs in vitro é baseado em estudos que têm demonstrado 

que a capacidade das MSCs de formar colônias de células aderentes diminui com a idade 

(Stolzing e cols., 2008), o número de duplicações celulares de células obtidas de doadores 

mais velhos é menor que daquelas obtidas de doadores mais jovens (Shibata e cols., 2007), 

e também a expansibilidade de MSCs extraídas de tecidos adultos é menor quando 

comparada com a de MSCs obtidas de fetos (Guillot e cols., 2007). A densidade de 

plaqueamento é também um importante fator determinante da capacidade proliferativa das 

MSCs, uma vez que as células necessitam de uma densidade mínima de plaqueamento para 

iniciar e manter uma proliferação efetiva, e também a densidade em que as células são 

transferidas para as placas de cultura pode determinar a dinâmica do seu subsequente 

crescimento (Balin e cols., 2002). Um aspecto determinante do ambiente de cultura é o 
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soro, o qual constitui a fonte básica de nutrientes, hormônios, fatores de crescimento, 

vitaminas, e outros microelementos essenciais para manter a própria proliferação celular 

(Shahdadfar e cols., 2005), sendo que a seleção de um soro apropriado é importante no 

sentido de se obter condições ótimas de cultura, bem como minimizar a possibilidade de 

transmissão de alguma infecção zoonótica e de imunização por proteínas do soro 

(Shahdadfar e cols., 2005). 

A capacidade das MSCs de se proliferar é acompanhada de normalidade 

cromossômica, uma vez que estas células apresentam um cariótipo normal e nenhuma 

evidência de transformação maligna mesmo com uma capacidade proliferativa 

geneticamente aumentada (Simonsen e cols., 2002). Além disso, Kulterer e cols. (2007) 

avaliaram o perfil de expressão gênica de MSCs submetidas a cultivo celular de longo 

prazo ou a indução de diferenciação osteogênica in vitro e não observaram nenhuma 

alteração significativa no perfil de expressão gênica durante a expansão celular em longo 

prazo sob condições de crescimento normais, o que é reforçado pelo fato de as MSCs 

manterem seu fenótipo indiferenciado e sua capacidade de se diferenciar em osteoblastos 

tanto em passagens iniciais quanto em passagens mais tardias em cultura (Kulterer e cols., 

2007). 

Várias vias de sinalização intracelulares estão envolvidas na proliferação de MSCs 

in vitro. Dentre elas, a via da quinase regulada por sinais extracelulares (ERK 1/2) parece 

ser importante, uma vez que há vários estudos demonstrando que a ativação desta via de 

sinalização contribui para a elevada capacidade proliferativa de MSCs in vitro (Dai e cols., 

2007), enquanto a inibição da mesma produz o efeito contrário (Gruber e cols., 2004). 

A análise da taxa de proliferação das MSCs tanto de animais da linhagem SHR 

quanto WKY neste estudo indicou uma elevada taxa de proliferação celular, fato este mais 

evidenciado nas células dos animais WKY. Além disso, observou-se que a partir do oitavo 
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dia de cultivo até o final do experimento o número de células de WKY foi maior que o 

número de células de SHR, indicando uma maior capacidade proliferativa in vitro das 

MSCs dos animais WKY em relação aos animais SHR. 

Ao contrário das células tronco embrionárias, as MSCs possuem uma capacidade 

limitada de auto-renovação, ou seja, elas são capazes de se dividir até um certo limite, onde 

alcançam a senescência replicativa, que é definida como um fenômeno que restringe a 

proliferação celular in vitro quando a célula alcança um determinado número de 

duplicações (Ksiazek, 2009). Uma determinada célula que alcança o limite de sua 

capacidade proliferativa adquire alguns marcadores que a distinguem de outras células em 

proliferação ou quiescentes, sendo que as características clássicas do fenótipo senescente 

incluem a interrupção do crescimento na fase G1 do ciclo celular, morfologia arredondada 

e expressão aumentada de β-galactosidase associada à senescência (Campisi e d’Adda di 

Fagagna, 2007). Especificamente as MSCs senescentes se tornam hipertróficas e 

arredondadas, apresentam granulações citoplasmáticas, reduzida aderência a superfícies 

plásticas e aumentado nível de autofluorescência; enquanto o nível de expressão de β-

galactosidase associada à senescência não parece constituir um marcador eficiente de 

senescência de MSCs in vitro (Stenderup e cols., 2003; Ksiazek, 2009). As MSCs 

senescentes são também caracterizadas por expressão reduzida de genes associados à 

progressão do ciclo celular, à replicação de DNA, à mitose e ao reparo de danos ao DNA; 

enquanto há um aumento na expressão de inibidores do ciclo celular, como o 

p16Ink4a(Wagner e cols., 2008; Ryu e cols., 2008); citocinas pró-inflamatórias, como a 

interleucina-6 (Ryu e cols., 2008) e agentes antifibrinolíticos, como inibidor-1 do ativador 

de plasminogênio (Wagner e cols., 2008). Além disso, MSCs senescentes apresentam uma 

expressão alterada de microRNAs, que são moléculas de RNA fita-simples envolvidas na 

regulação da expressão gênica em nível pós-transcricional (Ksiazek, 2009; Wagner e cols., 
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2008), e também uma tendência a perder sua multipotencialidade, o que é evidenciado por 

estudos demonstrando que a capacidade das MSCs de se diferenciarem em linhagens 

adipogênica, condrogênica e osteogênica tende a diminuir com sucessivas passagens em 

cultura (Wagner e cols., 2008; Neuhuber e cols., 2008).  

A senescência celular possui uma natureza complexa, sendo determinada por 

variáveis genéticas e ambientais (Ksiazek, 2009). Alguns mecanismos moleculares têm 

surgido como candidatos ao envolvimento na senescência replicativas das MSCs, como os 

telômeros e o estresse oxidativo. As MSCs possuem extremidades cromossômicas 

denominadas telômeros, cujo comprimento em uma MSC recém-extraída depende da idade 

do tecido doador (Guillot e cols., 2007), sendo que o DNA telomérico sofre erosão gradual 

na medida em que as MSCs vão se duplicando em cultura (Parsch e cols., 2004). Várias 

investigações têm demonstrado que as MSCs possuem uma baixa (Parsch e cols., 2004), ou 

mesmo indetectável (Ryu e cols., 2008), atividade da enzima telomerase, que é uma 

transcriptase reversa responsável por neutralizar a erosão telomérica através de contínua 

reconstituição da extremidade cromossômica (Masutomi e cols., 2003); e uma prova direta 

do envolvimento do encurtamento telomérico na senescência das MSCs é a demonstração 

de que a introdução de telomerase humana (hTERT) em MSCs resulta em pronunciado 

aumento da capacidade de duplicação celular, o que é acompanhado de preservação do 

cariótipo normal (Takeuchi e cols., 2007), alongamento dos telômeros (Kang e cols., 

2004), perda do fenótipo senescente (Ryu e cols., 2008) e manutenção do seu potencial de 

diferenciação (Kang e cols., 2004). O estresse oxidativo é apontado como um importante 

indutor de danos ao DNA e de senescência celular (Von Zglinicki, 2002; Passos e cols., 

2006), e no caso específico das MSCs existem algumas evidências indiretas do 

envolvimento de espécies reativas de oxigênio (ROS) na proliferação de MSCs, uma vez 

que a taxa proliferativa destas células está aumentada mediante tratamento com agentes 
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anti-oxidantes, como ácido ascórbico e resveratrol (Choi e cols., 2008; Dai e cols., 2007) e 

também mediante o cultivo celular sob baixas tensões de oxigênio (Li e cols., 2005). 

Entretanto, algumas questões importantes, como aquelas relacionadas ao nível de dano 

oxidativo no DNA, eficiência dos processos de reparo de danos ao DNA, alterações no 

status anti-oxidante endógeno e mecanismos de disfunção mitocondrial, ainda necessitem 

ser esclarecidas a fim de se estabelecer uma relação concreta entre ROS e senescência de 

MSCs (Ksiazek, 2009). 

O nosso estudo demonstra uma nítida diferença entre MSCs obtidas a partir de 

animais da linhagem SHR e aquelas obtidas de animais WKY no que se refere à 

capacidade de expansão in vitro até a senescência replicativa, uma vez que as células dos 

animais SHR apresentaram um fenótipo senescente, caracterizado pela interrupção da 

proliferação celular e pela marcante redução da capacidade de aderência à superfícies 

plásticas, em passagens mais recentes (P27) do que as MSCs dos animais WKY (P42), o 

que evidencia uma maior capacidade de expansão in vitro das células dos animais 

normotensos em relação aos hipertensos. Uma possível participação de telômeros mais 

curtos em células de SHR, como evidenciado por Imanishi e cols. (2005) em células 

progenitoras endoteliais, poderia explicar nossos achados. 

De acordo com a International Society for Cellular Therapy, para se definir uma 

célula como sendo uma célula estromal mesenquimal multipotente, é necessário que esta 

célula possua a propriedade de aderência ao plástico sob condições de cultura padrão, a 

capacidade de se diferenciar in vitro em osteoblastos, adipócitos e condroblastos; expresse 

os marcadores de superfície CD29, CD73, CD90 e CD105; e não expresse os marcadores 

de superfície CD45, CD34, CD14 ou CD11b, CD79 ou CD19, e HLA-DR (Keating, 2006; 

Horwitz, 2005). Os dados obtidos pela citometria de fluxo em nosso estudo evidenciaram 

que as MSC de medula óssea de ambas as linhagens de ratos apresentaram perfis 
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imunofenotípicos similares, ou seja, elas são positivas para CD29 e negativas para CD11b, 

CD31, CD34, CD45 e c-kit. Tais achados também indicam que as condições de isolamento 

e cultura empregadas foram adequadas para a caracterização das MSCs de medula óssea.  

A indução de diferenciação in vitro destas células é relativamente fácil de se 

conseguir, e a determinação do fenótipo das células diferenciadas depende de critérios 

morfológicos, imunofenotípicos e funcionais (Nardi e Meirelles, 2006). MSCs cultivadas 

in vitro mostram grande heterogeneidade no seu potencial de diferenciação, haja visto que 

as culturas muito provavelmente são compostas por uma mistura de células com diferentes 

potenciais de diferenciação, sendo que alguns ensaios clonais mostram que apenas um-

terço dos clones de MSCs derivados de culturas estabelecidas são multipotentes (Pittenger 

e cols., 1999), ou seja, a maioria das células em cultura possuem uma capacidade de 

diferenciação mais restrita, geralmente em uma ou, no máximo, duas linhagens celulares 

diferentes (Digirolamo e cols., 1999).  

A indução de diferenciação osteogênica em MSCs in vitro pode ser realizada 

através do tratamento específico das células com dexametasona, ácido ascórbico e glicerol-

fosfato (Neuhuber e cols., 2008). Kulterer e cols. (2007) avaliaram o perfil de expressão 

gênica de MSCs durante a indução de diferenciação osteogênica in vitro, observando que 

as MSCs exibiram três estágios distintos de desenvolvimento osteogênico a nível 

molecular, de forma que grupos específicos de genes estão associados com estágios 

distintos de proliferação, maturação de matriz óssea e mineralização durante o 

desenvolvimento do fenótipo osteoblástico (Kulterer e cols., 2007). 

A indução de diferenciação adipogênica em MSCs in vitro pode ser realizada 

através do tratamento específico das células com dexametasona, insulina, indometacina e 

isobutil-metil-xantina (Neuhuber e cols., 2008). Uma análise, baseada em microarray, do 

perfil de expressão gênica das MSCs associados ao potencial adipogênico destas células 
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demonstrou que o início da adipogênese ocorre logo após a indução da diferenciação, 

evidenciado pela presença de mRNAs de vários marcadores adipogênicos, como 

lipoproteína lipase (LPL), proteína ligadora de ácido graxo – 4, peroxisome proliferator-

activated receptor gamma-2 (PPARγ-2). Além disso, comparando-se os perfis de expressão 

gênica das MSCs e dos adipócitos gerados pela diferenciação das MSCs, observou-se que 

82 genes estavam supra-regulados e 31 genes estavam inibidos, o que sugere que o início e 

a progressão da adipogênese a partir das MSCs está associado à perda do fenótipo 

multipotente por parte das MSCs (Hung e cols., 2004). 

Nosso estudo avaliou, dentre outras, a capacidade das MSCs de medula óssea de se 

diferenciarem em osteoblastos e adipócitos, observando-se que a quantidade de células 

diferenciadas observada após a indução de diferenciação das MSCs obtidas a partir dos 

animais da linhagem WKY, tanto em osteoblastos quanto em adipócitos, foi claramente 

maior que aquela observada após a indução de diferenciação das MSCs dos animais SHR 

sob as mesmas condições. As razões pelas quais MSCs de SHR apresentaram um déficit de 

diferenciação tanto osteogênica como adipogênica não são conhecidas e não foram objeto 

de estudo do presente trabalho. Entretanto, mais um vez, a título de especulação, tal déficit 

pode ser decorrente das alterações genéticas sabidamente presentes na linhagem de ratos 

SHR, ou então, uma consequência da exposição crônica das MSCs a um micro-ambiente 

agressivo caracterizado por elevado conteúdo de estresse oxidativo, estímulo apoptópticos, 

estímulos pró-senescentes, etc., já demonstrados presentes em SHR (Kobayashi e cols., 

2006). Estudos adicionais, entretanto, são necessários para esclarecer melhor esta questão. 

Embora não avaliado neste estudo, é provável que estas deficiências funcionais (de 

proliferação e de diferenciação) também se estenda ao efeito pró-angiogênico destas 

células, indicando uma menor capacidade de promover neoangiogênese nos animais SHR, 

o que poderia ser, pelo menos em parte, responsável pela rarefação microvascular 
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característica deste modelo genético experimental de HAS. Além disso, um possível papel 

modulador das MSCs sobre a função endotelial também é plausível e merece ser 

investigado, uma vez que a deficiência funcional das MSCs observada nos animais SHR 

pode refletir em uma modulação endotelial deficiente e, consequentemente, em uma 

disfunção endotelial, característica da HAS.  

Algumas limitações do estudo merecem consideração especial, especialmente 

aquelas relacionadas às condições diferenciais inerentes aos estudos in vitro em geral, e 

também à heterogeneidade de células presentes em cultura. Embora se trate de um estudo 

observacional, o fato de os experimentos terem sido realizados in vitro impõe algumas 

limitações, uma vez que tais estudos falham em mimetizar fielmente o microambiente ao 

qual as células estão inseridas in vivo, o que poderia induzir alterações no comportamento 

e na fisiologia destas células (Devlin e cols., 2005). As culturas padrões de MSCs 

estabelecidas a partir de várias espécies, várias fontes e em diferentes laboratórios são 

caracterizadas pela sua heterogeneidade, dada a variabilidade das condições de isolamento 

e cultura destas células utilizada pelos diversos laboratórios; muito embora não esteja 

completamente estabelecido se as diferentes condições de cultura favorecem a expansão de 

diferentes precursores da medula óssea, ou induzem populações de células similares a 

adquirirem fenótipos distintos (Nardi e Meirelles, 2006). Assim, as condições de cultura 

podem ter um grande impacto sobre a função das MSCs, o que vem sendo demonstrado 

por alguns estudos que demonstram que a confluência de MSCs em cultura antes de serem 

infundidas pode afetar seu potencial migratório dentro do hospedeiro, já que uma 

confluência aumentada é capaz de inibir a migração transendotelial de MSCs através do 

aumento na produção de um inibidor natural de metaloproteinase (De Becker e cols., 2007; 

Karp e cols., 2009). Além disso, a própria identidade destas células como MSCs tem sido 

alvo de questionamentos em razão da grande similaridade, tanto morfológica quanto 



Discussão 

Mestrado  Lucas Felipe de Oliveira 

                                                                                                                                48 
 

funcional, entre estas células e os já bem descritos fibroblastos; além do fato de a definição 

de MSC proposta pela International Society of Cellular Therapy (ISCT) ser incapaz de 

distinguir MSC de fibroblastos em geral, o que reforça a necessidade de uma compreensão 

maior acerca da identidade e características das MSCs (Haniffa e cols., 2009). 
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Todos os resultados encontrados neste estudo apontam para um déficit funcional 

nas células tronco mesenquimais de SHR, evidenciado pelos ensaios de proliferação 

celular, de expansão até a senescência e diferenciação osteogênica e adipogênica, os quais 

se encontram significativamente alterados em comparação aos ratos WKY. Tais achados 

poderiam ser decorrentes das modificações genéticas conhecidamente existentes no 

modelo de hipertensão do SHR, ou então ser uma consequência da exposição das MSCs ao 

micro-ambiente hipertensivo dos SHRs por tempo prolongado. As repercussões destas 

alterações sobre a fisiopatologia da própria hipertensão arterial sistêmica necessitam ser 

futuramente investigadas. 
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