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RESUMO: A medula 6ssea adulta € uma fonte de células-tronco (CT), que incluem as células-
tronco hematopoiéticas (CTH) que originam toda linhagem hematopoética definitiva; e as
células-tronco mesenquimais (CTM), e ou estromais que sao responsaveis por fornecer um
ambiente propicio para a hematopoese. Além destes principais tipos celulares a medula 6ssea
€ composta por diversos progenitores, células diferenciadas e matriz extracelular Este
ambiente onde s&o encontradas as CT recebe o nome de nicho, pois abriga uma grande
quantidade de CT e progenitores celulares que sdo mantidos quiescentes, atuando
normalmente e ou frente a injurias. Porém pouco se sabe sobre o nicho da medula dssea fetal.
Sabe-se que o nicho da medula éssea é derivado durante a ontogénese do saco vitelino, que
posteriormente migram para diversos 6rgaos hematopoéticas como placenta e figado se
instalando por ultimo na medula éssea. Desta forma o presente trabalho visa descrever
morfologicamente os tipos celulares da medula 6ssea fetal canina com 40 e 60 dias de
gestacdo. Para isto foram utilizados 6 Uteros de cadelas prenhes para a coleta do aspirado
medular do osso fémur e posterior analise morfoldgica estrutural e ultraestrutural. Os
resultados demonstraram que a medula éssea fetal canina com 60 dias de gestacdo possui
tipos celulares semelhantes ao da medula 6ssea adulta bem como CT, podendo assim ser
utilizada como fonte de isolamento de CT.
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INTRODUCAO

A medula 6ssea adulta é uma das principais fontes deCT, nela residem trés principais sistemas
celulares como: células hematopoéticas, endoteliais e estromais (células mesenquimais ou
ndo-hematopoéticas) (DEANS e MOSELEY, 2000). Dentre os tipos de CT se destacam as
células-tronco mesenquimais (CTM). Estas células sdo multipotentes, com capacidade de
diferenciar em diferentes tipos celulares in vitro e in vivo, sendo amplamente utilizadas na
terapia celular para as mais diversas patologias como, doengas autoimunes, osteoarticulares,
infartos do miocardio entre outras (ZAGO e COVAS, 2006).

Este ambiente no qual as CT se encontram é denominado de nicho. O nicho foi proposto em
1978, SCHOFIELD, o qual sugere a existéncia de compartimentos fixos em tecidos adultos por
onde as mesmas residem. Este microambiente fisioldgico, que consiste de células
especializadas, secreta sinais e fornece moléculas da superficie celular para controlar a taxa
de proliferacao de CT, para determinar a diferenciagdo das células progenitoras e proteger CT
contra a apoptose.

Porém pouco se sabe sobre o nicho de CT da medula éssea fetal. Sabe-se que os tecidos
fetais (TF) sdo compostos por nichos transitérios, sendo uma fonte em potencial para a
investigacdo de nichos de CT, pois apresentam propriedades primitivas e possuem um
potencial intermediario entre as células-tronco embrionarias (células pluripotentes derivadas do
embrido) e as células-tronco adultas (CTA) (THOMSON et al. 1998). CTM ja foram isoladas a
partir de medula 6ssea de fetos humanos, as quais demonstraram alto potencial de proliferacao
in vitro com capacidade de diferenciar em tecidos mesodermais (CAMPAGNOLI et al., 2001).
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Por este motivo, o presente estudo visa identificar morfologicamente as CT residentes na
medula éssea de fetos de caes através da analise morfolégica e ultraestrutural destas células.
Desta forma iremos contribuir diretamente com as pesquisas de biologia do desenvolvimento e
terapia celular, sendo que estes procedimentos sao realizados com grande éxito em modelos
animais.

O objetivo do presente trabalho foi identificar morfologicamente as CT e as células residentes
no nicho medular fetal canino.

MATERIAS E METODOS

Para o desenvolvimento do trabalho foram utilizados seis fetos que tinham idade gestacional
entre 40 a 60 dias de gestacdo. As idades foram determinadas através da técnica de Crow-
rump (EVANS E SACK, 1963). Todos os animais utilizados na pesquisa eram oriundos de
campanhas de castracdo realizadas na cidade de Sdo Paulo. As células da medula 6ssea
foram coletadas a partir do osso fémur através da lavagem do canal medular, com auxilio de
uma seringa de 3-ml e agulhas 25X7. A andlise morfoldgica das células derivadas da medula
Ossea de fetos caninos deu-se por meio da técnica de esfregaco celular sendo fotografadas
pelo microscopio invertido NIKON ECLIPSE TS100, enquanto que a analise
morfolégica foi promovida através da técnica rotineira de microscopia eletrénica de
transmisséao.

RESULTADO E DISCUSSAO

Em caes, ha indicios que atividade hematopoiética pode ser detectada na terceira semana de
vida pré-natal (JAIN, 1993) enquanto que em humanos a atividade hematopoética pode ser
observada com 11 a 12 meses de gestagao (CHARBORED et al. 2002). Isto pode ser
confirmado em nossos estudos em fetos de cdes com aproximadamente 60 dias de gestacao,
nos quais identificamos células hematopoéticas maduras no esfregagco medular. Fato
evidenciado pela grande quantidade de hemacias presentes nos esfregagos sanguineos, além
de nitidas variedades morfolégicas dos progenitores e precursores hematopoéticos em
diferentes graus de maturacao celular.

Dentre a linhagem hematopoiética destacam-se: rubriblastos, rubricitos policrométicos,
metarrubricitos, reticuldcitos e eritrocitos. Em caes adultos a série de maturacao eritrocitica
possuia coloragédo azulada intensa, tanto o citoplasma quanto o nucleo (JAIN, 1993). Dentre a
linhagem granulocitica identificou-se, mieloblastos, promieldcitos, mielécito neutréfilo e ao
comparar com a medula éssea adulta de caes nao foram identificados somente os mieldcitos
(JAIN, 1993). Foi constatada a pequena presenca de precursores plaquetarios quando
comparado com os demais tipos celularesa Estes dados sdo compativeis com os resultados
encontrados para cées adultos e humanos em outros trabalhos ( JAIN, 1993).

Através da microscopia eletrbnica de transmissdo foi possivel identificar células com
caracteristicas similares & CT, que incluem ndcleo celular grande e escasso citoplasma.
Apresentam cromatina eletrodensa disposta de forma homogénea no nucleo, enquanto que
outras células eram caracterizadas por apresentar o nicleo com variacdes de eletrodensidade,
sendo dividido em regides eletrodensas (heterocromatina), localizada na periferia nuclear e
areas menos eletrodensas (disposta na regido central do nudcleo (eucromatina). Quando
comparamos a morfologia de células indiferenciadas com células em estagios mais avangados
de diferenciagdo, observamos sinais de condensagcdo da cromatina. Células com
caracterisiticas similares foram identificadas na medula éssea de fetos de camundongos sendo
denominada pelos autores como “very smal embryonic like cell” (KUCIA et al. 2006). Estas
células expressavam marcadores de CT embrionarias; demonstrado na medula.

CONCLUSAO
Ao realizar-se a pesquisa podemos dizer que a medula éssea de fetos caninos com 60 dias de

gestacdo apresenta morfologicamente similar aos tipos celulares encontrados na medula 6ssea
adulta com grande numero de CT, e células diferenciadas, o que indica a sua plena atividade.
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Desta forma a medula 6ssea fetal canina pode ser considerada uma fonte de isolamento e
expansao de CT e progenitores, podendo ser considerada uma nova fonte para a obtencéo de
CT.
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