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RESUMO: As células-tronco mesenquimais (CTM) são progenitores multipotentes que podem 
se diferenciar em múltiplas linhagens diferenciadas terminais, incluindo tecidos ósseos, 
cartilaginosos, musculares, nervosos, adiposos e células estromais da medula in vivo e in vitro.  
Estas células são além de serem isoladas a partir da medula óssea adulta podem ser isoladas 
da medula óssea fetal. No entanto, há pouco estudo referente à técnica de isolamento das 
CTM da medula óssea fetal. Desta forma, o trabalho propôs isolar CTM a partir de fetos 
caninos com base na metodologia estabelecida para a obtenção de CTM a partir da medula 
óssea adulta de humanos. Para isto foram utilizados 12 úteros de cadelas prenhes para a 
coleta do aspirado medular a partir do osso fêmur.O meio de cultivo de eleição foi o alfa-MEM e 
15% de soro fetal bovino o qual propiciou o isolamento de CTM-CD44 positivas. 
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INTRODUÇÃO 
  
As células-tronco (CT) podem ser classificadas em três categorias de acordo com o período de 
isolamento durante a ontogênese: embrionária, fetal e adulta. Dentre estas categorias 
destacam-se as CT isoladas do feto por apresentarem amplo potencial de diferenciação maior 
que as CT adultas e não apresentarem questionamento ético quanto sua utilização. Estas 
células diferem das demais células do organismo por apresentarem três características: são 
indiferenciadas e não-especializadas; são capazes de se multiplicar por longos períodos 
mantendo-se indiferenciadas de forma que um pequeno número pode originar uma grande 
população de células semelhantes; e são capazes de se diferenciar em células especializadas 
de um tecido em particular (ZAGO e COVAS, 2004; GAGE, 2000). 
As CT diferem principalmente quanto à plasticidade ou potencia, podendo ser hierarquicamente 
classificada como: totipotente (aquelas que se diferenciam em todas as células do organismo, 
incluindo placenta e os anexos placentários); pluripotente (diferenciam em células dos três 
folhetos germinativos); multipotente (diferenciam em mais de um tipo celular, porém não 
necessariamente em todos os tipos celulares de uma dada camada germinativa) e as CT 
unipotente (aquelas que diferenciam somente em um tipo celular, como por exemplo músculo e 
neurônio) (ABDULRAZZAK  et al., 2010). 
As CTM enquadram na categoria de CT multipotente, estas células são isoladas dos mais 
diversos tipos de tecidos do organismo fetal e adulto (HAYNESWORTH et al.,1992). As CTM 
foram primeiramente isoladas a partir da medula óssea adulta por Friendenstein (1970) sendo 
classificadas como precursores fibroblásticos da medula óssea. A partir daí, Caplan (1991), 
Pittenger et al., (1999) e Colter (2000) purificaram, expandiram e caracterizaram estas  células 
sendo definidas pelos autores como CTM. Características das CTM incluem morfologia 
fibroblastoíde in vitro, alta capacidade de expansão e capacidade de diferenciar em diversos 
tecidos mesodermais como: fibroblastos, osteoblastos, adipócitos e condrócitos (DEANS e 
MOSELEY, 2000). 
As CTM são as CT mais estudadas nas pesquisas com CT por serem facilmente obtidas e não 
possuir questionamento ético quanto sua utilização nas pesquisas com CT. No entanto, pouco 
se sabe sobre o isolamento de CTM a partir dos tecidos fetais, em particular a medula óssea 
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fetal. Desta forma, o estabelecimento de condições para o isolamento, bem como a idade fetal 
adequada, para o isolamento de CTM de cães fornecerá resultados que podem ser aplicados 
com segurança para humanos uma vez que, que o cão apresenta semelhança morfológica e 
fisiológica aos humanos quando comparados com os demais modelos experimentais 
(camundongos e ratos). 
O presente trabalho visa isolar e expandir in vitro CTM a partir da medula óssea de fetos 
caninos, com base nos protocolos já estabelecidos para o isolamento de CTM de medula 
óssea adulta de humanos e camundongos. 
 
MATERIAIS E MÉTODOS 
 
Foram utilizados12 úteros oriundos de campanhas de castração do Centro de Controle de 
Zoonoses da cidade de São Paulo. Os fetos tinham gestacional entre 40 a 60 dias de gestação. 
As idades foram determinadas através da técnica de Crow-rump (EVANS E SACK, 1963). A 
coleta de medula óssea canina deu-se a partir do osso fêmur, através da lavagem do canal 
medular, com auxilio de uma seringa de 3-ml e agulhas 25X7. Após, as células foram 
submetidas a protocolo de separação de células mononucleares com o auxilio Ficoll-Paquetm 
Plus, seguida do plaqueamento em placas de cultivo com os meios de cultivo alfa-MEM 
suplementado com 15 % de SFB e 1%Estreptomicina/Penicilina. Estas células foram incubadas 
a uma temperatura de 37,0 oC, com umidade relativa próxima de 100% e atmosfera gasosa de 
5% de CO2. Após o isolamento as células foram expandidas e avaliadas morfologicamente 
através do microscópio invertido NIKON ECLIPSE TS100 e caracterizadas fenotipicamente 
através de marcadores de CTM (CD117, CD44, CD90 e CD29 e de células-tronco 
hematopoéticas e endoteliais como CD31, CD13, CD45 e CD14 através da técnica de 
citometria de fluxo (CAPLAN , 1991; KOLF et al., 2007). 
 
RESULTADOS E DISCUSSÃO 
  
Ao analisar o cultivo celular das células mononucleares aderentes da medula óssea de fetos 
caninos, constatamos que é possível isolar e expandir células com características similares as 
CTM a partir da medula óssea fetos caninos com 60 dias de gestação. Amostras da medula 
óssea com 40 e 50 dias de gestação não foram eficientes para o isolamento de CTM. Isto pode 
ser justificado, pois os nichos de CT nos tecidos fetais são transitórios. As CT nos tecidos fetais 
possuem características específicas que são dependentes do tecido de origem e período 
gestacional, que foram isoladas (WENCESLAU et al., 2011).  O que indica um alto nível de 
heterogeneidade dentro de um pool de CT nos tecidos fetais. Desta forma, confirmamos a 
existência CTM na medula óssea fetal no período aproximado de 60 dias de gestação de fetos 
de cães, enquanto que para humanos e camundongos o período de isolamento corresponde ao 
primeiro trimestre de gestação (ZANJANI et al., 1993; CLAPP et al., 1995; TAVIAN et al., 
1999). 
A obtenção das células mononucleares foi através da separação por gradiente de densidade 
com auxílio do Ficoll-Paque-plus, método este, já estabelecido para obtenção de CTM adultas. 
Após um período de 48 horas de cultivo foram identificadas as primeiras colônias de células 
aderentes com morfologia fibroblastoíde, dados estes anteriormente descritos para a CTM 
adultas (CAPLAN, 1991; FRIEDENSTEIN  et al., 1970; PITTENGER et al., 1999). 
A escolha do meio de cultivo adequado é outro fator primordial para o sucesso do cultivo 
celular de CT. Com base na literatura para o isolamento de CTM da medula óssea adulta 
utilizamos o meio de cultivo alfa-MEM com 15% de SFB o qual, forneceu o isolamento de CTM 
com morfologia homogênea e com uma regular taxa de expansão celular. Dados semelhantes 
foram demonstrados por trabalhos anteriores em humanos (FRIEDENSTEIN et al., 1970; 
PITTENGER et al., 1999).  
Após a expansão celular, as CTM foram submetidas á técnica de citometria de fluxo a fim de 
verificar o caráter fenotípico das CTM, uma vez que, que não expressam somente um 
marcador específico. As CTM adultas expressam classicamente uma gama de marcadores 
mesenquimais como CD105, CD73, CD90 e C44 (expressão em torno de 90%) e são negativas 
para marcadores de CT endoteliais e hematopoéticas CD45, CD34, CD14 ou CD11b, CD79a 
ou CD19, e HLA (KOLF et al., 2007). Dentre os marcadores enumerados acima, as células 
derivadas da medula óssea fetal canina foram positivas somente para o anticorpo de adesão 
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celular (CD44), na porcentagem de 96, 55%. Este anticorpo é um receptor de adesão celular, 
sendo o principal ligante hialurônico e componente comum da matrix extracelular. Porém, todos 
os outros anticorpos sugestivos para CTM foram negativos. O alto valor da expressão do 
anticorpo CD44 demonstrado pelas células da medula óssea canina sugere-se, que são CTM. 
CTM isoladas de humanos e camundogos de outras fontes adultas também expressaram a 
mesma  proteína (CAPLAN, 1991; PITTENGER et al., 1999; CAMPAGNOLI et al., 2001). 
 
CONCLUSÃO 

 
A metodologia empregada para isolamento de CTM adulta de humanos e camundongos é 
eficiente para o isolamento de CTM de medula óssea fetal canina. 
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