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As Ciências Biológicas é o campo do conhecimento que estuda a vida 
sob seus diferentes aspectos, como a fauna, a flora e outros seres vivos — 
inclusive o ser humano – além da forma como ela interage com o meio ambiente 
no planeta como um todo. As pesquisas realizadas por décadas abordando essa 
área nos forneceu dados para discutirmos a origem, a evolução, a adaptação 
e o funcionamento das espécies, bem como as relações dos organismos entre 
si, o que é extremamente importante para a implementação de políticas de 
conservação dos recursos naturais e de manutenção de espécies ameaçadas 
em extinção. Por outro lado, as Ciências Biológicas consegue interagir em nível 
científico com áreas como a indústria, a tecnologia farmacêutica, a pesquisa de 
base, a educação, a biomedicina, a medicina etc. 

Na obra aqui apresentada, “Ciências Biológicas: Tendências temáticas, 
realidades e virtualidades”, é proposta uma discussão sobre implementação 
de novas tecnologias, educação e conservação através de seus 10 capítulos, 
compostos por artigos científicos originais e revisões bibliográficas atuais, 
baseadas em trabalhos de pesquisa realizados em universidades e importantes 
centros de pesquisa. Por apresentar uma diversidade de temas bastante ampla 
em seu conteúdo, esta obra se torna perfeita para trazer ao seu leitor um olhar 
diferenciado, apresentando diferentes áreas profissionais se conectando e 
usando as Ciências Biológicas como fio condutor, agregando conhecimento 
atual e aplicado. 

A Atena Editora, prezando pela qualidade, conta com um corpo editorial 
formado por mestres e doutores formados nas melhores universidades do 
Brasil para revisar suas obras; isto garante que você terá uma obra relevante e 
qualidade em suas mãos. Esperamos que você aproveite. Boa leitura!

Daniela Reis Joaquim de Freitas
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CARACTERIZAÇÃO COMPARATIVA DE CÉLULAS 
ESTROMAIS MESENQUIMAIS DE TECIDO 

ADIPOSO DE ANIMAIS DE COMPANHIA (CÃES E 
GATOS)

Leonardo Carlos Wendhausen de 
Oliveira

Universidade Federal de Santa Catarina 
— UFSC

Florianópolis — Santa Catarina
http://lattes.cnpq.br/6696397852326543

Andréa Gonçalves Trentin
Laboratório de Células-Tronco e 

Regeneração Tecidual da Universidade 
Federal de Santa Catarina — LACERT 

(UFSC)
Florianópolis — Santa Catarina

http://lattes.cnpq.br/6175285839739641

RESUMO: As células estromais 
mesenquimais (CEM) vêm sendo 
extensivamente investigadas quanto ao 
seu potencial de uso terapêutico, tanto 
em humanos quanto em animais, devido 
à sua plasticidade, propriedades anti-
inflamatória e imunorreguladora. Nesse 
contexto, as CEM de tecido adiposo (CEM-
TA) representam uma boa alternativa, uma 
vez que podem ser obtidas de descartes 
cirúrgicos, como os de cirurgias eletivas 
de castração de cães e gatos que ocorrem 
rotineiramente nas clínicas veterinárias. 
Todavia, para explorar o potencial clínico 

das CEM-TA, é necessário a caracterização 
in vitro dessas células. Sendo assim, 
este trabalho teve como objetivo analisar 
comparativamente CEM-TA caninas e 
felinas no que se referre à migração e 
proliferação celular e alterações nucleares.
PALAVRAS-CHAVE: Cultura celular; 
biobanco; Felis catus; Canis lupus 
familiares.

COMPARATIVE CARACTERIZATION 
OF MESENCHYMAL STROMAL 

CELLS FROM ADIPOUSE TISSUE OF 
COMPANION ANIMALS (DOGS AND 

CATS)
ABSTRACT: Mesenchymal stromal cells 
(MSCs) have been extensively investigated 
for their therapeutic potential both in humans 
and in animals, due to their plasticity, 
anti-inflammatory and immunoregulatory 
properties. In this sense, MSCs derived 
from adipose tissue (ADSCs) represent 
a good alternative, since they can be 
obtained from surgical discards, such as 
elective castration surgeries of dogs and 
cats that occur routinely in veterinary clinics. 
However, to explore the clinical potential 
of ADSCs, it is necessary to characterize 
these cells in vitro. Thus, this study aimed 
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to comparatively analyze canine and feline ADSCs concerning cell migration and proliferation 
and nuclear alterations.
KEYWORDS: Cell culture; companion animals; biobank; Felis catus; Canis lupus familiares.

1 |  INTRODUÇÃO 

1.1 Células-tronco
O termo ‘célula-tronco’ já possui mais de cem anos e foi utilizado em diferentes 

contextos com diferentes significados. Em 1868, Ernst Haeckel usou o termo para cunhar 
o organismo unicelular do qual derivam todos os seres multicelulares, porém na terceira 
edição do livro Anthropogenie (1877), ele o usa para nomear o ovócito após a fertilização. 
Já em 1896, o termo foi usado por Pappenheim para descrever células precursoras de 
hemácias e glóbulos brancos (RAMALHO-SANTOS; WILLENBRING, 2007). Atualmente, 
célula-tronco é uma definição funcional: são células precursoras, embrionárias ou adultas, 
capazes de se autorrenovar e dar origem a outros tipos celulares. Elas também podem 
ser classificadas com base no potencial de diferenciação da qual, indo do maior para o 
menor, se nomeia: totipotente, pluripotente e multipotente (CHAGASTELLES; NARDI, 
2011; SOBHANI et al, 2017).

Um tipo de célula-tronco que vem ganhando destaque ultimamente, é célula 
estromal mesenquimal (CEM), que corresponde a células multipotentes com potencial de 
diferenciação ósseo, adiposo e cartilaginoso dentre outros (SOBHANI et al, 2017).

1.2 CEM
Inicialmente descritas por volta da década de 1970 por Friedenstein, Gorskaja e 

Kulagina (1976) na medula óssea de camundongo, como células aderentes ao plástico dos 
frascos de cultura e com morfologia similar à de fibroblasto (FRIEDENSTEIN; GORSKAJA; 
KULAGINA, 1976; LEVY et al. 2020) e com origem no estroma da medula óssea (BIANCO; 
ROBEY; SIMMONS, 2008). Caplan (1991) foi o primeiro a nomeá-las de ‘célula-tronco 
mesenquimal’, porém, Bianco, Robey e Simmons (2008) usaram esse termo para designar 
células progenitoras derivadas do mesoderma com potencial de diferenciação para linhagem 
de tecidos esqueléticos e não-esqueléticos, existente em outros tecidos conjuntivos além 
da medula óssea.

Com o crescente interesse nas CEM, surgiram inconsistências devido à grande 
variabilidade nos estudos. Para resolver esse problema o International Society for Cellular 
Therapy (ISCT) estabeleceu critérios para a sua definição, incluindo a capacidade de 
diferenciação in vitro para osteoblastos, condrócitos e adipócitos, presença de marcadores 
mesenquimais de superfícies, adesão ao plástico e morfologia fibroblastóide (DOMINICI 
et al., 2006). Vale ressaltar que existem discussões sobre a classificação das CEM como 
células-tronco devido à sua grande heterogeneidade e forma de obtenção, lacuna de 
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conhecimento preciso sobre sua funcionalidade e localização in vivo, assim como a falta 
de marcadores adequados (LINDNER et al., 2010; VISWANATHAN et al., 2019). Por isso, 
o termo célula-tronco mesenquimal tem sido utilizado em menos frequência e substituído 
por células estromais mesenquimais (RENESME et al., 2022), sendo assim a nomenclatura 
utilizada neste trabalho.

1.3 Potencial terapêutico das CEM
As CEM apresentam um grande potencial terapêutico, a exemplo de seu secretoma 

que inclui fatores de crescimento e imunomodulatórios capazes de ativar nas células alvo 
vias anti-apoptóticas e de sobrevivência promovendo melhora do reparo e da regeneração 
de tecidos (HARRELL et al., 2019). Como apontado por Voga et al. (2020), apesar de 
inicialmente ter sido sugerido que que essas células fossem capazes de se diferenciar e 
substituir as que tecido danificado, é atualmente aceito que suas propriedades terapêuticas 
sejam em grande parte promovidas pelo efeito parácrino, secreção de vesículas 
extracelulares, transferência de organelas e apoptose mediada por imunorregulação. 
Ademais, esses autores salientam a facilidade de obtenção das CEM a partir de diferentes 
tecidos incluindo o tecido adiposo e a medula óssea. Outro ponto positivo, é a menor 
implicação ética relacionada à sua utilização.

O interesse terapêutico repercute na medicina veterinária, a exemplo do trabalho 
de Olsson et al. (2021). Trata-se de uma revisão sistemática da literatura na qual se 
constatou que, tanto em transplantes autólogos quanto os alogênicos, as CEM do tecido 
adiposo (CEM-TA) correspondem a uma terapia promissora, uma vez que houve melhora 
nos quadros de dor, amplitude de movimento e claudicação de cães com osteoartrite 
nas articulações do quadril com apenas uma dose de células. Entretanto, esses mesmos 
autores alertam para a falta de padronização nos protocolos utilizados e de estudos que 
acompanhem os pacientes por um período maior de tempo.

Tendo em vista seu potencial terapêutico na medicina veterinária e falta de 
caracterização desse tipo celular, assim como o fato de que cães e gatos são animais de 
companhia que eventualmente necessitam de tratamento veterinário; se torna necessário 
uma melhor caracterização das CEM-TA dessas duas espécies. Desse modo, este trabalho 
avaliou de modo comparativo a proliferação e migração celular e alterações nucleares das 
CEM-TA de cães e gatos em cultura de células.

2 |  MATERIAIS E MÉTODOS
Para comparar os aspectos básicos das CEM-TA de cães (CEM-TAC) e de gatos 

(CEM-TAF) foram realizadas a análise do Tempo de Duplicação Celular (TDC), o ensaio 
de micronúcleo com bloqueio de citocinese e o cell scratch assay para avaliação da 
proliferação, alterações nucleares e migração celular, respectivamente.  
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2.1 Obtenção das células
Foram utilizadas CEM-TA previamente isoladas e criopreservadas no biobanco do 

Laboratório de Células Tronco e Regeneração Tecidual (LACERT) da Universidade Federal 
de Santa Catarina (UFSC) a partir descartes de cirurgias eletivas de castração de cães 
e gatos (machos e fêmeas) (ovariosalpingohisterectomia e orquiectomias) realizadas 
em clínicas veterinárias conveniadas ao LACERT-UFSC na localidade de Florianópolis e 
região, mediante a assinatura do Termo de Termo de Consentimento Livre e Esclarecido 
pelos tutores dos animais. Este trabalho conta com aprovação pela Comissão de Ética 
no Uso de Animais da Universidade Federal de Santa Catarina (Protocolo 1852210519, 
CEUA/UFSC), estando de acordo com os princípios éticos de experimentação animal do 
Colégio Brasileiro de Experimentação Animal (COBEA). 

2.1.1 Coleta, isolamento, cultivo e criopreservação

A coleta se constituiu das seguintes etapas: o fragmento de tecido adiposo da região 
abdominal foi recolhido de forma antisséptica, lavado duas vezes em solução tampão 
fosfato-salino (PBS – do inglês Phosphate Buffered Saline), e transferido para recipiente 
contendo Meio de Eagle modificado por Dulbecco (DMEM – do inglês Dulbecco’s Modified 
Eagle Medium) acrescido de solução de antibiótico a 0,5% contendo penicilina ([200 U/
mL]; Sigma-Aldrich) e estreptomicina ([10 μg/mL]; Sigma-Aldrich). A seguir o tecido foi 
fragmentado em porções menores com bisturi (GONÇALVES et al., 2018; LIMA, 2022) e 
submetido à dissociação enzimática. Para tanto, os fragmentos foram transferidos para 
tubos cônicos e incubados com colagenase tipo I por 60 minutos, seguido por solução de 
lise de hemácias por 10 minutos para depois ser centrifugado a 300g por 5 minutos para 
formar o pellet que foi ressuspendido no meio de cultura acima e filtrado em malha com 
poros de 40 µm. A suspensão celular resultante foi semeada em garrafa de cultura de cultivo 
e mantida a 37ºC, 5% de CO2 e 95% de umidade até atingirem a confluência de 80%. O 
meio de cultura foi trocado a cada 2 dias de cultivo. Após a confluência, as monocamadas 
foram lavadas com PBS e dissociadas com solução de tripsina/ ácido etilenodiamino tetra-
acético (EDTA) para descolamentos das células da garrafa de cultura. O procedimento foi 
repetido até a passagem 3 (P3) para a realização dos experimentos. (LIMA, 2022; ZOMER, 
2018).

Para o processo de criopreservação, amostras de 1 x 106 células foram ressuspendidas 
em solução criopreservadora (DMEM com 10% soro fetal bovino – SFB – acrescido de 
10% dimetilsulfóxido) e mantida em nitrogênio líquido. O descongelamento foi realizado 
em DMEM/10% SFB seguido de centrifugação a 300g por 5 minutos. O sobrenadante foi 
descartado e as células semeadas em garrafas de cultivo (LIMA 2022).
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2.2 Análise do tempo de duplicação celular
Para avaliar a proliferação, CEM-TA de ambas as espécies foram semeadas 

em cinco poços de placas de cultivo. Em intervalos de 24 horas (24, 48, 72, 96 e 120 
horas), as células de cada poço foram descoladas por tripsinização como descrito acima 
e contadas utilizando-se da câmara de Neubauer. Esse procedimento se baseou no 
protocolo estabelecido por Lima (2022) e Gonçalves et al. (2018) com alterações e aplicada 
a seguinte fórmula de acordo com Roth (2006):

                  TDC =                             Duração (log2)                               
           log (Concentração final) – log (Concentração inicial)

2.3  Cell scratch assay 
Sua realização se deu com base nos procedimentos de Lima (2022), Zhang et al. 

(2013) e Zomer et al. (2019) com alterações. Para tanto, 2 x 104 células por poço foram 
cultivadas em triplicata até atingirem 80% de confluência. As monocamadas foram então 
incubadas com 0,5 mg/mL mitomicina diluída no meio de cultura durante 2 horas. Após 
lavagem com PBS foram realizadas lesões na monocamada por raspagem em forma de 
cruz com ponteiras de 200µL esterilizada. Após nova lavagem, as culturas foram mantidas 
nas condições de cultivo como descrito no Item 2.1.1. O fechamento da lesão foi mensurado 
a intervalos de 24 horas com auxílio do software ImageJ (NIH).

2.4 Ensaio de micronúcleo com bloqueio de citocinese
Para tanto, as culturas celulares foram incubadas em 5mg/ml de citocalasina B a 

37ºC por 48 horas. A seguir, as células foram descoladas da placa de cultivo em solução de 
tripsina/EDTA como descrito previamente no item 2.1.1. O precipitado celular foi mantido 
por 3 minutos em solução hipotônica (1% DMEM, 0,075% cloreto de potássio em água 
destilada). Por fim, as células foram fixadas em lâminas histológicas (90% de metanol e 
10% de ácido acético por 30 minutos), coradas com 0,5% de Giemsa e observadas em 
microscópio de luz (ZOMER 2019; FENECH, 2007). 

Para contar as alterações nucleares e o número de núcleos foi seguido os critérios 
estabelecidos por Fenech et al. (2003), utilizando-se a equação para calcular o Índice de 
Divisão Nuclear (NDI):

NDI =   (M1+ 2.M2 + 3.M3 + 4.M4) 
           N

Onde N é o número de células totais viáveis das quais se contaram quinhentas para 
cada doador. Enquanto M1, M2, M3 e M4 se referem a células com uma quantidade de 
núcleos de um a quatro respectivamente (FENECH, 2007). 
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3 |  RESULTADOS

3.1 Tempo de duplicação celular
O gráfico da Figura 1 demonstra a curva de crescimento das CEM-TAC e CEM-TAF. 

O TDC das CEM-TAC foi de 21,95 horas e o das CEM-TAF de 43,14 horas.

Figura 1 – Gráfico de comparação entre as curvas de crescimento de CEM-TAC e CEM-TAF

Fonte: Elaborado pelos autores

CEM CEM-TAF CEM-TAC

TDC (horas) 43,14 21,95

Tabela 1 – Alterações nucleares

Fonte: Elaborado pelos autores

Com isso pode-se verificar que as células as CEM-TAC apresentam maior 
proliferação e levam menos tempo para duplicar. Além disso, foi observado um aumento do 
crescimento celular a partir de 72 horas de cultivo nos dois casos, porém mais acentuado 
para as CEM-TAC.

3.2  Cell scratch assay
Esse ensaio revelou que as CEM-TAF fecharam a ranhura mais rapidamente que as 

CEM-TAC de modo a não apresentar nenhuma abertura após 48 horas. Também pode ser 
observado que o desvio padrão (DP) é maior nas 24 horas anteriores ao fechamento total. 

Vale ressaltar que na Tabela 2 se apresenta as médias das triplicatas e o DP, e 
também que valores de 100% significam que a ranhura está completamente aberta e de 
0%, completamente fechada. 
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Poço 0 Horas 24 Horas 48 Horas 72 Horas

CEM-TAF 100% DP=0 19,20% DP=14,3 0% DP=0 0% DP=0

CEM-TAC 100% DP=0 70,52% DP=2,3 38,24% DP=14,85 0% DP=0

Tabela 2 – Fechamento de ranhura

Fonte: Elaborado pelos autores

3.3 Ensaio de micronúcleo com bloqueio de citocinese
Como já previamente descrito no item 2.4., os núcleos foram contados e classificados 

nas categorias M1, M2, M3 e M4. As CEM-TAF apresentam um maior número de células 
M2 enquanto as CEM-TAC são mais numerosas em M3 e M4. Além disso, as CEM-TAC 
apresentaram um NDI maior que as CEM-TAF como demonstrado na Tabela 3.

Foi avaliada a presença das alterações nucleares micronúcleos (MNi), pontes 
nucleoplasmáticas (NPB) e brotos (NBUD), demonstrado na Tabela 4. 

Figura 2 – Gráfico comparativo do número de células contadas

Fonte: Elaborado pelos autores

Doadores CEM-TAF CEM-TAC

NDI 1,5 1,6

Tabela 3 – NDI

Fonte: Elaborado pelos autores
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Alterações CEM-TAF CEM-TAC

MNI 2 9

NPB 2 11

NBUD 4 5

Tabela 4 – Alterações nucleares

Fonte: Elaborado pelos autores

4 |  DISCUSSÃO E CONCLUSÃO 
Os resultados demonstraram maior proliferação das CEM-TAC em relação às CEM-

TAF pela análise da sua curva de crescimento, especialmente após as 72 horas de cultivo 
e maior presença de células classificadas como M3 e M4, acompanhado de maior número 
de alterações nucleares. Ressalta-se, no entanto, a necessidade de melhor caracterização 
de ambas as linhagens com relação à estabilidade nuclear, à senescência replicativa e às 
características morfológicas de células senescentes como descrito por Bonab et al. (2006).

Apesar do cultivo ter sido similar para as CEM-TAC e CEM-TAF, foi obtido um maior 
número de alterações nucleares nas primeiras. Entretanto deve-se considerar as limitações 
do corante Giemsa e sua tendência a levar a falsos positivos (TAKEIRI, 2017). É possível 
que CEM-TAC atinjam a senescência replicativa em mais cedo devido ao maior número de 
mitoses do que as CEM-TAF e resultando assim em maior número de alterações nucleares. 
Destaca-se o maior número de M3 e M4 em CEM-TAC. Efeito similar foi descrito por Delben 
et al. (2021) em que as CEM-TA da face humana apresentavam maior integridade genômica, 
proliferavam mais devagar e indicavam menor envelhecimento em comparação às de 
origem abdominal. Por outro lado, apesar das CEM-TAF apresentarem menor proliferação, 
demonstraram maior migração uma vez que fecharam a ranhura na monocamada mais 
rapidamente. Também se torna é preciso salientar que tanto CEM-TAF quanto CEM-TAC 
apresentaram uma maior variação nas 24 horas que antecederam o fechamento completo. 
Mais testes são necessários para confirmar o resultado, especialmente ensaio de scratch 
com menores intervalos de tempo (como 12 horas, por exemplo) e da utilização de outros 
corantes junto ao Giemsa no ensaio de micronúcleo com bloqueio de citocinese. 

Ao considerar o contexto do qual pesquisas de terapias celular na medicina 
veterinária tem usado transplantes de CEM com melhora no quadro de cães com osteoartrite 
(OLSSON et al., 2021). Ademais, foi observada melhora na locomoção de ratos com injúria 
na medula espinal promovido pelo transplante de CEM de derme humana (MELO et al., 
2016). Em conjunto esses resultados demonstram a necessidade de aprofundamento dos 
ensaios in vivo no intuito de descrever de maneira mais minuciosa o comportamento de 
migração das CEM-TAF e das CEM-TAC, preferencialmente com um acompanhamento do 
animal por mais de 6 meses. A falta de estudos que vão para além desse período é uma 
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limitação para se demonstrar a efetividade de algumas terapias como apontada por de 
Olsson et al. (2021). Porém também se apresenta a demanda de testes in vitro do cultivo 
dessas linhagens para desvendar quais mecanismos geram essas diferenças.
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