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Resumo 
Objetivou-se estabelecer um protocolo para extração, cultivo e expansão de células tronco 
mesenquimais (CTM), utilizando-se 3,0 mL da medula óssea e 3,0 cm3 de tecido adiposo do 
subcutâneo de três cães machos com seis meses de idade. As amostras foram processadas e as 
células extraídas e cultivadas em DMEM. Para comprovação do isolamento de CTM, procedeu-se a 
caracterização fenotípica e a diferenciação osteogênica, adipogênica e condrogênica. As células 
isoladas apresentaram morfologia alongada e fusiforme e capacidade de se diferenciar em 
osteoblastos, adipócitos e condrócitos. A caracterização fenotípica revelou alta expressão de 
marcadores de CTM CD90 (80,04%) e CD29 (96%) nas células de origem medular e CD90 
(60,94%) e CD29 (77,08%) nas de origem adiposa. A expressão de marcadores hematopoiéticos foi 
baixa tanto nas células de origem medular CD45 (1,45%) e CD34 (1,53%), quanto nas de origem 
adiposa CD45 (1,45%) e CD34 (1,53%). As modificações e adaptações realizadas nos protocolos 
clássicos simplificaram o processo e foram eficientes, permitindo o isolamento e cultivo de CTM da 
medula óssea e do tecido adiposo de cães.  
Palavras-chaves: cultivo celular; diferenciação; medicina regenerativa. 
 
Abstract 
The objective of this study was to establish a protocol for the isolation and culture of mesenchymal 
stem cells (MSC) from bone marrow and adipose tissue of dogs. Three 6-month-old male dogs were 
used. Approximately 3.0 cm3 of adipose tissue and 3.0 mL of bone marrow were collected. The 
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samples were processed and the isolated cells were cultured in DMEM. The cells were subjected to 
phenotypic characterization and to osteogenic, adipogenic, and condrogenic differentiation to 
confirm the isolation of the MSC. The cells showed elongated and fusiform morphology and they 
were able to differentiate into osteoblasts, adipocytes, and chondrocytes. Phenotypic 
characterization revealed high expression of the MSC markers CD90(80.04%) and CD29(96%) in 
the cells from bone marrow and high expression of CD90(60.94%) and CD29(77.08%) in the cells 
from adipose tissue. In addition, phenotypic characterization revealed low expression of 
hematopoietic markers CD45(1.45%) and CD34(1.53%) in the cells from bone marrow and low 
expression of CD45(1.45%) and CD34(1.53%) in the cells from adipose tissue. Based on these 
results, the modifications applied to classical protocols simplified the process and proved to be 
efficient in the isolation, culture, and expansion of MSC isolated from the bone marrow and adipose 
tissue of dogs. 
Keywords: cell culture; differentiation; regenerative medicine.  
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Introdução 
 
 

As pesquisas com células tronco (CT) representam um dos maiores desafios da ciência atual. As CT 
são capazes de se proliferar e de se diferenciar em vários tipos celulares dependendo das condições 
de cultivo(1,2). Uma grande vantagem da terapia com CT recai sobre a utilização de células do 
próprio indivíduo sob tratamento sem risco de rejeição(3).  

As CT mesenquimais (CTM) são células multipotentes, encontradas entre as células diferenciadas 
de um tecido e com função de se auto-renovar e de se diferenciar, originando os tipos celulares do 
tecido no qual residem(1,4). Algumas pesquisas têm sugerido que as CTM apresentam potencial de 
diferenciação próximo ao das CT embrionárias, podendo originar células de vários tecidos(2,5), 
processo conhecido como plasticidade(1). As CTM podem originar células do tecido ósseo(6), 
tendíneo, cartilaginoso, adiposo e muscular e células não mesenquimais representadas pelas células 
neurais e epiteliais(7). Vários tecidos são fontes de CT mesenquimais adultas, em maior ou menor 
número. Dentre eles tem-se: sistema nervoso central, pele, sangue periférico, fígado, trato 
gastrointestinal(4), sistema nervoso periférico, pâncreas, vasos sanguíneos, coração, córnea, retina(1), 
músculo esquelético, membrana sinovial, periósteo(8), pulmão, líquido amniótico(9), sangue do 
cordão umbilical e placenta(3,9). Contudo, a medula óssea(6,10) e o tecido adiposo(6,11) são 
considerados os principais sítios de CTM devido à maior quantidade e facilidade de obtenção 
dessas células.  

As células tronco são hoje uma esperança para o tratamento de muitas doenças, mas seus protocolos 
de isolamento, cultivo e expansão são complexos e poucos detalhes metodológicos são apresentados 
nos estudos já publicados. Objetivou-se padronizar protocolos para extração, isolamento e expansão 
de células tronco mesenquimais de origem medular e adiposa em cães.  
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Material e Métodos 
 
 

Os procedimentos foram aprovados pelo Comitê de Ética em Experimentação Animal (CETEA) da 
UFMG (protocolo nº 157/2009). 

Utilizaram-se três cães, machos, intactos, sem raça definida, com seis meses de idade e massa 
corporal média de 15 kg. Como medicação pré-anestésica, os animais receberam 1 mg/kg IM de 
xilazina (Calmiun, Agener União, Brasil) e 15 mg/kg IM de quetamina (Vetanarcol, Konig, Brasil), 
na mesma seringa. O membro pélvico direito foi submetido à tricotomia e preparado para cirurgia 
asséptica. A veia cefálica foi canulada e os animais receberam 3 mg/kg de propofol (Fresofol, 
Fresenius Kabi, Brasil) IV para intubação e manutenção anestésica. Como analgésico e anti-
inflamatório foi administrado 0,2 mg/kg de meloxicam (Maxicam, Ouro Fino, Brasil) IM 
imediatamente após a indução anestésica.  

A colheita da medula óssea foi realizada por punção aspirativa no platô tibial, pelo acesso medial, 
entre o ligamento patelar e o ligamento colateral medial, com agulha 16 G com mandril, acoplada a 
uma seringa de 10 mL com 0,5 mL de heparina sódica (Parinex, Hipolabor, Brasil). Foi coletado 1,0 
mL de medula óssea de cada animal, totalizando 3,0 mL de amostra final. As amostras de tecido 
adiposo foram coletadas cirurgicamente do subcutâneo da região glútea imediatamente acima do 
trocanter maior, sendo aproximadamente 1,0 cm3 de cada animal, totalizando cerca de 3,0 cm3.  

Imediatamente após a coleta, as amostras de medula e de tecido adiposo foram colocadas 
separadamente em tubos falcon de 50 mL contendo 20 mL de meio de cultura Dulbecco’s Modiffed 
Eagle Medium baixa glicose (DMEM, Gibco, USA), à temperatura ambiente, e encaminhadas para 
sala de cultura para realização dos protocolos de extração para cada tipo de tecido. As amostras de 
tecido adiposo e de medula óssea foram processadas separadamente para a obtenção de células 
tronco mesenquimais e caracterização fenotípica.  

A amostra de medula óssea foi centrifugada por 10 minutos a 1400 rpm e levada para capela de 
fluxo laminar para manipulação asséptica. O sobrenadante foi desprezado e o pellet de células foi 
ressuspenso em 20 mL de meio de cultura para células tronco mesenquimais, DMEM com baixa 
glicose enriquecido com gentamicina (60 μg/L), penicilina (100 U/mL), estreptomicina (100 
μg/mL), anfotericina (25 μg/mL) [PAS, Sigma-Aldrich, USA] e 10% de soro fetal bovino (Sorali, 
Brasil). Uma alíquota de 2,0 mL do meio com as células ressupensas foi transferida para cada 
garrafa de cultivo celular T75 (TPP, Switzerland, Germany) e 8,0 mL de meio adicionados em cada 
garrafa, sendo feitas cinco garrafas. Realizou-se homogeneização e incubação em estufa a 37 oC e 
5% de CO2. Após 48 h, as células foram lavadas duas vezes com PBS 0,15 molar para remoção das 
hemácias e demais células não aderidas. O meio de cultivo foi trocado duas vezes por semana a fim 
de se eliminarem células hematopoéticas e adiposas não aderentes para obtenção somente de células 
tronco mesenquimais.  

As amostras de tecido adiposo foram manipuladas em capela de fluxo laminar. Duas lavagens das 
amostras foram realizadas com PBS 0,15 molar. Para digestão do tecido conjuntivo e liberação das 
células, as amostras foram colocadas em outro tubo falcon de 50 mL contendo 20 mL de uma 
solução estéril de colagenase B (Roche, Germany) 0,1% P/V. As amostras foram fragmentadas em 
aproximadamente de 1,0 a 2,0 mm de diâmetro com auxílio de uma tesoura cirúrgica. Em seguida, a 
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amostra foi encubada em estufa a 37 oC e 5% de CO2 durante 45 minutos e a cada 15 minutos foi 
realizada vigorosa agitação para facilitar o processo de digestão. Transcorrido o tempo de digestão, 
procedeu-se a centrifugação por 10 minutos a 1400 rpm. O sobrenadante contendo a fração adiposa 
foi descartado e o pellet foi ressuspenso em 10 mL PBS 0,15 molar para lavagem e retirada dos 
resíduos de colagenase.  

A amostra foi colocada em outro tubo falcon para reduzir a contaminação por gordura retida na 
parede do tubo e novamente centrifugada por 10 minutos a 1400 rpm. Após a centrifugação, o 
sobrenadante foi novamente descartado e o pellet, fração estromal, foi ressuspenso em 20 mL de 
meio de cultura para células tronco, o mesmo descrito para as células extraídas da medula. Uma 
alíquota de 2,0 mL do meio com as células ressupensas foi transferida para cada garrafa de cultivo 
celular T75 e 8,0 mL de meio foram adicionados em cada garrafa, sendo feitas cinco garrafas no 
total. Realizou-se homogeneização e incubação em estufa a 37 oC e 5% de CO2. Após 48 horas, foi 
realizada troca parcial do meio de cultura, renovando apenas 5,0 mL. Após mais 48 horas, as células 
foram lavadas duas vezes com PBS 0,15 molar para remoção de debris e células não aderidas. O 
meio de cultivo foi trocado duas vezes por semana a fim de se eliminarem células adiposas não 
aderentes garantindo a obtenção de células tronco mesenquimais. 

Assim que foi atingido 80 a 90% de confluência, realizou-se o repique das células. Para 
desprendimento das células, lavaram-se as garrafas com 10 mL de PBS 0,15 molar para retirada dos 
restos de meio de cultura, pois o soro fetal bovino pode inativar a tripsina. Após a lavagem, foi 
adicionado 1,5 mL de tripsina e a garrafa foi incubada por 10 minutos em estufa a 37o C e 5% de 
CO2. Transcorrido o tempo de ação da tripsina, a mesma foi inativada com 5,0 mL de DMEM 
enriquecido com 10% de soro fetal bovino. As garrafas foram então lavadas com o próprio meio 
para retirada das células e uma alíquota de 1,0 mL foi repicada para outra garrafa T75 com mais 9,0 
mL de meio de cultura.  

Após o terceiro repique, realizou-se a caracterização fenotípica das células quanto à expressão de 
CD90, CD29, CD45 e CD32. As células foram despendidas pela ação da tripsina e adicionou-se 1,0 
mL de solução PBS 0,15M + 10% SFB + 1% azida sódica à temperatura de 4 oC para fixação, 
evitando a internalização dos epitopos de interesse. As células foram quantificadas em câmara de 
Neubauer e semeadas na concentração de 1x105 células por poço em placas de 96 poços de fundo 
redondo. Foram feitos dois poços para controle negativo, dois poços para controle de marcação 
inespecífica só com anticorpo secundário (ab6730, abcam, Estados Unidos) e dois poços para cada 
marcador CD90 (ab22541, abcam, Estados Unidos), CD29-PE (ab64629, abcam, Estados Unidos), 
CD45 (ab22514, abcam, Estados Unidos) e CD32-PE (ab42902, abcam, Estados Unidos).  

Após o plaqueamento, realizou-se centrifugação a 1400 rpm durante 10 minutos, o sobrenadante foi 
descartado e 100 µL de anticorpo primário foram adicionados para cada marcador. A placa foi 
incubada protegida da luz a 4 oC por 30 minutos. Nos controles negativos e para marcação 
inespecífica adicionaram-se 100 µL de PBS 0,15M + 3% BSA. As diluições utilizadas para os 
anticorpos primários foram: 1/5 para o CD29-PE, 1/10 para o CD34-PE e 1/500 para o CD90 e 
CD45. A diluição dos anticorpos foi feita com solução de PBS 0,15 M + 3% BSA. Transcorrido o 
período de incubação, procedeu-se a centrifugação das células por 10 min a 1400 rpm e o 
sobrenadante foi descartado. As células foram lavadas três vezes com 200 µL de PBS 0,15 M + 3% 
BSA a 4 oC para a retirada dos anticorpos não ligados. Em seguida, 100 µL do anticorpo secundário 
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foram adicionados nos poços referentes ao controle de ligação inespecífica e anticorpos primários 
não conjugados com fluoróforo CD90 e CD45. Os demais poços, controle negativo, CD29-PE e 
CD34-PE receberam 100 µl de PBS 0,15 M + 3% BSA a 4 oC.  Incubaram-se as células por mais 30 
minutos protegidas da luz a 4 oC.  

Após o período de incubação, realizou-se centrifugação por 10 min a 1400 rpm, o sobrenadante foi 
descartado e as células foram submetidas a três lavagens com 200 µL de PBS 0,15 M + 3% BSA a 
4 oC para retirada dos anticorpos não ligados. Em seguida, ressuspenderam-se as células em 200 µL 
de PBS 0,15 M + 10% SFB + 1% azida sódica a 4 oC, por poço, e encaminhou-se para leitura no 
citômetro de fluxo FACScan (Fluorescence Activated Cell Analyser), empregando-se o software 
Cell Quest, com aquisição de 20000 eventos, tendo como parâmetros FSC e SSC em escala linear, 
FL1 (para FIFC) e FL2 (para PE) em escala logarítmica. Os dados foram analisados descritivamente 
pelo programa WinMDI por gráficos dot plot.  

Para diferenciação adipogênica, as células de cada grupo foram submetidas, separadamente, à ação 
da tripsina e plaqueadas na densidade de 1x104 células/cm2, em seis repetições em placas de seis 
poços. Após a obtenção de 60 a 70% de confluência celular, o meio basal foi substituído por meio 
adipogênico, que é constituído de DMEM enriquecido com soro fetal bovino (10%), dexametasona 
(1µM), insulina (10µL/mL), indometacina (100mM) e isobutilmetilxantina (500mM). Em seguida, 
cultivaram-se as células a 37 oC e 5% de CO2 por 21 dias e o meio de cultura foi trocado a cada 
quatro dias. Transcorrido esse período, as células foram fixadas em formalina 10% por 60 minutos, 
coradas pela técnica de Oil Red e avaliadas por microscopia óptica, para confirmação da 
diferenciação adipogênica.  

Para diferenciação condrogênica, as células de cada grupo foram submetidas, separadamente, à ação 
da tripsina, 1x105 células de cada grupo foram semeadas em tubos falcon de 15 mL e cultivadas em 
meio basal por 24 horas. Após esse período, o meio basal foi substituído por meio condrogênico, 
que é constituído de DMEM enriquecido com soro fetal bovino (1%), albumina sérica bovina 
(0,0125g/mL), piruvato (100µM), insulina (6,25µg/mL), transferrina (6,25µg/mL), ácido ascórbico 
(50µgM), dexametasona (100nM) e TGF-β1 (10ng/mL). Em seguida, as células foram cultivadas a 
37 oC e 5% de CO2 por 21 dias e o meio de cultura foi trocado a cada quatro dias. Transcorrido esse 
período, os pellets celulares foram fixados em formalina 10% por 60 minutos e processados pela 
técnica rotineira de inclusão em parafina. Cortes histológicos com 5,0 µm de espessura foram 
corados pela técnica de PAS e avaliados por microscopia óptica, para confirmação da diferenciação 
condrogênica. 

Para diferenciação osteogênica, as células de cada grupo foram submetidas, separadamente, à ação 
da tripsina e plaqueadas na densidade de 1x104 células/cm2, em seis repetições em placas de seis 
poços (Techno Plastic Products in Trasadingen, Alemanha). Após a obtenção de 60 a 70% de 
confluência celular, o meio basal foi substituído por meio osteogênico, que é enriquecido com ácido 
ascórbico (50 µg/mL), ß-glicerofosfato (Sigma-Aldrich, USA) (10 mM) e dexametasona (Aché, 
Brasil) (0,1 µM), acrescido de 10% de soro fetal bovino. Em seguida, as células foram cultivadas a 
37 oC e 5% de CO2 por 21 dias. Ao término desse período, as culturas foram fixadas em álcool 70% 
por 24 horas, coradas pelo método de Von Kossa adaptado de Alves et al.(6) e avaliadas por 
microscopia óptica, para confirmação da diferenciação osteogênica. 
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Resultados 

 

 

A coleta da medula via platô tibial e de tecido adiposo na região subcutânea glútea mostrou-se de 
fácil execução e sem complicações pós-operatórias. Os 3,0 mL de medula óssea e cerca de 3,0 cm3 
de adiposo foram suficientes para se realizar o isolamento das células tronco mesenquimais, 
obtendo-se células aderidas à superfície da garrafa de cultivo às 24 e 72 horas de incubação, 
respectivamente. A heparina na concentração utilizada impediu a coagulação da amostra de medula. 
O protocolo utilizado para digestão do tecido adiposo permitiu o isolamento das células tronco 
mesenquimais do tecido adiposo (CTM-AD). Os protocolos utilizados para isolamento e expansão 
das células tronco mesenquimais da medula óssea (CTM-MO) e CTM-AD foram eficientes e 
possibilitaram a manutenção de ambas as culturas até a décima passagem, quando foram 
descartadas. Tanto as CTM-MO quanto as CTM-AD apresentaram morfologia alongada, fusiforme, 
semelhante à morfologia de fibroblastos (Fig. 1).  

 

 
 

Durante a fase de isolamento, a adesão das CTM-MO foi observada às 48 horas e das CTM-AD às 
72 horas. No entanto, após a aderência, as CTM-AD apresentaram uma multiplicação mais rápida 
atingindo 80% de confluência aos sete dias de cultivo, enquanto as CTM-MO atingiram a mesma 
confluência aos 15 dias. As passagens foram realizadas em média a cada sete dias para as CTM-AD 
e 10 dias para as CTM-MO.  

Após o terceiro repique e caracterização fenotípica por citometria de fluxo, as CTM-MO 
apresentaram baixa expressão de marcadores de células hematopoiéticas CD45 (1,45%) e CD34 
(1,53%) e alta expressão de marcadores de células tronco CD90 (80,04%) e CD29 (96%) (Fig. 2).  

Decorrido o terceiro repique e a caracterização fenotípica por citometria de fluxo, as CTM-AD de 
cães apresentaram baixa expressão de marcadores de células hematopoiéticas CD45 (1,54%) e 
CD34 (0,88%) e alta expressão de marcadores de células tronco CD90 (60,94%) e CD29 (77,08%), 
(Fig. 3). Ambas as culturas apresentaram um crescimento mais lento a partir da oitava passagem. 

As CTM-AD e CTM-MO mostraram a formação de nódulos de mineralização após 21 dias de 
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cultivo em meio osteogênico, caracterizando sucesso na diferenciação osteogênica (Fig. 4). 
Verificou-se o acúmulo de vesículas lipídicas com aspecto birrefringente e coloração avermelhada 
por Sudan no interior do citoplasma das CTM-MO e CTM-AD após 21 dias de cultivo em meio 
adipogênico, o que caracteriza a diferenciação adipogênica dessas células (Fig. 4). Após 21 dias de 
cultivo em meio condrogênico, foi possível observar a diferenciação das CTM-MO e CTM-AD em 
condrócitos com o acúmulo de proteoglicanos corados em violeta vivo no interior do citoplasma e 
na matriz extracelular (Fig. 4). 
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Discussão 
 

A ausência de morbidade e de complicações no local de coleta da medula, observado no presente 
estudo, confirma que a punção no platô tibial é uma alternativa viável e de fácil execução para a 
coleta de medula óssea em cães. No entanto, outros locais como tubérculo maior do úmero(12), fossa 
trocantérica do fêmur(13) e crista ilíaca(14) podem também ser utilizados com sucesso para coleta de 
medula. Nos casos em que o paciente apresenta uma enfermidade cirúrgica, comumente faz-se a 
coleta da amostra de medula óssea no local mais próximo da intervenção(13,10). Assim como 
realizado neste estudo, o emprego de uma agulha de 16 ou 18 G com mandril evitou sua obstrução e 
a necessidade de uma nova punção. A não observação de complicações no local de colheita das 
amostras de medula óssea condiz com a maioria dos relatos dessa prática em cães(15), diferente da 
realizada no ser humano, que tem sido associada a dor pós-operatória e inflamação no local de 
coleta(16).  

A heparina, anticoagulante empregada neste trabalho é também a mais utilizada em pesquisas 
semelhantes(14,17). Entretanto, outros anticoagulantes, como o EDTA na proporção de 1:1 com a 
medula, podem ser utilizados(18). Em situações nas quais não se pode utilizar anticoagulante devido 
à natureza do estudo, a medula pode ser colhida em meio de cultura na proporção de 1:1(10). A 
utilização de anticoagulante é necessária para se evitar a formação de coágulos que podem 
aprisionar as CTM e impedir sua aderência à superfície plástica da garrafa de cultivo.  
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Pode-se afirmar que o método aqui empregado é vantajoso por reduzir a quantidade de amostra 
necessária para o isolamento de CTM-MO, com mínima manipulação das células por eliminar 
etapas no seu processamento, o que diminui o risco de perda de viabilidade e morte celular. Isto é 
vantajoso especialmente em animais de pequeno porte e Toy, que possuem ossos pequenos que 
dificultam ou impossibilitam a colheita de grandes quantidades de medula óssea. As técnicas 
tradicionais requerem maior quantidade de medula (10 a 25 mL)(10,12,17) e maior manipulação das 
células durante o processo de isolamento, o que pode interferir na sua viabilidade.  

A aderência de grande quantidade (aproximadamente 40% de confluência) de CTM-MO à 
superfície da garrafa, observada às 48 horas de cultivo, mostrou eficiência no isolamento das CTM-
MO a partir da medula óssea sem a separação das células mononucleares. O número de células 
isoladas por grama de medula óssea é variável de acordo com a espécie, com a idade do paciente e 
com o tipo de processamento da amostra. Alguns pesquisadores utilizam a hemólise para separação 
das células mononucleares e isolamento das CTM-MO(12), outros usam técnicas de separação por 
gradiente de concentração(13,19), mas, no presente estudo, observou-se que não é necessária a 
separação da fracção mononuclear para se isolar as CTM de amostras de medula óssea de cães.  

Em um estudo com CTM-MO de ratos, Yoshimura e colaboradores(8) isolaram um número 
significativamente maior de CTM-MO a partir de amostras de medula sem prévia separação da 
fração mononuclear. Spencer e colaboradores(10) relataram um alto rendimento no isolamento de 
células mononucleares de amostra de medula de cão (1.6x107 células por mL de medula óssea) a 
partir da técnica de centrifugação com gradiente de concentração em FICOLL®. Chung e 
colaboradores(14) obtiveram um rendimento menor (1,2 x105 células por 1,0 mL de medula óssea) 
utilizando Hank’s Balanced Salt Soluction® para centrifugação da amostra. Entretanto, os resultados 
acima apresentados não podem ser interpretados como rendimento de CTM por grama de tecido, 
visto que nem todas as células mononucleares presentes na medula são células tronco 
mesenquimais. Um grande número delas é representado por leucócitos e células tronco 
hematopoiéticas(8). 

A incubação da medula é necessária durante a aderência das CTM à superfície da garrafa de cultivo 
celular por permitir o seu isolamento. Diferentes tempos de incubação são recomendados como 
48(14), 72 horas(12,18), quatro dias(13) e sete dias(17). O presente trabalho mostrou que a incubação por 
48 horas é suficiente para a aderência das CTM-MO caninas. Após o isolamento, as CTM se 
multiplicam e requerem um tempo para atingir a confluência de 80%, considerada mínima para 
realização da primeira passagem(5). Neste estudo, o período de 15 dias, superior a 8-10 dias 
relatados por Spencer e colaboradores(10), não impediu a expansão da CTM-MO e pode ter ocorrido 
devido à diferença de técnica empregada. 

O tecido adiposo pode ser colhido de vários locais com subcutânea(14,20,22), inguinal(5), viseral(21), 
infrapatelar(10) e omento(5), mas o obtido do subcutâneo da região glútea, local utilizado nesta 
pesquisa, apresentou melhor rendimento (5,28 x 105 células por grama de tecido)(5). Esse local foi 
de fácil acesso e permitiu a colheita do tecido adiposo com menor presença de vasos sanguíneos e 
tecido conjuntivo, o que facilitou a digestão e propiciou menor contaminação da cultura por outros 
tipos celulares como fibroblastos e células endoteliais. 

A colheita do tecido adiposo pode ser feita por biópsia aberta(14), como a realizada neste trabalho. É 
preferível em cães por proporcionar uma amostra de tecido adiposo com menor quantidade de 
vasos, tecido conjuntivo e sangue. Os 3,0 cm3 de tecido adiposo utilizados nessa pesquisa foram 
suficientes para extração de CTM-AD, quantidade inferior à utilizada em outros estudos, como 5,0 
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g(22) e 7,0 g(21). Segundo Vieira e colaboradores(20), 100 µm de tecido adiposo é o volume mínimo 
para se isolar CTM-AD caninas.  

O protocolo de isolamento de células tronco mesenquimais do tecido adiposo aqui utilizado 
mostrou-se eficiente e simples por não ter utilizado a filtração durante o processo de isolamento das 
CTM-AD. O isolamento celular passa por uma fase inicial de digestão da matriz extracelular(11). É 
uma etapa crítica e deve ser controlada de forma que a matriz extracelular seja degradada, mas que 
não haja lesão e perda de viabilidade celular. Portanto, é necessário padronizar o tipo de enzima e a 
concentração utilizada, a quantidade e o tamanho dos fragmentos teciduais e os períodos de 
incubação durante o processo(5,10,14,21,22). 

Existem várias colagenases que podem ser utilizadas como as dos tipo I(10,14,21), tipo IA(5) e tipo 
II(22). Nesta pesquisa, a colagenase B foi efetiva na digestão do tecido adiposo e permitiu a 
degradação da matriz extracelular e a liberação das células sem o comprometimento de sua 
viabilidade.  

A eliminação da fase de filtração foi efetuada considerando que a menor manipulação das células é 
favorável à sua viabilidade, como aqui observado. Nos protocolos clássicos para extração de CTM-
AD, há uma fase de filtração após a digestão tecidual cujo objetivo é retirar os debris oriundos da 
degradação da matriz extracelular(14,20-22). O tempo de 72 horas de incubação para a aderência da 
CTM-AD à superfície da garrafa foi maior do que o relatado por outros pesquisadores, 12 horas(21) e 
48 horas(14,20). Entretanto, não houve prejuízo para o isolamento das CTM-AD que atingiram 
confluência de 80% em sete dias de cultivo, o mesmo tempo relatado por Spencer e 
colaboradores(10), que utilizaram a etapa de filtração, ratificando que a filtragem é desnecessária e 
sua ausência não atrapalha o isolamento e expansão das CTM-AD.  

A eficiência do DMEM como meio de cultivo de CTM aqui observada é também referida pela 
maioria dos estudos com CTM caninas(9,10,13,17,18,20-23); no entanto, outros meios como RPMI(14), α-
MEM(19,22), MEM(5) e IMDM(12) já foram utilizados com sucesso para o isolamento, cultivo e 
expansão de CTM caninas. A suplementação do meio de cultura com 10% de soro fetal bovino 
(SFB) assim como relatado em outros estudos(5,9,12-14,17,18,20-23) foi suficiente para permitir a 
expansão e diferenciação das CTM. Apenas em uma pesquisa com CTM caninas utilizou-se 
quantidade maior de SFB 20%(10). A suplementação do meio de cultura com soro fetal bovino foi 
indispensável para o cultivo, expansão e diferenciação de CTM. Sua ausência pode levar à redução 
da proliferação celular(22) e ao aumento da apoptose(21). O crescimento mais lento de ambas as 
culturas CTM-MO e CTM-AD após a oitava passagem foi também observado por Martinello e 
colaboradores(21), que atribuíram à senescência das culturas que apresentaram significativa redução 
na concentração da telomerase após a oitava passagem.  

A forma alongada semelhante a fibroblasto das CTM-MO e CTM-AD aqui observada mostrou-se 
eficiente no isolamento das CTM, sendo a morfologia das CTM definida como padrão pela The 
International Society for Cellular Therapy(2) e relatada por outros pesquisadores(10,14,21). A alta 
expressão de marcadores de células tronco, baixa de marcadores de células hematopoiéticas e 
capacidade de diferenciação em osteoblastos, adipócitos e condrócitos observadas nas CTM 
confirmaram a eficiência no isolamento das CTM a partir de amostras de medula óssea e de tecido 
adiposo, padrão mundialmente aceito como característico de células tronco mesenquimais(2,10,12,18-

21). 

The International Society for Cellular Therapy definiu que as CTM devem expressar marcadores 
como CD105, CD73 e CD90 e não expressar marcadores de células hematopoiéticas, além de serem 
capazes de se diferenciar em osteoblastos, adipócitos e condrócitos(2). No presente estudo, tanto as 
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CTM-MO quanto as CTM-AD mostraram uma alta expressão de CD90, marcador característico de 
células tronco mesenquimais(12,20,21) e baixa expressão de CD45 e CD34, marcadores de células 
hematopoiéticas(2), excluindo a possibilidade de isolamento de células tronco hematopoiética 
especialmente na cultura extraída da medula óssea. Além disso, as culturas de CTM isoladas neste 
experimento apresentaram alta expressão de CD29, outro marcador de células tronco(18,20) que não é 
expresso por fibroblastos caninos(12), excluindo a possibilidade do isolamento de fibroblastos 
principalmente na cultura extraída do tecido adiposo. 
 

Conclusão 
 
 

As modificações e adaptações realizadas nos protocolos de extração, isolamento e expansão de 
células tronco da medula óssea e do tecido adiposo de cães foram eficientes e simplificaram o 
processamento.  
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