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RESUMO

As células-tronco hematopoéticas promovem a
reconstituição hematopoética e de outros tecidos, estando
presentes no embrião, sangue periférico, medula óssea e sangue
do cordão umbilical. Os modelos experimentais de células-
tronco em cães têm propiciado informações relevantes para
transplantes de células-tronco em humanos. A capacidade de
reconstituição hematopoética e da plasticidade das células-
tronco de cães permite o emprego do modelo canino em várias
propostas científicas e terapêuticas, que propiciam informações
pré-clínicas ao homem. O objetivo desta revisão bibliográfica
é relatar a importância das células-tronco hematopoéticas de
cães, sendo que a sua principal aplicação clínica é o transplante
das células-tronco.

Palavras-chave: células-tronco hematopoéticas, citometria
de fluxo, cães.

ABSTRACT

Stem cells provide hematopoietic and other tissues
reconstitution and are present in the embryo, peripheral blood,
bone marrow and umbilical cord blood. The experimental
models of stem cells in dogs provide important information for
stem cells transplants in humans. Their main clinical application
is the stem cell transplant. The hematopoietic reconstitution
and plasticity capacity of dog stem cells. Allow its use as stem
cell model for therapeutic and scientific studies thus giving
importat information in human pre clinical trials with stem
cell. The goal of this literature review is relate the importance
of canine hematopoietic stem cells.
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INTRODUÇÃO

A crescente abordagem das células-tronco
na área científica e na mídia tem ocorrido devido à
capacidade de reconstituição hematopoética e,
principalmente, à característica de plasticidade das
células-tronco, que permite a diferenciação destas em
células de diversos tecidos, tais como, fígado, sistema
nervoso central, rins, pâncreas, pulmões, pele, trato
gastrintestinal, coração e músculo esquelético
(HERZOG et al., 2003).

O objetivo desta revisão bibliográfica é
relatar a importância das células-tronco hematopoéticas
de cães que podem ser identificadas pela citometria de
fluxo e têm capacidade de reconstituição hematopoética
após transplantes de células-tronco. Além disso,
permite o emprego do modelo canino em várias
propostas experimentais e terapêuticas sobre células-
tronco, que propiciam informações pré-clínicas ao
homem.

Hematopoese
A hematopoese ou hemopoiese (hemato ou

hemo significa sangue, poiesis significa fazer) é
realizada no sistema hematopoético, o qual é
constituído por células-tronco hematopoéticas (CTH),
células precursoras, células sangüíneas
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morfofuncionalmente maduras e tecido de sustentação
da hematopoese (microambiente hematopoético),
localizado nas cavidades medulares de ossos chatos e
longos, baço, fígado, linfonodos e timo. O sistema
hematopoético é uma rede integrada de células que
inicia o ciclo contínuo de diferenciação de uma pequena
população de CTH, que são pluripotentes, e que dão
origem a todas as células heterogêneas funcionais do
sangue e do sistema imune, fundamentando a teoria
monofilética da origem do sangue (GASPER, 2000).

Biologia e plasticidade das células-tronco
A CTH tem origem mesenquimal e, durante

o período de vida intra-uterino, está presente no saco
vitelino embrionário e, posteriormente, desloca-se por
via hematógena para o fígado, baço, linfonodos e timo
fetal. Na metade do período de vida intra-uterino, a
hematopoese passa a ocorrer na medula óssea, que se
torna o principal sítio hematopoético no final da
gestação até a vida adulta (JAIN, 1986). As CTH são as
únicas células do sistema hematopoético que exibem
potencial proliferativo extensivo e capacidade de se
diferenciar em todas as células do sistema linfo-
hematopoético continuamente até a morte (GASPER,
2000; HERZOG et al., 2003).

A maioria das CTH está na fase de repouso
(G

0
) do ciclo celular e há pouca atividade mitótica no

compartimento das células-tronco, no qual ocorre a
auto-renovação das referidas células e a manutenção
da hematopoese pela proliferação clônica.
Morfologicamente, as CTH assemelham-se aos
pequenos linfócitos, tendo alta razão núcleo-
citoplasma, nucléolo proeminente e citoplasma
basofílico destituído de grânulos (GASPER, 2000).

Estudos recentes em humanos têm revelado
a plasticidade das células-tronco hematopoéticas, que
podem se diferenciar em células não hematopoéticas
de vários tecidos, incluindo células do fígado (ALISON
et al., 2000), sistema nervoso central (MEZEY et al.,
2000; JIN et al., 2002), rins (KALE et al., 2003), pâncreas
(IANUS et al., 2003), pulmões (THEISE et al., 2002),
pele (BADIAVAS et al., 2003), trato gastrintestinal
(OKAMOTO et al., 2002), coração (ORLIC et al., 2001)
e músculo esquelético (FERRARI et al., 1998).

Fontes de células-tronco hematopoéticas
Estudos iniciais em primatas e humanos

estabeleceram que as CTH estão presentes no sangue
periférico (KESSINGER et al., 1988; SIENA et al., 1989;
SCHOTS et al., 1996; ARMITAGE et al., 1997;
ABONOUR et al., 1998; PÉREZ-SIMON et al., 1998),
parênquima hepático do embrião (FORRESTER et al.,
1991; RICE et al., 1994), medula óssea (KESSINGER et

al., 1988; WAGNER et al., 1992; HUANG et al., 1998) e
sangue do cordão umbilical (BROXMEYER et al., 1989;
GLUCKMAN et al, 1989; BROXMEYER et al., 1992;
WAGNER et al., 1992; LIM et al., 1999). Vários relatos
em humanos atestam que, as CTH com maior potencial
proliferativo para o transplante são as células-tronco
embrionárias, seguidas pelas células do cordão
umbilical, medula óssea do adulto e sangue periférico
(LANSDORP, 1995; REBEL et al., 1996; MAYANI &
LANSDORP, 1998; VERFAILLIE, 2002). O estudo com
células-tronco embrionárias humanas é permitido no
Brasil desde a aprovação da lei de biossegurança pela
Câmara dos Deputados no primeiro semestre de 2005.

Em cães, a presença de células-tronco
hematopoéticas tem sido observada na medula óssea
(McSWEENEY et al., 1996; McSWEENEY et al., 1998;
BRUNO et al., 1999; BRUNO et al., 2001; NIEMEYER et
al., 2001; HARTNETT et al., 2002) e no sangue do cordão
umbilical (NAKAGE et al., 2003; NAKAGE et al., 2004;
NAKAGE, 2005).

Identificação e quantificação de células-tronco
hematopoéticas

Estudos citomorfológicos e citoquímicos
são métodos clássicos para caracterizar e classificar
células hematopoéticas (JAIN, 1986), porém técnicas
de imunocitoquímica e imunofenotipagem (anticorpos
monoclonais) têm promovido um avanço na definição
e classificação de células sangüíneas, particularmente
aquelas de baixo grau de diferenciação (GRINDEM,
1996). Os anticorpos monoclonais conjugados com
compostos fluorescentes, tais como o isotiocianato de
fluoresceína (FITC) ou ficoeritrina (PE), podem ser
incubados com as células a serem analisadas,
permitindo a identificação e quantificação
citofluorométrica de tais células (GRINDEM, 1996).

A citometria de fluxo é um recurso emergente
na Clínica Médica Veterinária que permite uma análise
rápida, objetiva e quantitativa de células em suspensão
(FALDYNA et al., 2001). Alguns “Workshops” têm sido
organizados com o intuito de classificar os anticorpos
monoclonais com um número do CD correspondente à
nomenclatura humana para diversos animais
domésticos. Em relação aos anticorpos monoclonais
que marcam os antígenos leucocitários caninos, estes
foram definidos durante o “Primeiro Workshop
Internacional de Antígeno Leucocitário Canino” (1th

CLAW – “First Canine Leukocyte Antigen Workshop”),
ocorrido em Cambridge (U.K.) em 1993 (COBBOLD &
METCALFE, 1994), sendo que, alguns anticorpos
monoclonais específicos para cães estão disponíveis
comercialmente (BYRNE et al., 2000).

As células-tronco hematopoéticas
derivadas da medula óssea, do fígado fetal, do cordão
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umbilical ou, até mesmo, do sangue periférico, podem
ser identificadas com o auxílio de um anticorpo
monoclonal dirigido contra o antígeno de superfície
CD34 (HUSS et al., 2000). O protocolo para quantificação
de CD34+, proposto pelo Comitê de Enumeração de
Células-tronco, em 1995, foi o ISHAGE (“International
Society of Hematotherapy and Graft Engineering”), por
ser um método simples, rápido, sensível à citometria de
fluxo e adequado à aplicação clínica (SUTHERLAND
et al., 1996). No método ISHAGE, os anticorpos
monoclonais CD45+ marcam todas as células nucleadas,
tais como células-tronco e leucócitos (GRATAMA et
al., 1998). Os anticorpos monoclonais CD34+ marcam
células-tronco. Entretanto, algumas células exibem
tamanho, granulosidade e fluorescência semelhantes
às células CD34+, sendo considerados eventos
inespecíficos marcados com CD45+/IgG1 (eventos
controle). A contagem de células CD34+ é obtida através
da subtração de eventos CD34+/CD45+ dos eventos
CD45+/IgG1. O cálculo da contagem absoluta de células
CD34+ é realizado através da multiplicação da
porcentagem de células CD34+ pelo número total de
células nucleadas (contagem global de leucócitos) e o
volume do sangue colhido. Este número é dividido pelo
peso do paciente, resultando no número total de células
CD34+ /kg (VENDITTI et al., 1999).

Na metodologia para enumeração de células-
tronco, a utilização de fluorocromos excitáveis mais
brilhantes, como a ficoeritrina (PE), é recomendada por
ser mais sensível na detecção de células CD34+

(GRATAMA et al., 1998). A quantificação das células-
tronco CD34+ pela citometria de fluxo nos animais
domésticos é possível na espécie canina, devido à
produção de anticorpos monoclonais específicos para
CD34 canino por McSWEENEY et al. (1998). A marcação
com anticorpo monoclonal canino CD34 e sua
respectiva contagem por meio da análise no citômetro
de fluxo permitem a identificação e quantificação das
células-tronco na medula óssea (McSWEENEY et al.,
1996; McSWEENEY et al., 1998; BRUNO et al., 1999;
BRUNO et al., 2001; NIEMEYER et al., 2001;
HARTNETT et al., 2002) e no sangue do cordão
umbilical de cães (NAKAGE et al., 2003; NAKAGE et
al., 2004; NAKAGE, 2005).

O grupo de pesquisa do laboratório de
patologia clínica veterinária da Faculdade de Ciências
Agrárias e Veterinárias (FCAV) da Universidade
Estadual Paulista (UNESP), Câmpus de Jaboticabal (SP),
constituído por docente, graduandos e pós-graduandos
em medicina veterinária, tem realizado projetos
científicos relacionados às células-tronco de cães desde
2000. No estudo pioneiro sobre células-tronco do
sangue do cordão umbilical, NAKAGE (2005)
quantificou as células-tronco do sangue do cordão

umbilical de cães neonatos pela expressão do anticorpo
monoclonal canino CD34+ PE (McSWEENEY et al.,
1998) e pelo protocolo ISHAGE de citometria de fluxo
(SUTHERLAND et al., 1996), que demonstraram ser
um método simples, rápido, sensível e eficaz à avaliação
de células-tronco de cães.

As células-tronco CD34+ do SCU de cães
(0,88 x106 mL-1) correspondem a 33% das células
mononucleares (2,61 x106 mL-1), segundo NAKAGE
(2005). Na medula óssea, as células CD34+ representam,
apenas, 1 a 2 % dos mononucleares, porém são capazes
de dar origem aos precursores de todas as linhagens
hematopoéticas, evidenciando a habilidade das CTH
de reconstituir a hematopoese em primatas,
camundongos e cães após mielossupressão (KRAUSE
et al., 1996). A proporção de células CD34+ na medula
óssea da tíbia de cães jovens foi maior (3,7 ± 0,2%) do
que no úmero (2,8 ± 0,2%), crista ilíaca (1,7 ± 0,3%) e
fêmur (0,26 ± 0,03%), sendo semelhante à proporção
de CD34+ da medula óssea fetal humana (HUANG &
TERSTAPPEN, 1994; THILAGANATHAN et al., 1994;
TURNER et al., 1996; GOLFIER et al., 2000).

A porcentagem média de células CD34+ é
11,09% no SCU de cães (NAKAGE, 2005), 10 a 18% na
medula óssea de cães com duas a três semanas de
idade e menos de 5% na medula óssea de cães com
mais de três meses de idade (SUTER et al., 2004).
Portanto, a porcentagem de células CD34+ de cães
declina com a idade. A alta proporção de células CD34+

também tem sido reportada na medula óssea fetal e de
neonatos quando comparada à adulta (KONG et al.,
1997; ALLEN & HENSHAW, 2001).

A quantidade de células-tronco no sangue
do cordão umbilical de cães (3,38 ± 2,72 células CD34+

x106 kg-1) relatada por NAKAGE (2005) foi semelhante
àquela obtida na medula óssea (BRUNO et al., 1999;
HARTNETT et al., 2002; CREEVY et al., 2003) e no
sangue periférico mobilizado (SANDMAIER et al., 1996;
SANDMAIER et al., 2003) de cães adultos, sendo a
quantidade recomendada (1,2 a 3,4 x106 kg-1), para
reconstituição hematopoética em cães (GENGOZIAN,
2000).

A contagem de células CD34+, como
indicador da capacidade de reconstituição das células
sangüíneas, foi proposta inicialmente por SIENA et al.
(1989) e, atualmente, a quantificação de células CD34+

pela citometria de fluxo tem sido amplamente adotada
para realização de transplante de células-tronco (HUSS
et al., 2000).

Aplicação clínica das células-tronco em cães
Estudos iniciais sobre transplante de

células-tronco em cães como intervenção terapêutica
para doenças na Medicina Veterinária foram realizados
por APPELBAUM et al. (1986). Modelos experimentais
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em cães têm propiciado a obtenção de informações
importantes no transplante de progenitores
hematopoéticos autólogos e alogênicos, permitindo a
transposição destes achados experimentais para os
seres humanos (WAGNER & STORB, 1996). O modelo
canino permite melhor avaliação clínica, assim como,
maiores facilidades na colheita e transplante
(THOMAS, 1999). As CTH de cães revelaram-se
fenotipicamente e funcionalmente semelhante às CTH
de humanos e camundongos, indicando que o modelo
canino é aplicável ao estudo de células-tronco, em
humanos (KRAUSE et al., 1994; McSWEENEY et al.,
1998; RATAJCZAK et al., 1998; BRUNO et al., 1999).

O transplante de células-tronco
hematopoéticas (TCTH) consiste na injeção
intravenosa de progenitores hematopoéticos que se
desenvolvem em microambientes especializados, nos
quais se diferenciam, proliferam e amadurecem.
Entretanto, a transferência de novas células
imunológicas pode resultar na doença do enxerto
contra o hospedeiro (DECH). Estudos recentes têm
revelado que os transplantes autólogos e alogênicos
de CTH são aqueles mais aplicáveis à medicina
veterinária. O transplante autólogo envolve a remoção
temporária de CTH do próprio receptor, seguida pela
mielossupressão, induzida quimicamente ou
radiologicamente, e reinfusão das CTH, sendo que a
técnica é simples e a ocorrência da DECH é rara. O
transplante alogênico consiste na infusão de CTH de
um indivíduo da mesma espécie com genoma diferente,
sendo que o doador deve ser imunologicamente
compatível com o receptor para evitar a DECH (GASPER
& THRALL, 2000).

O transplante de medula óssea alogênico
com células CD34+, em cães submetidos à terapia
mielossupressiva com irradiação, propiciou a
reconstituição hematopoética e permitiu antecipar uma
função importante nos estudos pré-clínicos, em
pacientes da referida espécie, envolvendo a
manipulação in vitro de células progenitoras
hematopoéticas (BRUNO et al., 1999).

Atualmente, o transplante de sangue
periférico mobilizado é uma alternativa ao transplante
de medula óssea. O transplante de sangue periférico
mobilizado com fatores de crescimento hematopoéticos,
tais como, o fator estimulante de colônia granulocitária
(“granulocyte-colony stimulating factor” ou G-CSF) ou
o fator de célula-tronco (“stem cell factor” ou SCF)
permite a mobilização de células-tronco hematopoéticas
da medula óssea para o sangue periférico de cães
(SANDMAIER et al., 1996).

O transplante de CTH do sangue periférico
e medula óssea revelam o potencial terapêutico das
células-tronco em cães com linfoma (APPELBAUM et
al., 1986; ABRAMS-OGG et al., 1993), doenças genéticas

(BREIDER et al., 1989; GOERNER et al., 1999;
HARTNETT et al., 2002; CREEVY et al., 2003;
STELZNER et al., 2003), doenças do miocárdio
(KOVACIC et al., 2004; VULLIET et al., 2004), doenças
vasculares (BHATTACHARYA et al., 2000; HE et al.,
2003; MATSUMURA et al., 2003) e doenças do tecido
ósseo (ARINZEH et al., 2003; DE KOK et al., 2003).

A quantidade de células CD34+ é
proporcional à capacidade de recuperação
hematopoética após o transplante de células-tronco
(SIENA et al., 1989). Um importante estudo sobre
transplante de medula óssea em cães, relatou que houve
reconstituição hematológica após o transplante de
medula óssea autólogo com 1,6 a 3,4 x106 células CD34+/
kg e transplante de medula óssea alogênico com 1,75 a
6,8 x106 células CD34+/kg. Cães que receberam menos
de 1,0 x106 CD34+/kg apresentaram lenta recuperação
da celularidade neutrofílica e plaquetária (BRUNO et
al., 1999) e linfocítica (HARTNETT et al., 2002). O
transplante de sangue periférico mobilizado com 4,6
x106 células CD34+/kg permitiu a reconstituição
hematopoética dos cães (SANDMAIER et al., 1996),
sendo uma alternativa ao transplante de medula óssea,
devido à facilidade na colheita e à rapidez de
recuperação granulocitária e plaquetária.

CONCLUSÃO

As células-tronco de cães podem ser
identificadas pela expressão citofluorométrica do
anticorpo monoclonal canino CD34+, sendo que a sua
principal aplicação clínica é o transplante das células-
tronco. A capacidade de reconstituição hematopoética
e da plasticidade das células-tronco permite o emprego
do modelo canino em várias propostas científicas e
terapêuticas, que propiciam informações pré-clínicas
ao homem.
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