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RESUMO 
 

  A medula óssea (MO) e o tecido adiposo (TA) são fontes viáveis e amplamente 

estudadas de células tronco mesenquimais (CTMs), cujo alto potencial de multiplicação e 

diferenciação, aliado à característica imunomoduladora, permitem ampla aplicação em Medicina 

Veterinária com resultados satisfatórios na reconstrução de tecidos danificados. Diversos 

protocolos são descritos para isolamento e cultivo de CTMs, com divergência na porcentagem de 

suplementação de soro fetal bovino (SFB), componente xenogênico que é indicado como possível 

facilitador do processo de diferenciação in vitro. Este estudo analisou a proliferação e 

diferenciação induzida e não induzida de CTMs-TA e MO cultivadas em 10 ou 20% de SFB, e 

demonstrou que CTMs cultivadas em 20% de SFB apresentam maior eficiência de proliferação in 

vitro, e que a proliferação in vitro das CTMs-TA são superiores em comparação à CTMs-MO. O 

potencial de diferenciação das CTMs-TA e MO foi caracterizado por análise citológica e 

ultraestrutural após ensaio de diferenciação induzido por meios comerciais específicos e ensaio 

não induzido, onde as CTMs foram mantidas apenas nos meios basais. Esses ensaios foram 

também submetidos a avaliação de expressão gênica por qRT-PCR, porém estes dados não foram 

conclusivos. Aparente formação de matriz extracelular nas CTMs-TA cultivadas em 10% de SFB 

e não induzidas a diferenciação sugere possível ocorrência de diferenciação espontânea nesse 

grupo, o que foi evidenciado pela análise ultraestrutural. Adicionalmente, foi realizada 

caracterização imunofenotípica das CTMs-TA, com o objetivo de construir um banco de células 

aplicáveis in vivo. Em conclusão, a importância do SFB para o cultivo de CTMs foi demonstrada 

pelos resultados de proliferação superiores em células cultivadas em 20% de SFB, bem como a 

superior proliferação das CTMs-TA. A concentração de 10% de SFB no meio de cultivo pode 

favorecer a ocorrência de diferenciação espontânea das CTMs-TA, conforme demonstrado pela 

análise ultraestrutural. O isolamento, cultivo e caracterização de CTMs-TA foram eficientes e 

possibilitaram a formação de um banco de células viáveis para aplicação in vivo. 

 

Palavras-chave: terapia celular, diferenciação celular, ultraestrutura, soro fetal bovino. 
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ABSTRACT 
 

 Bone marrow (BM) and adipose tissue (AT) are viable sources of mesenchymal stem 

cells (mSCs), which high potential for proliferation and differentiation, in addition to 

immunomodulatory property allows wide application in Veterinary Medicine, obtaining  

satisfactory results in reconstruction of damaged tissues. Several protocols are described for 

isolation and culture of mSCs, although with divergences in percentage of fetal calf serum 

supplementation (FCS), a xenogenic component indicated as a possible factor for in vitro 

differentiation process. This study examined the proliferation, induced and non-induced 

differentiation of mSCs from AT and BM cultured in 10 or 20% FBS, and demonstrated that mSCs 

cultured in 20% FBS show higher in vitro proliferation efficiency, and proliferation in vitro of 

MSC-AT are higher compared to mSCs-BM. The differentiation potential of mSCs-AT and BM 

were characterized by cytological and ultrastructural analysis after differentiation assay induced 

by specific commercial media and not induced assay, where mSCs were maintained only in the 

basal media. These assays were submitted also to gene expression analysis by qRT-PCR, but these 

data were not concluded. Apparent formation of extracellular matrix in mSCs-AT cultured in 10% 

FBS and non-induced to differentiation were observed, which suggests possible occurrence of 

spontaneous differentiation in this group. Additionally, immunophenotypic characterization was 

performed of MSCs-AT, with the aim of mantain a cell bank to in vivo application. During the 

process of induced differentiation into adipogenic and osteogenic lineages, the mSCs-AT and BM 

presented morphological and physiological changes; acquire characteristics similar to the pre-

adipocytes and osteoblasts, which did not occur when mSCs were not exposed to the inducing 

differentiation media. The concentration of 10% FBS in the culture medium may induce the 

occurrence of spontaneous differentiation of mSCs-AT, as demonstrated by ultrastructural 

analysis, the concentration of 20% FBS in the culture medium promotes cell proliferation of mSCs 

from both sources. Isolation, culture and characterization of mSCs-AT were efficient and allowed 

the construction of a cell bank viable for in vivo application. 

 

Keywords: cell therapy, cell differentiation, ultrastructure, fetal bovine serum. 
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01. INTRODUÇÃO 

 Estudos com células tronco (CT) têm contribuído de forma efetiva para o avanço das 

possibilidades de terapia celular, devido ao alto potencial dessas células em regenerar tecidos e 

órgãos lesados. As CT podem ser classificadas, de acordo com seu potencial de diferenciação, em 

totipotentes, quando são capazes de se diferenciar em todos os tecidos de um indivíduo; 

pluripotentes, quando podem se diferenciar em todos os tecidos exceto os anexos fetais; 

multipotentes ou CT adultas, quando se diferenciam em mais de um tipo celular da mesma 

linhagem; e unipotentes, quando são capazes de se diferenciar em um só tipo celular 

(WODEWOTZKY, 2008). Conforme o tecido de onde se originam, as CT podem ser classificadas 

em embrionárias (CTE) ou somáticas. As CTE podem se diferenciar de forma desordenada, 

constituindo teratomas, além de serem foco de inúmeras discussões éticas. Sendo assim, as 

pesquisas com CT somáticas, que incluem as CT hematopoiéticas (CTH) e CT mesenquimais 

(CTMs) têm crescido e revelado grande variedade e potencial de aplicação terapêutica (PEREIRA, 

2008). 

 A medula óssea (MO), é a principal fonte de CTMs estudada e permite a coleta de 

células com grande capacidade de diferenciação (PEREIRA, 2008), porém o número de CTMs 

isoladas a partir da MO decresce ao longo da vida dos indivíduos. O tecido adiposo (TA) também 

tem sido estudado como fonte alternativa de CTMs, da qual é possível obter células semelhantes 

às da MO, em maior quantidade e com potencial de diferenciação pluripotente ou multipotente 

(KERN et al., 2006; ZUK et al., 2002).   

 O potencial de diferenciação das CTMs é demonstrado in vitro quando utilizados 

meios de indução específicos (PITTENGER et al., 1999), porém, foi observado por Polchow et al. 

(2012), em experimento de cultivo de células de cordão umbilical humano, a presença de vacúolos 

lipídicos corados por Oil Red em CTMs não induzidas a diferenciação. As concentrações de soro 

fetal bovino (SFB) de 5 e 10% utilizadas pelos autores pode ter influenciado a diferenciação 

espontânea, porém outros fatores como densidade e contato entre as células também podem 

influenciar tais diferenciações, conforme observado por Peng et al. (2012) em experimento de 

cultivo induzido. Além de ser um possível indutor da diferenciação in vitro, o SFB, por ser um 

elemento xenogênico, representa um desafio no contexto da aplicação das CTMs in vivo, uma vez 

que pode influenciar na resposta imunológica do indivíduo receptor (MACKENSEN et al., 2000) 

e carrear vírus ou prions (MANNELLO & TONTI, 2007). Nesse contexto, este estudo objetivou 

analisar e comparar o processo de cultivo e diferenciação de CTMs obtidas de TA e MO de 

equinos, cultivadas em meios suplementados com 10 ou 20% de SFB, e em meio indutório de 
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diferenciação osteogênica e adipogênica. A eficiência de formação de colônias foi analisada por 

ensaio de unidades formadoras de colônias fibroblásticas (UFCF), e após ensaios de diferenciação 

induzida e não induzida, as CTMs de ambos os grupos foram submetidas à análise ultraestrutual 

por microscopia eletrônica de transmissão (MET) e análise de expressão gênica para os genes 

envolvidos na osteogênese e adipogênese. Adicionalmente, foi realizada caracterização de CTMs-

TA, por meio de análise imunofenotípica dos marcadores positivos CD29, CD44, CD90 e 

Vimentina, e negativos MHC-II e CD34, além de  diferenciação induzida na linhagem 

condrogênica. 

 

02. REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 

02.1 Células-tronco Mesenquimais  

 Células tronco mesenquimais (CTMs) são indiferenciadas e apresentam alta 

capacidade de renovação e plasticidade. De origem embrionária mesodermal, as CTMs podem ser 

isoladas a partir de vários tecidos adultos, como o adiposo (TA), membrana sinovial, músculo 

esquelético, derme, osso, polpa dental, anexos fetais e sangue periférico (CHEN et al., 2008b), ou 

ainda, a partir do estroma da medula óssea, fonte de CT hematopoiéticas e CTMs amplamente 

estudada (BYDLOWSKI et al., 2009). 

 Uma das características que favorecem a aplicação das CTMs na terapia celular é sua 

capacidade migratória, que permite que as células, quando implantadas em um organismo, sejam 

sensíveis às citocinas liberadas nos sítios de dano tecidual, que incluem tumores, feridas e 

inflamações; essas citocinas são o gatilho para iniciar a migração das CTMs para os locais onde a 

reparação tecidual é necessária (UCCELLI et al., 2006). Segundo Caplan e Dennis (2006), as 

CTMs têm função repositora em tecidos com perda contínua de células e função reparadora em 

caso de dano tecidual; também são capazes de propiciar um microambiente adequado às células 

hematopoiéticas na MO. A capacidade de alterar o microambiente pela secreção de citocinas pode 

ser um fator que contribui mais para o potencial de regeneração de tecidos do que a capacidade de 

diferenciação das CTMs (PHINNEY e PROCKOP, 2007). Entre os fatores parácrinos secretados 

pelas CTMs, estão fatores de crescimento e proteínas envolvidas no recrutamento de macrófagos 

e células de origem endotelial que participam do processo de cicatrização, elementos com 

potencial de promover grande avanço em terapias para reparação tecidual (CHEN et al., 2008). 

 Estudos acerca da aplicação de CTMs na Medicina Veterinária e Humana têm buscado 

novas fontes dessas células, uma vez que o procedimento de colheita de material da medula óssea 
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é altamente invasivo e o potencial de proliferação destas células decresce com o avanço da idade 

do animal. Nesse contexto, estudos que isolam CTMs a partir de tecido adiposo têm indicado que 

este é uma excelente fonte para obtenção de células-tronco com rápida proliferação e senescência 

tardia, comparada às CTMs-MO. 

 

02.2 Marcadores imunofenotípicos 

 Os marcadores imunofenotípicos são utilizados na caracterização das CTMs, 

conforme pré-requisitos estabelecidos pela Sociedade Internacional de Terapia Celular 

(DOMINICI, 2002). O marcador CD90, referente a uma glicoproteína também conhecida como 

Thy-1, está localizado na superfície da membrana celular e é expressa em diferentes tipos 

celulares, como células hematopoiéticas, neurônios, células endoteliais, fibroblastos, 

miofibroblastos e CTMs. Desempenha papel regulador da adesão, migração, apoptose e interações 

célula-MEC e célula-célula (KUMAR et al., 2016).  Dessa forma, a alta expressão desse marcador 

é requerida para a confirmação das características das CTMs, assim como a alta expressão de 

CD44, uma glicoproteína transmembrana relacionada à interação célula-MEC. Seu principal 

ligante é o ácido hialurônico, e entre suas funções está integrar vias de sinalização que regulam a 

diferenciação, auto-renovação e migração das CTMs (WILLIAMS et al., 2013). O marcador 

positivo CD29, relativo à proteína Integrina β-1, também está relacionado aos mecanismos de 

adesão e transmigração celular, diretamente atuante na formação das protusões da membrana 

celular (CHEN et al., 2016). Esses marcadores positivos são frequentemente relatados em células 

tumorais e indicados como reguladores no processo de metástase, com ação de estímulo ou 

supressão da proliferação e migração dessas células (PHAM et al., 2011; SAALBACH et al., 2005; 

ZHENG et al., 2016), porém o processo tumorigênico envolve inúmeras vias e interações ainda 

não completamente elucidadas. A vimentina, isoforma da actina citoplasmática (Actina tipo V), 

está presente nos filamentos intermediários e é relacionada a plasticidade celular (SCHMITT-

GRÄFF et al., 1994). É utilizada como marcador positivo de células mesenquimais, confirmando 

a origem das CTMs isoladas. 

 O marcador negativo CD34 é correspondente à proteína sialomucina. Está expresso nas 

células-tronco hematopoiéticas, células precussoras do tecido epitelial e células satélite do 

músculo esquelético, no qual desempenha importante papel na migração e regeneração muscular 

(ALFARO et al., 2011). A sialomucina é uma proteína transmembrana com  caráter anti-aderente 

(SIEMERINK et al., 2016), e por este motivo é esperado que no cultivo in vitro de CTMs sua 

expressão seja baixa ou nula. O MHC-II (Major Histocompatibility Complex type II) está presente 
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nas células de defesa, regula a resposta imunológica e controla a interação célula-célula 

(COSGROVE et al., 1991). A expressão de receptores de MHC-II não é uma característica 

desejada em células destinadas à aplicação in vivo pois, por intermédio destes ligantes, os linfócitos 

T e B seriam rapidamente ativados e causariam um quadro de rejeição imunológica. A expressão 

dos receptores de MHC-II seria regulada por moléculas chamadas Transativadores tipo II (Class 

II transativators – CIIT) que, quando suprimidas, causariam diminuição de expressão, conforme 

descrito por HUANG et al., (2016). A interação entre células que expressam receptores de MHC-

II, moléculas de CIIT e Interferon- γ resultam em uma via de ativação da resposta imunológica em 

mamíferos (FAN et al., 2016). 

 

02.3 Tecido adiposo como fonte de CTMs 

 Existe, no tecido adiposo (TA), uma fração vascular estromal que consiste em uma 

porção heterogênea, com células endoteliais, células do músculo liso, fibroblastos, mastócitos e 

pré-adipócitos. Essa fração pode ser isolada e cultivada in vitro para obtenção de CTMs 

(OEDAYRAJSINGH-VARMA et al., 2006). Zuk et al. (2001) realizaram estudo com população 

de células isoladas a partir de TA humano, coletados em cirurgia de lipoaspiração (processado 

lipoaspirado – PLA), e obtiveram diferenciação induzida in vitro nas linhagens adipogênica, 

condrogênica, miogênica e osteogênica, concluindo que as CTMs oriundas do TA são 

multipotentes, resistentes à criopreservação e podem ser uma alternativa à obtenção de CT da MO 

na terapia celular. O TA é uma fonte abundante e renovável de CTMs que apresentam senescência 

tardia quando comparadas com células da MO, e possuem grande potencial para terapias em 

patologias como Parkinson, Alzheimer, lesões medulares, artrite reumatóide, enfermidades 

cardíacas e possibilidade de reposição de tecidos danificados (KOKAI et al., 2014). Estudos que 

utilizam o TA como fonte de CTMs têm ampliado o campo da pesquisa e indústria, o que leva à 

necessidade de intensificar a busca de conhecimentos para otimizar e padronizar a aplicação das 

CTMs no campo terapêutico (BOURIN et al., 2013). 

 

02.4 Medula óssea como fonte de CTMs 

 As CTMs derivadas de medula óssea (CTMs-MO) são células não hematopoiéticas 

multipontentes e com capacidade de migração e regeneração de sítios com danos teciduais in vivo, 

conforme reportado por FERRARI et al. (1998) em ratos com degeneração muscular induzida. A 

MO foi a principal fonte de CTMs descrita (PITTENGER et al., 1999) e amplamente estudada. As  
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CTMs podem ser isoladas a partir da fração estromal da MO, e sua aplicação in vivo demonstrou 

resultados positivos no tratamento de osteogênese imperfeita em humanos (HORWITZ et al., 

1999), revelou grande potencial no tratamento de lesão de tendão em equinos, onde observou-se a 

diferenciação em tenócitos e regeneração do tendão lesionado após aplicação local (SMITH et al., 

2010), e demonstrou o potencial de efeito parácrino dessas células em aplicação experimental de 

meio condicionado em lesão aguda do rim em ratos (CHENG et al., 2013). Apesar do avanço que 

as CTMs-MO representam no campo da terapia celular, há um declínio na proliferação e no 

potencial de diferenciação destas células conforme avanço da idade do animal (MUELLER; 

GLOWACKI, 2001; KERN et al., 2006). Sendo assim, estudos sobre o isolamento de CTMs a 

partir de outros tecido, como o adiposo, polpa dentária ou anexos fetais têm apresentado resultados 

interessantes na busca de cultivos celulares otimizados. 

 

02.5 Potencial de aplicação das CTMs em Medicina Veterinária 

 A aplicação das CTMs na Medicina Veterinária representa grande avanço no 

tratamento de equinos com lesão de tendão (SMITH et al., 2010; CROVACE et al., 2010) e no 

tratamento de cães com osteoartrite (BLACK et al., 2007). Na reprodução animal, existe um 

potencial de aplicação a ser explorado descrito na  regeneração do endométrio de ratas, por meio 

de CTMs aplicadas na cavidade uterina, com ação moduladora da inflamação local (ZHAO et al., 

2015), e no tratamento de éguas com endometrite (FERRIS et al., 2014).  

 O potencial de restauração de tecidos pela aplicação de CTMs foi descrito 

experimentalmente em diversos tipos de lesão e com resultados promissores. A restauração do 

sistema circulatório e coração em cães com isquemia (SILVA et al., 2005) demonstrou que as 

CTMs se diferenciaram em fenótipo endotelial in vivo. Foi descrita também a recuperação de 

tecido ósseo em lesão cranio-facial de cães (LIU et al., 2013) e, recentemente, a regeneração de 

lesões renais induzidas em cães foi descrita por LIM et al. (2016), permitindo novas possibilidades 

para a terapia celular. 

 

02.6 Diferenciação das CTMs 

 Diferenciação é o resultado de modificações na expressão gênica e no metabolismo 

celular, com consequente alteração de fenótipo (TAYLOR; CLEGG, 2011), originando um novo 

tipo de célula, distinto de sua linhagem inicial. A diferenciação das CTMs nas linhagens 

adipogênica, condrogênica e osteogênica e a secreção de fatores parácrinos são propriedades 
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relevantes para a aplicação terapêutica dessas células e fundamentais para sua caracterização como 

CTMs (DOMINICI et al., 2006; MAUMUS et al., 2011). O potencial de diferenciação das CTMs 

é demonstrado in vitro quando utilizados meios de indução específicos, e é dependente da secreção 

de fatores parácrinos que influenciam o microambiente, favorecendo a proliferação e 

imunomodulação das CTMs (MAUMUS et al., 2011).  

 

Figura 1- Modelo esquemático da diferenciação das CTMs. Em um primeiro momento, células multipotentes originam 
população de células menos potentes por divisão assimétrica (A), que originarão, por divisão simétrica (S), uma linhagem com 

potencial de diferenciação r restrito. Em um segundo momento, ocorrem modificações fenotípicas que definem as células 
totalmente diferenciadas. Esquema adaptado de BAKSH et al., 2004. 

 

  Além da indução à diferenciação pela adição de determinados componentes químicos 

ao meio, existe uma correlação entre as modificações fenotípicas das células comprometidas no 

processo de diferenciação e as características físicas de seu microambiente, que influenciariam 

diretamente na capacidade de ancoragem e rearranjo do citoesqueleto. Microambientes com 

matrizes mais rígidas favorecem a diferenciação osteogênica e matrizes mais macias favorecem a 

diferenciação neurogênica, por mimetizarem o microambiente ósseo e cerebral (ENGLER et al., 

2006). Interações biomecânicas de forças como tensão ou compressão, originadas da matriz 

extracelular, podem causar estiramento do citoesqueleto ou mudança na concentração de íons e 

promover sítios de adesão focal ou ativar canais iônicos por osmose (Fig.2), o que pode influenciar 

no crescimento e diferenciação de CTMs in vivo ou in vitro (GUILAK et al., 2009).  

 

02.6.1 Diferenciação Adipogênica 

 

 Na adipogênese, as CTMs originam os pré-adipócitos, que posteriormente se 

diferenciam em adipócitos (FERNYHOUGH et al., 2005). O principal dos genes responsáveis por 
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essa diferenciação é o PPARƔ (Peroxisome Proliferator Activated Receptor Gamma), e sua 

expressão é regulada por fatores extrínsecos. A diferenciação de CTMs na linhagem adipogênica 

pode ser induzida na presença de isobutilxantina, dexametasona, insulina, e indometacina 

(CHAMBERLAIN et al., 2007) e identificada por meio da visualização das gotículas de lipídios 

no citoplasma coradas por Oil Red (GADE et al., 2013; SINGH et al., 2013), pela expressão gênica  

de PPARƔ e GLUT4 (FERNYHOUGH et al., 2007) e pela síntese das proteínas leptina, 

adiponectina (ROCCA et al., 2009), aP2 (adipose fatty-accid binding protein 2) (YU et al., 2003), 

ADAM12 e pela síntese de β1 integrina (KAWAGUCHI et al., 2003). 

 

 

 

02.6.2 Diferenciação Osteogênica 

 

 Na diferenciação osteogênica ocorre deposição de matriz extracelular de cálcio, 

detectável pela coloração de Alizarin Red. A expressão dos genes específicos de Periostina, 

Osteonectina (ROCCA et al., 2009), GAPDH (Gliceraldeído-3-fosfato), Fosfatase alcalina, BMP 

(Bone morphogenetic protein) (HWA CHO et al., 2006), Colágeno I e RUNX2 (runt-related 

transcription factor 2) (COLOSIMO et al., 2013) estão envolvidos no processo de osteogênese, e 

a dexametasona é um dos principais agentes externos neste processo (CHENG et al.,1994). Kim 

et al. (2012) analisaram a ação de quinases ativadas por mitógenos e observaram que o bloqueio 

das quinases ativas na diferenciação osteogênica resultam na diferenciação adipogênica e na 

expressão de PPAR-γ2 e aP2. Os autores observaram a presença de células adipogênicas nas 

Figura 2 - Representação esquemática de fatores mecânicos e alterações 
morfológicas das CTMs. Tensão de cisalhamento de fluídos, tensão ou estiramento 
do meio extracelular influenciam na tensão do citoesqueleto e nos canais de íons, 

com consequente alteração na morfologia e diferenciação celular. Esquema 
adaptado de GUILAK et al. (2009). 
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culturas in vitro tratadas com meio indutor osteogênico e inibidores de MEK quinase, que estaria 

envolvida na diferenciação osteogênica e seria capaz de regular a diferenciação adipogênica.   

 A diferenciação osteogênica in vitro pode estar sujeita a alterações pela presença de 

SFB no meio de cultivo, conforme demonstrado por KODAIRA et al. (2006). Os autores 

descreveram a presença de moléculas similares às BMPs (Bone morphogenetic protein), 

identificadas como BMP-4, no SFB. Essas moléculas, presentes em larga escala em meios de 

cultivo suplementados com SFB, teriam a ação de inibição da miogênese e estimulação da 

diferenciação osteogênica. As BMPs são um subgrupo da família TGF- β (Transforming grownth 

factor betta), e desenvolvem papel fundamental no desenvolvimento embrionário, ossificação 

endocondral, diferenciação osteogênica e condrogênica (CARREIRA et al., 2014).  

  

02.6.3 Diferenciação Condrogênica 

 

 A diferenciação em linhagem condrogênica ocorre na presença de moléculas da 

família TGF- β1 (Transforming growth factor β1), como as BMPs,  FGF (Fibroblast growth 

factor) e IGF (Insulin-like growth factor) (MASTROGIACOMO et al., 2001) e pode ser 

identificada pela expressão de marcadores de GAPDH, Colageno II, Agreccan e SOX9 

(BOSNAKOVSKI et al., 2005). Recipientes que permitem cultivo em três dimensões têm se 

mostrado favoráveis à diferenciação condrogênica quando comparados à cultivos celulares em 

monocamadas. Tal fato pode estar relacionado à interação-célula-célula, que permite que a cultura 

in vitro ocorra em condições mais próximas ao processo in vivo (HWANG et al., 2006). 

 

03. HIPÓTESES 

- Durante o processo de diferenciação induzido ocorrem modificações morfológicas em 

todos os grupos avaliados, com expressão dos genes Colágeno tipo I e Periostina nas CTMs 

induzidas à diferenciação osteogênica e PPAR- γ e Leptina nas CTMs induzidas à diferenciação 

adipogênica. 

 

- As concentrações de SFB de 10 e 20% no meio de manutenção não induzem ocorrência de 

diferenciação espontânea em nenhum dos grupos estudados durante o tempo de observação. 
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- As CTMs-TA e CTMs-MO equinas apresentam eficiência de UFCF distintas, sendo o 

grupo cultivado com DMEM suplementado com 20% de SFB o mais eficiente na formação de 

colônias. 

 

- Os protocolos empregados no isolamento, cultivo e caracterização de CTMs-TA são 

eficientes e possibilitam a formação de banco de células viáveis para aplicação in vivo. 

 

04. OBJETIVOS GERAIS 

-  Avaliar e comparar o potencial de proliferação e diferenciação das CTMs-MO e CTMs-TA 

equinas em meio de manutenção suplementado com 10 e 20% de SFB e na presença de meios 

indutores da adipogênese e osteogênese.  

 

04.1 Objetivos específicos 

- Avaliar a diferenciação induzida por meios de cultivo específicos nas linhagens adipogênica 

e osteogênica por meio de coloração citológica, análise ultraestrutural e expressão gênica. 

 

- Analisar a possível ocorrência de diferenciação espontânea nas CTMs-TA e MO mantidas 

em meio de cultivo suplementado com 10 e 20% de SFB sem agentes indutores da diferenciação 

por meio das mesmas ferramentas empregadas na avaliação dos grupos induzidos. 

 

- Avaliar e comparar a proliferação in vitro das CTMs-TA e MO cultivadas em DMEM 

suplementado com 10 e 20% de SFB por meio de ensaio de Unidades Formadoras de Colônias 

Fibroblásticas (UFCF) com a finalidade de determinar a fonte de CTMs mais eficiente e 

concentração de SFB mais indicada para otimização do cultivo celular.  

 

- Caracterizar as CTMs obtidas a partir de TA de equinos por análise imunofenotípica, 

citogenética e diferenciação induzida nas linhagens adipogênica, osteogênica e condrogênica, 

conforme critérios pré-estabelecidos pela Sociedade Internacional de Terapia Celular 

(DOMINICI, 2002), visando a formação de banco de células viáveis para aplicação in vivo.  

 



 

23 

 

05. DELINEAMENTO EXPERIMENTAL 

As amostras de TA e MO foram coletadas de 5 equinos hígidos, as CTMs isoladas e 

cultivadas em 10 ou 20% de SFB. Para melhor organização, este experimento foi dividido em três 

momentos:  

1. Caracterização das CTMs-TA cultivadas em 20% SFB:  realizada em segunda passagem, 

por meio de citometria de fluxo para investigação dos marcadores imunofenotípicos, 

cariotipagem para confirmação de euploidia e diferenciação osteogênica, adipogênica e 

condrogênica induzidas, conforme pré requisitos estabelecidos pela Sociedade 

Internacional de Terapia Celular (DOMINICI, 2002), com a finalidade de estabelecer um 

banco de células com potencial de aplicação in vivo. As CTMs cultivadas em 10% SFB 

não foram caracterizadas pois assumiu-se que a concentração de SFB não influenciaria na 

expressão dos marcadores imunofenotípicos. As CTMs-MO foram previamente 

caracterizadas por este grupo de pesquisa (MAIA et al., 2013; BARBERINI et al., 2014) 

e, por este motivo, a caracterização das CTMs-MO não foi realizada. 

 

2. Análise e comparação da eficiência de formação de colônias das CTMs-MO e TA 

cultivadas em 10 ou 20% de SFB por ensaio de UFCF, com a finalidade de analisar a 

influência das diferentes concentrações de SFB na proliferação das CTMs. 

 

3. Análise citoquímica, ultraestrutural e molecular das células induzidas e não induzidas à 

diferenciação, quando as CTMs foram divididas em grupos, conforme tabela abaixo: 

 

GRUPO DESCRIÇÃO 

TA10 CTMs-TA cultivadas em 10% SFB e não induzidas à diferenciação 

TA10a CTMs-TA cultivadas em 10% SFB e induzidas à diferenciação adipogênica 

TA10b CTMs-TA cultivadas em 10% SFB e induzidas à diferenciação osteogênica 

TA20 CTMs-TA cultivadas em 20% SFB e não induzidas à diferenciação 

TA20a CTMs-TA cultivadas em 20% SFB e induzidas à diferenciação adipogênica 

TA20b CTMs-TA cultivadas em 20% SFB e induzidas à diferenciação osteogênica 

MO10 CTMs-MO cultivadas em 10% SFB e não induzidas à diferenciação 

MO10a CTMs-MO cultivadas em 10% SFB e induzidas à diferenciação adipogênica 

MO10b CTMs-MO cultivadas em 10% SFB e induzidas à diferenciação osteogênica 

MO20 CTMs-MO cultivadas em 20% SFB e não induzidas à diferenciação 

MO20a CTMs-MO cultivadas em 20% SFB e induzidas à diferenciação adipogênica 
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MO20b CTMs-MO cultivadas em 20% SFB e induzidas à diferenciação osteogênica 

Tabela 1 - Divisão dos grupos induzidos e não induzidos à diferenciação. 

 

06. MATERIAIS E MÉTODOS 

06.1 Animais 

 Todos os procedimentos experimentais envolvendo animais foram aprovados pela 

Comissão de Ética do Instituto de Biociências de Botucatu (Protocolo nº 758 - CEUA). Foram 

utilizados 5 equinos hígidos, de ambos os sexos e com idade entre 9 e 15 anos e peso entre 350-

450 kg. 

 

06.2 Coleta, isolamento e cultivo de CTMs-MO 

 A coleta de MO foi realizada por meio de punção aspirativa, conforme protocolo 

descrito por SMITH et al. (2010). Para isso, os animais foram contidos em brete e sedados com 

0,5 mg kg-1 xilazina (Sedomin®, Köning, ARG). Em seguida, foi realizada a tricotomia de uma 

área de 5 x 20 cm na região referente ao osso esterno. Após a identificação da quinta esternébra, 

foi realizada anti-sepsia e bloqueio anestésico local (Xylestesin® 2%, Cristália, BRA). Uma vez 

bem fixa a agulha de mielograma (Lang®, BRA) dentro do esterno, o mandril é retirado, 

procedendo-se a aspiração da medula óssea com auxílio de duas seringas de 20 mL contendo 2mL 

de heparina a 5000 UI/mL (Hemofol®, Cristália, BRA) e 2 mL de HBSS (Invitrogen Gibco®, 

USA). Após a coleta, as amostras foram centrifugadas a 350G por 30 minutos, em solução 

gradiente Ficoll (GE®, Healthcare Life Sciences, SWE), e a fração mononuclear isolada foi lavada 

duas vezes e cultivada em meio composto de DMEM alta glicose, 10% ou 20% de soro fetal 

bovino, penicilina/estreptomicina (10μL/mL) e anfotericina (3μg/mL) (Gibco®, EUA), e incubado 

a 37,5ºC em atmosfera úmida, com 95% de ar e 5% CO2. O meio foi trocado a cada dois ou três 

dias, e a passagem ocorreu quando as células alcançaram confluência mínima de 80%, por 

ressuspensão em tripsina (TrypLE™ Express – Invitrogen®, EUA), e incubação durante 3 minutos 

em estufa a 37ºC, procedendo bloqueio com meio de cultura na proporção 1:1, centrifugação a 

600G por 10 minutos e novo plaqueamento. 
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06.3 Coleta, isolamento e cultivo de CTMs-TA 

 Após sedação do animal, de acordo com protocolo descrito previamente, as amostras 

de TA foram coletadas da região acima do músculo glúteo dorsal, na base da cauda, após 

tricotomia, anti-sepsia e bloqueio anestésico com lidocaína a 2%, sem vasoconstritor. A amostra 

de TA foi, então, acondicionada em tubos de polipropileno de 50 mL estéreis, contendo meio 

DMEM alta glicose, 10 ou 20% de SFB acrescido de antibiótico e antimicótico. Os tubos foram 

armazenados e transportados a 5°C no sistema de transporte refrigerado de sêmen Botutainer 

(Botupharma®, Botucatu, Brasil) até ao laboratório LANÇA, onde foram lavadas cerca de quatro 

vezes em DPBS acrescido de antibiótico e antimicotico. Em seguida, as amostras foram 

fragmentadas utilizando lâminas para bisturi número 24, e submetidos à digestão enzimática, 

conforme protocolo proposto por ZUK et al. (2002). Os fragmentos foram transferidos para tubo 

de polipropileno de 50 mL, contendo solução a 0,04% de colagenase tipo I (Gibco®, Invitrogen) 

e incubadas a 37,0 °C em banho-maria durante trinta minutos, com homogeinização a cada 10 

minutos em vórtex. Após o tempo de digestão, as amostras passaram por filtro de 70µm (BD®) e, 

posteriormente foram centrifugadas com DPBS e 10% SFB na proporção de 1:1 a 350 G por 10 

minutos. Em seguida o sobrenadante foi descartado e o pellet ressuspendido e cultivado em meio 

composto de DMEM alta glicose, 20% de soro fetal bovino, 1% penicilina/estreptomicina  e 1,2% 

anfotericina (3μg/mL) (Gibco, EUA), no qual foi incubado a 37,5ºC em atmosfera úmida, com 

95% de ar e 5% CO2. O meio foi trocado pela metade a cada dois ou três dias, e a passagem 

ocorreu quando as células alcançaram confluência em torno de 80%, por ressuspensão em tripsina 

(TrypLE™ Express – Invitrogen®, EUA), e incubação durante três minutos em estufa a 37ºC, 

procedendo bloqueio com meio de cultura na proporção 1:1, centrifugação a 600G por 10 minutos 

e novo plaqueamento. 

 

06.4 Contagem e plaqueamento das CTMs  

 Na ocasião das passagens, as CTMs viáveis foram contabilizadas em câmara de 

Newbauer, preparadas com Trypan Blue (Gibco®, EUA), após serem ressuspendidas e 

centrifugadas para formação de pellet. A fórmula empregada para calcular o número de CTMs foi: 

Média das células contadas nos quatro quadrantes da câmara multiplicada pela diluição realizada, 

por 104 e pelo volume no qual o pellet foi ressuspendido. O plaqueamento foi predominantemente 

realizado na densidade de 104 celúlas/cm² em todas as passagens. 
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06.5 Ensaio de unidades formadoras de colônicas fibroblásticas (UFCF) 

 A eficiência de autorrenovação das CTMs-TA e MO foram avaliadas na segunda 

passagem mediante a realização de ensaio de UFCF, conforme metodologia descrita por Mensing 

et al. (2011) com modificações. Para isso, as CTMs foram plaqueadas em baixa densidade, em 

placas de seis Wells (50 células/cm2), com troca de meio a cada três dias. No 4º dia, as culturas 

foram fixadas e coradas com 1% de cristal violeta em 100% de metanol. As colônias coradas com 

mais de 20 células foram classificadas como UFCF e contabilizadas. O cálculo da eficiência de 

colônias formadas foi conduzido utilizando-se a seguinte fórmula: Eficiência de UFCF = (UFCF 

contadas/ células originalmente plaqueadas) x 100. Os ensaios de UFCF foram realizados em 

triplicatas. 

 

06.5.1 Análise citogenética 

 

 A análise do cariótipo para confirmação da viabilidade de aplicação in vivo das CTMs-

TA foi realizada em segunda passagem, por meio de técnica de sincronização do ciclo celular pelo 

método do metotrexato (MTX) / timidina (Tdi). Para preparação das lâminas, as células foram 

tripsinizadas a 37ºC, fixadas, coradas com Giemsa a 5% e posteriormente analisadas em 

microscopia de luz. Em cada amostra, 12 metáfases foram analisadas.  

 

06.6 Caracterização de CTMs-TA 

06.6.1 Caracterização Imunofenotípica 

 A avaliação imunofenotípica das CTMs-TA foi conduzida na segunda passagem, por 

citometria de fluxo no citômetro LSR Fortessa (BD®), utilizando como marcadores positivos os 

anticorpos mouse anti-vimentin: FITC (Creative Biomart, USA), mouse anti-rat CD90 (AbD 

Serotec, UK), mouse anti-bovine – CD29:AF (BioLegend), mouse anti- bovine CD44 (AbD 

Serotec, UK), e como marcadores negativos os anticorpos anti-horse MHC–II:FITC (AbD Serotec, 

UK) e mouse anti-dog CD34 (AbD Serotec, UK).  Duzentas mil células foram utilizadas para cada 

anticorpo, e durante a análise foram contabilizados 10.000 eventos.  

 

06.6.2 Diferenciação condrogênica 

 

 Para a diferenciação condrogênica, as CTMs foram ressuspendidas em segunda 

passagem e contadas. Cerca de 400 mil células foram colocadas em microtubo (1 mL) e submetidas 
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a centrifugação para formação de pellet, que foi cultivado em meio de diferenciação condrogênico 

STEMPRO® (Invitrogen Gibco®, USA), em arcabouço tridimensional, conforme proposto por 

ERICKSON et al. (2002). O meio foi trocado a cada três dias, durante doze dias, conforme 

instruções do fabricante. Após esse período, as amostras amostras foram fixadas em formol, 

procedendo a análise citológica. A diferenciação nas linhagens osteogênica e adipogênica foram 

realizadas durante o ensaio de diferenciação induzido descrito adiante. 

 

06.7 Indução à diferenciação 

 A indução à diferenciação nas linhagens adipogênica e osteogênica ocorreu em 

segunda passagem, quando as CTMs foram colocadas em placas de 24 wells, na densidade de 

10.000 células/cm². Quando as CTMs atingiram cerca de 60% de confluência, o meio de cultivo 

foi substituído pelos meios de indução StemPro Osteogenesis e StemPro Adipogenesis (ambos 

Gibco®, EUA), e mantidas incubadas a 37ºC em 5% de CO2, com trocas de meio a cada 48-72 

horas. Os ensaios tiveram duração de 9 dias, conforme padronizado em piloto anteriormente 

realizado.  

 

06.8 Diferenciação não induzida 

 Os ensaios de diferenciação não induzida foram conduzidos na segunda passagem, em 

placas de 24 wells em duplicata, com densidade de 10.000 células/cm² e duração de 9 dias. As 

CTMs deste grupo continuaram recebendo apenas o meio de cultivo suplementado com 10 ou 20% 

de SFB.  

 

06.9 Avaliação citológica 

 Após os ensaios de diferenciação, as CTMs foram fixadas nas placas de cultivo com 

formol durante 10 minutos, lavadas em água MiliQ e as amostras osteogênicas foram coradas com 

alizarin red 2% diluído em água MiliQ, durante três minutos. As amostras adipogênicas receberam 

oil red 0,5% diluído em isopropanol, durante 10 minutos, e em seguida foram contra-coradas com 

hematoxilina-eosina (HE). O grupo de amostras não induzidas à diferenciação recebeu o mesmo 

tratamento descrito. As amostras em diferenciação condrogênica para caracterização de CTMs-

TA  foram coradas com Azul de Toluidina pH 1 e hematoxilina/eosina (HE), após os pellets serem 

fixados em formol tamponado a 10% por 24 horas e incluídos em parafina para realização dos 



 

28 

 

cortes histológicos em seções de 5 µm de espessura. Após coloração, as amostras osteogênicas, 

adipogênicas e não induzidas foram analisadas e fotografadas em microscópio de luz invertida 

com auxílio do software LAS 4.0 (DM IRB, Leica Microsystems, Alemanha) e as amostras 

condrogênicas em microscópio Axio com auxílio do software AxioVision (v. 4.8, Zeiss, 

Alemanha). 

 

06.10 Análise de ultraestrutura 

 A análise de ultraestrutura foi realizada por microscopia de transmissão (MET). As 

amostras foram processadas no Centro de Microscopia Eletrônica do Instituto de Biociências de 

Botucatu e analisadas no Núcleo de Microscopia Eletrônica da ESALQ-USP.  

 As CTMs-TA e MO foram fixadas em Karnovisk modificado (pH = 7,4) a 4ºC por no 

mínimo 24 horas. Após a lavagem, no mesmo tampão, o pellet foi submetido a pós-fixação em 

tetróxido de ósmio a 1% (Koch Instrumentos Científicos Ltda, Brasil) durante três horas a 

temperatura de 4ºC, sendo então, lavado por três vezes em água bidestilada. Após, foi iniciada a 

desidratação em séries crescentes de acetona (Merck, Brasil) (30, 50, 70, 90 e 100%) durante 5 

minutos cada, repetindo-se a lavagem na concentração 100% por três vezes. A polimerização foi 

feita com Araldite 502 (Koch Instrumentos Científicos Ltda, Brasil) durante 72 horas a 

temperatura de 60°C. Os cortes ultra-finos foram obtidos com navalha de diamante e colhidos em 

grades de cobre, corados com acetato de uranila e citrato de chumbo (Koch Instrumentos 

Científicos Ltda, Brasil) e examinados ao microscópio eletrônico de transmissão (Philips E.M. 

301). Na avaliação ultraestrutural foram observadas possiveis modificações na membrana 

plasmática, nas organelas e aspectos nucleares em ensaio de diferenciação induzido e não 

induzido.  

 

06.11  Avaliação de expressão gênica 

06.11.1 Genes  

Os genes investigados para diferenciação osteogênica foram Colágeno tipo I e 

Periostina e, para diferenciação adipogênica, PPAR-γ e Leptina. Como controles endógenos foram 

usados GADPH e β actina (Tabela 2). Os genes eleitos foram pesquisados para Equus caballus na 

base de dados online GenBank (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/), em seguida os primers 

foram desenhados com a ferramenta online Primer-BLAST NCBI 

(www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast). 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast
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GENE DESCRIÇÃO ID SEQUÊNCIA  

Colágeno tipo I 
Collagen type I 

alpha I 
COL1A1  

 
 

 F- CCAATGGCGCTCCTGGTATT 
R- ACCAGGTTCACCGCTGTTAC 

 

Periostina Periostin POSTN 

F- TTGCAAGAAGACACACCCGT 
R- CACTGAGAACGACCTTCCCTC 

 

PPAR-γ  

Peroxisome 
proliferator-

activated receptor 
gamma 

PPARG 

 
F- CCTTGTTAGCTCCCATCGCT 

R-  
TGGTAATTTCGTTGAAGGGCAAC 

 

Leptina Leptin LEP  

 
F-  TTTCACACACGCAGTCAGTCT 
R- GGGTGAAGCCCAGGAATGAA 

 

GADPH  
Glyceraldehyde-3-

phosphate 
dehydrogenase 

GADPH 

 
F- TGTCATCAACGGAAAGGCCA 
R- CAGCATCGCCCCATTTGATG 

 

β - actina Actin beta ACTB 

 
F- TTCCCTGGAGAAGAGCTACGA 
R- ATTCCATGCCCAGGAAGGAG 

 

Tabela 2 - Genes investigados, descrição, ID no genbank e seus respectivos primers. 

 

06.11.2 Extração de RNA total 

 Para extração de RNA total, as CTMs submetidas aos ensaios de diferenciação 

induzido e espontâneo receberam 500 μl de TRIzol®  (Invitrogen), conforme instruções do 

fabricante. Em seguida, o RNA extraído foi quantificado por espectrofotometria (Nanovue - GE 

Healthcare) e a integridade do RNA foi confirmada por eletroforese em gel de agarose a 1%.  

 

06.11.3 RT-qPCR 

 Para cada amostra, 2μg do RNA extraído foi sintetizado em cDNA, usando o kit 

Reverse Transcript (Applied Biosystems®, EUA), e em seguida, tratada com inibidor de RNAse. 

A amplificação foi realizada em duplicata, usando 0,4μm de cada primer e Power SYBR Green 

master mix (Applied Biosystems, EUA). Os ciclos foram programados em 50 ºC por dois minutos, 

95 ºC por 10 minutos, seguidos de 40 ciclos de 95 ºC por 15 segundos e 60°C por um minuto, em 

termociclador (Quantstudio – Applied Biosystems, EUA). A expressão gênica foi calculada 

usando método comparativo (LIVAK; SCHMITTGEN, 2001), com grupo controle como 

referência. 
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06.12  Análise estatística 

 Os resultados obtidos nas análises da expressão de marcadores de superfície celular e 

UFCF foram primeiramente sumarizados em tabela por meio das estimativas das médias, desvios 

padrão, mínimo, mediana e máximo para cada tratamento. Gráficos foram construídos para 

facilitar a análise e a interpretação dos resultados encontrados. Posteriormente, realizou-se um 

estudo de análise de variância (ANOVA) para um modelo de efeitos mistos com medidas repetidas 

empregando os resultados verificados nas triplicatas de UFCF. O modelo misto consiste em avaliar 

os efeitos fixos dos métodos (tratamentos) e das medidas (triplicatas), considerando os animais 

como efeitos aleatórios e especificando a matriz de correlação das medidas repetidas como uma 

matriz simétrica de correlações com todos os valores iguais. O PROC MIXED do pacote estatístico 

SAS (SAS, Inst. Inc., Cary, NC, USA) foi utilizado nas análises estatísticas. O teste de Tukey foi 

aplicado para verificar quais médias dos métodos apresentavam diferenças estatisticamente 

significativas entre si, comparando-as duas a duas. Adotou-se o nível de significância de 5% 

(p<0,05), ou seja, são consideradas diferenças estatisticamente significativas se o valor p do teste 

estatístico for inferior a 0,05. 

 

07. RESULTADOS 

07.1 Coleta, isolamento e cultivo de CTMs-MO 

 A coleta de MO foi realizada sem intercorrências, com o mínimo de estresse e dor 

possível aos animais. O volume de material obtido foi suficiente para executar o protocolo de 

isolamento de modo eficiente. A primeira observação foi realizada com 48 horas de cultivo, e 

poucas células estavam aderidas. Dessa forma, as primeiras trocas de meio foram realizadas pela 

metade, com a finalidade de manter as células que ainda não estavam aderidas. As CTMs-MO 

demonstraram proliferação lenta, em colônias espaçadas e com células em formato fibroblastóide, 

porém em tamanho maior do que as isoladas de TA. Colônias de CTMs aderidas foram observadas 

por volta do sétimo dia no grupo cultivado em meio com 20% de SFB e por volta do nono dia de 

cultivo em meio com 10% de SFB.  

 

07.2 Coleta, isolamento e cultivo do CTMs-TA  

 O protocolo de obtenção de TA foi eficiente e permitiu que porções mínimas 

(aproximadamente 2g) de tecido obtido rendessem células suficientes para culturas com 80% de 
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confluência cerca de dez dias após isolamento. Os animais responderam bem à sedação e o 

procedimento foi realizado de forma rápida e sem maiores complicações. 

 

07.3 Caracterização de CTMs-TA 

07.3.1 Caracterização imunofenotípica 

 Médias altas de expressão foram observadas nos marcadores positivos CD29 (99,46% 

±0,747), CD90 (99,28% ±0,722), CD44 (97,82% ±2,24) e Vimentina (96,12% ±1,92), e baixa 

expressão dos marcadores negativos MHC-II (21,16% ±13,22) e CD34 (6,98 ±8,56) (Fig. 3). 

 

07.3.2 Diferenciação condrogênica 

 

 A diferenciação condrogênica evidenciou a presença de MEC de proteoglicanos 

corada por Azul de Toluidina (Fig.6A) e HE (Fig. 6B), o que confirmou a capacidade das CTMs-

TA se diferenciarem na linhagem condrogênica, na presença de meio indutor e em um arcabouço 

3D. 

 

07.3.3 Análise citogenética 

 A análise de cariótipo demonstrou euploidia (2n=64) em todos os grupos, sem grandes 

dificuldades para obtenção de metáfases ao longo do cultivo (Fig.4). 

Figura 3 – Boxplot: Marcadores imunofenotípicos expressos em 
porcentagem. 

Figura 3 - Boxplot: Marcadores imunofenotípicos expressos em 
porcentagem. A expressão baixa ou nula dos marcadores MHC-II e CD34, e 

alta expressão dos demais caracteriza as CTMs-TA. 
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07.4 Ensaio de unidades formadoras de colônias fibroblásticas 

 A análise ANOVA demonstrou que não houve diferença estatística significativa entre 

triplicatas de cada amostra. Diferenças estatísticas significativas foram observadas entre os grupos 

TA10 e TA20 (p=0,0061) e entre os grupos MO10 e MO20 (p=0,0283), conforme mostra o gráfico 

2. O teste de Tuckey mostrou que não houve diferença estatística significativa entre os grupos 

MO10 e TA10 (p=0,9965) e MO20 e TA20 (p=0,9858). 

 

 

Figura 5 - Variação de eficiência de UFCF dos grupos CTMs-MO e CTMs-TA em 10 e 20% SFB. Não houve diferença estatística 
significante entre os grupos cultivados com mesma concentração de SFB. 

 

Figura 4 - Análise cromossômica. Cromossomos em 
euploidia (2n=64) para E. caballus. 
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07.5 Indução à diferenciação 

 As células submetidas à cultura em meio específico para diferenciação demonstraram 

discretas mudanças morfológicas cerca de 4 dias após receber meio indutor em ambos os grupos, 

porém, as CTMs-MO demonstraram maior fragilidade em relação ao meio de cultura indutor e 

muitas células em suspensão foram encontradas no terço final do período de diferenciação. As 

CTMs que receberam o meio indutor da linhagem adipogênica apresentaram tamanho aumentado 

em relação à cultura sem meio indutório, e se agruparam em pequenas colônias distantes umas das 

outras. Gotículas de lipídeo foram observadas nas células coradas com Oil Red e HE, e a 

diferenciação adipogênica pôde ser confirmada (Fig.7). Os poços que receberam meio de 

diferenciação osteogênico apresentaram células de aparência alongada, e a diferenciação 

osteogênica foi posteriormente confirmada pela evidência de matriz extracelular de cálcio por 

meio da coloração com Alizarin Red (Fig.8).  

 

 

 

 

07.6 Diferenciação não induzida 

 CTMs que continuaram recebendo os meios de manutenção sem agentes indutores 

apresentaram morfologia fibroblastóide ao longo de todo ensaio, com crescimento mais rápido e 

uniforme quando comparadas às células que receberam meio indutor. Poços corados com Oil Red 

e HE evidenciaram morfologia alongada, com núcleo evidente e ausência de depósito significativo 

Figura 6 - Diferenciação condrogênica. A: CTMs-TA coradas por Azul de Toluidina, destaque para MEC de 
proteoglicanos corada em rosa. B: CTMs-TA, coradas por HE. MEC hialina evideciada em rosa claro. Barra de escala: 20 

µm. 
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de lipídeo (Fig.7B, 7D). Na coloração com Alizarin Red observou-se ausência de matriz 

extracelular de cálcio (Fig. 8B, 8D). 

 

 

07.7 Avaliação de expressão gênica 

07.7.1 Extração de RNA total 

O método adotado foi eficiente para extração de RNA total, porém as amostras de CTMs-

MO não foram suficientes para obter amostras de RNA em concentração e integridade ideais para 

a realização da técnica de RT-qPCR. É possível que, por serem maiores do que as CTMs-TA, o 

volume de células obtido em placas de 24 poços não tenha sido ideal para a técnica de extração de 

RNA. Foram obtidas amostras viáveis de RNA dos grupos TA10, TA10a, TA10b, TA20, TA20a 

e TA20b de apenas dois animais (animais 4 e 5), confirmadas por espectrofotometria e gel de 

Figura 7 - Diferenciação adipogênica induzida e não induzida. A: Grupo TA20a: gotículas de lipídeo coradas no 
citoplasma, células maiores. B: Grupo TA20: morfologia alongada e crescimento em grande colônias. Ausência de 

depósitos lipídicos visíveis. C: Grupo MO20a: gotículas de lipídeo citoplasmática em menor quantidade comparadas ao 
grupo TA20. D: Grupo MO20: morfologia alongada, tamanho maior comparado ao grupo TA20, ausência de depósitos 

lipídicos visíveis.  Barra de escala: 100 µm. 
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agarose (Fig.7). Apenas amostras de RNA com integridade confirmada pelas duas técnicas foram 

submetidas aos procedimentos de síntese de cDNA e técnica de qRT-PCR. 

 

 
 
Figura 9 - Amostras avaliadas por eletroforese. Amostras viáveis apresentam bandas bem definidas. Bandas ausentes ou pouco 

visíveis demonstram RNA com baixa integridade (amostras inviáveis). 

 

Figura 8 -  Diferenciação osteogênica induzida e não induzida. A- Grupo MO10b, MEC de cálcio evidenciada por 
coloração com Alizarin Red. B- Grupo MO10, ausência completa de MEC. C- Grupo TA10b: MEC de cálcio. D- Grupo 

TA10: morfologia fibroblastóide e ausência de MEC aparente. Barra de escala: 50 µm. 
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07.7.2 RT-qPCR 

A técnica de PCR em tempo real foi realizada com sucesso nas amostras íntegras obtidas, 

porém, apenas grupos de amostras de CTMs-TA com RNA íntegro de dois animais puderam ser 

obtidos. Por este motivo, os dados de expressão gênica demonstrados não são conclusivos para 

caracterização do processo de diferenciação celular. Todos os genes investigados foram apontados 

como expressos, porém nas amostras dos grupos TA10 e TA20 (controles), desvios muito altos 

foram detectados (Fig.10 e 11). No animal 4, os genes LEP, COL1 e PER estão down regulados 

nos grupos induzidos (tratados), enquanto PPAR está up regulado (Fig.11ª e B) em relação aos 

grupos não induzidos (controle). No animal 5, os genes COL1 e PER estão down regulados em 

relação ao grupo não induzido, enquanto os demais genes estão up regulados (Fig.11C e D). 

 

 

Figura 10 -  Representação da expressão gênica nos grupos cultivados em 10 e 20% de SFB. A: Genes da diferenciação 
adipogênica nos grupos TA10a e TA20a com grupos TA10 e TA20 como controles. B: Genes da diferenciação osteogênica dos 

grupos TA10b e TA20b, com os grupos TA10 e TA20 como controles (CC). 
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Figura 11 -  Gráficos representativos da expressão gênica. Grupos de CTMs não induzidas à diferenciação (TA10 e TA20) foram 
adotados como controle, e induzidas como tratados (TA10a, TA10b, TA20a e TA20b). Genes da diferenciação adipogênica: 

Leptina (LEP) e PPAR-γ (PPAR), e da diferenciação osteogênica: Colágeno I (COL 1) e Periostina (PER). 

07.8 Análise de ultraestrutura  

 Nas CTMs-dos grupos TA10 e TA20, observou-se núcleo eucromático, bem 

delimitado,  com formato irregular, padrão de cromatina descondensada, presença de um ou dois 

nucléolos evidentes, e ocupando a maior parte do citoplasma. A membrana plasmática apresentou 

grande quantidade de protusões e prolongamentos, principalmente no grupo TA20 (Fig.12-C). Nas 

células do grupo TA10, observou-se a presença de material fibrilar eletrondenso no citoplasma, e 

depositado como matriz extracelular (MEC), similar ao colágeno (Fig.12-B). As células do grupo 

TA20 apresentaram também vacúolos na região periférica do citoplasma e abundância de RER, 

com algumas cisternas dilatadas (Fig.12-C e D). Os grupos MO10 e MO20 apresentaram núcleo 
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arredondado ou ovalado, eucromático e com formato regular. As amostras MO10 apresentaram 

poucas protusões na membrana plasmática em comparação as amostras do grupo MO20 (Fig.13). 

Mitocôndrias com formato alongado foram observadas principalmente no grupo MO20 (Fig.13C 

e D). 

 Os grupos TA10a e TA20a apresentaram diminuição nas protusões da membrana 

plasmática, formato arredondado, presença de mitocôndrias alongadas e eletrodensas no 

citoplasma e abundância de RE (Fig.14A). As amostras TA20a apresentaram maior quantidade de 

lipídeo citoplasmático comparado ao grupo TA10a (Fig.14A e B). Nos grupos TA10b e TA20b, 

foi evidente a presença de MEC de cálcio (Fig.14C e D), apresentado como material granular 

eletrodenso, presença de mitocôndrias de baixa eletrodensidade e muitas protusões na membrana 

plasmática, principalmente no grupo TA20b. 
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Figura 12 - Microscopia eletrônica das CTMs dos grupos TA10 e TA20. A: Grupo TA10 - núcleo irregular, abundância 
de RER. Barra de escala: 1µm. B: Grupo TA10 - produção de MEC. Barra de escala: 0,5µm. C: Grupo TA20 – Protusões 
da membrana plasmática, núcleo irregular. Barra de escala: 2µm. D: Grupo TA20 – Abundância de RER, vacúolos na 

periferia do citoplasma e completa ausência de MEC. Barra de escala: 1µm. 
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Figura 13 -  Microscopia eletrônica das CTMs dos grupos MO10 e MO20. A: Grupo MO10 - núcleo regular, poucas 
protusões na membrana plasmática. Barra de escala: 100µm. B: Grupo MO10 – Mitocôndrias eletrodensas, 

citoplasma com aspecto granuloso. Barra de escala: 100µm. C: Grupo MO20 – Protusões da membrana plasmática, 
núcleo regular, mitocôndrias alongadas e cisternas dilatadas do RE. Barra de escala: 100µm. D: Grupo MO20 – 

mitocôndrias alongadas. Barra de escala: 100µm. 
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Figura 14 -  Microscopia eletrônica das CTMs dos grupos TA10a, TA20a TA10b e TA20b. A: Grupo TA10a – Presença 
de gotículas de lipídeo no citoplasma e abundância de RE. Barra de escala: 2µm. B: Grupo TA20a – Mitocôndrias 

eletrodensas,abundância de gotículas de lipídeo no citoplasma. Barra de escala: 2µm. C: Grupo TA10b – Presença de 
Ca sendo secretado como MEC, citoplasma com aspecto granuloso. Barra de escala: 1µm. D: Grupo TA20b – 

Mitocôndrias de baixa eletrodensidade e formato alongado, deposição de Ca no citoplasma e sendo secretado como 
MEC.. Barra de escala: 2µm. 
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08. DISCUSSÃO 

 O tecido adiposo têm sido apontado como fonte viável e abundante de CTMs 

com alta proliferação in vitro e senescência tardia quando comparadas às CTMs derivadas 

de medula óssea. 

Os resultados encontrados na análise de eficiência de formação de colônias apontaram 

maior eficiência das CTMs-TA quando comparadas às CTMs-MO. Esses dados 

corroboram o descrito por BARBERINI et al. (2014), que apontaram as CTMs-TA como 

superiores no potencial de proliferação in vitro, e reforçam os resultados descritos por 

WYLES et al. (2015), que apontaram maior potencial de proliferação e diferenciação 

osteogênica das CTMs-TA em relação às CTMs.MO. Existe, também, uma correlação 

entre a idade do animal e a eficiência de UFCF em CTMs-MO (STOLZING et al., 2008), 

fato que pode justificar a proliferação mais lenta das CTMs-MO e a variação indicada na 

análise de UFCF entre amostras do mesmo grupo, uma vez que os equinos estudados 

representam um lote de idade heterogênea.  

 As CTMs dos grupos TA20 e MO20 demonstraram proliferação superior 

quando comparadas às CTMs dos grupos TA10 e MO10. O SFB é um componente de 

grande importância no cultivo celular, pois carreia diversas moléculas, entre as quais 

fatores de crescimento que constituem o microambiente propício para a proliferação 

celular. Os resultados descritos na avaliação de UFCF confirmam a otimização do cultivo 

de CTMs-MO e CTMs-TA suplementadas com 20% de SFB. No entanto, para aplicação 

das CTMs in vivo, a utilização de SFB no cultivo é um fator de risco para o organismo 

receptor. Como componente xenogênico, o SFB pode carrear elementos infectantes ou 

causar resposta imunológica. A ocorrência de anticorpos específicos contra o SFB foi 

descrita em alguns indivíduos, segundo estudo realizado em humanos que receberam 

transplante de células-tronco hematopoiéticas (SUNDIN et al., 2007). CTMs cultivadas 

em meio suplementado com SFB também demonstraram proliferação in vitro mais lenta 

e diferenciação osteogênica menos eficiente em comparação a CTMs cultivadas em soro 

autólogo de ratos (ESLAMINEJAD et al., 2009). No cultivo de CTMs humanas, o lisado 

de plaquetas é uma alternativa que permite proliferação e manutenção das características 

das células in vitro, e é apontado como substituto do SFB no cultivo  (BIEBACK et al., 

2009), porém na terapia celular em Medicina Veterinária e em cultivo experimental, essa 

substituição ainda é inviável devido aos custos, assim como a utilização de produtos 

comerciais serum-free. Os resultados descritos até aqui confirmam a importância do SFB 
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para a proliferação celular, e sua concentração de 10% de SFB interferiu nas 

características celulares e levou a indução da diferenciação espontânea, menor 

proliferação e pior resposta a diferenciação induzida. 

 O SFB também pode ser um elemento facilitador da ocorrência da 

diferenciação osteogênica, por carrear moléculas de BMP, apontadas como atuantes nesse 

processo (KODAIRA et al., 2006), no entanto não foram observadas diferenças nas 

CTMs dos grupos TA10 e TA20 ou MO10 e MO20 coradas com Alizarin Red, de forma 

que as concentrações de SFB não causaram a ocorrência de diferenciação espontânea com 

produção de MEC de cálcio nas amostras analisadas. Todas as amostras induzidas à 

diferenciação adipogênica e osteogênica demonstraram alteração de fenótipo evidenciada 

por coloração e por análise em microscópio eletrônico. Adicionalmente, as CTMs do 

grupo TA20 foram induzidas a diferenciação condrogênica para completar os pré-

requisitos estabelecidos para caracterização de CTMs. A avaliação citológica por 

coloração de Azul de Toluidin e HE evidenciaram a presença de matriz de proteoglicanos, 

confirmando a diferenciação condrogênica, porém as amostras condrogênicas submetidas 

a análise ultraestrutural apresentaram muitos sinais de degeneração, como citoplasma 

granuloso, núcleo com membrana dilatada, muitos vacuolos no citoplasma e organelas 

desorganizadas.  

 A avaliação ultraestrutural dos grupos não induzidos a diferenciação (TA10 

e TA20) demonstrou características típicas das CTMs em estado indiferenciado, entre 

elas o núcleo grande, ocupando a maior parte do citoplasma e com padrão de cromatina 

descondensada. As inúmeras protusões verificadas especialmente no grupo TA20 estão 

relacionadas à adesão celular, também verificada na análise imunofenotípica pela alta 

expressão de proteínas relacionadas à dinâmica do citoesqueleto. Estas protusões também 

foram identificadas por microscopia eletrônica por PASCUCCI et al. (2010), que as 

indicaram como responsáveis pela adesão e também pela ligação célula-célula, o que 

permite que se forme monocamada no cultivo aderido in vitro. No grupo TA10 foi 

observada a deposição de MEC, característica não esperada nas CTMs indiferenciadas e 

que está relacionada à concentração de SFB de 10% no meio de cultivo. Outras 

investigações que envolvam a caracterização da MEC apresentada são pertinentes para 

refutar protocolos de cultivo que utilizem a concentração de 10% de SFB, uma vez que 

nos grupos controle (TA10) da análise citológica não foi observada nenhuma alteração 

que sugerisse produção de MEC. As CTMs dos grupos MO10 e MO20 apresentaram 

características semelhantes entre si, sendo o grupo MO20 a apresentar maior quantidade 
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de protusões de membrana, vacúolos e endossomos, sugerindo alta atividade celular. A 

capacidade de alterar o microambiente das CTMs está diretamente ligada a liberação de 

fatores de crescimento que modulam as demais células do tecido, induzindo-as a 

renovação e diferenciação, e esta atividade só é possível devido a liberação de 

microvesículas e exossomos (AGGARWAL; PITTENGER, 2009; RATAJCZAK et al., 

2006), características observadas na presente análise ultraestrutural. 

 Nos grupos induzidos a diferenciação adipogênica (TA10a e TA20a) foi 

evidenciado acúmulo de vesículas com lipídeo no citoplasma, característica também 

demonstrada pela análise citológica com coloração de Oil Red. As CTMs do grupo TA20 

apresentaram, tanto na análise citológica quanto na ultraestrutual, maior quantidade de 

vesículas com lipídeo no citoplasma, o que aponta que a concentração de 20% de SFB 

pode favorecer a diferenciação adipogênica in vitro. No grupo induzido à diferenciação 

osteogênica (TA10b e TA20b), observou-se deposição de MEC de cálcio evidenciada 

pela análise citológica com coloração de Alizarin Red e confirmada pela análise 

ultraestrutual, onde observou-se material eletrodenso com aspecto granular em vesículas 

no citoplasma e depositado como MEC, semelhante ao que foi demonstrado em pré-

osteócitos por PALUMBO et al. (1990). Em diversas amostras (Fig 13D, 14A) foi 

observada a presença de mitocôndrias no formato alongado, o que estaria ligado ao 

processo de diferenciação, conforme resultados de experimento descrito por FORNI et al. 

(2015), que apontaram a dinâmica de fusão das mitocôndrias como processo inerente a 

diferenciação celular e, quando suprimido, as células perderiam a capacidade de  se 

diferenciar. 

 Além dos resultados positivos da diferenciação in vitro, a caracterização 

imunofenotípica das CTMs-TA é requerida entre os critérios mínimos para definição de 

CTMs multipotentes, que são, entre outros, expressão do marcador CD90 e baixa 

expressão de CD34 (DOMINICI et al., 2006). Adicionalmente, foram avaliados os 

marcadores positivos CD29, CD44, considerados importantes por serem relatados com 

frequência em cultivos de CTMs (PITTENGER et al., 1999; DE SCHAUWER et al., 

2011), e vimentina, marcador de células mesenquimais, além do marcador negativo 

MHC-II, relacionado à histocompatibilidade. A expressão de MHC-II de 21,16% 

(±13,22%) descrita neste trabalho pode estar relacionada ao fato das CTMs terem sido 

analisadas em segunda passagem, momento em que a cultura pode apresentar células 

epiteliais remanescentes do isolamento. Para futuras aplicações, é recomendável que seja 

realizada nova análise da expressão de MHC-II nas passagens seguintes. No entanto, o 
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conjunto de dados obtidos na caracterização das CTMs-TA somada à euploidia dos 

cromossomos indicam viabilidade de manutenção destas células em banco para posterior 

aplicação in vivo em Medicina Veterinária. Resultados semelhantes ao perfil 

imunofenotípico descrito neste trabalho foram reportadas em CTMs de equinos por 

BARBERINI et al. (2014), CARVALHO et al. (2009), DE SCHAUWER et al. (2012) e 

por MAIA et al. (2013). 

 

09. CONCLUSÕES  

 - Durante o processo de diferenciação induzido nas linhagens adipogênica e 

osteogênica, as CTMs-TA e MO apresentam modificações morfológicas e fisiológicas; 

adquirem características semelhantes aos pré-adipócitos e osteoblastos, e o mesmo não 

ocorre quando as CTMs não recebem o meio indutor da diferenciação. 

 

 - A concentração de 10% de SFB no meio de cultivo pode favorecer a 

ocorrência de diferenciação espontânea das CTMs-TA em linhagem de células que 

produzem matriz extracelular fibrosa, conforme demonstrado pela análise ultraestrutural. 

 

 - A concentração de 20% de SFB no meio de cultivo favorece a proliferação 

celular das CTMs-TA e MO, e é mais indicado para otimização de culturas celulares em 

comparação ao meio suplementado com 10% SFB. 

 

 - Os protocolos empregados no isolamento, cultivo e caracterização de 

CTMs-TA foram eficientes e possibilitaram a formação de um banco de células viáveis 

para aplicação in vivo, porém é recomendável a realização de monitoramento da 

expressão de MHC-II na próxima passagem das células criopreservadas, com a finalidade 

de minimizar o risco de resposta imunológica do organismo receptor. 
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12. ARTIGO CIENTÍFICO – Manuscrito 

ISOLATION, IMMUNOPHENOTYPIC AND ULTRASTRUCTURAL CHARACTERIZATION  

OF STEM CELL FROM EQUINE ADIPOSE TISSUE 

 

Absract 

Mesenchymal stem cells (mSCs) are derived from adult tissues and presents high plasticity, 

immunomodulatory regulation and potential to migrate and differentiate into mesodermal lineages in vivo. 

Adipose tissue has been pointed as an efficient source of mSC which presents high proliferation in vitro 

and great potential to be applied in regenerative medicine. This study aimed to isolate adipose derived-stem 

cells (ASCs) and analyze immunophenotypic markers of stemness by flow citometry and in vitro 

differentiation by specific staining and ultrastructure. Results showed osteogenic differentiation with 

calcium extracellular matrix, adipogenic differentiation with citoplasmatic lipid production, and high cell 

activity with multiple protrusions, typical of cell adhesion in undifferentiated ASCs. 

 

Introduction 

Mesenchymal stem cells (mSCs) has demonstrated new perspectives for studies in cell therapy, 

tissue recovery and engineering. In Veterinary Medicine, mSCs are pointed as potential treatment for 

osteoartritis  and ischaemia in dogs (1,2). Equine mSC has been successfully applied in treatment of tendon 

injury (3,4) and endometritis in mares (5). Moreover, endometrial injection of mSCs in mares and 

intrathecal autologous transplantation of mSCs in horses were demonstrated to be feasible and safe 

procedures (6,7), showing new perspectives for treatment of reproductive and neurological disorders. In 

addition, were described ovarian function recovery by mSCs administration (8) and up-regulation of mSCs 

multilineage differentiation and immunomodulation capacity by the presence of pro-inflammatory 

cytokines in inflammatory, degenerative and autoimmune disorders (9). 

In vivo application of mSCs demonstrated that these cells are able to migrate to damage tissue sites 

and start regenerative processes. In addition, mSCs produces and discharges cytokines which regulates 

tissue microenviroment, acting in inflamatory process and contributing to regeneration more than the mSCs 

plasticity (10). Studies about conditioned medium demonstrated the action of cytokines in inflammatory 

regulation in vivo. Paracrine action of mSCs was demonstrated by conditioned medium applied to reduce 

myocardial infart size in vivo (11,12) and protect renal cells from induced cytotoxicity (13). Microvesicles 

released by mSCs in conditioned medium were identified as fundamental during inflammatory response  

(14), and techniques involving conditioned medium application in vivo may promote neuroprotective  and 

immunomodulatory effect  and suggest promising advances in stem cell therapy (15).   

Multiple sources of mSC have been described, as umbilical cord (16), amniotic fluid (17), gingiva 

and periodontal ligment (18), and bone marrow, which was the first described source of mSCs 

(PITTENGER et al., 1999). Among the main sources, adipose tissue (AT) has been pointed as a viable and 

abundant option to obtain mSCs with higher proliferation in vitro compared to bone marrow and umbilical 

cord (20,21).  



 

55 

 

Several descriptions of methods to isolate mSCs led the International Society of Cellular Therapy 

to propose minimal criteria to define human mSCs, as plastic adherence in vitro, differentiation into 

osteoblasts, adipocytes and  chondroblasts when maintained under specific stimuli, and negative or positive 

expression of specific markers identified as Cluster Differentiation (CD). Positive expression of CD105, 

CD73, CD90 and lack expression of CD45, CD34, CD14, CD11b, CD79a or CD19 are required for human 

mSCs characterization (22). The positive markers required are related to adhesion, surface enzymes and 

extracellular matrix, respectively (SALGADO et al., 2010) and negative markers related to leucocytes, 

ephitelial cells and hematopoietic progenitors, monocytes, machophages, and B cells (24).  

In this study, ASCs were isolated, cultured, characterizated by investigation of markers CD34, 

CD44, CD29 and Vimentin, induced to in vitro differentiation into adipogenic, osteogenic and 

chondrogenic lineages and submitted to ultrastructural and cytogenetic analysis, in order to demonstrate 

the viability to maintain ASCs in a cell bank for allogeneic therapy and morphological changes during 

differentiation in vitro. 

 

Material and Methods 

Animals 

Five horses (Equus caballus) of both genders aged 9-15 years were selected. Experimental 

protocol (nº 158 - CEUA) were approved by Ethics and Welfare Committee of Institute of Biosciences of 

Sao Paulo State University – Botucatu, Brazil. 

 

AT collect and ASC isolation 

Subcutaneous AT was collected from near the dorsal gluteal muscle below tail. Animals were 

sedated with 0,5 mg kg-1 xilazin (Sedomin®, Köning, ARG), followed by local anesthetic block with 10mL 

2% lidocaine (Cristalia, Brazil). A portion of AT were collected and stromal vascular fraction was isolated 

by collagenase (Sigma-Aldrich, USA) digestion in a concentration of 0.04% for 30 minutes at 37ºC, 

vortexing every 10 minutes. After digestion, samples were filtered in 70μm (BD - USA), proportion of 1:1 

of culture medium was added for washing and centrifuged for 10 minutes. Pellet was resuspended, 

proceeding plating in 25cm² culture flask. Cells were cultured during  two passages, in maintaince culture 

medium containing DMEM high glucose, 20% FBS, 1% amphotericin, 1.2% penicillin/streptomycin (Life 

Technologies/Gibco). 

 

Cytogenetic analysis 

Cytogenetic analysis was performed at second passage, using methotrexate (MTX)/Thymidine 

(Tdi) to sincronization of cell division cycle. Cells were resuspended by trypsin (TrypLE™ Express – 

Invitrogen®, EUA) and incubated at 37ºC for 3 minutes, fixed and stained in 5% Giemsa. Twelve 

metaphases were analysed for sample, by light microscopy. 

Immunophenotypic assay 

Immunophenotypic characterization was performed by flow cytometry at second passage. Positive markers 

were investigated using antibodies mouse anti-bovine CD29:AF (BioLegend, USA), mouse anti-rat CD90, 

(AbD Serotec, UK), mouse anti- bovine CD44 (AbD Serotec, UK),  and mouse anti-vimentin: FITC 

(Creative Biomart, USA); and negative markers: mouse anti-horse MHC–II:FITC (AbD Serotec, UK), 

mouse anti-dog CD34 (AbD Serotec, UK). Two hundred thousand cells were counted for each antibody, 

and 10.000 events  recorded during analysis.  

 

Statistical Analysis 

Results of cell markers expression were first summarized in a table by means, standard deviation, 

minimum, median and maximum for each treatment. The analysis and interpretation of the results were 

shown in the bloxplot. 

 

Differentiation assays 

Cells were plated in 24-well plates at 104/well density, maintained in DMEM culture medium until 

reach about 50% confluence, when specific media for osteogenic and adipogenic differentiation 

(STEMPRO, Gibco, USA) were added. Additional culture with maintaince medium were performed as 

control group. Nine days after induction, positive osteogenic differentiation was confirmed by Alizarin Red 

S staining (Sigma-Aldrich, USA), to demonstrate calcium extracellular matrix deposition. Adipogenic 

differentiation was confirmed by Oil Red O staining (Sigma-Aldrich, USA), which evidenciated 

cytoplasmic lipid droplets. Chondrogenic differentiation was conduced in 1mL microtubes, in order to 

provide a three-dimensional culture condition (HWANG et al., 2006; RADA; REIS; GOMES, 2011; 

CARDOSO et al., 2012;). Cell pellet was maintained in specific medium for chondrogenic differentiation 

(STEMPRO, Gibco, USA) during 12 days, with changes each three days, and differentiation was confirmed 
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by hematoxylin/eosin and Toluidin Blue (pH=1) staining. All groups were observed by inverted light 

microscopy (DM IRB, Leica Microsystems, Germany). 

 

Ultrastructural analysis 

Isolated cells were mantained in standard culture conditions about 20 days (second passage) and 

ultrastructural analysis was performed after differentiation assay. Cells were resuspended by trypsin and 

fixed in Karnovisk solution 9H=7.4) for at least 24h. Pellet was submitted to post-fixation in 1% osmium 

tetroxide after washing. Dehydration was performed by 30, 50, 70, 90 and 100% acetone and polimerization 

was proceeded in Araldite 502 for 72h at 60ºC. Ultra thin sections were obtained with diamond knife and 

stained in uranyl acetate and lead citrate. Analysis were carried out by transmission electronic microscope 

(Phillips CM100). 

 

RESULTS 

Isolated cells presented plastic adherence and fibroblastoid morphology after 48 hours, and 80% confluence 

about 10 days after plated. At first passage, cells showed faster growth and reached 80% confluence about 

5-6 days. Immunophenotypic analysis performed at second passage showed high expression of positive 

markers CD29 (=99,46% ±0,747%), CD90 (=99,28% ±0,722%), CD44 (=97,82% ±2,24%) and Vimentin 

(=96,12% ±1,92%); lack of expression of MHC-II (=21,16% ±13,22%) and CD34 (=6,98% ±8,56%) 

(Fig.1A). Cytogenetic analysis demonstrated chromosomal euploidy for Equus caballus (2n=64) in all 

samples (Fig.1B). Discrete morphology changes were observed in adipogenic differentiation about 3 days 

after induction with specific medium, when cells presented slight increase in cytoplasmic size. Lipid 

droplets were observed into the cytoplasm stained with Oil Red, confirming adipogenic differentiation 

(Fig.1C). Induced differentiation into osteogenic lineage was noted about 3-4 days in inductor medium, 

when cells begun to present  polygonal morphology. Extracellular matrix of calcium was observed stained 

by Alizarin Red at ninth day after inicial exposure to inductor medium (Fig 1E). Chondrogenic 

differentiation was confirmed by deposition of extracellular hyaline matrix containing proteoglycans and 

collagen stained by HE and toluidin blue, which revealed presence of  proteoglycans stained in light pink 

(Fig.1G, 1H). 

Ultrastructural analysis demonstrated in not-induced to differentiation cells several protrusions in 

plasmatic membrane, rough endoplasmic reticulum (RER) with dilated cisternae, rounded (Fig.2A) and 

elongated (Fig.2B) mitochondria, vacuoles in the periphery of cytoplasm. Undifferentiated cells also 

presented large nucleus, occupying most of the cytoplasm area and decondensed chromatin pattern. 

Osteogenic differentiated cells presented nucleous with irregular shape and several protrusions in plasmatic 

membrane (Fig.3A). The mitochondria presented rounded and elongated shape and low eletrodensity. 

Developed endoplasmic reticulum and deposits of extracellular matrix of calcium were also observed 

(Fig.3A and 3B). Chondrogenic differentiation presentes few collagen fibers and multiple degeneration 

signals (Fig.4A), as granular aspect on cytoplasm, dilated nuclear membrane, several vacuoles and 

disorganized organelles. Adipogenic differentiated cells presented reduction of emitted protrusions, 

abundance og endoplasmic reticulum, small mitochondria and several cytoplasmic lipid droplets (Fig. 4B). 

 

DISCUSSION 

Adipose tissue-derived mSCs (ASCs) have demonstrated great potential in treatment of several 

ilness, as inflammatory bowel disease in dogs (28) and kidney acute schemia-reperfusion injury (29), 

providing new possibilities for cell therapy. Among main advantages of ASCs, high in vitro proliferation 

and lower immunogenicity are characteristics which make ASCs eligible for in vivo application. 

Furthermore, AT harvesting may be performed during elective surgeries and isolated ASCs applied for 

allogeneic transplantation. The present study found morphological characteristics and changes which 

confirms high cell activity and differentiation of ASCs. Protrusions in plasmatic membrane observed by 

ultrastructure analysis in not differentiated ASCs, decondensed chromatin and abundant RER corroborates 

previous results described by MAIA et al. (2013) and confirms the capacity of ASCs to interact with 

microenviroment, releasing and absorbing large amount of extracellular elements. Paracrine factor, the 

ability to change the microenvironment of ASCs is directly linked to release of growth factors that modulate 

other tissue cells, inducing the renewal and differentiation, and this activity is made possible by the release 

of microvesicles and exosomes, which were observed in this study. 

Cell differentiation is a process mediated by chemical agents in induction medium and also by 

mechanical interaction between cell and microenvironment (31). Therefore, anchorage and spreading are 

important characteristics which allows mSCs to start proliferation and differentiation process. 

Ultrastructural analysis demonstrated cell protrusions in several observed groups, except for chondrogenic 

differentiation, which was cultivated in a pellet.  
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The numerous protrusions observed are related to cell adhesion, also seen in the 

immunophenotypic analysis by high expression of proteins related to cytoskeleton dynamics. These 

protrusions were previous described in ASCs (32), and pointed as responsible for  cell adherence and also 

by cell-cell interaction, which allows cells to present a in vitro monolayer. 
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Figure 15 – A: Boxplot: expression os stemness markers. High expression of Vimentin, CD44, CD90 and CD29. B: 
Chromossomal euploidy (2n=64) for E. caballus.C: Adipogenic differentiation confirmed by evidence of lipid droplets 
stained by Oil Red. D: Control group of adipogenic differentiation: no apparent lipid storage observed. E: Osteogenic 

differentiation: extracellular matrix stained by Alizarin Red. F. Control group of osteogenic: absense of EM. G: 
Chondrogenic induced differentiation: hyaline matrix stained in light pink by Toluidin Blue. H: Hyaline matrix stained 

by HE. 
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Figure 3 - Osteogenic differentiation: prresence of elongated mitochondria (M), cell protrusions (PR) and 

extracellular calcium deposition. Scale bar = A- 2ɥm, B- 1ɥm. 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 2 -  ASCs not induced to differentiation (control group). Several protrusions (PR) on plasmatic membrane, 
Irregular nucleous and chromatin decondensed. Rounded shape mitochondria (A) and some presented elongated 

shape (B).  Scale bar = A- 2ɥm, B- 1ɥm. 
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Figure 4 – A: Chondrogenic differentiation: presence of extracellular collagen fibers (CF) and 

degeneration signals. B:  Adipogenic differentiation: presence of several cytoplasmic lipid droplets (LD) 

and protrusions (PR) in plasmatic membrane. Scale bar = A- 1ɥm, B- 2ɥm.  

 

Induced adipogenic differentiation presented ASCs with cytoplasmic lipid droplets, indicating 

lipid storage also observed by light microscopy in Oil Red staining. Osteogenic-induced differentiation also 

resulted in ASCs with morphology similar to preosteocytes (33), with calcium extracellular matrix 

evidenced by ultrastructure and Alizarin Red staining. Positive chondrogenic differentiation in a three-

dimensional enviroment corroborates results previously observed, which relate the physical condition of 

cells in pellet and the chemical induction with production of collagen II and proteoglycans as extracellular 

matrix (ERICKSON et al., 2002). Moreover, chondrogenic differentiation, although have showed hyaline 

matrix evidenced by staining, also presented signs of degeneration in ultrastructural analysis. These aspects 

may be due to differentiation protocol or fixation before preparation of the samples to eletronic microscopy. 

In addition, this study  confirmed the feasibility of in vivo application due to immunophenotypic 

profile described and chromosomal euploidy maintained during in vitro culture. According to minimal 

criteria required by International Society for Cellular Therapy, isolated cells must to present positive 

expression of CD90 and lack of expression of CD34. Present results are consistent with these requirements 

and, additionally, CD29 and CD44 were analysed for being frequently reported in mSCs cultures (DE 

SCHAUWER et al., 2011). CD90 is a marker relate to a glycoprotein also known as Thy-1, located on cell 

surface. High expression of CD90 may be found in hematopoietic cells, neurons, endothelial cells, 

fibroblasts, myofibroblasts and mSCs, and play a fundamental role in cell adhesion, migration, apoptosis, 

cell-cell and cell-matrix interations (35). Negative marker CD34 is related to sialomucin protein and present 

positive expression in hematopoietic stem cells, epithelial precursors and satelite cells of skeletal muscle, 

playing fundamental role in migration and muscle regeneration (36). CD34 is considered a anti-adhesion 

protein (37) and its expression must be negative for ASCs, which are adherent cells.  CD29 is a positive 

marker related to Integrin β-1, an important adhesion protein also responsible for cell migration and 

formation of protrusions in cell membrane (CHEN et al., 2016). CD44 is a transmembrane glycoprotein, 

related to cell-matrix interation and high expression of CD44 indicates self-renewal, differentiation and 

migration capacity (38). Vimentin, related to mesenchymal cells, and negative marker MHC-II, related to 

histocompatibility evaluated in this study as presenting negative or low expression, confirmed the 

possibility of application of obtained ASCs by described protocol. In conclusion, the cytologic and 

ultrastructural analysis demonstrated that is possible to obtain viable ASCs to be maintained in cell bank to 

be used for therapy in Veterinary Medicine, however, more attention needs to be given to induced 

chondrogenic differentiation in vitro. 
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