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     Resumo - Com a descoberta das células-tronco abriu-se um leque de 
possibilidades nas pesquisas de nichos destas em diferentes órgãos e também no 
estudo de doenças e regeneração tecidual. O fígado vem sendo alvo de muitos 
estudos já que as doenças crônicas deste órgão tem como resolução um 
transplante, o que é caro e há poucos doadores. O fígado é composto, 
principalmente, por hepatócitos, no entanto, seu cultivo e mantença in vitro são 
difíceis. Assim, uma alternativa é a manutenção das células progenitoras hepáticas. 
Elas são conhecidas em camundongos, humanos, mas, pouco mencionadas em 
cães. Esse trabalho objetivou mostrar a existência das células progenitoras 
hepáticas no cultivo celular de fígado fetal de cães por imunocitoquímica e 
citometria de fluxo a fim de saber se este nicho celular existe no cultivo e se é 
possível num futuro próximo a separação desta linhagem nesta espécie. Foram 
utilizados para a realização do trabalho 10 fetos sendo que destes foi possível o 
aproveitamento em sete animais. Foi realizado no trabalho isolamento, cultivo de 
células hepáticas, criopreservação, curva de crescimento celular, imnocitoquímica e 
citometria de fluxo. A cultura celular durou sete passagens, com dobramento 
populacional de 31,7 horas, na imunocitoquímica as células foram marcadas 
positivamente para os seguintes marcadores: EpCAM, NCAM, Nestina e Thy-1.Na 
citometria de fluxo foi possível realizar a dupla marcação das células com os 
maracadores EpCam e NCAM que resultaram em 0,5% ±0,173 do total de células 
analisadas, conclui-se que o objetivo da pesquisa almejado foi conseguido, existe 
células progenitoras hepáticas no cultivo celular de fígado fetal canino. 

Palavras chave: EpCAM, NCAM; célula-tronco hepática; cão 
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Characterization of hepatic progenitor cell in cell culture canine fetus liver 
 
 
Abstract - With the discovery of stem cells has opened up a range of possibilities in 
niche research these in different organs and also in the study of diseases and tissue 
regeneration the liver has been the subject of many studies since chronic diseases of 
this organ has the resolution a transplant, which is expensive and there are few 
donors. The liver consists mainly of hepatocytes; however, its cultivation and 
maintenance in vitro are difficult. Thus, an alternative is to maintain the hepatic 
progenitor cells. They are known in mice, humans, but rarely mentioned in dogs. This 
study aimed to show the existence of hepatic progenitor cells in cell culture fetal liver 
of dogs by immunocytochemistry and flow cytometry in order to know if this cell niche 
exists in the cultivation and whether it is possible in the near future the separation of 
this lineage in this species. They were used to carry out the work 10 fetuses and of 
these it was possible to use in seven animals. Work was carried out in isolation, 
cultivation of liver cells, cryopreservation, cell growth curve, immunocytochemistry 
and flow cytometry. The cell culture lasted seven passes, doubling time in 31.7 
hours, in immunocytochemistry cells were positively stained for the following 
markers: EpCAM, NCAM, Nestin and Thy-1. In flow cytometry it was possible to 
double staining of cells with EpCam markers and NCAM which resulted in 0.5 % ± 
0.173 of the total of the cells analyzed. Concludes that the purpose of the desired 
search has been achieved there liver progenitor cells in fetal liver cell culture canine 

 
 

Keywords: EpCAM, NCAM, stem cells hepatic, dog 
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Capítulo 1 - Considerações Gerais 

1. Introdução 

As células-tronco são designadas como células indiferenciadas, com 

elevada capacidade proliferativa e com habilidade de autorrenovação. São aptas 

a regenerar um tecido após um trauma ou lesão e tem a capacidade de modular 

as funções celulares envolvidas nestes processos (França, 2011). As células-

tronco podem ser classificadas em três categorias de acordo com o período de 

isolamento durante a ontogênese: embrionária, fetal e adulta. O termo célula-

tronco refere-se a células com habilidade em gerar células filhas com 

características similares à célula mãe, bem como se diferenciar em células 

especializadas (Gage, 2000).  

As células-tronco fetais ganharam ênfase nas pesquisas por exibirem 

características únicas com uma riqueza de informações e novas descobertas 

sobre a compreensão da biologia das células-tronco em geral. Podem ser 

exploradas como uma fonte potencial para a terapia celular. As células-tronco 

fetais podem ser derivadas a partir do feto ou a partir das estruturas de suporte 

extra-embrionária, que são de origem fetal (Hemberger, 2008). 

Os recentes avanços nos estudos da disposição anatômica do 

parênquima hepático e epitélio biliar mostram a existência de vários 

compartimentos de células-tronco compostos de células progenitoras de 

diferentes linhagens (Cardinale, Wang, Carpino, et al., 2012). Neste contexto o 

fígado humano de todas as idades apresenta células progenitoras hepática, 

bipotentes, podendo se diferenciar em hepatócitos ou colangiócitos (Schmelzer 

et al., 2007). Durante a lesão hepática grave e persistente, os hepatócitos já não 

tem a capacidade de proliferar enquanto que as células-tronco progenitoras 

hepática são induzidas a se multiplicarem. Este aumento do crescimento celular 

é também conhecido como, reação dos ductos biliares, reação de células oval 

ou hiperplasia de células oval. As células progenitoras hepáticas existem ao 

entorno dos ductos biliares e canais de Hering (Kuwahara et al., 2008). Assim, 

estas células apresentam características peculiares, podendo ser utilizadas 

como fontes para estudos de terapia celular (Forbes ; Newsome, 2012). 
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No Brasil, de acordo com o Ministério da Saúde, em 2014 foram 

realizados 1769 transplantes de fígado e a lista de espera constituía 2024 

pessoas. O transplante de fígado só é indicado para pessoas com doenças 

hepáticas agudas ou crônicas, irreversíveis e progressivas. A hepatite crônica 

por vírus da hepatite C (VHC) e a cirrose alcoólica representam cerca de 50% 

das etiologias que levam pacientes adultos ao transplante. Na população 

pediátrica, as principais indicações de transplante hepático são a atresia de vias 

biliares (57%) seguida das doenças metabólicas (19%) (Ministério da saúde, 

2016). 

Pelo fato do Canis lupus familiaris, o cão domestico, apresentar homologia 

de 75% do DNA com o ser humano (Klug, 2010)  foi escolhido como material de 

estudo neste trabalho. Desta forma, o presente trabalho objetivou conseguir 

estabelecer um cultivo de células hepáticas de fetos caninos a fim de descobrir 

se neste, por marcação com os anticorpos EpCAM e NCAM, existe a presença 

de células progenitoras hepáticas para provir subsídios para posterior  

separação das mesmas estabelecendo uma cultura pura. 

 

 2. Revisão da literatura:  

Um dos primeiros experimentos que impulsionaram os demais com cultivo 

celular foi o realizado por Ross G. Harrison há mais de cem anos, na 

Universidade Johns Hopkins. Este estudo demonstrou que tecidos cultivados de 

embriões de anfíbios sobreviviam por até quatro semanas (Rebello, 2014). 

O conceito da existência de uma hierarquia dentre as células, sendo o 

lugar do topo ocupado pela célula tronco, de modo que as demais descendam 

dela, surgiu pela primeira vez na década de 60, com os experimentos de 

McCulloch e Till (1961). Neste trabalho pioneiro foi identificada a primeira 

população de célula-tronco na medula óssea de camundongos adultos. Outros 

estudos, realizados nas décadas de 1970 e 1980 pelo grupo de pesquisa de 

Alexander Friedenstein ampliaram o potencial de uso das células- tronco no 

caso, mesenquimais, demonstrando sua capacidade de autorrenovação e 

diferenciação (Drzewiecki et al., 2010). Na época, devido à semelhança 
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morfológica com fibroblastos em cultura, foram denominadas unidades 

formadoras de colônia fibroblástica (UFC-F) (Torres, 2009).  

As células-tronco podem ser definidas como células não diferenciadas de 

embriões, fetos ou tecidos adultos, que tem como particularidade o potencial de 

gerar células de diversos tecidos sob o estímulo bioquímico, hormonal e 

mecânico adequado, in vitro ou in vivo (Csaki et al., 2007), preservando sua 

própria população, gerando células filhas idênticas (Zago, 2005).  

Baseado no potencial de diferenciação as células-tronco podem ser 

classificadas em pluripotentes, aquelas que podem gerar todos os diferentes 

tipos celulares, como as células da massa celular interna do blastocisto; e 

multipotentes, precursoras de diferentes tipos celulares de uma mesma 

linhagem, do tecido onde se insere como, as células-tronco hematopoiéticas. As 

células-tronco ainda podem ser classificadas como oligopotentes, que podem 

originar células de diferentes linhagens celulares de um mesmo tecido, como as 

células-tronco neurais; e aquelas que originam apenas um tipo celular, com 

função repositora, como as células-tronco da epiderme, chamadas unipotentes 

(Friel et al., 2005). 

As células-tronco podem ser de origem embrionária, obtidas a partir da 

massa celular de embriões em fase inicial de desenvolvimento, ou originária de 

tecidos adultos. Essas últimas são responsáveis pela manutenção da 

integridade dos tecidos adultos, substituindo células perdidas pelo desgaste 

natural ou necessárias para a regeneração de órgãos e tecidos após lesões 

variadas (Zago, 2005). Em 1998, pesquisadores nos Estados Unidos isolaram 

pela primeira vez células tronco embrionárias de humanos (Shamblott et al., 

1998; Thomson et al., 1998).As células-tronco embrionárias são aquelas 

oriundas de tecido embrionário especificamente da fase blastocística que 

compreende entre o quarto e quinto dia após a fecundação na espécie humana, 

mas  antes da implantação no útero que ocorre por volta do sexto dia após a 

fecundação (Segura et al., 2007). 

Dentre as células-tronco adultas a mais conhecida são as células-tronco 

hematopoiéticas cujas principais fontes são a medula óssea e as células de 

cordão umbilical. Diferentes das células-tronco embrionárias e fetais, que são 
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pluripotentes, as células-tronco adultas são multipotentes, não especializadas 

(Csaki et al., 2007).   

As células-tronco fetais podem ser isoladas a partir do próprio feto e de 

estruturas extra-fetais de suporte (Bossolaco, 2004). Observa-se interesse 

crescente na utilização das células fetais em engenharia tecidual, para correção 

de diversos defeitos congênitos (Fuchs et al., 2003). O feto e os tecidos fetais 

apresentam-se como potencial fonte para os transplantes celulares, pois 

possuem menor risco e contaminação viral e/ou bacteriana quando comparado 

com os tecidos adultos, por residirem em um ambiente imunoprivilegiado dentro 

do útero. Além disso, a maioria das células fetais prolifera mais rapidamente, em 

meio de cultura, quando comparadas às células adultas e outra característica 

apresentada pelos tecidos fetais é a ausência de questionamento ético quanto a 

sua utilização clínica em transplantes (Bruder et al., 1997, Abdulrazzak et al., 

2010). As células-tronco fetais podem ser isoladas a partir de sangue fetal e da 

medula óssea, bem como de outros tecidos fetais, incluindo fígado e rim 

(O’Donoghuek; Fisk, 2004).  

O fígado fetal é excepcionalmente volumoso, ocupando um amplo espaço 

da cavidade abdominal (König e Liebich, 2004). É o principal sitio para o 

desenvolvimento de progenitores hematopoiéticos, atuando na diferenciação e 

maturação da linhagem hematopoética definitiva (Koury et al.,  2002) e esta 

função é assumida pelo fígado fetal a partir do terço médio da gestação em 

mamíferos (Badylak, 2002). Entretanto, o fígado ganhou destaque nas 

pesquisas com células-tronco pela sua alta capacidade proliferativa e 

regenerativa através de células hepáticas (Fausto, 1994). A capacidade 

proliferativa dos hepatócitos adultos e do tecido epitelial biliar pode ser 

observado quando é realizada uma hepatectomia em ratos e camundongo, do 

quais é retirado dois terços do fígado e o órgão se regenera (Russo ; Parola, 

2011; Fausto et al., 2012). 

O fígado tem origem embriológica do divertículo hepático, protuberância 

da endoderme, localizada na porção distal do intestino anterior. A porção cranial 

do divertículo hepático origina o fígado e as vias biliares intra-hepáticas, 

enquanto a sua porção caudal origina a vesícula biliar e as vias biliares extra-
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hepáticas. O divertículo hepático é constituído por hepatoblastos; células 

bipotenciais, com capacidade para originar hepatócitos ou colangiócitos, 

encontrando-se em estreita relação com a mesoderme cardíaca e com o septum 

transversum. Os hepatoblastos proliferam rapidamente e penetram o septum, 

formando cordões de hepatócitos, designados por placas hepáticas. Estas se 

encontram separadas por células da mesoderme que formam o endotélio 

especializado poroso, constituindo os sinusóides hepáticos (Sadler; Jan 

Langman's, 2010). As células dos ductos biliares, bem como os hepatócitos, 

tem, portanto, uma origem endodérmica, enquanto as células de Kupffer e as 

células endoteliais dos sinusóides hepáticos tem origem na mesoderme do 

septum transversum (Grijalva ; Vakili, 2013).  

A embriologia do fígado é composta por múltiplos estágios de 

desenvolvimento, no qual a indução da destinação hepática depende de 

interações recíprocas entre o endoderma ventral do intestino anterior e o tecido 

mesenquimal adjacente (Zaret, 2002). O fígado é formado por hepatócitos e 

colangiócitos, dois tipos de células epiteliais. Este órgão tem importância no 

metabolismo, particularmente pela síntese de proteínas e enzimas, regulando o 

consumo energético, auxiliando a digestão e contribuindo ainda para a 

eliminação de moléculas endógenas e exógenas (Alpini et al., 2002). 

 O hepatócito é uma célula de natureza epitelial, altamente diferenciada, 

consequentemente, dificilmente se divide. Apenas um hepatócito entre 20.000 

pode estar em processo de divisão em algum momento, durante a vida do ser 

humano ou animal, essa divisão ocorre de uma a duas vezes para cada célula 

(Jesus, et al., 2000). O hepatócito maturo ou o hepatócito de fígado de neonato 

são considerados candidatos potenciais para o transplante celular. Porém, a 

baixa viabilidade de órgãos para isolar hepatócitos maturos e a dificuldade de 

expandi-los in vitro limitam seu uso (Tolosa et al., 2014). Zhang et al.(2011) 

conseguiram isolar hepatócitos de fígado de bezerros, com 72 horas de cultivo 

celular, neste estudo, os hepatócitos se apresentaram funcionais, secretando 

albumina, desidrogenase láctica e ureia, porém, a cultura durou 10 dias (Zhang 

et al., 2012). Quando ocorre lesão aguda no fígado, inicialmente, os hepatócitos 

e os colangiócitos sofrem divisão celular para compensar a perda 
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celular/tecidual. Entretanto, danos crônicos podem suprimir essa capacidade 

proliferativa destas células hepáticas. Em consequência, as células progenitoras 

intra-hepáticas entram em ação para contribuir na regeneração do órgão (Itoh et 

al., 2011). 

As células-tronco progenitoras hepáticas em seres humanos encontram-

se nas placas ductais dos fígados fetais e nos canais de Hering no fígado adulto. 

Estas podem ser isoladas utilizando a molécula de adesão da célula epitelial 

(EpCAM) como um marcador de células progenitoras hepáticas. As células 

positivas para EpCAM quando classificadas por imunosselecção, constitui 0,5-

2,5 % do parênquima hepático de doadores de todas as idades. O transplante 

de células EpCAM positivas ou células-tronco progenitoras hepáticas são uma 

alternativa para terapias com células-tronco hepáticas( Rao et al., 2008 ). As 

células progenitoras hepáticas, são denominadas células ovais no roedor. Estão 

localizadas na área portal e periportal e contribuem para a regeneração do 

fígado (Zhang; Bai; Huang, 2003; Haridass; Narain; Ott, 2008). Estas células 

surgem no parênquima, geralmente sob a forma de neoductules, diferenciando-

se em hepatócitos e colangiocitos maturos para restaurar o fígado danificado. 

(Wang et al., 2003) 

Schmelzer et al. (2007) mostraram em seu trabalho que as células nas 

placas ductal do fígado fetal e neonatalis e nos canais de Hering em fígados 

pediátricos e adultos são células progenitoras hepáticas. Estas podem ser 

isolados com eficiência por condições de cultura selectivas e por imunoseleção 

para EpCAM (CD326) e/ou da NCAM (CD56) . 

O EpCAM é uma glicoproteína transmembranar expressa, principalmente 

em epitélios simples, células progenitoras, células estaminais normais e 

malignas e ainda em vários carcinomas de origens diferentes. As funções do 

EpCAM são numerosas e incluem a adesão célula- célula, a proliferação, a 

manutenção de estados indiferenciados, regula a diferenciação celular, migração 

e invasão ( Munz; Baeuerle; Gires, 2009; Went, et al., 2004) Por imuno-

histoquímica, Balzar et al., (1999), observaram que hepatoblastos no fígado 

embrionário humano são EpCAM positivo, ao passo que os hepatócitos maturos 

são EpCAM negativo. 
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O marcador de superfície celular NCAM (CD56) inicialmente utilizado para 

fenotipagem de células da glia, células musculares e neurônios, é também 

encontrado na maioria das células progenitoras hepáticas derivadas de fígado 

fetal e neonatal, entretanto, no fígado adulto a marcação de NCAM aparece em 

40 % das células positivas para EpCAM (Goridis ; Brunet, 1992). 

Vestenfoft et al.(2011) mostraram em seu trabalho que fígado fetal 

humano com idade gestacional de 15 semanas possui marcação positiva para 

Nestina na área porta em células do mesenquima hepático, nas células epiteliais 

das vias biliares e células endoteliais arteriais. 

Gridelli et al. (2012) identificaram por citometria de fluxo que logo após o 

isolamento das células hepáticas em humanos há uma expressiva marcação 

associada a células mesenquimais sendo que 1,5-2% destas são positivas para 

Thy -1 (CD90).  

A literatura tem como enfoque as células-tronco progenitoras hepáticas 

em camundongo, rato e homem. Existe pouca publicação destas em canino e 

menos ainda em felinos ou outras espécies. A resposta das referidas células são 

muitas vezes mencionadas como proliferação do ducto biliar quando observado 

em secções histológicas do fígado (Yoshioka K. et al., 2004; Warren , et al., 

2011). 

As células-tronco tem como finalidade do seu estudo a abordagem 

terapêutica visando à medicina regenerativa. A terapia celular é promissora e 

permanece em destaque mundialmente, pois propõe o estabelecimento da 

manutenção da qualidade de vida de indivíduos que sofrem de alterações que 

não possuem cura descrita e debilitam o paciente (Lima et al., 2009). Utilizadas 

há várias décadas em transplantes de medula óssea, as células-tronco se 

apresentam na ciência como fontes de tecidos para a regeneração daqueles que 

apresentam alguma anormalidade no organismo (Cabeleira et al., 2010). Para o 

uso de implante celular as células progenitoras apresentam maior segurança em 

relação às células-tronco embrionárias, embora estas sejam totipotentes, 

podendo diferenciar em qualquer tipo celular de um organismo elas possuem 

maior facilidade de alteração tendo a possibilidade de transformação tumoral. Já 

as células progenitoras por serem mais diferenciadas sofrem menos influências 
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do meio e tem menor índice de formação tumoral. Assim, as celúlas progenitoras 

são uma opção mais segura para o uso em implantes (Dan; Geoge, 2008). 

A doença hepática grave que debilita o paciente humano acaba por levá-

lo a necessidade de um transplante de fígado. Um dos empecilhos para o 

transplante hepático é o número insuficiente de doadores para a demanda 

crescente de candidatos (Júnior et al., 2015). De acordo com a Associação 

Brasileira de Transplantes de Órgãos no Brasil de janeiro a setembro de 2015 

fez-se 1.326 transplantes de fígado. Pelo baixo número de doadores perante o 

alto número de candidatos ao transplante hepático há uma decorrente busca por 

alternativas como o uso de xenotransplantes, principalmente com a utilização de 

porcos geneticamente modificados, bem como o uso da bioengenharia, com a 

criação de fígado sintético em laboratório, oque pode mudar drasticamente o 

panorama da falta de órgãos (Cooper et al., 2013). Em cães e gatos, a 

incidência de hepatopatia e doenças do trato biliar é cerca de 1% a 2% de todos 

os casos clínicos, mas essa taxa depende da raça do animal (Rothuizen, 2001).  

O cão é um modelo animal utilizado para os estudos dos mecanismos e 

tratamentos de diversas alterações, tais como câncer de próstata, doenças 

cardiovasculares, diabetes e leucemia. O modelo canino representa um  modelo 

pré-clínico para o estudo de doenças humanas, pois tanto as manifestações 

clínicas das doenças como a fisiologia da espécie canina apresentam 

similaridade com a espécie humana. O cão é a espécie predominantemente 

utilizada para as pesquisas de transplantes celulares, por apresentar a cinética 

da célula-tronco e a demanda hematopoiética similares ao organismo humano 

(Horn et al., 2004). 

As primeiras células-tronco utilizadas em transplante foram às células 

tronco hematopoiéticas para o tratamento de doenças neoplásicas, 

hematológicas ou não, doenças metabólicas e deficiências imunológicas. No 

entanto, sua utilização traz certas limitações como a necessidade de testes de 

imunocompatibilidade entre o doador-receptor (Azevedo e Ribeiro, 2000), 

enquanto que as células-tronco isoladas dos tecidos fetais são imunogênicas, 

ampliando a sua utilização terapêutica (O’Donogue e Fisk, 2004). 
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2.1 Cultivo celular  

O cultivo celular é um conjunto de técnicas que permitem cultivar ou 

manter células isoladas fora do organismo, mantendo as características próprias 

(Freshney, 1994). Células isoladas de tecidos ou órgãos só podem ser 

cultivados in vitro quando mantidos em instalações adequadas, isto é, em 

temperaturas definidas e suplementados com um meio contendo nutrientes e 

fatores de crescimento. Além disso, o conhecimento de morfologia celular, 

procedimentos básicos de cultura celular e técnicas assépticas rigorosas são 

essenciais para a manutenção de células in vitro livre de qualquer tipo de 

contaminação (Freshney, 2005).  

Por convenção denomina-se uma cultura celular como primária, quando 

suas células são diretamente obtidas de um tecido humano ou animal. 

Linhagens celulares contínuas, por outro lado, são aquelas nas quais as células 

sofreram imortalização, adquiriram a capacidade de se multiplicar 

indefinidamente (Freshney, 2006). 

Células normais apresentam um padrão de crescimento celular no cultivo 

chamada curva de crescimento sigmoidal, com quatro fases de crescimento 

celular em cultura: lag, log, plateau e morte celular. Na fase lag o número de 

células varia pouco, pois não há proliferação imediata após a adição de células 

ao meio de cultura. A fase log é a fase de crescimento logarítmico com máximo 

crescimento. Há maior viabilidade e atividade metabólica, sendo o período ideal 

para experimentação e estudo. A duração dessa fase depende da densidade 

inicial das células, da taxa de crescimento celular e da densidade de saturação 

da linhagem. Fase plateau, caracterizada por grande formação de células 

acompanhadas pela redução da velocidade de crescimento e fase de morte 

celular nesta há redução do número de células que excede a quantidade de 

células vivas (Jayabalan, 1993).  
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2.2 Imuno-fenotipagem 

Tecidos e órgãos são compostos por múltiplos tipos celulares para o seu 

perfeito funcionamento. Esta mistura de células também compõem o cultivo 

celular, o que torna necessário identificar as células. A identificação pode ser por 

morfologia, mas a maneira mais eficiente é por marcadores celulares específicos 

que refletem a função celular in vivo (Martin, 1994). 

Um tipo de marcador celular é o conjunto de diferenciação (CD),os quais 

são compostos por moléculas de superfície classificadas de acordo com um 

sistema internacionalmente aceito, e que são identificadas utilizando-se 

anticorpos monoclonais. Estes receptores de superfície constituem um modo de 

comunicação da célula e o ambiente externo (Tizard, 1986; Janeway et al., 

2002).  

 A imuno-citoquímica é o conjunto de metodologias em que se utilizam 

anticorpos como reagentes específicos capazes de identificar e estabelecer 

ligação com constituintes teciduais que funcionam como antígenos. Esta ligação 

permite situar e identificar a presença de variadas substâncias nas células e 

tecidos por intermédio da cor que é associada ao complexo antígeno-anticorpo 

formado. Assim, a imuno-citoquímica se apresenta como um meio de 

identificação de várias estruturas celulares e teciduais (Polak ;Van Noorden, 

2003). 

Outra maneira de realizar a marcação celular é por citometria de fluxo, 

uma técnica bastante importante que tem sido utilizada em áreas como, 

imunologia, hematologia, oncologia, anatomia patológica e biologia celular 

(Ribeiro, 2010). Com o citômetro de fluxo é possível definir características de 

células ou partículas utilizando as propriedades de dispersão de luz das mesmas 

pela emissão de fluorescência de anticorpos marcados (Lucidi et al., 2011). 

A possibilidade de obtenção de células progenitoras hepáticas contribuirá 

para clínica médica veterinária podendo se estender para a humana no 

parâmetro da medicina regenerativa, aumentando a possibilidade dos 

tratamentos das doenças hepáticas. 
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Capítulo II 

 

Artigo será submetido para a revista Reproduction in Domestic Animals, estando nas 

normas desta revista. 
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 CARACTERIZAÇÃO DE CÉLULA PROGENITORA HEPÁTICA NO CULTIVO 

CELULAR DE FÍGADO DE FETO CANINO 

Resumo 

Com a descoberta das células-tronco abriu-se um leque de possibilidades nas pesquisas de  

nichos em diferentes órgãos e também no estudo de doenças e regeneração tecidual. O fígado 

é alvo de muitos estudos visto que as doenças crônicas deste órgão tem como resolução o 

transplante. O fígado é composto, principalmente, por hepatócitos, no entanto, seu cultivo e 

mantença in vitro são difíceis. Assim, uma alternativa é a manutenção das células 

progenitoras hepáticas. São conhecidas em camundongos, humanos, mas, pouco mencionadas 

em cães. Esse trabalho objetivou mostrar a existência das células progenitoras hepáticas no 

cultivo celular de fígado fetal de cães por imunofenotipagem pelos anticorpos de superfície 

celular EpCAM e NCAM a fim de saber se este nicho celular existe no cultivo e se é possível 

num futuro próximo a separação desta linhagem nesta espécie. Foram utilizados para a 

realização do trabalho 7 fetos caninos. Foi realizado no trabalho: isolamento, cultivo de 

células hepáticas, criopreservação, curva de crescimento celular, imnocitoquímica e 

citometria de fluxo. A cultura celular durou sete passagens, com dobramento populacional de 

31,7 horas, na imunocitoquímica as células foram marcadas positivamente para os seguintes 

marcadores: EpCAM, NCAM, Nestina e Thy-1. Na citometria de fluxo foi possível realizar a 

dupla marcação das células com os marcadores EpCam e NCAM que resultaram em 0,5% 

±0,173 de células duplo marcadas do total de células analisadas. 

Palavras chave: EpCAM, NCAM, célula-tronco hepática; cão  
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1. Introdução 

O conceito de uma hierarquia celular, de maneira que uma se diferencia nas demais 

dentro de uma linhagem celular, surgiu pela primeira vez na década de 60 com os 

experimentos de McCulloch e Till, em 1961. Neste trabalho pioneiro eles identificaram a 

primeira população de células-tronco na medula óssea de camundongos adultos. 

Todas as células-tronco possuem três características principais que as diferenciam 

dos outros tipos celulares. São indiferenciadas e não especializadas e são capazes de se dividir 

e se autorrenovarem indefinidamente. Ainda, possuem capacidade de se direcionar para a 

diferenciação em células especializadas quando submetidas a certas condições específicas 

ambientais, fisiológicas ou experimentais (Silva Júnior et al., 2009; Valentini et al., 2010). 

As células-tronco são divididas em duas categorias: embrionárias e adultas. A 

vantagem da célula-tronco adulta é o fato de ser autogênica e da embrionária é a sua 

capacidade de proliferação e de diferenciação em diversos tipos celulares (Chen et al., 2012; 

Rai et al., 2014). O feto e os tecidos fetais apresentam-se como uma potencial fonte para os 

transplantes celulares, pois possuem menor risco de contaminação viral e/ou bacteriana 

quando comparado aos tecidos adultos, por residirem em um ambiente imunoprivilegiado 

dentro do útero. Além disso, a maioria das células fetais prolifera mais rapidamente, em meio 

de cultura, quando comparadas às células adultas (Bruder et al. 1997, Abdulrazzak et al. 

2010). As células- tronco fetais podem ser isoladas a partir de vários tecidos como o sangue 

fetal e a medula óssea, assim como de outros tecidos fetais incluindo fígado e rim 

(O’Donoghuek e Fisk, 2004).  

 O fígado ganhou destaque nas pesquisas com célula-tronco pela sua alta capacidade 

proliferativa e regenerativa através de células hepáticas (Fausto, 1994). A capacidade 

proliferativa do fígado adulto e do tecido epitelial biliar é observada após a hepatectomia em 
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ratos e camundongo, na qual se retirou dois terços do fígado e o órgão se regenerou 

totalmente (Fausto et al., 2012; Russo et al., 2011). 

O transplante de hepatócito maturo ou de hepatócitos de  neonatos são considerados 

candidatos potenciais para o implante celular. Porém, a baixa viabilidade de órgãos humanos 

para isolar hepatócitos maturos e a dificuldade de expandir in vitro limitam seu uso (Tolosa et 

al., 2014). 

Perante as dificuldades do uso de hepatócitos maturos existe a alternativa de cultivar 

células progenitoras hepáticas. No roedor, são denominadas células ovais, que se localizam na 

região porta ou áreas periportais e contribuem para regeneração do fígado (Zhang, et al., 

2003; Haridass, et al., 2008). Estas células surgem no parênquima hepático, geralmente sob a 

forma de novos ductos e se diferenciam em hepatócitos e colangiócitos maduros para 

restaurar o fígado danificado. No entanto, a origem exata dessas progenitoras bipotentes ainda 

é incerta (Wang, et al, 2003; Coradeghini, et al, 2010). 

As células-tronco progenitoras hepáticas em seres humanos encontram-se nas placas 

ductais dos fígados fetais e nos canais de Hering no fígado adulto. Podem ser isoladas 

utilizando a molécula de adesão da célula epitelial (EpCAM) como um marcador de células 

progenitoras hepáticas. As células positivas para EpCAM, quando classificadas por imuno 

seleção, constituem 0,5-2,5 % do parênquima hepático de doadores de todas as idades. O 

transplante de células EpCAM positivas ou células tronco progenitoras hepáticas é uma 

alternativa para terapias com célula-tronco no fígado (Rao et al., 2008). Schmelzer et al. 

(2007) afirmaram em seu trabalho que as células progenitoras hepáticas humanas podem ser 

isoladas eficientemente por condições de imunoseleção utilizando apenas os marcadores 

EpCAM (CD326) e/ou NCAM (CD 56). 
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Vestenfoft et al. (2011) mostraram que no fígado fetal humano com idade gestacional 

de 15 semanas houve marcação positiva para Nestina na área porta em células mesenquimais 

hepáticas, nas células epiteliais das vias biliares e células endoteliais arteriais. 

Gridelli et al. (2012) provaram por citometria de fluxo que logo após o isolamento 

das células hepáticas em humanos há uma expressiva marcação associada a células 

mesenquimais sendo que 1,5%-2% destas são positivas para Thy -1 (CD90).  

A literatura tem como enfoque as células-tronco progenitora hepática em 

camundongo, rato e homem, porém, pouca publicação  em canino e menos ainda em felinos 

(Yoshioka et al., 2004 ; Warren, et al., 2011). Pelo fato do cão doméstico, apresentar 

homologia de 75% do DNA com o ser humano (Klug, 2010), é considerado bom modelo para 

o estudo de afecções humanas .  

 O objetivo deste trabalho foi cultivar, expandir e criopreservar células hepáticas de fetos 

caninos e por imunofenotipagem constatar a presença de células progenitoras hepáticas. 

 

2. Materiais e métodos: 

2.1 Meios e reagentes 

Todos os meios de cultivo utilizados e reagentes são da Thermo Fisher Scientific. 

Todo material descartável foi de alta qualidade e estéril, das marcas Corning e Nunc, exceto 

quando indicado. 

O estudo foi conduzido de acordo com as recomendações éticas do Conselho 

Nacional de Controle de Experimentação Animal (CONCEA) e do Colégio Brasileiro de 

Experimentação Animal (COBEA) e foi aprovado pela Comissão de ética no uso de animais 

(CEUA) institucional, sob o protocolo número 009131/14. 
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2.2 Obtenção dos fetos 

Foram utilizados 7 fetos de três doadoras caninas, sem raça definida para a obtenção 

do cultivo celular, criopreservação celular, imunofenotipagem e curva de crescimento.  

Os fetos foram retirados da placenta, lavados com álcool 70% e secos com compressa estéril. 

No fluxo laminar os animais foram medidos com paquímetro entre a base do occiptal até a 

primeira vértebra sacral a fim de estimar a idade gestacional (crow rump)(Evans e Sock, 

1973). 

 

2.3 Cultura primária de células hepática 

O meio de cultivo utilizado foi composto por 50% de meio Dulbecco`s Modified 

Eagle (DMEM) alta glicose  e 50 % F12 Nutrient Mixture (Ham) ,   suplementado com 1% de 

aminoácidos não essenciais, 5 µg/mL de insulina transferrina selenito de sódio (ITS) (Sigma-

Aldrich Nº Cat.I-1884), 0,2% de albumina de soro bovino (BSA) (Sigma-Aldrichi Cat.A8806-

5G), 1% de amicacina e 10% de soro fetal bovino (SFB). 

Após a mensuração e lavagem os fetos foram depositados em placas de vidro estéril 

e o fígado foi exposto por uma incisão na linha média. O órgão foi então seccionado, 

retirando-se um fragmento na região da entrada da veia porta e dos grandes vasos. A amostra 

foi fracionada mecanicamente com o auxílio de um bisturi, até a obtenção de um 

homogeneizado, o qual foi lavado em solução de tampão fosfato salina (PBS) inicialmente e 

posteriormente em solução de PBS livre de cálcio e magnésio, até a obtenção de um 

sobrenadante visivelmente límpido.  

Posteriormente, o material foi colocado em solução de colagenase tipo IV para 

digestão enzimática por 35 minutos. Na sequência o material foi passado em tamis e o filtrado 

foi centrifugado a 170 x g por 7 minutos. O sedimento foi ressuspendido no meio de cultivo 
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anteriormente descrito e depositado em garrafas com ventilador de 25cm
2
 cada garrafa foi do 

fígado de um único feto. 

A primeira troca de meio foi realizada 24 horas após as células terem sido colocadas 

em cultivo. As demais trocas foram feitas a cada 48 horas, sendo que o meio de cultivo era 

renovado totalmente. Quando as células do cultivo atingiam confluência de 80% em média, 

estas eram repassadas e ou criopreservadas. 

2.4 Passagem celular  

Os cultivos celulares com 80% de confluência foram lavados três vezes com PBS 

livre de cálcio e magnésio. Em seguida, acrescentou-se tripsina a 0,25% e incubou-se em 

estufa, sempre observando no microscópio invertido a soltura das células do fundo da garrafa 

de cultivo. Quando as células estavam suspensas, a tripsina foi neutralizada com meio de 

cultivo. O conteúdo foi transferido para um tubo Falcon de 15mL e centrifugado a 170 x g por 

7 minutos. O sobrenadante foi removido e as células sedimentadas ressuspensas em 1,0 mL de 

meio de cultivo. Então, fez-se a contagem para a criopreservação e /ou manutenção do 

cultivo.  

2.5 Contagem celular 

A contagem das células foi realizada em câmara de Neubauer. Foram contados os 

quatro quadrantes laterais e calculada a média destes. A média foi multiplicada pelo fator de 

diluição e por 10.000; o resultado foi dado em células por mL. 
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2.6 Curva de crescimento celular 

Essa análise foi realizada em triplicata nas células de terceira passagem, que foram 

cultivadas em placas de 35mm na densidade de 57 x 10
3
 células por placa, totalizando 15 

placas. Após 48 horas, três placas aleatórias foram repicadas e as células foram contadas na 

câmera de Neubauer, procedimento que foi realizado também após 72, 96, 120 e 144 horas.  

Para a contagem das células, o meio foi retirado e 1 mL de TrypLE
TM

 Express foi adicionado 

e as células incubadas por 40 minutos a 37ºC. As suspensões celulares foram centrifugadas 

por 7 minutos a 700 x g e o pellet ressuspendido em 1 mL de meio de cultivo. O número de 

células em cada placa foi somado e divido por três, obtendo-se uma média aritmética para 

cada período de tempo, foi utilizado o cultivo de um feto e, os valores obtidos foram anotados 

e demonstrados graficamente.  

Com o propósito de saber o tempo de dobramento do número de células no cultivo 

celular, utilizando os dados obtidos na curva de crescimento, aplicou-se a seguinte fórmula: 

 Grupo de dobramento = período * log (2)/log (Cf) – log (Ci) 

Cf é dado pela concentração final das células e Ci pela concentração inicial de células (Roth, 

2006). Para a população do cultivo em questão foi utilizado o período de 48 a 96 horas devido 

a inclinação da curva, sendo possível calcular o tempo de dobramento populacional no 

período em que as células se encontravam em crescimento exponencial (fase log). 

 

2.7 Criopreservação celular 

Para a criopreservação as células foram ressuspendidas em 1 mL de meio de 

congelação, composto por 45% de meio contendo 50% DMEM alta glicose,  50% de  HAM 

F12  suplementado com 1% de aminoácidos não essenciais, 1% de amicacina, 45% de SFB e 

10% de dimetil sufóxido (DMSO) (SIGMA- ALDRICHI Nº Cat. D2650).  Após a contagem, 
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as células foram alicotadas em criotubos de capacidade de 1,5 mL para congelação. O número 

de células acondicionadas em cada criotubo variou conforme a quantidade que se encontrava 

no cultivo, sempre colocando no mínimo 250.000 células. 

A congelação foi realizada pelo método lento, no qual as células permaneceram por 

2h a 4ºC, 2h a -18ºC, 10min em nuvem de nitrogênio e em seguida mergulhadas em 

nitrogênio líquido e armazenadas em botijões criogênicos a -196ºC por tempo indeterminado. 

A descongelação realizada era em banho-Maria a 36°C com observação da amostra 

até se tornar líquida. Então, o conteúdo do criotubo foi acrescido de meio de cultivo e 

centrifugado a 170 x g, durante sete minutos. O sobrenadante foi desprezado e o pellet 

ressuspendido em meio de cultivo. O conteúdo foi depositado em garrafa de cultivo celular e 

incubado em estufa. 

2.8 Imunocitoquímica  

Células de terceira passagem foram colocadas em cultivo em placas de 4 poços de 

1,9 cm
2 

. O cultivo foi mantido até que a quantidade de células não fosse muito elevada, uma 

confluência de, aproximadamente, 70%. Então, foi colocado paraformaldeído a 4% para fixar 

as células por 10 minutos, foi retirado e adicionou-se PBS até iniciar o protocolo com os 

anticorpos.   

Para a marcação com os anticorpos foram realizadas três lavagens de 5 minutos cada 

com PBS e 0,1% tween 20, seguida de permeabilização com Triton X a 1% por vinte minutos. 

Realizou-se novamente a lavagem com PBS, 0,1% tween 20 e 0,1% de BSA, por três vezes de 

5 minutos cada, seguida de bloqueio com 1% de BSA por 1 hora, afim de evitar reações 

inespecíficas. E nova lavagem com PBS, 0,1 tween 20 e 0,1% de BSA. Então, acrescentou-se 

o anticorpo primário e manteve-se a 4°C overnight. Os anticorpos primários utilizados foram 

EpCAM (Santa Cruz 23788) e NCAM (Santa Cruz 10735) ambos  na diluição 1:50, e o 



29 
 

anticorpo Thy-1 (Santa Cruz, Cat.SC 6071) e Nestina (SIGMA- ALDRICHI Cat. N 5413). 

Todos foram utilizados na diluição 1:100 sendo a solução de lavagem, PBS, 0,1% tween 20 e 

0,1% de BSA, o diluente.  

Foram realizadas 3 lavagens de 5 minutos cada com PBS, 0,1% tween 20 e 0,1% de 

BSA , acondicionou-se o anticorpo secundário Alexa Fluor 488 (ThermoFischer Scientific 

A11034) nos poços dos anticorpos NCAM e Nestina . E nos poços do EpCAM e  do Thy-1 

empregou o anticorpo secundário anti-caprino (ThermoFischer Scientific A11078). Foi 

realizado um poço controle para cada anticorpo secundário citado acima, estes foram 

utilizados na diluição de 1:300, sendo a solução de lavagem o diluente, a incubação deles foi 

de 2 horas. 

 Após este período, foi realizada 3 lavagens de 5 minutos cada com PBS, 0,1% tween 

20 e 0,1% de BSA  acrescentou-se ProLong® (ThermoFischer Scientific Cat. P36962) na 

placa (contém o marcador de núcleo Dapi) e foi mantido por 3 minutos. Foi realizado o 

mesmo procedimento de lavagem citado acima com a mesma solução e adicionou-se PBS 

para visualização em microscópio invertido de fluorescência. 

2.9 Citometria de Fluxo 

Foram descongelados três criotubos correspondente a três fetos diferentes e as 

células foram cultivadas em três garrafas distintas até atingirem confluência próxima de 

100%. Uma passagem celular foi realizada com 0,2% de Ethylenediaminetetraacetic acid 

tetrasodium salt dihydrate (EDTA), para a soltura das células, (Sigma-Aldrich Cat. E6511) em 

PBS livre de cálcio e magnésio. Nas células em suspensão foi executado o protocolo de dupla 

marcação celular com EpCAM e NCAM para passagem no citômetro de fluxo BD 

FACSCanto II
TM

 com
 
Software FACSDiva Version 6.1.3.  
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Para primeira marcação centrifugou o EDTA com o PBS a 170 x g por 7 minutos e 

ressuspendeu-se as células em 0,1% de Tween 20 em PBS livre de cálcio e magnésio fez-se 

uma nova centrifugação nos moldes da anterior. O sobrenadante foi descartado e as células 

foram incubadas em 1% de BSA em PBS livre de cálcio e magnésio, por uma hora. Após 

nova centrifugação, a 170 x g por 7 minutos, e descarte do sobrenadante, fez-se a incubação 

do primeiro anticorpo primário, NCAM (Santa Cruz 10735), na diluição 1:50, sendo o 

diluente 0,1% de Tween 20 em PBS livre de cálcio e magnésio,  por uma hora a temperatura 

ambiente.  

Decorrido o tempo adicionou-se solução de lavagem, PBS livre de cálcio e Magnésio 

acrescido de 0,1% de Tween 20 e 0,1% de BSA. Centrifugou-se, descartou o sobrenadante e 

incubou o anticorpo secundário Alexa Fluor 488 ant-coelho na diluição de 1:300, sendo o 

anticorpo diluído na  solução de lavagem, por uma hora. Adicionou-se solução de lavagem, 

centrifugou, e em seguida, incubou o segundo anticorpo primário, EpCAM (Santa Cruz 

23788), na diluição 1:50, por uma hora. Novamente adicionou-se solução de lavagem e 

centrifugou então, incubou-se o anticorpo secundário Alexa Fluor 680 anti-caprino, por uma 

hora. Fez-se a ultima adição de solução de lavagem e centrifugou, fixou as células com 

formaldeído 4% por 10 minutos, fez-se uma centrifugação para retirar o mesmo e colocou as 

células em PBS livre de cálcio e magnésio para a leitura no citômetro de fluxo. 

Os dados da dupla marcação EpCam e NCAM obtidos pela citometria de fluxo foram 

demonstrados por estatística descritiva básica obtendo os valores médios e desvio padrão das 

variáveis. 
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3. Resultados 

Os 7 fetos obtidos das três gestações tinham em média 63, 66 e 109 mm de comprimento. 

De acordo com a mensuração os comprimentos de 63 e 66 mm correspondem à idade 

gestacional entre 42 e 45 dias e o de 109 de aproximadamente 51 dias (Fig. 1).  

 

Fig. 1 - Fetos oriundos das três gestações caninas durante a mensuração com paquímetro para 

calculo da idade gestacional pelo método Crow Rump em A- 42 dias de gestação; B- 45 dias 

de gestação e C- 51 dias de gestação (fonte arquivo pessoal) 

Foi possível realizar o cultivo celular de células hepáticas fetais, contudo após o 

isolamento, o cultivo apresentou-se com muito sangue não sendo possível a visualização do 

tapete celular.  Após a troca de meio com 24 horas de isolamento, as células podiam ser 

visualizadas.  

Com 24 horas de cultivo, as células se apresentaram com formato mais arredondado 

e foram se alongando com o decorrer do cultivo. Foram observados 2 tipos de população de 

célula, células alongadas e células arredondadas (Fig.2).           

Aproximadamente 80% de confluência celular foi observada aos 6 dias de cultivo. O 

cultivo foi mantido até a 7ª passagem posteriormente não foi observada confluência. 

 

A B C 
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Fig. 2 – Fotomicrografia em microscópio invertido Nikon TMS do cultivo celular. A- cultivo 

com 24 horas; B - cultivo com 72 horas e C - cultivo com 120 horas (Aumento de 200x). 

Curva de crescimento: 

As células apresentaram um crescimento exponencial com fase log nas primeiras 96 

horas de cultivo. Entre 96 e 120 horas houve uma queda de crescimento e de 120 para 144 

horas houve um crescimento maior que entre 96 e 120 horas, porém menor que nas primeiras 

96 horas (Fig.3). 

 

 

Fig. 3- Curva de crescimento celular realizada com a média das triplicatas do cultivo celular 

de um feto. 

A 

 

B 

C 
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Tempo de dobramento populacional 

O tempo de dobramento do cultivo celular utilizando o período de 96 horas, por se 

tratar da fase log, maior crescimento foi de 31,7 horas. 

Criopreservação 

Foi praticável a criopreservação, as células do cultivo de fígado de fetos caninos 

cresciam normalmente após a descongelação. As células que foram realizadas a 

imunocitoquímica e a citometria de fluxo haviam sido criopreservadas anteriormente aos 

procedimentos. 

 Imunocitoquímica 

Na imunocitoquímica as células cultivadas foram marcadas positivamente para os 

anticorpos EpCAM, NCAM, Thy-1 e Nestina. Foi feito um poço de célula para cada um dos 

anticorpos secundários utilizados como controle (Fig. 4 e 5). 

 

 

 

 

 

 

 



34 
 

 

 

 

 

 

 Fig. 4- Fotomicrografia de cultivo de células do fígado de fetos caninos obtidas em 

microscopio invertido de fluorescência Olympus IX70. Controle de anticorpos secundários. 

A- células marcadas pelo Dapi; B- anticorpo anti-caprino; C- Células marcadas pelo Dapi e 

D- Anticorpo anti-coelho, (Aumento de 200x). 
 

 

 

 

 

 

A B 

C D 
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Fig.5 – Fotomicrografia de cultivo celular do fígado de fetos caninos após imunocitoquímica 

obtidas em microscópio invertido de fluorescência Olympus IX70 A- Marcação EpCAM, B- 

Dapi e C- Sobreposição Dapi e  EpCAM (Merge);  D - Marcação NCAM, E - Dapi, F- 

Sobreposição Dapi e NCAM (Merge); G- Marcação Thy-1,   H- Dapi, I- Sobreposição Thy-1 

e Dapi (Merge); J- Marcação Nestina, K - Dapi e L Sobreposição Nestina e Dapi (Merge), 

(aumento de 200x). 
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Citometria de Fluxo 

As análises dos marcadores de superfície celular do cultivo de fígado de feto canino, 

por citômetro de fluxo, indicaram as seguintes médias e desvios padrão, para dupla marcação 

com EpCAM e NCAM, 3117,03±368,612 células de interesse, destas 0,5%±0,173 tem dupla 

marcação (Fig. 6) 

                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                        

 

Fig. 6 - Representação gráfica da quantificação das células com dupla marcação (EpCAM / 

NCAM) do cultivo celular de células hepáticas de  três fetos caninos. 
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4. Discussão 

No presente experimento foi possível a realização do cultivo celular de células 

hepáticas de fetos caninos com idades gestacionais entre 40/45 e 51 dias. E foi conseguido 7 

passagens celulares com um meio de cultivo menos elaborado que o Kubota. Este quando 

utilizado em suspensões de células de rato otimiza a expansão das células progenitoras 

hepáticas em cultura , sendo o Kubota um meio livre de soro, composto por RPMI 1160 com 

baixo cobre e cálcio suplementado com zinco, selênio, insulina, transferrina e fatores de 

crescimento, (Kubota e Reid, 2000). 

Foi conseguido um tempo de dobramento populacional de 31,7 horas o que 

corroborou com Shemelzer et al.(2007) que conseguiram um tempo de dobramento 

populacional de 36 - 48 horas. 

A criopreservação celular foi eficiente, pois, as células cresciam normalmente pós- 

descongelação e mantiveram as características das células progenitoras hepáticas já que 

ocorreu a marcação do EpCAM e NCAM tanto na imunocitoquímica quanto na citometria de 

fluxo sendo que para ambos os testes foi-se utilizadas células criopreservadas. 

Por marcador celular na imucitoquímica foi possível a marcação positiva para 

EpCAM, NCAM, Nestina e Thy-1. Por não se tratar de um cultivo puro, com apenas um tipo 

celular, esperava-se marcações diferentes de EpCAM e NCAM que são marcadores 

específicos para imunoseleção de células progenitoras hepáticas fetais (Semeraro et al., 2013). 

Verificou-se a marcação positiva para nestina devido à presença de células dos 

ductos biliares e endoteliais dos vasos sanguíneos que compõem o fígado (Vestentoft, 2011), 

por conseguinte, como o cultivo foi realizado de uma fração do órgão ocorre o crescimento de 
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tipos célulares de todos os tecidos que o formam. E Wesceslau, (2010) mostrou em seu 

trabalho marcação positiva para nestina em cultura celular de fígado de feto de cão. 

O marcador celular Thy-1/CD 90 apresentou resultado positivo na imunocitoquímica 

sua marcação era esperada pelo cultivo celular não ter passado por imunoseleção com 

separação celular previamente, purificando a cultura. . Gridelli et al., (2012), mostraram por 

citometria de fluxo que logo após o isolamento das células hepáticas em humanos há uma 

expressiva marcação associada a células mesenquimais sendo que 1,5% a 2% são 

positivamente marcadas para Thy -1. Entretanto, os mesmos autores comprovaram que 1% ± 

1,3% são duplo positivas para CD90 e albumina. Células progenitoras hepáticas humanas são 

positivas para albumina (Shemelzer et al., 2007; Wauthier, et al., 2008). 

 Como na imunocitoquímica foi possível identificar a presença de células positivas 

para EpCAM e NCAM fez-se a dupla marcação no citometro de fluxo. Esta foi necessária, 

pois, Tanaka et al. (2009) mostraram que a marcação de EpCAM em fígado murino é 

transitória para os hepatoblastos durante a hepatogeneses, sendo o hepatócito negativo.Assim, 

pelo estudo se tratar de feto ocorre a marcação positiva para EpCAM nos hepatoblasto e o 

mesmo não é o alvo de interesse e sim as células progenitoras hepáticas que 

imunoselecionadaspela dupla marcação com EpCAM e NCAM. 

  No fígado fetal humano a marcação de células EpCAM  logo após o isolamento é 

cerca de 12% (Schemelzer et al, 2007; Schemelzer et al., 2006; Wauthier et al., 2008) porém 

estas são classificadas em duas populações uma composta  de 10.8% de hepatoblasto, 

marcadas positivamente com α-fetoproteína, albumina, CK-19 e ICAM e a outra de 1.2 %  de 

células progenitoras hepáticas positivas para CK-19, CD133, NCAM e claudina (Wauthier, et 

al., 2008). A marcação de células positivas duplo marcadas EpCAM , NCAM na citometria 

foi em média de 0,5% ± 0,173, menor que 1.2% referido por Wauthier et al. (2008). Isto pode 
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ter ocorrido devido o cultivo celular analisado no citômetro ser de terceira passagem e não 

imediatamente ao isolamento.  

Assim, pelos resultados alcançados conclui-se que no cultivo celular de células 

hepáticas de fetos caninos há a presença de células progenitoras hepáticas EpCAM/NCAM 

positivas realizando o cultivo nos métodos descritos acima. Novos ensaios terão que ser 

realizados a fim de avaliar a viabilidade das células progenitoras hepáticas caninas como 

possíveis fontes para implantes celulares colaborando para a cura de alterações comumente 

observadas na rotina de medicina canina e humana.  
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hyphenation. 
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Town, Country (no mailing address); Title of Article; Name A, Name B, and Name C. The 
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contained in the title or contents (abstract, summary) may be listed beneath the contents. An 

abridged title suitable for use as a running head at the top of the printed page and not 
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words. The contents should not just recapitulate the results but should state concisely the 
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contents shall be complete enough for direct use by abstracting services.  
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Materials and Methods, Results, Discussion, Acknowledgment and References. Placement of 
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animals etc.) to allow for repetition of the experiments. 
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understanding of the paper, an electronic copy of that manuscript should be supplied to assist 

the referees. The corresponding author postal and a functional e-mail address must appear at 

the end of the paper. Sets of identical data should not be given in tables and figures. Figures 

and tables should be accompanied by a legend. 

The manuscript comprises a printout of the text, figures, tables, and a list of all figures and 

tables with their captions and titles on a separate piece of paper. We ask that you convey the 

essential information within the first 60 characters of the captions to accommodate the online 

edition. Each figure, table, and bibliographic entry must have a reference in the text. For all 
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figures please include reproduceable artwork (marked with the author's name, short title, and 

figure number). Please do not import the figures into the text file. 

3.2. Length 

Original papers and review articles, including figures, tables and references, should not 

exceed 5,000 words. Short Communications (case reports and technical notes), should not 

exceed 1,800 words, including figures, tables and references. The number of figures and 

tables should be kept to a minimum. Extended data sets can be published online as 
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delivery address which should appear in a footnote on the same page. 

Any abbreviations of chemical, biological, medical, or other terms should only be employed 

when it is certain that they are internationally known. The full name must be stated in brackets 

when the abbreviation is first used. 

All biological, medical, chemical, or other terms should be used according to the most recent 
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according to the Enzyme Nomenclature (Elsevier Publishing Co., 1965). In the case of 

commercially obtained substances or reagents, the name and address of the manufacturer or 

supplier should be given as a footnote, when they are first mentioned in the text. Products 

(preparations etc.) with a registered trademark should be marked with ®. When non-

commercially available substances or reagents are used, the following text must be provided: 

“[kindly provided by (name of the person plus the research group address or company name 

and location) and the corresponding date]” 

Bacterial names should be in accordance with the latest edition of Bergey's Manual of 

Determinative Bacteriology (The Williams and Wilkins Co., Baltimore). Viruses are to be 

given the classification and names recommended by the International Committee on the 

Nomenclature of Viruses. 

3.4. Illustrations and tables 

Original Photographs or drawings must be sharp and of high contrast. Figures should be saved 

in a neutral data format such as TIFF or EPS, and a printout should always be included. 

Powerpoint and Word graphics are unsuitable for good quality reproduction. Please do not use 

any pixel-oriented programmes. Scanned figures (only in TIFF format) should have a 

resolution of 300 dpi (halftone) or 600 to 1200 dpi (line drawings) in relation to the 

reproduction size. Please note that figures will generally be reduced to fit within the column-
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width or the print area. This means that numbering and lettering must still be readable when 

reduced (e.g. maps) and that the scale might not correspond with the original (microscopic 

pictures), thereby invalidating references to scale in the text. If artwork is to be scanned, line 

drawings should only be contour drawings without halftones (shades of grey). Please do not 

use patterns; rough hatching is possible. Graphs with an x and y axis should not be enclosed 

in frames; only 2-dimensional representations. Do not forget the labels and units. Captions for 

the figures should give a precise description of the content and should not be repeated within 

the figure. 

Please submit the data for figures in black and white. However, colour photos can be 

reproduced in black and white (with a possible loss of contrast). Colour graphics should be 

created using the RGB mode. There is a charge for alterations to figures when carried out by 

the publisher. Figures printed in colour are subject to an added charge. In the event that an 

author is not able to cover the costs of reproducing colour figures our figures in colour in the 

printed version of the journal,Reproduction in Domestic Animals offers authors the 

opportunity to reproduce colour figures in colour for free in the online version of the article 

(but they will still appear in black and white in the print version). If an author wishes to take 

advantage of this free colour-on-the-web service, they should liaise with the Editorial Office 

to ensure that the appropriate documentation is completed for the Publisher. Colour print 

charges are explained on the Colour Work Agreement Form. Once completed, please return 

the form to: 

Customer Services (OPI) 

John Wiley & Sons Ltd, European Distribution Centre 

New Era Estate 

Oldlands Way 

Bognor Regis 

West Sussex 

PO22 9NQ 

 

Scanned or faxed copies will not be accepted. Please direct queries to the Production Editor 

atrda@wiley.com. 

Tables should be created using the table function. 

3.5. References 

In the text, citations are listed chronologically by the author and date and are not numbered. 

All citations in the text must be listed at the end of the paper, according to the guidelines of 

the International Committee of Medical Journal Editors established in 1979. References 

should be listed in alphabetical order of the first author's name and all the authors should be 
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The following are examples of the styles required for citing a book chapter, a journal article, 

and an entire book. For conference proceedings, be sure to include the name(s) of the editor(s) 

of the proceedings, the publisher and the place of publication. 
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Citations in the text should be given by placing in parenthesis the name(s) of author(s) and the 

year of publication, e.g. (Thein and Härtl 1986), (Ewald et al. 1988), (Mair et al. 1988; 

Nieman and Elsaesser 1983). 

All entries in the reference list must correspond to citations in the text. No editorial 
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3.6. Laboratory animals 

Papers reporting work with animals should include a reference to the code of practice adopted 

for the experimentation. Editors will take account of ethical and animal welfare issues and 

reserve the right not to publish. 

4. Proof correction and offprints 

When you receive proofs of your article, please check, correct, and return 

them electronically to the Editor-in-Chief without delay (within 3 days of receipt), as e-
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