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RESUMO 

 

Células-tronco possuem um grande potencial de auto-renovação e capacidade para diferenciar-se 

em células especializadas. O objetivo deste estudo foi identificar células da medula óssea de 

cutias (Dasyprocta prymnolopha), caracterizando-as morfologicamente, com foco nos 

progenitores hematopoéticos observados em extensões de medula óssea, e nos progenitores 

aderentes cultivados in vitro a partir da fração de células mononucleares com meio DMEM Low 

Glucose suplementado. Amostras de aspirado medular obtidas da crista ilíaca foram utilizadas 

para preparação de lâminas histológicas através de esfregaços e amostras obtidas da tíbia foram 

submetidas a protocolos de isolamento, expansão, quantificação e congelamento celular. 

Observaram-se células hematopoiéticas em diferentes estágios de maturação (blastos e células 

comprometidas com as linhagens eritróide, mielóide e linfóide), megacariócitos maduros, 

plaquetas e adipócitos, não havendo diferenças qualitativas entre machos e fêmeas. A 

concentração celular total resultante do halo de células mononucleares foi de 1.10
8
 células, 

semeados quatro poços com uma densidade de 2,5. 10
7
 células em placa de cultivo,

 
observando-

se posteriormente grandes clusters celulares, células aderentes de morfologia fibroblastóide e a 

organização de colônias das mesmas.  Ao longo de 15 dias, o percentual de células 

mononucleares não aderentes reduziu progressivamente, e as colônias fibroblastóides formaram 

uma monocamada celular com 80% de confluência após 18 dias de cultivo. A monocamada 

constituiu-se a partir de células isoladas, freqüentemente fusiformes, mantendo contato através 

de prolongamentos citoplasmáticos, orientadas paralelamente entre si. Estas foram expandidas 

continuamente por oito passagens até a obtenção de 16 garrafas de cultivo, preservando a 

morfologia fibroblastóide. A viabilidade celular média foi de 96,07%. A partir da dissociação 

celular de 13 garrafas de cultivo de 25cm
2
 conseguiu-se um pellet de 1,6. 10

7 
células 

progenitoras aderentes de medula óssea de tíbia de cutia. A criopreservação deste tipo celular foi 

realizada mantendo-se 14 criotubos, cada um contendo 1.10
5
cel/mL, em nitrogênio líquido. A 

medula óssea de cutia apresentou alta celularidade, houve considerável sucesso na obtenção de 

células mononucleares permitindo o isolamento, expansão, quantificação e congelamento de 

células aderentes fibroblastóides com características de células-tronco mesenquimais. 
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ABSTRACT 

Células-tronco possuem um grande potencial de auto-renovação e capacidade para diferenciar-se 

em células especializadas. This study aims to identify bone marrow cells in agouti (Dasyprocta 

prymnolopha), characterizing morphologically them, focusing on hematopoietic progenitors 

observed in tracts of bone marrow and adherent progenitors cultured in vitro from the fraction of 

mononuclear cells in DMEM Low Glucose supplemented. Marrow aspirate samples were used to 

prepare slides and submitted to protocols as isolation, expansion, quantification and cell freezing. 

Hematopoietic cells were observed at different stages of maturation (blasts and cell committed to 

the erythroid, myeloid and lymphoid lineage), mature megakaryocytes, platelets and adipocytes, 

without qualitative differences between males and females. The total cellular concentration 

resulting of fracion of mononuclear cells were 1,10
8
 cells, initially seeded 2,5. 10

7
 into wells of a 

culture plate. Later we observe big clusters of cell in culture, adherent cells of fibroblastoid 

morphology and organizing them. Over 15 days, the percentage of non-adherent mononuclear 

cells decreased gradually, and the fibroblastoid colonies formed a monolayer with 80% of 

confluence after 18 days of culture. The monolayer was formed from single cells, often fusiform, 

maintaining contact through cytoplasmic extensions, oriented parallel to each other. The 

fibroblastoid cells were expanded continuously for eight passages until to obtain 16 bottles of 

cultivation, preserving the fibroblastoid morphology. The average of cell viability was 96.07%. 

We obtained a pellet of 1,6.10
7
 adherent progenitor cells from bone marrow of the tibia of agouti 

from the cell dissociation of 13 bottles of cultivation of 25cm
2
. The cryopreservation of this cell 

type was performed by maintaining 14 cryovials, each one containing 1.10
5
cel/mL in liquid 

nitrogen. The bone marrow of agouti showed high cellularity, there was considerable success in 

obtaining cells mononuclareares allowing the isolation, expansion, freezing and quantification of 

adherent cells with fibroblastoid characteristics of mesenchymal stem cells. 

 



1. INTRODUÇÃO  

 

 Células-tronco são definidas pela capacidade extensiva, ilimitada ou prolongada, de auto-

renovação, e por originar pelo menos um tipo de descendente altamente diferenciado (FUCHS; 

SEGRE, 2000; WATT; HOGAN, 2000). O interesse neste tipo celular cresceu exponencialmente 

nos últimos anos devido ao seu grande potencial na medicina regenerativa, como vem sendo 

demonstrado em inúmeros estudos clínicos e pré-clínicos (BARRY; MURPHY, 2004; HALE et 

al., 2008).  

 No que se refere à classificação, considerando-se a maturação, as células-tronco podem 

ser de origem embrionária ou adulta (HERZOG; CHAI, KRAUSE, 2003), e de acordo com o seu 

potencial de diferenciação podem ser totipotentes (capazes de originar todas as células do 

indivíduo adulto, anexos embrionários e placenta), pluripotentes (capazes de originar todas as 

células do indivíduo), multipotentes (capazes de originar a vários tipos celulares de diferentes 

tecidos, mas em número limitado) e unipotentes (capazes de originar apenas um tipo celular 

específico) (JIANG et al., 2002; SCHWINDT, BARNABÉ, MELLO, 2005). 

Foram identificadas células-tronco adultas em diferentes tecidos de mamíferos (REYES et 

al., 2001). Estas, contribuem naturalmente para a reposição de células perdidas por senescência 

celular normal ou lesão do tecido específico onde se encontram, como ocorre na pele, no epitélio 

intestinal e no sangue, que tem suas células constantemente destruídas e renovadas, num 

complexo e finamente regulado processo (ODORICO, KAUFMAN, THOMSON, 2001; 

HERZOG; CHAI; KRAUSE, 2003).  

Existem algumas divergências relacionadas à plasticidade das células-tronco 

(QUESENBERRY et al., 2004; ROMANO, 2004). Em suas “divisões assimétricas”, elas têm a 

habilidade de se proliferar repondo “o pool” de células-tronco, ou alternativamente se diferenciar 

em células especializadas por estímulos provindos de sinais liberados para ativar a expressão de 

genes de linhagens específicas (NARDI, 2005; ZAGO; COVAS, 2006). Ocorrendo ainda, 

normalmente, entre a célula-tronco e o seu descendente diferenciado terminal, populações de 

células progenitoras intermediárias comprometidas com o tipo específico celular, com limitada 

capacidade proliferativa e potencial de diferenciação restrito (WATT; HOGAN, 2000). 

A medula óssea (MO) foi o local mais estudado durante muitos anos como fonte de 

células-tronco (PITTENGER et al., 1999; NARDI; ALFONSO, 1999). No organismo adulto é 

capaz de produzir cerca de seis bilhões de células por quilograma de peso corporal por dia 

(KORBLING; STROV; CHAMPLIN, 2003), entre as quais estão incluídas as células-tronco 
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hematopoiéticas e mesenquimais que compõem as células mononucleares comumente utilizadas 

na aplicação em transplantes (MINGUELL; CONGET; ERICES, 2000). A quantidade de células 

precursoras presentes no total de células mononucleares garante parcialmente o sucesso do 

procedimento na reparação de lesões, levando-se em consideração a quantidade de células e o  

peso corporal do receptor (OLSSON et al., 2009). 

 Till e McCulloch (1961) demonstraram em seu experimento a reconstituição do sistema 

hematopoiético de camundongos que sofreram irradiação letal após o transplante de células da 

medula óssea de camundongos normais.  

 As células-tronco hematopoiéticas foram as primeiras a serem descritas (NARDI; 

ALFONSO, 1999), como formadoras dos diferentes tipos celulares sanguíneos, da linhagem 

mielóide, que inclui eritrócitos, megacariócitos, monócitos e granulócitos, e da linhagem 

linfóide, que inclui linfócitos B, T e NK (WOGNUM; EAVES, THOMAS, 2003). Processo que 

ocorre de forma dinâmica, tanto em relação ao espaço, quanto ao tempo de desenvolvimento dos 

vertebrados (ORKIN, 1996, 2000).  

  A primeira onda de hematopoiese ocorre no saco embrionário, levando à produção dos 

primeiros constituintes sanguíneos, ainda nucleados (PERLINGEIRO, KYBA, DALEY, 2001; 

WANG et al., 2005). Em espécies como os ratos, a hematopoiese embrionária é transitória e 

ocorre entre o sétimo e décimo primeiros dias de vida (ORKIN; ZON, 2002). Extremamente 

rápida e com a função possibilitar o máximo de difusão de oxigênio para o embrião recém-

formado, a hematopoiese embrionária passiva começa a diminuir à medida que uma via 

independente de hematopoiese intra-embrionária, “termo definitiva”, é iniciada passando a 

sustentar a produção de todas as linhagens de células do sangue para o feto, assim como para o 

indivíduo adulto (MEDVINSKY; DZIERZAK, 1999; SUGIYAMA; TSUJI, 2006). 

Em outras experiências com ratos, resultados demonstraram que células-tronco 

hematopoiéticas originadas no desenvolvimento embrionário são capazes de originar outras 

linhagens de células, além das células do sangue. Como ocorre na relação entre a hematopoiese e 

o desenvolvimento vascular, quando uma translocação para determinados ambientes pode 

instruí-las a originar células específicas de outros tecidos (ORKIN; ZON, 2002). Nos ratos, 

células totipotentes, pluripotentes e diversos progenitores celulares têm sido amplamente 

estudados em cultura (EVANS; KAUFMAN, 1981; NAGY, 1990). 

 As células-tronco mesenquimais (CTM) presentes na medula óssea, foram primeiramente 

descritas em 1966 por Friedenstein e colaboradores, identificadas a partir das células 
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mononucleares de camundongo e denominadas células formadoras de colônia fibroblástica - 

CFU-F. As CTMs são um grupo de células clonogênicas (BIANCO; ROBEY, 2000; 

KORBLING; STROV; CHAMPLIN, 2003), presentes na medula óssea e em outros tecidos 

(JAVAZON et al., 2004), que proliferam in vitro como uma população heterogênea aderente ao 

plástico com morfologia semelhante ao fibroblasto (FRIEDENSTEIN et al., 1970) e são capazes 

de se diferenciar em várias linhagens de células quando submetidas a diferentes estímulos 

apropriados (BYDLOWSKI, 2009), de origem   mesodermal ou não mesodermal, tais como 

adipócitos, osteócitos, condrócitos, miócitos, cardiomiócitos, células epiteliais e neurônios (LIU  

et al., 2009).  

 Geralmente consideradas como células multipotentes (JIANG et al., 2002), as CTMs tem 

potencial para se diferenciar em tipos celulares específicos, tais como: células maduras do 

coração, fígado, rins, pulmões, trato gastrointestinal, pele, ossos, músculo, cartilagem, gordura, 

endotélio e cérebro (KRAUSE, 2002). Comprovando que, quando submetidas a diferentes 

estímulos apropriados são capazes de se diferenciar em várias linhagens de células 

(BYDLOWSKI, 2009).  

 Na medula óssea elas fornecem suporte para células-tronco hematopoiéticas 

(AGGARWAL; PITTENGER, 2005; BOCELLI-TYNDALL et al., 2007), apesar da freqüência 

dessas células ser extremamente baixa, na proporção de uma em 220.000 células mononucleares 

(FALLA et al., 1993), sendo estimada em modelo murino uma célula-tronco mesenquimal numa 

faixa de 11.300 – 27.000 células nucleadas (MEIRELES; NARDI, 2003). Elas secretam uma 

série de citocinas e moléculas regulatórias implicadas em diferentes aspectos da hematopoese, e 

parecem modular o sistema imune. Devido a essas características, as CTM representam 

promissoras ferramentas para a terapia celular, sobretudo aquelas associadas ao transplante de 

medula óssea. Além disso, podem ser usadas para reduzir a proliferação de linfócitos e 

recentemente são expandidas ex vivo para tratar doença do enxerto contra o hospedeiro, 

demonstrando serem dotadas de propriedade imunossupressoras (AGGARWAL; PITTENGER, 

2005; BOCELLI-TYNDALL et al., 2007). 

 O sítio in vivo na medula óssea é desconhecido, no entanto, culturas de CTMs de medula 

óssea de ratos foram comparadas com as CTMs de medula óssea de humanos quanto ao perfil de 

expressão imunofenotípica e revelaram um grau elevado de concordância nos resultados entre as 

diferentes técnicas e espécies (WIECZOREK et al., 2003). Sendo, portanto, identificadas através 

de uma combinação de propriedades fenotípicas e funcionais definidas (JAVAZON et al., 2004).   
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 Em linhas gerais, a Sociedade Internacional de Citoterapia estabeleceu requisitos 

mínimos para enquadrar populações celulares na categoria de CTM humanas, os quais seriam: 

plástica-aderência quando mantidas em cultura; expressão positiva para os marcadores CD 105, 

CD73 e CD 90 e negativa para CD45, CD34, CD14 ou CD11b, CD19a ou CD79, ou moléculas 

de superfície HLA-DR; assim como sua capacidade de diferenciação em osteoblastos, adipócitos 

e condroblastos in vitro, promovendo uma caracterização mais uniforme e facilitando 

o intercâmbio de dados entre os pesquisadores  (DOMINICI et al., 2006).  

 Quanto às células-tronco mesenquimais de outras espécies, a adesão e a diferenciação são 

as duas características principais entre os critérios-padrão, uma vez que a expressão de 

moléculas, como a superfície Ag em CTM murina, por exemplo, não são universalmente bem 

caracterizadas (TROPEL et al., 2004). 

 Técnicas de purificação e expansão em cultura de células-tronco mesenquimais da 

medula óssea de humanos têm sido desenvolvidas (JAISHWAL et al., 1997), seu uso terapêutico 

em seres humanos é recente e resultados alentadores são divulgados em diversas partes do 

mundo, inclusive no Brasil (GALLIAN, 2005).  

  Frequentemente, as células-tronco mesenquimais não estão disponíveis em quantidade 

suficiente para restauração de órgãos e tecidos danificados, tornando-se necessária sua expansão 

in vitro (SENAGAGLIA et al., 2009). O potencial das células-tronco pode variar de acordo com 

o modelo experimental utilizado (WANG et al., 1993) e sua capacidade regenerativa tem sido 

um dos tópicos mais discutidos no mundo científico (CAMARGO; CHAMBERS; GOODELL, 

2004). 

Emergindo como uma alternativa na medicina regenerativa, área com foco 

no desenvolvimento de células, tecidos e órgãos com a finalidade de restaurar a função através 

do transplante (FODOR, 2003), as células-tronco podem proporcionar tratamentos terapêuticos 

para doenças e/ou lesões que medicamentos convencionais e novas drogas não podem tratar 

eficazmente (STRAUER; KORNOWSKI, 2003; McCULLOCH; TILL, 2005) e abrem 

perspectivas inovadoras quando aliadas à utilização de fatores de proliferação e diferenciação 

celular, ou biomateriais (SANTOS; SOARES; CARVALHO, 2004).  

Além de poderem ser utilizadas em transplantes na terapia celular, as células cultivadas 

podem ser infectadas com vetores retrovirais e podem ser utilizadas na terapia gênica (KRAUSE, 

2002). A cultura celular também é uma importante ferramenta para caracterizar eventos que 

ocorrem in vivo, identificar as bases genéticas e os processos fenotípicos envolvidos na 
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transformação celular, e comparar o comportamento coletivo de linhagens celulares normais 

(VILELA et al., 2003). 

 Células-tronco mesenquimais de ratos foram obtidas e propagadas in vitro a partir de 

diversos sítios do organismo adulto: cérebro, baço, fígado, rim, pulmão, medula óssea, músculo, 

timo e pâncreas. Após serem analisadas, as células de diferentes culturas apresentaram perfis 

imunofenotípicos semelhantes, mas com certa heterogeneicidade quanto aos marcadores de 

superfície, não parecem ser um parâmetro confiável para a análise da pureza das células em 

cultura (MEIRELES; CHAGASTELES; NARDI, 2006). De maneira geral, ainda não é possível 

suprir em laboratório todos os fatores extrínsecos gerados no nicho fisiológico de uma célula-

tronco (MEIRELES et al. 2008).  

 O avanço na pesquisa básica é de fundamental importância para que estudos de novas 

técnicas de administração de células-tronco em humanos estejam embasados em modelos 

animais randomizados, controlados e duplo-cego (DOHMANN, 2004).  

Segundo FAGUNDES & TAHA (2004) um modelo animal deve permitir o estudo dos 

fenômenos biológicos ou de comportamento do animal; possibilitar que um processo patológico 

espontâneo ou induzido possa ser investigado; e que um fenômeno, em um ou mais aspectos, 

seja semelhante ao fenômeno em seres humanos. 

 Nesse contexto, a busca por modelos biológicos adequados (KIM et al., 2002) tem se 

tornado cada vez mais importante, como forma de reproduzir resultados mais próximos possíveis 

do desejado, para aplicação tanto à medicina humana quanto à melhoria da qualidade de vida 

animal (LINDVALL; KOKAIA; MARTINEZ-SERRANO, 2004).   

 O conhecimento de aspectos biológicos e reprodutivos básicos de um animal e sua 

relação com outras espécies, além de melhorar o seu manejo produtivo e a sua exploração 

econômica, torna possível sua utilização como modelo experimental pelos pesquisadores 

(ALMEIDA et al., 2003).  

 Aproximadamente 90% do total das espécies utilizadas em laboratórios para pesquisa são 

animais de pequeno porte como o camundongo, rato, hamster, cobaio, ou o gerbil (FAGUNDES; 

TAHA, 2004).  A cutia é um roedor de porte médio, que pertence à família Dasyproctidae, 

gênero Dasyprocta, seu tamanho varia em cerca de 50 cm de comprimento e 23cm de altura, com 

peso em torno de 2 a 3Kg. Distribui-se geograficamente desde a América Central até a América 

do Sul (DEUTSCH; PUGLIA, 1988), e vem sendo estudado morfológico (ASSIS-NETO  et al., 

2003; MENEZES et al., 2003; FORTES et al., 2005; PENNO et al., 2005; AZEVEDO  et al., 
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2008; OLIVEIRA et al. 2009a; OLIVEIRA et al., 2009b; MENEZES et.al., 2010; SOUSA, 

2010; FERRAZ et al., 2011) e fisiologicamente (RIBEIRO et al, 2008a; RIBEIRO  et al., 2008b; 

CAVALCANTE  et al., 2005; ALMEIDA, 2009; MENEZES, 2010; FERRAZ, 2010).   

Entre as espécies da fauna se apresenta como promissor animal para ser explorado 

zootecnicamente (HOSKEN; SILVEIRA, 2001) e como um possível modelo para pesquisas 

experimentais (BONATELLI et al., 2004; CABRAL et al., 2005).  

 Deste modo, mediante a possibilidade de verificar a plasticidade de progenitores celulares 

obtidos a partir de espécies selvagens prontamente disponíveis em cativeiro, buscamos verificar 

a viabilidade do compartimento basal medular de cutias (Dasyprocta prymnolopha), como fonte 

potencial de células-tronco. Considerando-se que muitas pesquisas com células-tronco têm sido 

realizadas usando modelos animais (BYDLOWSKI et al., 2009), o conhecimento da biologia 

destas células pode eventualmente se aplicar a medicina regenerativa, uma vez que a 

experimentação envolvendo células-tronco é fundamental (FODOR, 2003).  

 Visando alcançar novos conhecimentos dentro do estudo de células-tronco pelo uso de 

novos modelos animais, este estudo teve como objetivo identificar tipos morfológicos celulares 

componentes da medula óssea de cutias, com foco nos progenitores hematopoéticos observados 

em extensões de medula óssea e nos progenitores aderentes cultivados in vitro a partir da fração 

de células mononucleares. A realização de protocolos de isolamento, expansão, quantificação e 

congelamento celular permitem adquirir informações importantes para futuras pesquisas que 

contribuam para a utilização da cutia como modelo biológico em terapias celulares.  

 Este trabalho encontra-se estruturado da seguinte forma: introdução ao assunto 

pesquisado, seguida de um capítulo que discorre sobre a morfologia de tipos celulares 

encontrados na medula óssea e acerca de progenitores aderentes ao plástico obtidos de células 

mononucleares após cultivo celular, incluindo processos em laboratório de isolamento, expansão, 

quantificação e congelamento. O capítulo elaborado em forma de artigo científico de acordo com 

as normas da Revista Pesquisa Veterinária Brasileira será submetido à publicação. O trabalho é 

finalizado com as considerações finais seguida da lista de referências bibliográficas utilizadas. 
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 Apresentado segundo normas da revista Pesquisa Veterinária Brasileira 
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Morfologia de células da medula óssea de cutia (Dasyprocta 

prymnolopha), isolamento, expansão e quantificação de progenitores 

aderentes por meio de cultivo celular. 
 

A. R. Rocha
1
; F. R. Alves

1
;  M. A. M. Carvalho

1,2*
 

ABSTRACT Rocha, A.R.,  Alves, F. R. Alves, Carvalho, M. A. M. 2011 [Morphology of bone 

marrow cells of agouti (Dasyprocta prymnolopha), isolation, expansion, and quantification 

of adherent progenitors throught cell culture] Morfologia de células da medula óssea de cutia 

(Dasyprocta primnolopha), isolamento, expansão e quantificação de progenitors aderentes por 

meio de cultivo cellular. Stem cells are defined by the extensive capacity of self-renewal and 

originate at least one type of descendant highly differentiated. This study aims to identify bone 

marrow cells of agouti (Dasyprocta prymnolopha), characterizing morphologically 

hematopoietic progenitors observed in tracts of bone marrow and adherent progenitors cultured 

in vitro from the fraction of mononuclear cells. Marrow aspirate samples were used to prepare 

squash slides and submitted to protocols as isolation, expansion, quantification and cell freezing. 

Hematopoietic cells were observed at different stages of maturation, mature megakaryocytes, 

platelets and adipocytes, without qualitative differences between males and females. The total 

cellular concentration of fracion of mononuclear cells was 1,10
8
 seeded into wells of a culture 

plate. We observe clusters of cell in culture, adherent cells of fibroblastoid morphology and 

organizing them, while the percentage of non-adherent mononuclear cells was reduced, the 

colonies formed a monolayer with 80% of confluence after 18 days of culture. The monolayer 

was formed from fibroblastoid cells, oriented parallel to each other. The fibroblastoid cells were 

expanded continuously for eight passages until to obtain 16 bottles of cultivation. The average of 

cell viability was 96, 07%. We obtained a pellet of 1, 6.10
7
 adherent progenitor cells from bone 

marrow of the tibia of agouti from the cell dissociation of 13 bottles of cultivation of 25cm
2
. The 

cryopreservation of this cell type was performed by maintaining 14 cryovials, each one 

containing 1.10
5
cel/mL in liquid nitrogen. The bone marrow of agouti presented high cellularity. 

There was considerable success in obtaining mononuclareares cells allowing the isolation, 

expansion, quantification and freezing of adherent fibroblastoid cells that contain characteristics 

of mesenchymal stem cells. 

INDEX TERMS: Sanity animal, Agouti, Bone Marrow, Adherent progenitors cells 
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Morfologia de células da medula óssea de cutia (Dasyprocta 

prymnolopha), isolamento, expansão e quantificação de progenitores 

aderentes por meio de cultivo celular. 

 
RESUMO Células-tronco são definidas pela capacidade extensiva de auto-renovação e por 

originar pelo menos um tipo de descendente altamente diferenciado. O objetivo deste estudo foi 

identificar células da medula óssea de cutias (Dasyprocta prymnolopha), caracterizando 

morfologicamente progenitores hematopoéticos observados em extensões de medula óssea e 

progenitores aderentes cultivados in vitro a partir da fração de células mononucleares. Amostras 

de aspirado medular foram utilizadas para preparação de lâminas histológicas e submetidas a 

protocolos de isolamento, expansão, quantificação e congelamento celular. Observou-se células 

hematopoiéticas em diferentes estágios de maturação, megacariócitos maduros, plaquetas e 

adipócitos, não havendo diferenças qualitativas entre machos e fêmeas. A concentração celular 

total do halo de células mononucleares foi de 1.10
8
 semeada em poços de placa de cultivo,

 

observando-se na cultura clusters celulares, células aderentes de morfologia fibroblastóide e a 

organização de colônias das mesmas, a medida que o percentual de células mononucleares não 

aderentes foi reduzido, as colônias formaram uma monocamada celular com 80% de confluência 

após 18 dias de cultivo. A monocamada constituiu-se a partir de células fibroblastóides, 

orientadas paralelamente entre si. Estas foram expandidas continuamente por oito passagens até 

a obtenção de 16 garrafas de cultivo. A viabilidade celular média foi de 96,07%. A partir da 

dissociação celular de 13 garrafas de cultivo de 25cm
2
 conseguiu-se um pellet de 1,6.10

7 
células 

progenitoras aderentes de medula óssea de tíbia de cutia. A criopreservação deste tipo celular foi 

realizada mantendo-se 14 criotubos, cada um contendo 1.10
5
cel/mL, em nitrogênio líquido. A 

medula óssea de cutia apresentou alta celularidade, houve considerável sucesso na obtenção de 

células mononucleares permitindo o isolamento, expansão, quantificação e congelamento de 

células aderentes fibroblastóides com características de células-tronco mesenquimais. 

 

TERMOS DE INDEXAÇÃO: Cutia, medula óssea, cultura celular, células tronco, Dasyprocta  
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INTRODUÇÃO 

 

 A coleta de medula óssea é indicada visando o diagnóstico por meio de exame citológico 

(Grindem, Neel & Juopperi 2002) e para a obtenção de células pluripotentes no tratamento de 

doenças (Silva & Macedo 2006). O transplante de medula óssea realizado tradicionalmente é um 

procedimento no qual as duas técnicas são realizadas (Castro Jr, Gregianin & Bruneto 2001), e 

demonstra a integração da pesquisa laboratorial e clínica (Guarita-Souza, 2005). 

 Constituída de uma grande variedade de células, algumas de fácil caracterização, a 

medula óssea é composta por parênquima e retículo. O parênquima portador da função especifica 

da medula óssea, representado pelos elementos medulares genuínos, produtores de grânulos 

vermelhos, granulócitos e plaquetas; e o retículo constitui o verdadeiro estroma da medula óssea, 

incluindo-se nele o sistema reticulo-histiocitário e o tecido linfóide. Podem aparecer em 

condições normais células atípicas que em número elevado referem-se a moléstias sistematizadas 

(Kastner 1972) 

 Entre a população celular da medula óssea são encontrados dois tipos de células-tronco: 

as células-tronco hematopoiéticas e as células-tronco mesenquimais (Minguell, Conget & Erices 

2000). As células-tronco mesenquimais fazem parte do sistema estromal e tem como função 

principal fornecer suporte estruturo-funcional à hematopoiese (Bacigalupo 2004). 

 O número de células-tronco mesenquimais é extremamente baixo (Falla et al. 1993). 

Porém, estudos têm demonstrado que, dependendo de como estas células são aspiradas e 

manipuladas em cultura, pode ser possível aumentar essa freqüência (Gronthos & Simmons 

1996).  

O avanço na pesquisa básica é de fundamental importância para que novas técnicas de 

administração de células-tronco em humanos estejam embasadas em modelos animais (Dohmann 

2004). Nesse contexto, a busca por modelos biológicos adequados tem se tornado cada vez mais 

importante (Lindvall, Kokaia & Martinez-Serrano 2004).   Sabe-se que roedores são bastante 

utilizados em laboratórios para pesquisa (Fagundes & Taha 2004).  

 A cutia, gênero Dasyprocta, é um roedor de porte médio, com tamanho variando em 

cerca de 50 cm de comprimento e 23 cm de altura, e peso em torno de 2 a 3Kg (Deutsh & Puglia 

1988). Entre as espécies da fauna, apresenta-se como um possível modelo para pesquisas 

experimentais (Bonatelli et al. 2004; Cabral et al. 2005), pois é um animal que vem sendo 

bastante estudado (Assis-Neto  et al. 2003, Menezes et al. 2003, Cavalcante et al. 2005, Fortes et 
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al. 2005, Penno et al. 2005, Azevedo  et al. 2008, Ribeiro et al, 2008, Almeida 2009, Menezes 

et.al., 2010, Sousa, 2010, Ferraz et al. 2011) e que apresenta características biológicas favoráveis 

como a capacidade de se reproduzir em cativeiro, boa prolificidade, precocidade e domicilidade 

(Hosken 2001). 

 O objetivo deste trabalho foi descrever a morfologia dos componentes celulares de 

medula óssea de cutia (Dasyprocta prymnolopha), com ênfase nos progenitores hematopoéticos 

e processos de isolamento, expansão, quantificação e congelamento de progenitores aderentes 

com características de células-tronco mesenquimais cultivadas in vitro. 

 

MATERIAL E MÉTODOS 

 

Foram utilizadas oito cutias (Dasyprocta primnolopha), com idade entre um e três anos, 

sendo cinco machos e três fêmeas, provenientes do Núcleo de Estudos e Preservação de Animais 

Silvestres – NEPAS (Certificado de Registro IBAMA/PI N° 02/08-618) do Centro de Ciências 

Agrárias (CCA) da Universidade Federal do Piauí (UFPI).  

Os animais foram previamente identificados, pesados e submetidos à exame clínico, 

perfil hematológico, avaliação física e diagnóstico gestacional por ultrassom. Consideraram-se 

aptos ao experimento, os animais que apresentavam diagnóstico de gestação negativo, 

normodipsia, normoúria, normotermia, normoquezia, normofonia cardíaca e perfil hematológico 

dentro dos padrões estabelecidos por Ribeiro et al. (2005). Os animais foram então alojados em 

gaiolas individuais de metal galvanizado medindo 100x60x40cm, no NEPAS da UFPI. Os 

animais foram alimentados com ração comercial (Proteína bruta mínima- 12%, Extrato Etérico-

1,5%, Matéria fibrosa-12%, Cálcio – 1,3% e Fósforo – 0,4%), além de milho, frutas e verduras 

regionais, e água ad libitum.  

Todos os animais foram submetidos à coleta asséptica de medula óssea, utilizando-se 

agulha hipodérmica estéril 40x12 acoplada à seringa descartável de 5mL com anticoagulante 

ácido etilenodiamino tetra-acético (EDTA). Amostras aspiradas da crista ilíaca esquerda de seis 

cutias (três machos e três fêmeas) foram utilizadas na confecção de lâminas com esfregaços do 

tipo squash, e amostras aspiradas das tíbias de duas cutias machos para a realização de cultivo 

celular.  Os animais foram sedados (Cloridrato de Meperidina, Agribands
®
-5 mg/Kg/IM

 
), 

posicionados em decúbito lateral e tricotomizada a região da crista. Realizou-se antissepsia 

(Álcool Iodado 1%. Impex
®
) de todo o membro pélvico esquerdo e procedeu-se bloqueio 
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anestésico (Cloridrato de Lidocaína sem vasoconstritor 2% solução injetável. Xylestesin
®
, 

Cristália farma
®
-5 mg/Kg/SC) da região tricotomizada. Em seguida, a indução anestésica foi 

realizada (Associação de Cloridato de Xilazina, Rompum
®
, Bayer do Brasil

®
-1 mg/Kg/IM, e 

Cloridato de Quetamina, Ketalar
®
, Pfizer do Brasil

®
-40 mg/Kg/IM) e os animais foram mantidos 

em plano anestésico (Propofol 1%, Fresofol
®
, Fresenius Kabi

®
-7 mg/Kg/IV) durante todo o 

procedimento de coleta.  

Após esse procedimento, as cutias foram acompanhadas diariamente no NEPAS durante 

seis dias, realizando-se limpeza no local da punção com solução de Dakin (Hipoclorito de sódio 

6%, bicarbonato de sódio 5%) e administração tópica de antibiótico e anti-inflamatorio esteroidal 

(Cloridrato de oxitetraciclina e hidrocortisona, Terra-cortril
®
, Pfizer do Brasil

®
) durante todo o 

período de observação. 

As lâminas preparadas foram fixadas com álcool metílico por 10 minutos e corados por 

May-Grunwald Giemsa por 20 minutos. Após a confecção das lâminas histológicas, foram 

fotografados (Formato VGA, 1200 pixels) 10 campos aleatoriamente em objetiva de imersão, 

por meio de câmera digital (Sony DSC-W200, China
 
) acoplada ao microscópio de luz (Nikon 

Eclipse E 200, Japan). As amostras de medula óssea foram analisadas quanto à morfologia 

celular, estado de maturação e diferenciação de células sanguíneas.  

Os aspirados medulares destinados ao cultivo celular foram imediatamente transferidos 

para tubos de ensaio com EDTA e diluídos em solução salina-fosfato tamponante (PBS) estéril 

na proporção 1:1 e filtrada em equipo de transfusão, para remoção dos agregados celulares. Em 

seguida, o filtrado foi cuidadosamente depositado em tubo de centrífuga (Tubo Falcon
®
 com 

capacidade de 15 mL - ACQuimica
®

)
 
7 mL de solução de Ficoll (Ficoll Histopaque, SIGMA

®
 do 

Brasil) e centrifugado a 2000 rpm por 25 minutos a 20ºC, visando a separação dos constituintes 

por gradiente de densidade. O halo esbranquiçado rico em fração mononuclear foi aspirado com 

pipetador automático (Houston
®
) o halo esbranquiçado e uma pequena fração de plasma com 

células mononucleares, sendo imediatamente diluídos em PBS estéril para lavagem celular e re-

centrifugados por 2000 rpm por 10 minutos a 4ºC. O sobrenadante foi descartado e o novo pellet, 

ressuspendido em 14 mL de meio de crescimento Dulbecco’s Modified Eagle’s (D-MEM) 

completo (Invitrogen
®
 baixa glicose, contendo 3,7 g/l de bicarbonato de sódio e 10-15 mM 

HEPES, pH 7,5, 15% de soro fetal bovino, 1% de estreptomicina, 1% de L-glutamina e 1% de 

aminoácidos não essenciais)
 
para realização da avaliação de viabilidade celular.  
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Uma alíquota de 50µL desta solução foi diluída em 50µL de corante Azul de Tripan 0,2% 

e homogeneizada num frasco de vidro esterilizado. Desta solução foi retirada uma alíquota para 

contagem celular em câmara de Neubauer, por meio da seguinte fórmula (Meirelles & Nardi 

2003, Bittencourt et al. 2006): 

           

Concentração celular =      

                     

                                   *Fator de correção da câmara de Neubauer (103) x Espessura da lamínula (10).        

 

  Foram contadas as células coradas em azul, para avaliação da viabilidade e as células não 

coradas, para avaliação da concentração celular. Após estas avaliações, semeou-se quatro poços 

de uma placa de cultivo celular (Placa de crescimento celular de seis poços TPP
®
) na densidade 

de 2,5.10
7
células/poço em 3,5mL de meio de cultivo DMEM Low Glucose contendo 15% de 

Soro Fetal Bovino (Invitrogen Corporation), 1% de aminoácidos não essenciais, 1% de L-

Glutamina e 1% de antibiótico (100U/mL de penicilina e 100µg/mL de estreptomicina), 

mantidos em estufa incubadora (TECMAL TE-399
®
) à 37

o
C em 5% de CO

2
 e umidade de 95%. 

Os poços da placa de cultivo celular foram lavados duas vezes com solução de PBS com 

1% de antibiótico (Penicilina-estreptomicina. SIGMA
®
 do Brasil) a cada três dias, seguido da 

troca completa do meio de cultivo celular, durante 18 dias, período no qual as culturas dos poços 

atingiram 80% de confluência. Nesse momento, os poços de cultura foram submetidos à 

tripsinização com um mL de tripsina 1x (Solução de Tripsina-EDTA 10x, frasco com 100 mL. 

SIGMA
®
 do Brasil) e incubada a 37 

o
C durante cinco minutos. Após esse período, inativou-se a 

ação da tripsina com acréscimo de meio D-MEM Low Glucose suplementado. A solução foi 

transferida para um tubo de centrífuga e centrifugada (Citocentrífuga de bancada FANEM 

MOD.280
®
) à temperatura de 20ºC e 2000 rpm por 10 minutos. O sobrenadante foi totalmente 

desprezado, o pellet ressuspendido em três mL de D-MEM completo e realizado nova contagem 

celular. Posteriormente, plaqueou-se 10
6
 células/mL/poço em uma placa de cultura de seis poços 

e novamente mantida em incubação. 

Os poços de cultivo continuaram sendo lavados com solução de PBS com 1% de 

antibiótico e o meio de cultivo, substituído a cada três dias, por 10 dias consecutivos.  

Após este período, as culturas dos poços atingiram confluência de 80% e foi realizada a 

tripsinização, contagem e repique destas células, em concentração de 10
6
 células/mL, para quatro 

número de células contadas   

números quadrantes da     
câmara 

    x 104* x fator de diluição x volume total da solução 
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garrafas de cultura de tecidos (TPP
®
)

 
de 25cm

2
. As culturas foram expandidas, fotografadas em 

microscópio invertido de contraste de fase (COLEMAN NIB-100
®
) e repicadas com o dobro da 

área original, aferindo-se a concentração celular a cada passagem, até a obtenção de 16 garrafas 

de cultivo. 

Após obter-se confluência de 80%, as culturas foram tripsinizadas, contadas em câmara 

de Neubauer e ressuspendidas em 14 criotubos resfriados a 4°C contendo meio de congelamento 

(50% de D-MEM
®
 High glicose, Cat. nº 10313-039, Invitrogen

®
), suplementado com 40% de 

Soro Fetal Bovino (Invitrogen
®
, Cat. nº 16000-044), 10% de dimetil-sulfóxido (DMSO) (Vetec-

cat
®

. Cat. nº 590) e 1% de antibióticos (Invitrogen
®
, Cat. nº 15140-122). Os criotubos 

permaneceram em freezer a - 80°C overnight durante 48 horas e posteriormente foram 

armazenados em botijão contendo nitrogênio líquido.  

A metodologia utilizada no estudo foi aprovada pelo Comitê de Ética em Experimentação 

Animal (CEEA) da Universidade Federal do Piauí (UFPI), segundo o parecer nº 006/09, de 

acordo com as normas do Colégio Brasileiro de Experimentação Animal (COBEA) e autorizado 

pelo Sistema de Autorização e Informação em Biodiversidade - SISBIO - ICMBio/IBAMA, nº. 

19254-1. 

 

RESULTADOS 

 

A medula óssea da cutia apresentou alta celularidade. Identificaram-se diferentes tipos 

celulares em diferentes estágios de maturação, não havendo diferenças qualitativas entre machos 

e fêmeas. 

As células precursoras de menor grau de diferenciação na escala evolutiva, das linhagens 

eritróide, mielóide e linfóide (Figura 1A), mostraram-se indistinguíveis morfologicamente. Estas, 

representadas pelos rubroblastos, mieloblastos e linfoblastos foram observadas como células de 

diâmetro quatro vezes superior ao de um eritrócito maduro, de alta relação núcleo-citoplasma, 

núcleo redondo, cromatina frouxa e pontilhada, citoplasma intensamente basofílico e ausência de 

grânulos citoplasmáticos. As demais células medulares foram identificadas e classificadas de 

acordo com o comprometimento evolutivo das mesmas. 

As células linfóides identificadas foram os prolinfócitos (Figura 1B), linfócitos grandes e 

pequenos. Os prolinfócitos possuíam pequena relação núcleo-citoplasma, núcleo central, 

estriado, com cromatina frouxa, nucléolos evidentes e citoplasma basofílico. Os linfócitos 
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grandes e pequenos foram observados como células menores que os prolinfócitos, mas de 

caraterísticas similares, os quais diferiram entre si pela maior relação núcleo-citoplasma do 

primeiro. 

As células monocíticas observadas foram os promonócitos (Figura 1C) e monócitos. Os 

primeiros possuíam diâmetro três vezes superior ao de um eritrócito adulto, núcleo central, 

irregular, por vezes edentado, cromatina frouxa, nucléolos evidentes, elevada relação núcleo-

citoplasma e discreta basofilia citoplasmática. Os monócitos observados eram ligeiramente 

menores que seu antecessor, mas com as mesmas características morfológicas. 

Para a linhagem eritróide, identificou-se prorrubrícitos, rubrícitos (Figura 1D), 

metarrubrícitos (Figura 1E), eritrócitos policromatofílicos e eritrócitos maduros.  Os 

prorrubrícitos apresentaram-se como células similares ao rubroblastos, porém de menor 

diâmetro, citoplasma mais abundante e discretamente basofílico, núcleo redondo e cromatina 

grosseira. Os rubrícitos foram observados como células menores que seu antecessor, núcleo 

pequeno, denso, de cromatina grosseira, baixa relação núcleo-citoplasma e policromatofilia 

citoplasmática. Analogamente, os metarrubrícitos apresentaram as mesmas características 

morfológicas, contudo com relação núcleo-citoplasma ainda menor, maior intensidade de 

policromatofilia citoplasmática, núcleo mais denso, porém lateralizado. Os eritrócitos 

policromatofílicos foram observados como células anucleadas, de diâmetro ligeiramente superior 

a um eritrócito adulto e de citoplasma policromatofílico. Os eritrócitos maduros foram as 

menores células observadas, anucleados, com halo central pálido e citoplasma de coloração 

vermelho-alaranjada. 

As células mielóides identificadas foram promielócitos, mielócitos, metamielócitos, 

bastonetes neutrófilos, neutrófilos segmentados (Figura 1F), eosinófilos (Figura 1F) e basófilos. 

Os promielócitos foram observados com diâmetro menor que os mieloblastos, núcleo central, 

cromatina puntiforme e frouxa, citoplasma mais abundante e discretamente basofílico, com 

grânulos citoplasmáticos policromatofílicos. Os mielócitos (Figura 1G) apresentaram-se com 

tamanho inferior ao seu antecessor, núcleo grande, oval e edentado, pequena relação 

núcleo:citoplasma, discreta basofilia citoplasmática com presença de grânulos, que variavam em 

tons acidofílicos e basofílico dentro desta mesma população celular. Os metamielócitos 

observados possuíam núcleo riniforme, cromatina estriada, frouxa e citoplasma de características 

similares aos mielócitos. Analogamente, os bastonetes neutrófilos apresentavam núcleo 

riniforme, pequena relação núcleo:citoplasma e citoplasma discretamente basofílico, sem 
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granulações aparentes. Os neutrófilos segmentados foram observados como células com o dobro 

do diâmetro de um eritrócito adulto, núcleo com mais de duas segmentações, de cromatina densa 

e grosseira e citoplasma discretamente basofílico, também sem granulações aparentes. Os 

eosinófilos e basófilos possuíam morfologia similar aos neutrófilos, contudo eram evidentes 

granulações citoplasmáticas grosseiras de coloração acidófila e púrpura, respectivamente.  

Na linhagem megacariocítica foram identificados apenas megacariócitos maduros e 

plaquetas (Figura 1H). Os primeiros apresentavam diâmetro três vezes superior ao de um 

linfoblasto ou mieloblasto, elevada relação núcleo:citoplasma, núcleo multilobulado, cromatina 

estriada, frouxa e citoplasma profundamente basofílico. As plaquetas foram observadas como 

estruturas com um terço do diâmetro de um eritrócito adulto, anucleadas e discretamente 

basofílicas.  

Observou-se ainda grande percentual de adipócitos (Figura 1I) nas amostras analisadas. 

Estes se apresentaram como células grandes, não coradas em seu interior e inúmeros vacúolos 

acompanhando a margem citoplasmática. 

 

 

Figura 1: Fotomicrografias de extensão da medula da cutia. A: Precursor de 

linhagem mielóide ou linfóide (seta). B: Prolinfócitos (setas). C: Monócitos 

(setas) D: Rubrícito (seta) e promonócito (cabeça de seta). E: Promielócito 

(seta) e metarrubrícito (seta). F: Neutrófilo segmentado (seta) e eosinófilo 

(cabeça de seta). G: Mielócito (cabeça de seta). H: Plaquetas (setas). I: 

Adipócito (cabeça de seta). Método Giemsa. Objetiva 100x. 
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Conseguiu-se na primeira coleta 1,5mL de aspirado medular da tíbia de cutia, do qual as 

células mononucleares foram semeadas em duas placas de cultivo e observadas em microscópio 

de luz invertida durante o período de quatorze dias, mas não expandiram o suficiente para a 

manutenção da cultura celular.  Na segunda coleta, foram preparados com 6,5mL de aspirado 

medular das tíbias direita e esquerda, em dois tubos falcon de 15mL,  solução de 3,5mL de 

aspirado medular diluída em 3,5mL de solução tamponada salina colocada lentamente sobre 

7mL de solução Ficol Histopaque. 

 O halo de células mononucleares (Figura 2) da medula óssea obtido após separação por 

gradiente de densidade localizou-se na interface entre a solução Ficol Histopaque na parte 

inferior e o plasma na parte superior, observando-se um anel celular com aspecto de névoa. 

 

 

Figura 2. Fotografia do halo de 

células mononucleares (seta) da 

medula óssea de cutia.  

 

A coleta da fração mononuclear, após centrifugação, da amostra de medula óssea relevou 

elevada celularidade, com concentração de 10
8
 células mononucleadas/mL. Estas apresentavam-

se em grandes clusters celulares (Figura 3), com sobreposição celular, limites citoplasmáticos 

bem definidos e núcleo evidente. 
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Figura 3. Fotomicrografia de cultura de células aderentes de medula 

óssea de cutia em expansão. A: Primeira passagem, colônia 

mononuclear aderente (seta) circundada por uma monocamada celular 

aderente de morfologia fibroblastóide (cabeça de seta), objetiva 5x.  B: 

Primeira passagem, morfologia fibroblastóide das células aderentes 

com projeções citoplasmáticas (seta), objetiva 40x. C: Primeira 

passagem, monocamada de células aderentes com uniformidade 

morfológica, esparsas células mononucleares aderentes (seta), objetiva 

20x. D: Segunda passagem, predomínio de células aderentes de 

morfologia fibroblastóide (seta), objetiva 10x. 

 

As primeiras células mononucleares aderentes foram observadas após 24 horas de cultivo 

e o início da organização das colônias das mesmas, após 48 horas de cultivo. Grande percentual 

de células mononucleares permaneceu em suspensão até a primeira lavagem com PBS, após 72 

horas de cultivo. Após esta lavagem, com redução significativa das células em suspensão, foram 

observadas as primeiras colônias de células progenitoras, de morfologia fibroblastóide e 

aderentes.  

No decorrer das sucessivas lavagens, ao longo de 15 dias, o percentual de células 

mononucleares em suspensão e aderidas reduziu progressivamente, até que apenas colônias de 

células progenitoras foram observadas. Estas coalesceram e formaram uma monocamada celular 

com 80% de confluência após 18 dias de cultivo. 
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A monocamada celular constituiu-se a partir de células isoladas, de tamanho grande e 

achatadas, freqüentemente fusiformes, proliferando e mantendo contato umas com as outras, 

com prolongamentos citoplasmáticos orientados paralelamente entre si. Estas foram expandidas 

continuamente por oito passagens até a obtenção de 16 garrafas de cultivo e preservaram a 

morfologia fibroblastóide observada no isolamento da cultura (Figura 4).  

 

 

Figura 4: Fotomicrografia de cultura de células aderentes de medula óssea de 

cutia em expansão. A, B, C e D: terceira, quarta, sétima e oitava passagem, 

respectivamente. Manutenção predominante da morfologia fibroblastóide da 

cultura ao longo das sucessivas passagens. Objetiva 10x.  

 

Observou-se uma viabilidade celular de 99,57% no momento da coleta da medula óssea, 

e esta se manteve, ao longo de todas as passagens em média 96,07% (Figura 5). 
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Figura 5. Representação gráfica da viabilidade celular (%) 

durante oito passagens em diferentes dias de cultura de 

células progenitoras aderentes de cutia. 

 

A partir da dissociação celular com Tripsina-EDTA de 13 garrafas de cultivo de 

25cm
2
 conseguiu-se um pellet de 1,6.10

7 
cel/mL de células progenitoras aderentes de medula 

óssea de tíbia de cutia. A criopreservação deste tipo celular foi realizada mantendo-se 14 

criotubos, cada um contendo 1.10
5
cel/mL, em nitrogênio líquido. 

 

DISCUSSÃO 

 

 Nas extensões de medula óssea analisadas, foram observadas células sanguíneas em 

diferentes estágios de maturação e células estromais (células reticulares, macrófagos, 

fibroblastos, adipócitos), conforme observado em medula óssea de ratos (Weiss 1976). No que se 

refere à caracterização das células do sistema hematopoiético de cutias, as informações reduzem-

se às características morfológicas e morfométricas de células sanguíneas especializadas do 

sangue periférico (Conde Júnior 2008).  

Não foram identificados todos os estágios de maturação celular, dentre as diferentes 

linhagens observadas, nas amostras coletadas. Este fato já havia sido observado, em análises de 

medula óssea murina, por Weiss & Geduldig (1991), os quais referiram que alguns tipos 
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celulares são restritos a determinados lócus do compartimento medular ósseo, a fim de impedir a 

liberação irrestrita de células medulares imaturas. Possivelmente, algumas linhagens celulares 

tenham permanecido associadas ao estroma adjacente medular, impedindo sua visualização nos 

esfregaços analisados. Neste caso, são necessárias futuras análises histológicas da medula óssea 

de cutias para elucidar esta questão. 

Além disso, a impossibilidade de identificação de alguns tipos celulares blásticos 

provavelmente deve-se às características morfológicas compartilhadas entre eritroblastos, 

monoblastos e linfoblastos neste período evolutivo. Esta observação corrobora com os relatos de 

Knowles (1986), Coofnan (1982) Fleming (1993) e Kina et al. (2000) os quais inferem que a 

análise histoquímica, em murinos, permite a identificação destes tipos celulares.  

Ainda que, células das linhagens eritróide, mielóide, linfóide, megariocítica e monocítica 

das medulas ósseas analisadas, apresentem grande similaridade morfológica com estas linhagens 

correspondentes em humanos (Lorenzi et al., 2003; Bain, 2004). Estas células são identificadas 

comumente mais por aspectos funcionais do que morfológicos por meio de antígenos de 

superfície (Zago & Covas, 2006) 

Possivelmente, a similaridade morfológica dentre as células do presente trabalho com as 

células de linhagens correspondentes de outros roedores silvestres, corresponda à similaridade 

fisiológica dentre as mesmas. Caso esta asserção seja confirmada, o modelo biológico de medula 

óssea da cutia poderá ser validado como um modelo murino alternativo às espécies comumente 

utilizadas experimentalmente. Analogamente, devido às similaridades morfológicas com células 

derivadas da medula óssea de humanos, a cutia poderá ser utilizada como modelo para estudo de 

discrasias medulares. Para tanto, são necessários estudos de histoquímica e imunoensaios para 

esclarecer esta teoria. 

A elevada concentração celular aferida no isolamento da fração mononuclear da medula 

óssea já havia sido observada por Muschler et al. (1997); Meirelles & Nardi (2003); Belardineli 

et al. (2008); Olsson et al. (2008); Tognoli et al. (2008); Oliveira et al. (2010). Estes autores 

obtiveram concentrações entre 10
5
 a 10

8
 células/mL, em um volume de oito mL de aspirado 

medular, e relataram que a concentração celular é diretamente proporcional ao volume coletado, 

desde que não haja a formação de coágulos. No presente trabalho, obteve-se uma concentração 

de 10
8
 células/mL em seis mL de sangue medular, o que permite-nos inferir que o modelo 

proposto para coleta de medula óssea em cutias é viável. 



 

 

 

34 

Além disso, obteve-se uma viabilidade celular de 96,97% no momento da coleta da 

medula óssea, corroborando com os relatos de Meirelles & Nardi (2003), os quais referem ser 

necessário uma viabilidade acima de 90% para se iniciar o isolamento de células progenitoras. 

Quando em cultura, uma pequena proporção de células mononucleares coletadas 

formaram colônias aderentes, de forma desorganizada e com sobreposição celular, enquanto 

havia uma grande proporção de células mononucleares em suspensão. Estes achados corroboram 

com as observações de Vituri et al. (2008), os quais descrevem que apenas macrófagos e 

algumas células do sistema retículo endotelial da medula óssea, possuem a capacidade de aderir-

se em substrato plástico. Segundo Klein  et al. (1995), integrinas liberadas pela matriz 

extracelular podem interferir em eventos como adesão celular, migração e proliferação de 

diferentes células. Giancotti e Ruoslahti (1999) afirmam que estes processos biológicos, assim 

como a transdução de sinais, a apoptose e a metáfase, são fortemente influencias por interações 

célula-células e célula-matriz extracelular adjacente, pois geralmente estes processos adesivos 

inibem a apoptose. Gu et al. (2003) cita a fibronectina e a laminina como principais proteínas 

transmembranas que atuam na adesão celular, a laminina promove ainda a migração celular 

interferindo na determinação de células que permanecem na cultura. 

 Embora não tenha sido realizada imunofenotipagem das células mononucleares, 

acreditamos que as células em suspensão fossem representadas por linfócitos, megacariócitos e 

mielócitos em geral. Segundo Soleimani & Nadri. (2009) as células mononucleares em cultura 

que não eram aderentes de morfologia fibroblastóide, após sucessivas lavagens, foram retiradas 

das garrafas de cultivo. Estas células fibroblastóides permaneciam e organizavam-se em colônias 

que coalesciam até formar uma monocamada celular aderente. Durante expansão contínua, estas 

células preservaram a morfologia inicialmente observada, de acordo com Meirelles & Nardi 

(2003), Monteiro et al. (2009), os quais relatam que as células progenitoras da medula óssea 

possuíam aderência ao plástico, a morfologia fibroblastóide e a formação de colônias observadas 

em cutias são características atribuídas às células-tronco mesenquimais isoladas de outros 

animais como o   

 O comportamento celular observado nas culturas da presente pesquisa sugere a presença 

de progenitores celulares com capacidade para expandir-se continuamente e preservarem-se 

indiferenciados, características esperadas para as células-tronco e que devem ser confirmadas por 

métodos de imunofenotipagem (Horwitz et al. 2005, Dominici et al. 2006).  
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 Estudos in vitro, demonstram que a capacidade proliferativa é significativa, embora, varie 

com as condições de culturas utilizadas. Estudos com CTMs de ratos mostraram que continuam 

proliferando durante vinte e seis subculturas (Friendstein, 1976). Enquanto Jiang et al., 2002, 

observou populações de células-tronco mesenquimais obtidas de ratos duplicarem-se até mais de 

120 vezes. Tropel et al. (2009) obteve CTMs purificadas da medula óssea do rato adulto cuja 

população celular fibroblastóides em crescimento constituía-se principalmente por células 

fusiformes e estreladas com capacidade de renovação significativa, cultivadas até 30 passagens. 

De igual modo, as células progenitoras de cutia expandiram-se continuamente mantendo a 

morfologia indiferenciada.  

Presentes na medula óssea e em muitos outros tecidos, as propriedades fenotípicas e 

funcionais das CTMs (Javazon et al. 2004), permitiram que fossem isoladas de diversas espécies: 

ratos (Wakitani, Saito, Caplan 1995), camundongos (Pereira et al. 1995), cães (Kadiyala et al. 

1997), humanos (Pittenger et al. 1999), babuíno, porco, ovelhas, cabras, coelhos (Mosca et al. 

2000), gatos (Martin et al. 2002).  

Apesar de identificado o comportamento biológico inerente a uma célula-tronco adulta nas 

culturas do presente trabalho, não foi realizada a caracterização das mesmas, nem induzida 

diferenciação. Este fato deve-se ao ineditismo da pesquisa, uma vez que não existem dados 

científicos sobre as células progenitoras da medula óssea da cutia. Não obstante, todos os 

protocolos de cultivo, expansão e caracterização destas células continuam sendo estabelecidos 

pelos autores deste trabalho, de forma que serão publicados a posteriori, quando houver dados 

científicos precisos para tal. As células progenitoras aderentes de cutia congeladas permitem 

futuros bioensaios na pesquisa acerca da biologia destas células e no seu potencial terapêutico.  

 

CONCLUSÕES 

 

 A colheita de aspirado medular proporcionou a obtenção de um botão celular com alta 

celularidade, componentes da medula óssea de cutias puderam ser observados e descritos 

morfologicamente através de extensões, visualizando-se tipos celulares comuns do 

compartimento medular, inclusive progenitores hematopoéticos menos diferenciados (blastos) e 

outros em estágios de maturação mais desenvolvidos. O halo de células mononucleares pôde ser 

coletado depois de separação por gradiente Ficoll-Histopaque revelando que células progenitoras 

aderentes ao plástico permaneceram na cultura compartilhando características de células-tronco 
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mesenquimais, ou seja, expandindo-se e mantendo morfologia fibroblastóide com elevada 

viabilidade celular.   
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3. CONSIDERAÇÕES FINAIS 

 

 Este estudo permitiu identificar componentes celulares da medula óssea de cutias e 

avaliar a fração de células mononucleares cultivadas in vitro, contribuindo para a obtenção de 

informações importantes para futuras pesquisas que visem à utilização da cutia como novo 

modelo biológico em terapia celular. 

  Os tipos celulares da medula óssea de cutia apresentaram aspectos morfológicos similares 

às células de humanos quanto à caracterização dos progenitores hematopoéticos, no entanto, são 

necessárias avaliações imunofenotípicas por meio de histoquímica para identificação de estágios 

celulares mais indiferenciados. Estudos preliminares foram realizados, que geraram dissertação 

defendida junto ao Programa de Pós-Graduação em Ciência Animal da Universidade Federal, 

com a morfologia de células do sangue periférico de cutia (Conde Júnior, 2008), o que iniciou os 

estudos nesta área de conhecimento. 

 Os protocolos utilizados para o isolamento, expansão, quantificação e congelamento 

mostraram-se aplicáveis à população de células cultivadas neste experimento. Uma vez que se 

pode afirmar a presença de células aderentes, cuja morfologia fibroblastóide manteve-se durante 

oito passagens formando colônias em monocamada, características que sugerem a presença de 

células-tronco mesenquimais.  Contudo, faz-se necessário a continuação de pesquisas que visem 

o melhoramento dos protocolos utilizados, a avaliação da viabilidade celular pós-criopreservação 

através do cultivo das células que foram congeladas, além da verificação dos pré-requisitos 

essenciais para definição de células-tronco mesenquimais: diferenciação adipogênica, 

condrogênica e osteogênica in vitro; e o conhecimento da expressão positiva e negativa de 

moléculas de superfície, verificada por meio de marcadores moleculares adaptados à espécie 

Dasyprocta primnolopha.  

 Ressalta-se ainda o fato deste ser um trabalho pioneiro na área de cultivo celular dentro 

do Programa de Pós-Graduação em Ciência Animal-UFPI, o que além de abrir horizontes para 

uma nova linha de pesquisa dentro do referido programa, traz consigo a possibilidade de 

agregação de recursos humanos, dentre os quais se destacam alunos de doutorado e pós-

doutoramento PRODOC/CAPES, contribuindo para inserir a Universidade Federal no rol das 

universidades e centros de pesquisa que militam na área de cultivo de células-tronco e sua 

aplicação em terapia celular. 
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