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Resumo 
 

A utilização de células-tronco pluripotentes apresenta uma oportunidade promissora para o tratamento de 
doenças degenerativas que, até o momento, não possuem cura. Contudo, a sua utilização encontra impasses 
relacionados à ética e à biossegurança. Takahashi e Yamanaka (2006) elaboraram uma alternativa que permite 
obter células-tronco pluripotentes a partir de células adultas por meio de indução com fatores de transcrição 
específicos (fatores Yamanaka). Tal feito é capaz de contornar os questionamentos relacionados à destruição de 
embriões e, também, torna possível a possibilidade de realizar transplantes autólogos, reduzindo os problemas 
relacionados à biossegurança. A obtenção dessas células também é estudada na medicina veterinária, com o intuito 
de validar diversos modelos experimentais domésticos e de produção e, além disso, tem a intenção de oferecer 
alternativas para a conservação de um banco genético de espécies ameaçadas de extinção. Contudo, existem muitas 
diferenças nos protocolos adotados e nos resultados obtidos entre as diferentes espécies, dificultando a eficácia dos 
estudos na área. Este trabalho apresenta uma revisão detalhada sobre o que foi efetivo ou não até o presente 
momento na obtenção de células-tronco pluripotentes induzidas (iPSC) em canídeos, equinos, ruminantes e suínos. 
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Abstract 
 

The use of pluripotent stem cells is a promising opportunity for the treatment of degenerative diseases that 
have no cure. The use of those is limited by ethics and biosafety arguments. Takahashi e Yamanaka (2006) 
developed an alternative that allows the obtainment of pluripotent stem cells from adult cells by induction with 
specific transcription factors (Yamanaka factors). Such discovery created a way to avoid the questions about 
embryo destruction also, created the possibility of autologous transplantation decreasing problems related to 
biosafety. The process for obtaining (iPSC) is also studied in Veterinary Medicine field in order to validate several 
experimental in domestic and production models. Above that, it is an alternative to create a genomic bank of 
endangered species. Nervethless there are many differences on protocols and results obtained hindering the 
efficiency and effectiveness of the studies in this area. This work presents a detailed review about what was effective 
or not on the processes of obtaining iPSCs in canine, feline, equine, bovine and swine until this moment. 
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Introdução 
 

A utilização de células-tronco é considerada por muitos autores um avanço na terapia regenerativa, com 
o potencial de estas serem aplicadas em uma diversidade de doenças para as quais não há tratamento, além de 
poderem ser utilizadas para realizar testes farmacêuticos, sendo esta a melhor fonte de tecido humano (Schwindt 
et al., 2005; Ebrahimi, 2015). 

Diante dessa situação, Takahashi e Yamanaka (2006) desenvolveram um método de reprogramação 
celular que permite induzir células diferenciadas (adultas) à desdiferenciação, recuperando, assim, a 
pluripotência desejada sem ser necessário o uso de células embrionárias. 

Esta revisão reúne os procedimentos de indução de células pluripotentes realizados até o momento em 
animais domésticos (canídeos, equinos, ruminantes e suínos), apontando as semelhanças e as diferenças dos 
protocolos utilizados, bem como os resultados obtidos, a fim de auxiliar em futuras pesquisas. 
 

Células de pluripotência induzida: perspectivas na medicina veterinária 
 

Do ponto de vista da medicina regenerativa, as células-tronco embrionárias (toti e pluripotentes) 
representam uma grande oportunidade de realização de transplantes heterólogos e autólogos (Voltarelli, 2002). 
Diante desse problema, em 2006, Takahashi e Yamanaka selecionaram quatro fatores de transcrição (fatores 
Yamanaka ou OKSM) responsáveis por promover a expressão de genes que conferem as características de 
pluripotência de uma célula: OCT4, KLF4, SOX-2 e c-MYC. A identificação desses fatores tornou possível a 
criação de uma alternativa promissora que permite a utilização de células-tronco sem que seja necessária a 
destruição de embriões. 
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Takahashi e Yamanaka (2006) submeteram fibroblastos murinos a um processo de reprogramação 
genética em que os fatores de transcrição externos (OCT4, KLF4, SOX-2 e c-MYC) foram introduzidos até que 
o maquinário interno assumisse o controle da pluripotência celular e as células somáticas fossem capazes de 
retornar ao seu estado de pluripotência (indiferenciação). Mais tarde, em 2007, esse mesmo processo foi 
realizado com sucesso utilizando-se fibroblastos humanos (Takahashi et al., 2007). 

Desde então, diversos pesquisadores da área de medicina veterinária vêm reproduzindo em laboratório 
esses procedimentos com células adultas oriundas de diversos tecidos de variadas espécies animais, como cão 
(Shimada et al., 2010; Luo et al., 2011; Whitworth et al., 2012; Koh et al., 2013), suíno (Esteban et al., 2009; Ezashi 
et al., 2009; Wu et al., 2009), caprino (Ren et al., 2011), equino (Nagy et al., 2011; Breton et al., 2013), bovino 
(Han et al., 2011; Cao et al., 2012), coelho (Honda et al., 2010), ovino (Bao et al., 2011), bubalino (Deng et al., 
2012), rato (Liao et al., 2009), felino (Verma et al., 2012), macaco-rhesus (Liu et al., 2008),  sagui (Wu et al., 
2010), macaco-dril (Ben-Nun et al., 2011) e rinoceronte-branco (Ben-Nun et al., 2011). 

Atualmente, a terapia celular, em geral, encontra diversas aplicabilidades no campo de atuação de 
médicos veterinários, funcionando como alternativa viável para o tratamento de doenças degenerativas, 
principalmente nos pequenos animais, como diabetes melittus (Will et al., 2012), doença renal (Quimby et al., 
2011) e enteropatias crônicas em gatos (Webb e Webb, 2015).  

Um enfoque que vem ganhando força na medicina e, mais recentemente, na veterinária é a correção de 
doenças genéticas por meio de técnicas da edição gênica CRISPR-Cas9 (McGreevy et al., 2015), com o uso de 
iPSCs. Li et al. (2015) corrigiram a distrofia muscular de Duchenne com CRISPR-CAs9, que tem sido modelo 
para estudos em Golden Retriever (GRMD). As IPSCs caninas também foram usadas para diferenciação em 
plaquetas, corrigindo a trombocitopenia, que acomete seres humanos e espécies domésticas, como os cães 
(Nishimura et al., 2013). O processo de reprogramação nuclear é extremamente desejável e possui importantes 
contribuições tanto no estudo da ciência básica como da ciência aplicada, por exemplo, no aumento da eficiência 
das biotécnicas de produção animal, ou ainda na medicina, com a possibilidade de terapia celular autóloga para o 
tratamento de inúmeras enfermidades. 

A utilização das IPSCs em espécies exóticas ou em risco de extinção teria uma grande aplicabilidade 
nos procedimentos que visam à preservação da biodiversidade animal, como no caso dos estudos realizados por 
Verma et al. (2012) com o leopardo-das-neves (Panthera uncia), e por Ben-Nun et al. (2011), com o macaco-dril 
(Mandrillus leucophaeus) e o rinoceronte-branco (Ceratotherium simum cottoni). 

Adaptações nos protocolos e diferentes resultados foram encontrados ao longo dos anos, como pode ser 
observado na Tab. 1. 

 
Tabela 1. Relação de resultados dos procedimentos de indução de pluripotência realizados em cinco espécies domésticas 
(Canis lupus familiaris, Equus caballus, Bos taurus, Sus domesticus) para obtenção de células-tronco pluripotentes induzidas, 
estando listados: vetores utilizados, fatores utilizados para indução de pluripotência, suplementação e inibidores utilizados no 
meio de cultivo, expressão de fosfatase alcalina (FA), formação de corpo embrioide (CE), capacidade de diferenciação 
espontânea (Di) e formação tumoral (form. tumoral). 
Autor, Ano Espécie Vetor Fatores Supl./Inib FA CE Di. Form. 

tumoral 
Shimada et al., 
2010 

Canis lupus 
familiaris 

Retrovírus OKSM bFGF, hLIF, 
PD0325901, CHIR99021 
TGF-β 

+ - + - 

Luo et al., 2011 Canis lupus 
familiaris 

Lentivírus OKSM hLIF e bFGF - + + - 

Whitworth et al., 
2012 

Canis lupus 
familiaris 

Lentivírus OKSM,  
LIN28, 
NANOG 

bFGF, mLIF, 
PD0325901, 
CHIR99021, TGF-β 

+ + + + 

Koh et al., 2013 Canis lupus 
familiaris 

Retrovírus OKSM FGF2, hLIF, 
PD0325901, CHIR99021 

+ + + + 

Nagy et al., 2011 Equus caballus Transposon OKSM LIF, bFGF, PD0325901, 
CHIR99021, TGF-β 

+ + + + 

Breton et al., 2013 Equus caballus Retrovírus OKSM hLIF, bFGF + + + + 
Verma et al., 2012 Panthera uncia Retrovírus OKSM, 

NANOG 
mLIF + + + + 

Sumer et al., 2011 Bos taurus Retrovírus OKSM, 
NANOG 

bFGF + + + + 

Cao et al., 2012 Bos taurus Lentivírus OKSM mLIF, bFGF + + + + 
Talluri et al., 2015 Bos taurus Transposon OKSM, 

NANOG, 
LIN28 

bFGF 
hLIF 

+ - + + 

Esteban et al., 2009 Sus domesticus Retrovírus OKSM bFGF, mLIF + - + + 
Wu et al., 2009 Sus domesticus Lentivírus OKSM, 

NANOG, 
Lin28 

bFGF + + + + 

Ezashi et al., 2009 Sus domesticus Lentivírus OKSM bFGF + + + + 
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Canídeos 
 

De acordo com Whitworth et al. (2012), os cães são o modelo experimental que apresenta maior 
relevância clínica para o estudo de doenças hereditárias no homem e, portanto, a obtenção de células-tronco 
desses seria de grande aplicabilidade nas terapias relacionadas à medicina regenerativa. 

Shimada et al. (2010) foram os pioneiros a obterem iPSCs de fibroblasto fetal de cães da raça Beagle, 
com a introdução dos fatores Yamanaka via retrovírus. Em um primeiro momento, os autores suplementaram o 
cultivo com fator de crescimento fibroblástico básico (bFGF) e fator inibidor de leucemia humano (hLIF), mas 
não obtiveram sucesso, e concluíram que somente estes fatores eram insuficientes para manter as colônias. Em 
seguida, desenvolveram, então, um novo procedimento, no qual foram adicionados: inibidor de proteínas 
quinases ativadas por mitógenos (MEK), inibidores de glicogênio sintase quinase 3 beta (GSK3β) e antagonista 
de fator de transformação do crescimento (TGF-β). Com o emprego deste novo protocolo, foi possível obter 
colônias após uma semana, e, depois de aproximadamente 20 dias, elas apresentaram morfologia similar às 
células-tronco caninas previamente caracterizadas por Hayes et al., em 2008. As colônias foram capazes de se 
diferenciarem nos três folhetos embrionários.  

Ao contrário dos autores supracitados, Luo et al. (2011) geraram iPSCs de fibroblastos oriundos de 
testículo de filhotes da raça Braco Alemão de pelo curto apenas com a inclusão de hLIF e bFGF. Nesse trabalho, 
os autores mencionam que, ao retirarem um dos inibidores (LIF ou bFGF), ocorria perda dos marcadores 
celulares de pluripotência e apoptose (severa, caso fosse retirado, em especial, LIF), o que ressalta a importância 
da utilização da associação de ambos os inibidores, diferindo do que ocorre com iPSCs de seres humanos e ratos. 
Com relação à formação tumoral, após diversos esforços, os autores não obtiveram sucesso e argumentam que o 
modelo animal (rato imunodeficiente) no qual foram injetadas as células não seria adequado para serem 
inoculadas as iPSCs de cães e gatos. 

Após Whitworth et al. (2012) inocularem as células obtidas em oito camundongos, somente dois deles 
manifestaram a ocorrência de formações tumorais características. As observações foram realizadas ao longo de 
16 semanas. Diferentemente dos estudos citados anteriormente, apesar de inocularem diversos suplementos no 
meio de cultivo das células, os autores notaram que, a partir da 40ª passagem, as colônias cultivadas apenas com 
LIF murino mantiveram sua pluripotência e habilidade de autorrenovação. Quando eram cultivadas com mLIF e 
bFGF concomitantemente, elas diferenciaram-se em células semelhantes a fibroblastos ou entravam em processo 
de apoptose. Quando cultivadas apenas com bFGF ou na ausência de mLIF e bFGF concomitantemente, as 
colônias se diferenciavam apenas em células semelhantes a fibroblastos. 

Koh et al. (2013) também obtiveram sucesso ao induzirem a formação de células pluripotentes 
provenientes da pele da região abdominal de cães adultos da raça Beagle. Essas células, entretanto, foram 
cultivadas em três meios de cultura diferentes, que variavam com a inclusão ou não de fator de crescimento 
fibroblástico 2 (FGF2) e hLIF. Em uma delas, foram adicionados ambos os fatores; em outra, somente foi 
adicionado FGF2, e na última, somente hLIF. O protocolo realizado também foi efetivo para cultivar as células, 
de modo que fossem positivas para os principais testes comprobatórios de pluripotência, devendo-se chamar 
atenção para alguns fatos: foi possível observar a formação de tumor após a aplicação de todas as iPSCs em 
camundongos, embora as células inoculadas na quarta passagem apresentassem maior tempo de latência, enquanto as 
que foram inoculadas na terceira passagem apresentaram menor tempo para formação tumoral; o menor tempo de 
latência, entretanto, refere-se àquelas cultivadas com hLIF e FGF2 concomitantemente na terceira passagem. Além 
disso, observaram que, para todas as linhagens celulares, aquelas cultivadas simultaneamente com os marcadores 
acima mencionados apresentaram coloração mais forte para o teste da fosfatase alcalina. Por fim, aquelas que foram 
cultivadas na ausência de um destes inibidores apresentaram perdas de alguns marcadores de pluripotência após 
análises de PCR. Este trabalho, portanto, corrobora com Luo et al. (2011) e conclui que é necessário o uso de FGF2 e 
hLIF, MAP2K1 e GSK3 para manter a pluripotência celular após a indução inicial e ainda relata a ocorrência de 
aberrações cromossômicas presentes nas células induzidas. 

No Brasil, alguns trabalhos visam ao estabelecimento de linhagens em espécies domésticas. As iPSCs 
de cão, importantes para o estabelecimento do modelo animal de estudo, estão sendo estudadas por Gonçalves et 
al. (2012), e sua geração ainda está sendo usada para a correção de doenças com a distrofia muscular de 
Duchenne, com o uso de técnicas de edição gênica (Gonçalves e Ambrósio, 2016).  
 

Equinos 
 

Os estudos realizados em equinos têm grande importância no âmbito das pesquisas de medicina 
regenerativa relacionadas às afecções ósseas (fraturas), às rupturas de ligamentos, tendões e às injúrias 
musculares. Ambos os ensaios elencados nesta revisão obtiveram sucesso ao gerarem células-tronco 
pluripotentes induzidas, e, além disso, Nagy et al. (2011) utilizaram um método diferente dos anteriormente 
realizados em humanos ou animais para introdução dos fatores de pluripotência: a inserção de um plasmídeo 
contendo os fatores OKSM. Esta técnica foi empregada em fibroblastos de fetos equinos com, aproximadamente, 
55 dias de gestação, provenientes de abatedouro, e as colônias obtidas expressaram os principais marcadores de 
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pluripotência celular. Além disso, essas colônias não apresentaram alterações de cariótipo, mesmo após um 
longo prazo de cultivo, o que pode estar relacionado à produção de colônias sem integração viral.  

Dois anos após este estudo, Breton et al. (2013) também obtiveram sucesso ao induzirem pluripotência 
celular de fibroblastos provenientes da pele de equino. O experimento foi realizado com fibroblastos de potro e 
de um animal adulto com dois anos de idade. As células obtidas, ao serem inoculadas em camundongos 
imunossuprimidos, formaram teratomas em um período de cinco a oito semanas. 
 

Ruminantes 
 

O primeiro grupo a obter iPSC de bovinos foi publicado por Sumer et al., em 2011. Neste, os autores 
relatam que só obtiveram sucesso após a adição de NANOG. Os bovinos são de extrema importância, com valor 
comercial significativo, além de serem um modelo de grande porte atrativo para as pesquisas biomédicas e 
biotecnológicas. As iPSC bovinas podem redefinir a habilidade em desenvolver gado transgênico, para a 
produção de proteínas terapêuticas em seu leite, para introduzir resistência a doenças como a mastite e para 
introduzir material genético para desenvolver modelos animais para a pesquisa. 

Cao et al. (2012) utilizaram um lentivírus para a transdução dos fatores OKSM com sucesso na 
obtenção das iPS bovinas de fibroblastos fetais. Em 2015, Talluri et al. –sucedidos ao utilizarem um método não 
viral para a derivação de células iPSC bovinas, empregando sistemas de transposons Sleeping Beauty (SB) e 
piggyBAc (PB) codificando diferentes combinações de fatores de reprogramação. 

Recentemente, dois grupos produziram iPSCs de caprinos (Sandmaier et al., 2015; Tai et al., 2015), 
sendo o primeiro com a combinação OSKM e o segundo com os mesmos fatores somados de LIN-28 e Nanog; 
todas foram positivas para os testes in vitro e para a formação de teratoma in vivo. Já no caso dos ovinos, Shi et 
al. (2015) lançaram mão de duas tecnologias, o uso dos fatores Yamanaka + Nanog + Lin28 + SV40LT + 
hTERT somado a RNAs de interferência (RNAi) com suplementação por ácido valproico e vitamina C, 
mostrando que tal combinação aumentou a eficiência de obtenção de iPSCs. As linhagens foram positivas para 
os testes de caracterização in vitro e in vivo e representam um avanço para pequenos ruminantes.  
 

Suínos 
 

Os pioneiros no desenvolvimento de iPSCs de suínos foram Esteban et al. (2009), Ezashi et al. (2009) e 
Wu et al. (2009). Esteban et al. (2009) obtiveram com sucesso iPSCs de células de fibroblasto de porco 
miniatura tibetano. A escolha desse animal foi devido ao seu tamanho reduzido e consequente facilidade de 
manutenção e de experimentação.  

Os suínos como modelo de estudo são de extrema relevância por sua semelhança ou homologia com 
doenças em humanos. O tamanho dos principais órgãos das duas espécies é equivalente. O suíno é a espécie 
mais promissora para xenotransplantes, que é o transplante de órgãos entre espécies, além de representar 
importante modelo para o estudo de certas doenças humanas e avaliar a aplicação das iPSCs em um modelo 
animal.  

Baseando-se nesses aspectos citados, Ying et al. (2014) obtiveram iPSCs de fibroblastos provenientes 
da orelha de suínos para, posteriormente, submetê-las à diferenciação em hepatócitos, fornecendo, assim, uma 
alternativa aos transplantes de fígado para aqueles que esperam pela doação do órgão. As células foram obtidas 
mediante reprogramação genética, por meio de infecção lentiviral dos fatores de Yamanaka (OKSM) humanos, e 
cultivadas com bFGF e mLIF (fator inibidor de leucemia murino). As primeiras colônias surgiram após três 
semanas de infecção viral. 

Todos os autores acima relatados utilizaram, de maneira efetiva, os fatores OKSM para a 
reprogramação celular. Apenas Montserrat et al. (2012) relataram, pela primeira vez, a obtenção de iPSCs 
derivadas de fibroblastos retirados da orelha de suínos, sem a utilização do fator Oct-4. Além disso, comentam 
que, além de este fator ter sido completamente dispensável, a sua expressão afetou negativamente o potencial de 
reprogramação e sugerem, em razão de diversos fatores, um papel diferenciado e menos importante deste fator 
no desenvolvimento dessa espécie.  
 

Conclusão 
 

É possível concluir que a utilização de iPSC é uma alternativa promissora para o tratamento de doenças 
que, até o momento, não possuem cura e para as terapias em medicina regenerativa tanto para humanos quanto 
para animais domésticos, sendo ainda uma ótima alternativa para manejar problemas relativos à conservação de 
espécies em perigo de extinção. 

Além disso, os animais domésticos podem ser utilizados como ótimos modelos experimentais, tornando 
possível o estudo e o tratamento de doenças incuráveis que acometem os seres humanos. 

Observa-se, com este levantamento bibliográfico, que a indução da pluripotência deve ser encarada 
como um procedimento único a cada espécie, que requer diferentes protocolos e suplementações para o sucesso 
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da reprogramação.  
O conhecimento da biologia de cada espécie torna-se essencial para o sucesso da obtenção de colônias 

completamente reprogramadas, ao lançar mão de diferentes estratégias e, assim, encontrar a que melhor se 
adapte a cada espécie doméstica, produzindo linhagens cada vez mais próximas do perfil molecular e epigenético 
de células-tronco pluripotentes verdadeiras.  
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