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Resumo 
 

Células-tronco são conhecidas pela característica de alto potencial de auto-renovação e podem ser 
classificadas segundo seu estágio de indiferenciação e perfil epigenético. Células-tronco embrionárias (CTEs) e 
células-tronco adultas são bastante estudadas e caracterizadas, principalmente nos modelos humano e em 
camundongos por apresentarem novas possibilidades tanto para a medicina regenerativa quanto para o 
entendimento do desenvolvimento inicial dos mamíferos. Contudo, a derivação e a manutenção de CTEs em 
espécies domésticas é desafiadora e apresenta resultados inconsistentes em relação à manutenção da 
pluripotência in vitro. Nesse contexto, a geração das células pluripotentes induzidas in vitro (células iPS ou 
iPSCs) é imprescindível para a geração de novas possibilidades na medicina veterinária regenerativa e 
reprodutiva devido à capacidade de diferenciação destas em uma variedade de outros tipos celulares, inclusive 
em animais. Assim, esta revisão apresenta a geração das células iPS em animais domésticos, e em especial, 
recentes estudos sobre as etapas necessárias para a possibilidade de geração de gametas funcionais in vitro, uma 
importante contribuição na correção de infertilidades, conservação de espécies ameaçadas de extinção e geração 
de indivíduos geneticamente superiores ou modificados para aplicações agropecuárias ou biomédicas.  
 
Palavras-chave: células iPS, medicina regenerativa, gametas in vitro. 
 

Abstract 
 

Stem cells are widely known for their high potential for self-renewal, being classified according to their 
stage of undifferentiation and epigenetic profile. Embryonic stem cells (ES) and adult stem cells are already well 
studied and characterized, mainly in human and mouse models, once they present new possibilities both for 
regenerative medicine and for understanding the initial development of mammals. However, the derivation and 
maintenance of ES in domestic species is challenging and presents inconsistent results regarding maintenance of 
in vitro pluripotency. In this context, the derivation of in vitro induced pluripotent cells (iPS cells or iPSCs) 
enables new possibilities in regenerative and reproductive veterinary medicine due to their ability to 
differentiate into a variety of other cell types. Therefore, this review presents the generation of iPS cells in 
domestic animals, and focuses on recent studies on the steps necessary for the generation of functional gametes 
in vitro, an important contribution of stem cells aiming the correction of infertility, the conservation of species in 
risk of extinction and for the generation of genetically superior or modified organisms for agricultural and 
biomedical applications. 
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Células-tronco e pluripotência nos animais domésticos 
 

As células-tronco apresentam propriedades únicas de auto-renovação a longo prazo e capacidade de se 
diferenciar em tipos celulares mais especializados. Elas são geralmente classificadas em três tipos: as células-
tronco embrionárias (CTEs) que são pluripotentes, derivadas do isolamento da massa celular interna de 
blastocistos; as células-tronco adultas que são multipotentes, como as células-tronco mesenquimais (MSCs, do 
inglês mesenchymal stem cells); e as células-tronco pluripotentes induzidas (iPSCs, do inglês induced pluripotent 
stem cells). 

Células-tronco adultas são bem estabelecidas na terapia celular de diversas enfermidades, tanto na 
medicina humana, quanto na veterinária, sendo exemplos comuns as terapias para injúrias músculo-esqueléticas 
ou doenças crônicas em equinos (Broeckx et al., 2019), gatos (Vidane et al., 2017) e modelos em roedores (Lessa
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 et al., 2012). Os mecanismos de ação destas células vêm sendo melhor elucidados e descritos, revelando que o 
potencial terapêutico das MSCs consiste na sua habilidade em modular seu microambiente, ou nicho, e não na 
capacidade de diferenciação em novas células (Caplan, 2015; Meirelles et al., 2009). Tal habilidade de 
modulação inclui a secreção de fatores de crescimento, citocinas e quimiocinas que modulam vias anti-
apoptóticas, imunomodulatórias, angiogênicas, anti-cicatriciais, e quimioatrativas, fornecendo um ambiente 
regenerativo in vivo (Meirelles et al., 2009). Os mecanismos envolvidos nas propriedades regenerativas das 
células multipotentes, uma vez já bem relacionados aos fatores tróficos, induzem à proposta de redefinição da 
sigla “MSCs” para o termo em inglês “medicinal signalling cells” (células de sinalização medicinal), sendo este 
mais adequado à sua funcionalidade (Caplan, 2015). 

Já as células pluripotentes apresentam o potencial para diferenciação em células derivadas de todas as 
três linhagens germinativas e são, portanto, passíveis de alcançar objetivos adicionais na medicina regenerativa, 
como a geração de células funcionais para o transplante e reparo tecidual (Kawamura et al., 2012; Mandai et al., 
2017). Além de apresentar um grande potencial para inúmeras aplicações na medicina regenerativa, o estudo de 
células pluripotentes em animais domésticos pode melhorar nossa compreensão do desenvolvimento inicial de 
mamíferos (Pieri et al., 2019; Roberts et al., 2017). 

As CTEs foram primeiramente geradas a partir do isolamento e cultivo da massa celular interna (MCI) 
de blastocistos murinos, formando in vitro colônias em forma de cúpula quando cultivadas em meio de cultivo 
contendo fator inibidor de leucemia (LIF - leukaemia inhibitory factor) (Evans and Kaufman, 1981). Essas 
células foram capazes de colonizar a MCI de outros embriões murinos após a injeção de blastocele e formar 
embriões quiméricos, frequentemente contribuindo para suas células germinativas (Nichols e Smith, 2009). 
Quando injetados in vivo, formam teratomas, que são tumores benignos apresentando derivados de todas as três 
linhagens germinativas (Nelakanti et al., 2015). 

O isolamento, cultivo e caracterização de CTEs humanas foram relatados há 20 anos, e em contraste 
com as CTEs murinas, as humanas se assemelham a células epiblásticas murinas e são dependentes do fator de 
crescimento de fibroblastos (bFGF) e não do LIF (Thomson et al., 1998; Nichols e Smith, 2009). Devido às 
diferenças relatadas entre CTEs de camundongo e humanos, elas foram classificadas em duas categorias, a saber, 
'naïve' ou 'primed', respectivamente, sendo relacionadas ao estado de pluripotência (Nichols e Smith, 2009; 
Weinberger et al., 2016; Ying et al., 2008). 

A derivação de CTEs de animais domésticos é altamente desejável, uma vez que contribuiria para o 
desenvolvimento de protocolos terapêuticos. Durante décadas, vários grupos de pesquisa mostraram dificuldades 
nas tentativas de manter CTEs de espécies domésticas em cultivo, apresentando ausência de consistência e 
reprodutibilidade na manutenção do estado pluripotente in vitro destas células, seja na expressão de marcadores 
de pluripotência ou na possibilidade de geração de quimeras. A falta de CTEs bem caracterizadas nessas espécies 
resulta da incapacidade de compreensão dos mecanismos e as vias de manutenção da pluripotência, na falta de 
identificação de características naïve ou primed destas, ou mesmo de identificar outros possíveis estados 
relacionados à pluripotência. As linhagens celulares estabelecidas até agora são, portanto, referidas como células 
semelhantes a CTEs, e nenhum progresso terapêutico adicional foi alcançado até recentemente (Blomberg e 
Telugu, 2012; Brevini et al., 2008; Nowak-Imialek et al., 2011; Telugu et al., 2010). 

Em 2018, Bogliotti e colaboradores mostraram que células embrionárias bovinas poderiam ser 
cultivadas a longo prazo mantendo as características de pluripotência in vitro, e ainda produziam blastocistos 
quando utilizadas como doadoras de núcleo na clonagem por transferência nuclear. Tal achado é devido, 
principalmente, pelo estabelecimento de condições de cultivo propícias à manutenção da pluripotência, com a 
suplementação com fator básico de fibroblastos (FGF2) e inibidor da via canônica de sinalização Wnt-B-
catenina (Bogliotti et al., 2018). De maneira mais importante, o estudo mostrou que apesar de décadas de 
estudos, muito há ainda a ser desvendado sobre a aquisição e pluripotência das células embrionárias nas diversas 
espécies domésticas, e os resultados apresentados pelo grupo podem servir como base para o avanço de 
importantes áreas da medicina veterinária, como o desenvolvimento embrionário, a medicina regenerativa e a 
produção animal. 

 
Indução in vitro à pluripotência 

 
Em 2006, Takahashi e Yamanaka, e posteriormente diversos outros grupos,  

reportaram um avanço significativo na compreensão da aquisição do estado pluripotente in vitro quando 
relataram a reprogramação de fibroblastos de camundongos (e depois de humanos) em células pluripotentes 
semelhantes às CTEs via expressão exógena de uma combinação de fatores de transcrição específicos - 
originalmente os genes OCT4, SOX2, KLF4 e c-MYC (OSKM). As células resultantes foram denominadas 
células-tronco de pluripotência induzida (iPSCs, do inglês induced pluripotent stem cells) e foram caracterizadas 
como pluripotentes de acordo com as características similares às CTEs: formação de corpos embrioides, 
diferenciação in vitro, formação de teratomas in vivo e capacidade de gerar embriões quimeras (Picanço-Castro 
et al., 2011; Takahashi et al., 2007; Takahashi and Yamanaka, 2006; Wernig et al., 2007).  
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Neste contexto, a geração de células pluripotentes induzidas in vitro em animais domésticos apresenta a 
possibilidade de revolucionar as áreas de medicina regenerativa e mesmo reprodutiva na veterinária, uma vez 
que a pluripotência já foi induzida em células de ovinos (Bao et al., 2011; Li et al., 2011), caprinos (Song et al., 
2013), equinos (Nagy et al., 2011; Whitworth et al., 2014), bovinos (Cao et al., 2012; Sumer et al., 2011), cães 
(Gonçalves et al., 2017; Koh and Piedrahita, 2015; Nishimura et al., 2017) e felídeos silvestres (Verma et al., 
2013, 2012). Nesse cenário, a produção eficiente de células-tronco de espécies ameaçadas cria uma oportunidade 
única para a conservação de espécies por meio da produção de gametas, clonagem por transferência nuclear, 
complementação de embriões ou até mesmo o surgimento de novas tecnologias (Verma et al., 2013; Verma and 
Verma, 2014).  

Embora a geração de iPSCs geradas em animais domésticos seja mais relatada do que a geração e 
manutenção das CTEs, os relatos e protocolos ainda não são consistentes ou facilmente reproduzíveis. Em 
bovinos, Sumer e colaboradores, em 2011, utilizaram os vetores retrovirais murinos pMX-OCT4, pMX-SOX2, 
pMX-c-MYC, pMX-KLF4 e pMX-NANOG para a indução à pluripotência de fibroblastos bovinos adultos. 
Neste estudo, foi verificado que a presença de NANOG é fundamental para a reprogramação das células bovinas 
(Sumer et al., 2011). Já Huang et al. (2011) demonstraram a produção das células com a utilização de um vetor 
policistrônico não integrativo contendo os cDNAs bovinos para OCT4, SOX2, KLF4 e c-MYC, sendo cada um 
controlado por um promotor independente. Assim, foram utilizados LIF e inibidores de MEK1/2 e GSK3 (‘2i’). 
Neste estudo, porém, as células em cultivo adquiriram uma característica quiescente, ou seja, as células bovinas 
semelhantes às iPS não foram capazes de expansão in vitro. Outro exemplo é a derivação de iPSCs caninas, onde 
já foram reportados estudos com suplementação de bFGF, LIF, ou ambos, e produzidas com 4 fatores (OSKM) 
ou 6 (OSKM mais NANOG e Lin28 - OSKMNL) (Baird et al., 2015; Goncalves et al., 2017; Koh e Piedrahita, 
2015; Luo et al., 2011; Shimada et al., 2009; Whitworth et al., 2014).  

Em síntese, enquanto a geração de iPSCs de animais domésticos tem sido relatada e é extremamente 
promissora para medicina veterinária e translacional, as condições exatas necessárias para reprogramar células 
somáticas de cada espécie e manter um estado pluripotente estão longe de serem totalmente compreendidas. 
 

Possibilidade de geração de células precursoras germinativas e gametas in vitro 
 

Células germinativas são extremamente especializadas e essenciais para a continuação e evolução das 
espécies, e a geração destas células in vitro pode representar uma nova era na reprodução animal como, por 
exemplo, por permitir a seleção de animais fundadores e a geração de prole em curto intervalo de tempo. 
Diversos estudos foram realizados em humanos e animais com o objetivo de induzir a diferenciação de CTEs ou 
células multipotentes em células germinativas (Clark et al., 2004; Hübner et al., 2003; Nayernia et al., 2006; 
Neupane et al., 2008). Células derivadas da pele, provavelmente multipotentes, foram induzidas a células 
similares a primordiais germinativas (PGCLs, do inglês primordial germ cells-like) em suínos, apresentando a 
expressão de marcadores de células germinativas (Vasa, Dazl, Stella) e meiose (proteínas do complexo 
sinaptonêmico), morfologicamente semelhantes a oócitos (Dyce et al., 2011; Dyce and Li, 2006; Linher et al., 
2009); porém, sem relatos de geração de prole nascida. 

A geração de células germinativas a partir de células somáticas é um processo complexo, no qual as 
semelhanças entre a indução in vitro e o processo in vivo estão começando a ser esclarecidas, principalmente no 
modelo murino (Hayashi et al., 2012, 2011; Pelosi et al., 2011). A correta reprogramação epigenética, e em 
especial dos genes imprinted, parece ser uma barreira a ser superada. Nestes estudos no modelo murino, foi 
reportado que a geração de células germinativas in vitro de fato competentes para a geração de novos indivíduos 
saudáveis a termo precisa ser acompanhada pelo apagamento do imprinting, por exemplo, no locus H19/IGF2 
durante a migração das células primordiais germinativas (PGCs), sendo seguido pela correta re-aquisição durante 
a gametogênese (Hayashi et al., 2011; Nayernia et al., 2006; Oliveros-Etter et al., 2015).  

Os protocolos para geração de PGCs usando CTEs ou iPSCs mostraram ser possível a geração de 
gametas iniciais, ou seja, oócitos e espermatogônias expressando VASA e DAZL após indução in vitro com 
ácido retinoico, BMP4 ou ainda suplementação com fluido folicular, citocinas ou extratos de células 
germinativas (Castrillon et al., 2000; Kee et al., 2009; Panula et al., 2010; Park et al., 2009). Um grande avanço 
foi relatado em 2011 por Hayashi e colaboradores, que descreveram a geração de PGCLs funcionais a partir de 
CTEs e iPSCs após a pré-indução em células similares ao do epiblasto (EpiLCs, do inglês epiblast-like cells) em 
camundongos. Estas células foram capazes de passar pela meiose, e após transplantadas in vivo, completaram a 
espermatogênese ou a oogênese e deram origem a proles normais (Hayashi et al., 2012, 2011).  

Mais recentemente, em 2016, o mesmo grupo mostrou, em camundongos, que a reconstituição inteira 
do ciclo germinativo feminino é possível in vitro por meio da diferenciação de PGCLs, produzidas a partir de 
CTEs e iPSCs, em oócitos primários, sendo requisito para tal o co-cultivo com células somáticas gonadais 
(Hikabe et al., 2016). Grandes avanços também já foram descritos na geração in vitro de PGCLs em humanos, 
sendo estas derivadas de CTEs e induzidas à PGCLs (Irie et al., 2015) ou então hiPSCs pré-induzidas a células 
similares às mesodermais (mesoderm-like cells, iMeLCs), e então também em PGCLs (Sasaki et al., 2015). 
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Em animais domésticos, a geração de PGCLs a partir de iPSCs foi descrita em suínos (Wang et al., 
2016), e está sendo estudada em bovinos e em suínos pelo nosso grupo, que conseguiu produzir iPSCs bovinas 
com OSKM murinos e suplementação com bFGF, e iPSCs suínas com ambos OSKM murinos ou humanos e 
suplementação com LIF ou bFGF, sendo estas ainda em processo de caracterização (dados não publicados). Os 
relatos de geração de células germinativas in vitro em animais domésticos ainda são restritos devido à baixa 
eficiência da reprogramação induzida em pluripotência, bem como à falta de conhecimento sobre o real status 
pluripotente das células iPSCs. Portanto, estudos devem ser continuados para esclarecer os mecanismos 
moleculares envolvidos na reprogramação nuclear. 
 

Considerações finais 
 

Esta revisão apresenta conceitos e avanços na pesquisa de células pluripotentes em animais domésticos, 
enfatizando o potencial uso destas na medicina reprodutiva e regenerativa. Estudos com células-tronco 
pluripotentes em animais ainda carecem de consistência e reprodutibilidade, mas é inquestionável sua 
importância para possibilitar uma nova era nos campos da medicina reprodutiva e regenerativa veterinária, 
incluindo a conservação de raças e espécies raras e até a produção de gametas viáveis a partir de PGCLs. 
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