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RESUMO

A doenga renal cronica (DRC) caracteriza-se por lesdes morfoestruturais irreversiveis que evoluem
progressivamente para insuficiéncia e faléncia renal. Com alta incidéncia em felinos, afeta cerca de 10% dos
gatos com mais de 10 anos, sendo responsavel por elevadas taxas de morbidade e mortalidade. Diversas
terapias com células-tronco vém sendo investigadas para o tratamento dessas doencas, e entre elas, as
células-tronco derivadas da urina (USCs) — um tipo emergente de célula-tronco adulta obtida de forma menos
invasiva — mostram grande potencial para aplicagdes em tecidos e na medicina regenerativa. Este estudo
tem como objetivo padronizar um método simplificado de isolamento, cultivo e expansao in vitro de USCs
felinas, visando sua aplicacao futura no tratamento da DRC. Ser&o utilizadas urina fresca, centrifuga
refrigerada (4°C), PBS estéril (pH 7,4), antibiéticos (penicilina/estreptomicina 1%), filtro celular (40 pm) e meio
de cultura DMEM/F12 suplementado com 10% de soro fetal bovino ou soro autélogo, 1% de antibiotico e 5
ng/mL de FGF basico. A urina (50—-100 mL) sera coletada por cistocentese ou sondagem uretral de gatos
atendidos no Hospital Veterinario da UniCesumar, acondicionada em tubos Falcon com PBS e antibiotico,
transportada sob refrigeracdo e processada em até duas horas no laboratério do Centro de Biotecnologia
Animal (Biotec). O processamento seguira as etapas de filtracdo, isolamento celular, cultivo e expanséo.
Espera-se padronizar o protocolo de obtencao e cultivo de USCs felinas, demonstrando sua viabilidade e
aplicabilidade na medicina regenerativa veterinaria, com beneficios a saude, bem-estar animal e possivel
contribuigdo para praticas mais sustentaveis.

PALAVRAS-CHAVE: Células-tronco urinarias; Doenca renal cronica; Felinos; Medicina regenerativa.
1 INTRODUGAO

A doenga renal crénica (DRC) caracteriza-se por lesdes morfoestruturais
irreversiveis, que podem evoluir progressivamente para insuficiéncia e faléncia renal. Trata-
se de uma enfermidade de alta incidéncia em felinos, afetando cerca de 10% dos gatos
com mais de 10 anos de idade, sendo responsavel por taxas elevadas de morbidade e
mortalidade (Mazzuti; Ferreira, 2021). Diante desse cenario, ha um interesse crescente na
busca por ferramentas que auxiliem no diagndstico, progndstico e tratamento da DRC em
caes e gatos (Waki et al., 2010).

Nos ultimos anos, diferentes abordagens terapéuticas baseadas no uso de células-
tronco tém sido propostas para o tratamento de doengas degenerativas. Essas células sao
progenitoras com capacidade de se diferenciar em um ou mais tipos celulares
especializados, apresentando caracteristicas que as qualificam como fontes promissoras
para aplicagbes em terapia celular (Bittencourt et al., 2016). De forma geral, possuem
potencial ilimitado de replicagéo e, se devidamente estimuladas, podem originar diversas
linhagens celulares.

Dois grandes grupos de células-tronco tém sido investigados: as derivadas de
tecidos embrionarios e as adultas (Lojudice; Sogayar, 2008). No entanto, questdes éticas e
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limitacGes técnicas ainda restringem o uso das fontes mais convencionais, mantendo seu
emprego majoritariamente em fase experimental (Sun et al.,, 2024). Entre as fontes
alternativas, destacam-se as células-tronco derivadas da urina (USCs), classificadas como
células-tronco adultas obtidas por meio de um método minimamente invasivo. As USCs
vém demonstrando grande potencial para aplicagdes em engenharia tecidual e medicina
regenerativa (Kloskowski et al., 2015; Zhang et al., 2021). A coleta nao invasiva e repetida
das amostras, aliada a viabilidade celular obtida, torna essa abordagem ainda mais atrativa
para ensaios clinicos e aplicagdes laboratoriais. Avangos em biomateriais também tém
ampliado a aplicabilidade das USCs, permitindo maior direcionamento terapéutico,
principalmente em doencgas renais cronicas (Yu et al., 2023).

A DRC se desenvolve de forma silenciosa e os sinais clinicos geralmente surgem
quando a fungao renal ja esta comprometida (Milistetd et al., 2022). O rim exerce fungdes
excretoras, regulatérias e endocrinas, e a perda de sua fungéo resulta em alteragdes
metabdlicas como azotemia, hiperfosfatemia, aumento do PTH, acidose metabdlica,
anemia ndo regenerativa, isostenuria, disturbios eletroliticos e proteinuria. Clinicamente,
observam-se perda de peso, desidratagao, ulceras orais, halitose, Emese, melena, poliuria
e polidipsia (Borosky et al., 2023). O tratamento deve ser individualizado, com foco em
retardar a progressao da doenca, preservar néfrons funcionais e melhorar a qualidade de
vida (Leal et al., 2024). As diretrizes incluem evitar agentes nefrotoxicos, corrigir causas pré
e pos-renais, manter a hidratagdo, adotar dietas especificas e controlar disturbios
secundarios como hipertensado e acidose (Milistetd et al., 2022; Leal et al., 2024).

Diante das limitagdes dos tratamentos convencionais, as terapias celulares surgem
como alternativas promissoras. Além dos beneficios clinicos, esse tipo de abordagem pode
contribuir para a sustentabilidade ambiental ao reduzir o uso prolongado de farmacos e a
geragédo de residuos. O uso de células-tronco também esta alinhado aos Obijetivos de
Desenvolvimento Sustentavel (ODS), especialmente o ODS 3 (Saude e Bem-Estar), ODS
8 (Trabalho Decente e Crescimento Econémico) e ODS 12 (Consumo e Producgao
Responsaveis) (Organizacédo das Nagbes Unidas para a Alimentagao e Agricultura, 2017).

Na ultima década, os estudos com células-tronco tém avangado tanto na medicina
humana quanto na veterinaria (Colomé et al., 2008; Castro-Silva et al., 2010), com foco em
sua plasticidade (totipotente, pluripotente ou multipotente) e origem (embrionaria ou adulta)
(Oliveira, 2017; Santos et al., 2013; Alves et al., 2019). Diversos trabalhos demonstraram
sua eficacia em regeneracado tecidual (Narazaki; Cristante, 2011; Ryu et al., 2012;
Bittencourt et al., 2016; Stolfi et al., 2016). As fontes mais estudadas sao medula éssea,
tecido adiposo, sangue periférico e corddo umbilical (Takeuchi; Tannuri, 2006), mas,
recentemente, a urina tem se mostrado uma alternativa promissora, permitindo o
isolamento de células-tronco urinarias com capacidade de diferenciagdo e regeneragao
(Mahla, 2016; Guan et al., 2015). Trata-se de um método de baixo custo, minimamente
invasivo e viavel mesmo em animais com condi¢&o clinica estavel.

A padronizagdo da obtencédo de células-tronco derivadas da urina (USCs) em
espécies ndo humanas, especialmente felinos, € limitada e poucos estudos estado
disponiveis. Portanto, € necessario desenvolver protocolos simples, reprodutiveis e
eficientes para isolamento e cultivo in vitro dessas células, com potencial para pesquisas
em biotecnologia celular e medicina regenerativa, incluindo outras espécies. Este estudo
foca no potencial terapéutico das USCs em gatos, especialmente para a doencga renal
cronica (DRC), importante causa de morbidade na espécie. A pergunta é: seria possivel
isolar, cultivar e expandir in vitro células-tronco urinarias felinas com viabilidade e
reprodutibilidade? A hipétese € que sim, via protocolo viavel e padronizavel.

A justificativa baseia-se na crescente importancia da medicina veterinaria
regenerativa e nas vantagens das USCs, obtidas minimamente invasivas, com menor
estresse, coletas repetidas e menor risco de complicagdes, sendo pratica e segura para
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uso clinico. Além dos beneficios a saude animal, contribuem para praticas veterinarias mais
sustentaveis, alinhadas aos ODS 3 (Saude e Bem-Estar) e 12 (Consumo e Produgao
Responsaveis). O objetivo € padronizar isolamento, cultivo e expans&o de USCs felinas por
revisdo bibliografica, experimentacdo, analise morfolégica e documentagdo detalhada,
garantindo reprodutibilidade para futuras pesquisas biomédicas.
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2 MATERIAIS E METODOS

Trata-se de uma pesquisa experimental laboratorial de natureza aplicada, com
delineamento exploratério-descritivo, cujo objetivo € estabelecer e documentar um
protocolo simplificado para o isolamento e cultivo in vitro de células-tronco derivadas da
urina de felinos.

A metodologia sera baseada nos principios descritos por Schosserer et al. (2015),
com modificagbes para adaptagcdo a manipulagdo de amostras urinarias obtidas de gatos
domésticos. Todo o processo sera conduzido sob condi¢gdes assépticas em ambiente de
laboratério de cultivo celular, com observacdes baseadas em critérios morfolégicos por
microscopia optica.

2.1 COLETA DE URINA

Para a coleta de urina serao utilizados os seguintes materiais: centrifuga refrigerada
(4°C), PBS estéril (pH 7.4), antibitticos (Penicilina/Estreptomicina 1%), filtro celular (40 pym),
meio de cultura: DMEM/F12 + 10% de soro fetal bovino (FBS) ou soro autélogo + 1%
penicilina/estreptomicina + 5 ng/mL FGF basico.

A coleta de urina fresca (560-100 mL, preferencialmente da primeira micgdo da
manha) sera realizada a partir de cistocentese ou sondagem uretral de gatos do Hospital
Veterinario do Centro Universitario CESUMAR (UniCesumar), Maringa - PR. As amostras
coletadas serdo acondicionadas de forma asséptica em tubos Falcon contendo tampao
fosfato salino (PBS) e antibiético. Em seguida, serdo transportadas, sob refrigeracéo, até o
laboratério do Centro de Biotecnologia Animal (Biotec) do UniCesumar para serem
processadas em camara de fluxo laminar a fim de evitar contaminagao, dentro de 2 horas
para evitar morte celular.

2.2 PROCESSAMENTO, CULTURA E EXPANSAO

Sera centrifugada a urina 300 x g por 10 minutos (4°C). Descartando o sobrenadante
e ressuspendendo o pellet em PBS + 1% penicilina/estreptomicina. Posteriormente, sera
repetido a centrifugagao 2 vezes para remover detritos. Filtragdo e Isolamento.

Sera passado a suspensio por um filtro de 40 um para remover células epiteliais
descamadas. E apos ressuspendendo as células no meio de cultura celular DMEM com
10% de soro.

Para o cultivo sera semeado as células em placas de cultura e mantendo em
incubadora a 37°C com 5% CO,. Trocando o meio a cada 48—72 horas. Coldnias de células-
tronco (morfologia fibroblastéide) deverao aparecer em 5—7 dias.

2.30BSRVACAO MORFOLOGICA E AVALIACAO DO CRESCIMENTO CELULAR

Apods o isolamento e semeadura das células em placas de cultura, estas serao
mantidas em incubadora a 37 °C com 5% de CO,, sendo observadas rotineiramente sob
microscoépio optico invertido. As células serdo caracterizadas morfologicamente por meio
de observagdes ndo invasivas, considerando os seguintes critérios: Adesao ao plastico:
avaliacao qualitativa da capacidade de adesao ao fundo da placa, tipica de células-tronco
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mesenquimais; Morfologia: presenga de células com morfologia fusiforme ou fibroblastoide,
compativel com o perfil esperado de USCs; Confluéncia: estimativa visual da area ocupada
pelas células em relacédo a superficie total da placa (ex: 30%, 70%, 100%); Organizagao
das colbnias: observagcao de agrupamentos celulares homogéneos, com bordas bem
definidas e auséncia de alteragcbes morfoldégicas sugestivas de contaminagdo ou
senescéncia; Tempo para aderéncia inicial e tempo para primeira divisdo: registro
aproximado do intervalo entre semeadura e os primeiros sinais de fixagéo e proliferagao.
As observacgdes serdo documentadas por registro fotografico periddico (ex: 24h, 72h, 7
dias) utilizando camera acoplada ao microscopio.

2.3 DOCUMENTACAO E PADRONIZACAO DO PROTOCOLO

Durante todo o processo experimental, cada etapa sera descrita detalhadamente e
registrada, visando sua reprodutibilidade futura. Para isso, serdo documentados: volumes
utilizados na coleta, centrifugagao e ressuspensao; tempo entre coleta e inicio do cultivo;
temperatura e condi¢des de incubagao; frequéncia de trocas de meio; morfologia celular ao
longo dos dias de cultivo; tempo médio para observagéo de colbnias.

2.4 ANALISE ESTATISTICA

Os dados coletados serédo analisados com o apoio de um software estatistico, como
o R. Para as variaveis que resultam em numeros (como tempo para adesdo ou numero de
colénias), serdo calculadas medidas como média, mediana, valor minimo e maximo, e
desvio padrao. Antes de comparar os dados entre diferentes amostras ou condi¢des, sera
feito um teste (Shapiro-Wilk) para verificar se os dados seguem uma distribuicdo normal.
Se os dados forem normais, serdo usados testes estatisticos como a ANOVA. Caso
contrario, serao aplicados testes mais apropriados para esse tipo de dado, como o teste de
Kruskal-Wallis.

Para comparar resultados como presenga ou auséncia de colonias, serdo usados
testes como o qui-quadrado ou o teste exato de Fisher. Também sera possivel avaliar se
ha relacdo entre algumas variaveis, como o tempo de cultivo e o grau de confluéncia,
usando o teste de correlagdo de Spearman. Em todas as comparacgdes, sera considerado
como estatisticamente significativo um valor de p menor que 0,05.

3 CONSIDERAGOES FINAIS

A padronizacado de um protocolo simples, eficiente e reprodutivel para o isolamento
e cultivo in vitro de células-tronco derivadas da urina (USCs) de felinos representa um
avanco relevante para a medicina regenerativa veterinaria. O método proposto visa obter
células viaveis, com caracteristicas morfoldgicas e proliferativas adequadas, aplicaveis em
estudos voltados ao tratamento da doenga renal cronica em gatos e com possivel aplicagao
em outras espécies, promovendo avancgos cientificos e praticas sustentaveis.
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