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RESUMO 

Na última década houve um crescente interesse na investigação quanto à presença de 
células-tronco no fluido amniótico, devido a facilidade de obtenção, isolamento e cultivo in 
vitro. Além disso, a utilização do fluido como fonte de células-tronco possibilita a 
obtenção de células com alto grau de indiferenciação e elevada taxa de proliferação in vitro 
e grande capacidade de diferenciação. Todas estas vantagens tornam o líquido amniótico 
uma fonte atrativa de células-tronco para utilização em biotecnologias reprodutivas, como 
a clonagem e transgênese, bem como ensaios clínicos e terapias celulares em animais para 
posterior utilização em seres humanos. Este artigo apresenta um panorama da pesquisa 
científica com células-tronco derivadas do fluido amniótico no mundo, a partir de 
levantamento bibliográfico de artigos científicos de pesquisadores brasileiros e 
estrangeiros. 
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ABSTRACT 

In the last decade there has been a growing interest in investigation of presence of stem 
cells in amniotic fluid due to the ease of obtaining, isolating and in vitro culture. In 
addition, the use of amniotic fluid as a source of stem cells makes it possible to obtain cells 
with a high degree of indifferentiation and a high rate of in vitro proliferation and a great 
capacity for differentiation. All of these advantages make amniotic fluid an attractive 
source of stem cells for use in reproductive biotechnologies, such as cloning and 
transgenesis, as well as clinical trials in animals for further use in humans. This article 
presents a panorama of the scientific research with stem cells derived from amniotic fluid 
in the world, from a bibliographical survey of scientific articles of Brazilian and foreign 
researchers. 
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INTRODUÇÃO 

No campo emergente da medicina regenerativa, a utilização de células-tronco 
representa uma ferramenta biológica útil para manter a homeostase de órgãos e realizar a 
restauração de tecidos danificados (COLOSIMO et al., 2013). Estas células desempenham 
um papel importante na medicina humana e veterinária de várias maneiras, tornando-se 
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uma alternativa promissora para terapia regenerativa, engenharia de tecidos e terapia 
celular, buscando restaurar o funcionamento de tecidos ou órgãos lesionados, através da 
proteção da integridade celular, restituindo células lesionadas, promovendo assim 
regeneração e reparação adequada dos tecidos, além de apresentar características 
imunomoduladoras e imunossupressoras que ampliam sua utilização terapêutica 
(KOLAPARTHY e FAVARON et al., 2015, MARTINELLI et al., 2016). As células-
tronco são células indiferenciadas, que estão presentes em diversos órgãos e tecidos, e são 
caracterizadas por sua capacidade de proliferação, auto renovação e de responder a 
estímulos externos e originar diferentes tipos celulares mais especializados (ALVES; 
MUOTRI, 2014). 

Várias fontes de células-tronco são sugeridas, cada uma delas mostrando 
vantagens e limites, sendo divididas em dois grandes grupos: células-tronco embrionárias 
(CTE) e células-tronco mesenquimais (CTM) (REHEN e PAULSEN, 2007). Tais células 
podem ser encontradas após o nascimento em diferentes regiões do organismo, podendo 
gerar subtipos de células teciduais dos quais derivam, com capacidade limitada de 
diferenciação 

(ZORZANELLI et al., 2015). As CTM fetais apresentam vantagens, como 
telômeros mais longos, telomerase ativa e maior capacidade de expansão (HAWKINS et 
al., 2018), porém o seu potencial está estritamente relacionado à idade do doador 
(PITTENGER et al., 1999). 

Na última década houve um crescente interesse na investigação quanto à presença 
de CTM em anexos fetais como a placenta, fluido amniótico, sangue do cordão umbilical, 
matriz extravascular de cordão umbilical e membrana amniótica (MIKI et al., 2005; 
CREMONESI et al., 2011; URANIO et al., 2011). 

As células-tronco dos anexos fetais possuem propriedades clínicas vantajosas, 
como a ausência de efeito tumorigênico in vivo, atividades anti-inflamatórias e 
antifibróticas (PAROLINI et al., 2009), propriedades imunomoduladoras e capacidade de 

inibir fortemente a proliferação de linfócitos T (MAGATTI et al., 2008). A 
descoberta de CTM oriundas do fluido amniótico acrescenta uma nova fonte promissora de 
células-tronco para terapias de medicina regenerativa (CREMONESI et al., 2011), que 
ganhou grande importância devido à facilidade de obtenção e isolamento de uma 
população de células que possuem características de células-tronco pluripotentes (DE 
COPPI et al., 2007; KIM et al., 2009; JEZIERSKI et al., 2010). Além de apresentarem 
características semelhantes à das células-tronco adultas, as CTM derivadas do fluido 
amniótico apresentam também propriedades de células-tronco embrionárias 
(ROUBELAKIS et al., 2015). 

O fluido amniótico é constituído de uma população fenotipicamente heterogênea 
que inclui células derivadas da membrana fetal e tecidos fetais, variando em composição 
em relação à idade gestacional. Entre essa população heterogênea foram encontradas 
células multipotentes indiferenciadas e pluripotentes que apresentam propriedades 
biológicas preservadas, capazes de serem cultivadas e expandidas in vitro em humanos 
(DE 

COPPI et al., 2007) e diferentes modelos animais, incluindo rato (GHIONZOLI et 
al., 2010), ovelha (MAURO et al., 2010; COLOSIMO et al., 2013), porco (CHEN et al., 
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2011), cão (URANIO et al., 2011), cavalo (PARK et al., 2011), búfalo (DEV et al., 2011), 
gatos (IACONO et al., 2012), vacas (CORRADETTI et al., 2013) e cabras (PRATHEESH 
et al., 2013). 

Embora já esteja clara a possibilidade de expansão das células-tronco do fluido 
amniótico in vitro (CHEN et al., 2011), as informações sobre o efeito do ambiente de 
cultivo artificial sobre seu fenótipo e características de plasticidade ainda são limitadas. 
Desta forma, este artigo fornece uma visão geral sobre o conhecimento disponível na 
literatura sobre as etapas de isolamento, expansão, caracterização e possibilidades de 
utilização das células-tronco do líquido amniótico em diferentes espécies. 
 
 

DESENVOLVIMENTO 
CARACTERÍSTICAS DO FLUIDO AMNIÓTICO 

O fluido amniótico é um líquido aquoso protetor e nutritivo que fornece suporte 
mecânico durante a embriogênese, sendo constituído por cerca de 98% de água 
(ROUBELAKIS et al., 2012). Outros componentes incluem eletrólitos, pigmentos, 
açúcares, gorduras, aminoácidos, proteínas, carboidratos, enzimas, fatores de crescimento e 
células variando seu volume e composição ao longo da gestação em decorrência das 
mudanças fetais e de seus anexos (GOSDEN, 1983; ESLAMINEJAD e JAHANGIR, 
2012). O fluido amniótico começa a aparecer no início da segunda semana de gestação na 
maioria dos mamíferos, como uma pequena quantidade de líquido entre as células do 
epiblasto (futuro embrião) que aumenta ao longo do desenvolvimento do concepto e o 
separa do amnioblasto (futuro âmnio) formando a cavidade amniótica (MIKI e STROM, 
2006). 

O fluido pertencente à cavidade amniótica apresenta osmolaridade semelhante ao 
plasma fetal, podendo ser considerado um ultrafiltrado do sangue materno (HOEHN e 
SALK, 1982). A origem dos fluidos fetais, com destaque ao âmnio, é complexa e existem 
pelo menos quatro locais em que podem ocorrer a absorção e a secreção, tais como: o 
sistema respiratório, urinário, digestivo e a pele fetal (TONIOLLO e VICENTE, 1995). 
Nos animais domésticos, o fluido amniótico é considerado um produto de secreção das 
paredes ou folhetos amnióticos, bem como da saliva, escamação cutânea, secreção nasal do 
feto e, temporariamente, por urina eliminada pela uretra (GRUNERT e BIRGEL, 1984). 

Independente da fase gestacional, o fluido amniótico é heterogêneo e contêm 
vários tipos de células em suspensão, derivadas do embrião ou de origem extraembrionária. 
Algumas destas células possuem propriedades de CTE, enquanto outras podem ser células 
diferenciadas e indiferenciadas provenientes dos três folhetos germinativos, sendo que a 
sua derivação varia com a idade do feto (DEV et al., 2011). Durante toda a gestação ocorre 
a liberação de diferentes tipos celulares de origem ectodérmica, mesodérmica e 
endodérmica as quais podem variar de tamanho e morfologia, de escamosas a 
arredondadas (BYDLOWSKI et al., 2009). Estas células podem ser classificadas em três 
grupos: epitelióides, que se originam da pele e da urina do feto (WEISSMAN, 2000); 
células específicas do fluido amniótico, originadas das membranas fetais e do trofoblasto 
(produtoras de estrógenos, progesterona e gonadotrofina coriônica humana); e células 
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proveniente de fibras de tecidos conjuntivos e fibroblastos dérmicos (ECKFELDT et al., 
2005). 

As células-tronco do fluido amniótico têm características fenotípicas similares às 
de CTM derivadas de outras fontes, como sangue de cordão umbilical e tecido fetal de 
primeiro trimestre (sangue, fígado e medula óssea), as quais são imunofenotipicamente 
positivas para SH2, SH3, SH4, CD29, CD44 e HLA. ‐ A, B, C e negativas para CD10, 
CD11b, CD14, CD34, CD117, EMA e HLA‐DR, DP, DQ (PITTENGER et al., 1999; 
COLTER et al., 2001; YOUNG et al., 2001). Mais importante ainda, CTM do fluido 
expressam tanto o RNAm para Oct4 como sua proteína (PRUSA et al., 2003), e este é um 
fator de transcrição expresso em células-tronco embrionárias e células germinativas 
embrionárias (HENDERSON et al., 2002; JIANG et al., 2002), o que sugere que o líquido 
amniótico pode conter células-tronco de alta eficiência. 

Para comprovar esta hipótese, diversos trabalhos foram realizados para isolar, 
expandir e diferenciar as células-tronco do fluido in vitro. Roubelakis et al. (2007) 
comprovaram que as células-tronco podem ser facilmente isoladas do fluido amniótico e 
expandidas in vitro a partir da amniocentese de mulheres no segundo trimestre de gestação. 
Estes autores evidenciaram que as células-tronco obtidas podem se diferenciar em tipos de 
células derivadas dos três folhetos germinativos e expressaram o marcador de pluripotência 
Oct-4, a proteína Nanog humana e o antígeno embrionário específico para estágio 4 
(SSEA-4). Quando os autores compararam o imunofenótipo das células-tronco de origem 
do fluido amniótico com as de origem da medula óssea, foi observado que as células-
tronco cultivadas exibem padrões de expressão de proteínas, bem como padrão de 
funcionalidade destas proteínas semelhantes. No entanto, as células-tronco do fluido 
amniótico em cultivo exibiram um número maior de proteínas únicas relacionadas à 
proliferação e ao fenótipo primitivo (ROUBELAKIS et al., 2007). 

Assim, já está estabelecido que células do fluido amniótico ao serem isoladas, são 
capazes de manter a proliferação em estádio indiferenciado por longo período, e por 
ocasião de diferentes estímulos pode se diferenciar in vitro nas três linhagens adipogênica, 
condrogênica e osteogênica, apresentando alta cinética de crescimento e expressão de 
marcadores de pluripotencialidade (MACEK et al., 1973; CREMONESI et al., 2011; DEV 
et al., 2011; PARK et al., 2011), podendo ainda se diferenciar em outros tipos celulares 
provenientes dos três folhetos embrionários. Outros estudos têm reportado que as CTM 
isoladas a partir do fluido amniótico mantêm a capacidade de se diferenciar in vitro em 
outros tipos de células além das linhagens mesenquimais comuns (adipócitos e osteócitos), 
já que foram diferenciadas com sucesso em células semelhantes a neurônios (TSAI et al., 
2004). Estudos mais recentes evidenciaram ainda que as células-tronco isoladas do fluido 
não apresentaram anormalidades no cariótipo, promovendo linhagem homogênea de 
células mesenquimais imaturas com longos telômeros e com grande potencial de 
proliferação (CREMONESI et al., 2011). Esses achados são bastante encorajadores, já que 
estas células poderiam ser diferenciadas em múltiplos tipos de células mesodérmicas e 
neuronais que expressam marcadores neuronais, sugerindo que as CTM do fluido 
amniótico podem ser capazes de superar o comprometimento das linhagens germinativas 
(TSAI et al., 2004). 
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MÉTODOS DE COLETA DO LÍQUIDO AMNIÓTICO E  
CULTIVO IN VITRO DAS CTM DERIVADAS 

A coleta das células do fluido para posterior isolamento e expansão das CTM é 
realizada por procedimentos mais simples e rápidos e menos invasivos do que aqueles para 
obtenção de outras fontes de CTM, o que constitui uma grande vantagem para utilização 
destas células. Além disso, encontra-se livre dos entraves éticos, morais e religiosos que 
cercam, por exemplo, o uso de CTE. Na medicina veterinária podem ser facilmente obtidas 
no momento do parto normal (Fig. 01), em cesarianas, através de intervenção cirúrgica ou 
ainda em abatedouros, já que úteros gravídicos são considerados descarte (CREMONESI 
et al., 2011; LOVATI; PARK et al., 2011; URANIO et al., 2011), e em mulheres pode ser 
obtido a partir de exames clínicos como amniocentese (TSAI et al., 2004). 
 

 

Figura 01: Procedimento de coleta de líquido amniótico em cabras no momento do parto. 

(A) Palpação e identificação do momento do parto; (B) Identificação da cavidade amniótica e aspiração do 
líquido amniótico; (C) Acondicionamento do líquido amniótico em tubo cônico para processamento. 
 

Para obtenção de fluidos fetais em animais vivos em diferentes idades 
gestacionais, o método eleito é o da amniocentese transabdominal, que é considerado um 
procedimento seguro e pode ser realizado no ambulatório (HERVEY e SLATER, 1967; 
BAETZ et al., 1976; WINTOUR et al., 1986; DOMINGUEZ et al., 2006). 
Resumidamente, antes da amniocentese, uma análise ultrassonográfica é realizada para 
confirmar a viabilidade fetal, idade gestacional, número de fetos, localização placentária, 
volume, levantamento anatômico fetal, anormalidades da cavidade uterina, para então ser 
realizada a avaliação do melhor local de inserção da agulha (MOSCHIDOU et al., 2013). 
Em ovinos, (MELLOR e SLATER, 1972) indicaram a cateterização para obtenção dos 
líquidos fetais. Já em caprinos, (LOVELL et al., 1995) recomendaram a aspiração guiada 
por ultrassonografia, entre os dias 59 a 65 de gestação. Contudo, é possível obter amostras 
em abatedouros, do início ao final da gestação (HERVEY e SLATER, 1967; BAETZ et al., 
1976; WINTOUR et al., 1986; DOMINGUES et al., 1990). Inicialmente, acreditava-se que 
as melhores amostras para a obtenção das CTM do fluido amniótico eram obtidas até o 
segundo trimestre de gestação. Entretanto, sabe-se que é possível obter as CTM que 
expressam marcadores de pluripotência em fluido amniótico em diferentes idades 
gestacionais (BYDLOWSK et al., 2009). Em bovinos, realizou-se com sucesso a aspiração 
de líquido amniótico pela via transvaginal (GARCIA e SALAHEDDINE, 1997). Já na 
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espécie canina, a aminocentese foi realizada por (URANIO et al., 2011), o qual empregou 
o procedimento cirúrgico (cesariana) para obtenção dos fluidos fetais de cadelas. 

Na medicina humana, a utilização do fluido amniótico apresenta como principal 
vantagem a facilidade de obtenção, uma vez que a aminiocentese é um procedimento de 
rotina como propedêutica fetal e está associado a um baixo número de complicações, 
podendo também ser coletado em cesarianas eletivas (CREMONESI et al., 2011). De 
Coppi et al. (2007), isolaram populações de células do líquido amniótico com alto 
potencial clonogênico, as quais demonstraram excelente capacidade de auto renovação, 
ampla expansão em cultivo in vitro e manutenção do comprimento de telômeros por 
diversas passagens (DE COPPI et al., 2007). É importante ressaltar que, apesar de sua alta 
taxa de proliferação, as células derivadas do fluido amniótico preservam uma constante 
morfologia, taxa de apoptose e expressão de marcadores de pluripotência em altas 
passagens (CANANZI, 2011). Diversos pesquisadores vêm demonstrando sistemas de 
isolamento e cultivo in vitro (Tab. 01), os quais podem variar de acordo com a espécie e 
métodos de obtenção. 

Existem três protocolos principais para o isolamento de CTM derivadas do fluido 
amniótico: o primeiro é baseado no cultivo in vitro direto, descrito por Steigman et al. 
(2009), no qual as células-tronco coletadas do fluido amniótico no primeiro estádio 
gestacional são centrifugadas, o número de células é contado por hemocitômetro, as células 
são acondicionadas em placas e cultivadas utilizando o meio Dulbecco Medium Eagle 
modificado (DMEM®) suplementado com soro fetal bovino (SFB). Assim, as células 
podem aderir a placa de cultivo de plástico a concentração de 104 células/cm2 incubadas a 
37 °C em atmosfera gasosa contendo 5% de CO2 em ar. A troca de meio é realizada a cada 
3 a 5 dias para remoção das células não aderentes na etapa inicial de cultivo in vitro, e duas 
vezes por semana depois disso. As células primárias são cultivadas até atingirem à 
confluência e são definidos como passagem "0". Neste momento, as células podem ser 
criopreservadas, utilizando meios de criopreservação (10% de DMSO - dimetilsulfóxido e 
SFB - Soro Fetal Bovino a 90%), congeladas a -80 °C por 24 horas, e armazenadas em 
nitrogênio líquido no dia seguinte ou ainda serem expandidas (GHOLIZADEH-
GHALEHAZIZ et al., 2015). Nas primeiras passagens, as células mantêm uma forma 
arredondada e demonstram uma capacidade proliferativa muito baixa. 

Após a primeira semana, as células mudam a sua morfologia, tornando-se mais 
alongadas e proliferando mais rapidamente, ao atingir 80% de confluência, elas precisam 
de uma passagem a cada 48 a 72 h. O tempo de duplicação das células indiferenciadas é de 
36 h, com pequena variação de acordo com a passagem (DE COPPI et al., 2007). 

O segundo é um método de imunosseleção com base em antígenos de superfície. 
Ditadi et al. (2009) foram os primeiros pesquisadores a mostrarem que a população de 
células extraídas do fluido amniótico podia ser c-Kit positiva e ter potencial 
hematopoiético (DITADI et al., 2009). Estudos realizados em seguida demonstraram que 
células isoladas c-kit e CD133 positivas podem ser facilmente expandidas in vitro, e 
subpopulações de CD133 positivos apresentaram características semelhantes a células 
mesenquimatosas (DE COPPI et al., 2007). 
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Tabela 01: Método de Isolamento e sistemas de cultivo in vitro de CTM derivadas do 
líquido amniótico em diferentes espécies. 

Espécie Protocolo de Isolamento Sistema de Cultivo Referência 

Humanos 
Aminocentese guiada por 
ultrassonografia utilizando 
agulha 22G 

α-MEM (Gibco, Invitrogen) 
contendo 15% SFB, 1% glutamina 
1% penicilina/estreptomicina 
(Gibco), suplementado com 18% 
Chang B e 2% Chang C (Irvine 
Scientific) a 37 °C em 5% CO2. 

(DE COPPI et 
al., 2007) 

Rato 

Cesariana com remoção do 
útero aos 14 dias de gestação. 
O líquido amniótico foi 
filtrado com filtro de 0.45-µm 
e as amostras foram obtidas 
após centrifugação de 1.500 
rpm a 5 min e imuno seleção 
com c-kit (Santa Cruz 
Biotechnology). 

α-MEM (Gibco, Invitrogen) 
contendo 15% SFB, 1% glutamina 
1% penicilina/estreptomicina 
(Gibco), suplementado com 18% 
Chang B e 2% Chang C (Irvine 
Scientific) a 37 °C em 5% CO2. 

(GHIONZOLI 
et al., 2010) 

Ovelha 

Cesariana com 60-80 dias de 
gestação. Amostras obtidas 
após centrifugação com 
gradiente de Ficoll a 2500 rpm 
por 10 min.  

DMEM contenco 20% soro fetal 
bovino (SFB), 100 U/ml penicilina, 
100 μg/ml estreptomicina, 2 mM L-
glutamina (Gibco, Grand Island, NY) 
and 5 ng/ml fator de crescimento 
fibroblático (FGF) (Sigma) a 38,5 °C 
em 5% CO2. 

(MAURO et 
al., 2010) 

Porco 

Aminocentese realizada no 
início da gestação. Amostras 
centrifugadas a 400 g durante 
5 min. Após lavagem com 
PBS, plaqueadas em placa de 
cultivo de 6 poços (Costar). 

α-MEM (Invitrogen), 15% soro fetal 
bovino (SFB) 1% glutaminae 1% 
penicilina/estreptomicina, a 38 °C em 
5% CO2. 

(CHEN et al., 
2011) 

Cão 
Cesariana no terço inicial da 
gestação, 25-40 dias de idade 
gestacional. 

(DMEM; D5546; Sigma), soro 
bovino fetal (FBS;10%; F3018, 
Sigma), L-glutamina (2 mM; G7513; 
Sigma), penicilina (100 U/mL) de 
estreptomicina (100 mg/mL) e 
anfotericina (0,25 mg/mL) (A5955, 
Sigma) fator de crescimento 
epidérmico (EGF; 10 ng/mL; E4127, 
Sigma). 38,5 °C com 5% de CO2 

(URANIO et 
al., 2011) 

Cavalo 

Coleta no momento do parto 
com agulha de 30 ml e agulha 
calibre 18. Amostras obtidas 
após centrifugação com 
gradiente de Ficoll a 2500 rpm 
por 10 min. 

EBM contendo soro fetal bovino 
(SFB 20%) em placas de cultivo com 
matriz de fribronectina sob incubação 
a 37 °C em 5% CO2. 

(PARK et al., 
2011) 

Bovinos 

Amostra obtida no momento 
do parto com agulha de calibre 
18 e seringa de 60 mL 
contendo 1mL de EDTA. 
Amostra diluída de 1:1 com 
PBS e centrifugada a 470g por 
15 min. 

DMEM suplementadas com 10% 
SFB, 10 ng/mL EGF fator de 
crescimento epidermal, 1% penicilina 
(100 UI/mL), streptomicina (100 
mg/mL), 0.25 mg/mL anfotericina B, 
e 2 mM L-glutamina. 38,5 °C c/ 5% 
de CO2. 

(CORRADET
TI et al., 
2013) 

Caprinos 

Coleta realizada de úteros de 
abatedouros. O líquido foi 
centrifugado a 1000rpm/10 
min para obtenção da amostra 
celular. 

DMEM suplementado com 15% 
FBS, 1% glutamina e 1% 
penicilina/estreptomicina, a 37 °C em 
5% de CO2. 

(PRATHEES
H, et al., 
2013) 
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Aproximadamente 0,8% a 1,4% das células em fluido amniótico demonstraram 
ser c-kit positivo na análise por triagem celular ativada por fluorescência e podem ser 
facilmente isoladas pelo método de imunosseleção (JOO et al., 2012). 

O terceiro é o protocolo de cultivo de dois estádios estabelecido por (TSAI et al., 
2014), no qual no cultivo primário foram utilizadas células não aderentes derivadas do 
fluido amniótico para isolar as CTM. Neste protocolo, as células do fluido amniótico não 
aderentes são coletadas do sobrenadante das placas onde estão sendo cultivadas as células-
tronco do fluido amniótico de acordo com o primeiro protocolo (primeira etapa), e isoladas 
apenas as células com potencial proliferativo que em passagens futuras constituirão a 
população homogênea de CTM derivadas do fluido amniótico (TSAI et al., 2014). 

Independentemente do método de isolamento e seleção das linhagens de CTM 
derivadas do fluido amniótico, estas devem obedecer aos critérios de classificação para 
multipotência com características semelhantes às CTE e CTM adultas (DE COPPI et al., 
2007). 
 
 

CARACTERIZAÇÃO DAS CTM DERIVADAS DO FLUIDO AMNIÓTICO 

Uma caracterização completa da população de células pluripotentes do fluido 
amniótico foi relatada por De Coppi et al. (2007). Estas células isoladas têm propriedades 
específicas que as caracterizam como CTM e fundamentam-se, inicialmente, na expressão 
de c-kit, um marcador de superfície expresso por células estaminais de origem 
mesenquimatosas (DE COPPI et al., 2007). Além disso, estudos evidenciam que estas 
células mostram propriedades similares, mas não idênticas as CTE, sendo capazes de 
produzir linhagens representativas das três camadas germinativas (ANTONUCCI et al., 
2014). Em humanos, as CTM, expressam uma ampla gama de marcadores de pluripotência 
(OCT4, SOX2, SSEA4, SSEA3, c-MYC, KFL4) e marcadores de diferenciação (BMP-4, 
nestin, AFP, HNF-4e GATA) (ANTONUCCI et al., 2014). Em outras espécies, estas 
mesmas células tem a capacidade de expressar CD73, CD90, CD105, CD29, CD166, 
CD49e, CD58, CD44 e antígenos HLA-ABC e não expressar marcadores hematopoiéticos, 
como CD14, CD34, CD45 e CD133, marcador endotelial como CD31 e o antígeno HLA-
DR (ROUBELAKIS et al., 2013) conforme apresentado na Fig. 02. 

Apesar de existirem inúmeros marcadores para a caracterização da CTM, os 
critérios básicos exigidos envolvem a expressão de CD73, CD90 e CD105. O marcador 
CD73 é uma enzima catabólica de purina com ampla especificidade do substrato que 
catalisa a desfosforilação de purina e pirimidina ribo- e desoxirribonucleósido 
monofosfatos aos seus nucleósidos correspondentes (NAITO e LOWENSTEIN, 1981). 
Além disso, CD73 desempenha um papel na adesão celular (AIRAS et al., 1995). CD90, 
também chamado Thy-1, e foi originalmente descoberto como um antígeno de timócito. 
Thy-1 pode ser usado como um marcador para uma variedade de células-tronco e para o 
axônio de neurônios maduros (NAKAMURA et al., 2006). 

Já o CD105, ou endoglobina, é um conhecido marcador de CTM o qual faz parte 
do complexo do receptor de TGFb envolvido na organização do citoesqueleto que afeta a 
morfologia e migração celular. Além disso, as CTM não expressam marcadores 
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hematopoiéticos, como CD14, CD34 e CD45. O CD45 é um marcador pan-leucocitário, 
enquanto os marcadores CD34 são primitivos progenitores hematopoiéticos e de células 
endoteliais e o CD14 é expresso em monócitos e macrófagos (DOMINICI et al., 2006). 
 

 

Figura 02: Diagrama de caracterização de CTM derivadas do fluido amniótico pela 
presença ou ausência de marcadores específicos. (adaptado de GHOLIZADEH-GHALEHAZIZ et 
al., 2015). 

 

Como critério de diferenciação clássica, a linhagem osteogênica requer incubação 
de células em monocamadas em meio contendo soro fetal bovino, com ácido ascórbico, β-
glicerofosfato e dexametasona, resultando em aumento da fosfatase alcalina e da deposição 
de cálcio. Já a diferenciação condrogênica requer um cultivo em pellets de alta densidade 
celular ou micromassa com o uso do fator de crescimento transformante-β em um meio 
quimicamente definido sem soro. A análise histológica revela a produção de cartilagens 
específicas, proteoglicanos sulfatados e colágeno tipo II. Para a diferenciação adipogênica 
é necessário o tratamento do meio com dexametasona, insulina, isobutil metil xantina e 
indometacina adicionada ao meio contendo soro fetal bovino. Após a indução da 
diferenciação nesta linhagem é possível observar o aparecimento de vacúolos lipídicos 
detectados com o corante oil red (PRATHEESH et al., 2013). 
 
 

BENEFÍCIOS DAS CTM DERIVADAS DO FLUIDO AMNIÓTICO 

Devido sua origem fetal, as CTM derivadas do fluido amniótico permitem a 
reprogramação em células-tronco pluripotentes induzidas com maior eficiência do que as 
CTM adultas (MOSCHIDOU et al., 2013). Quando utilizadas em terapias celulares, as 
células-tronco do fluido amniótico mantem sua capacidade de auto renovação e 
diferenciação e não formam tumores in vivo (ANTONUCCI et al., 2014). Mais importante 
ainda, é a ausência de imunorreatividade do hospedeiro após a aplicação local ou sistêmica 
de CTM derivadas dos anexos fetais, representando uma vantagem inestimável para o seu 
uso em xenotransplantes que visam o reparo de estruturas e tecidos conjuntivos, incluindo 
osso, cartilagem, gordura, tendão e músculo (ABDULRAZZAK et al., 2010). 
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Outro fator relevante à ser considerado é a utilização das células-tronco em 
possíveis tratamentos para doenças debilitantes de várias etiologias, incluindo diabetes, 
Parkinson e doenças cardiovasculares (CHANG et al., 2013), aumentando o interesse no 
seu uso na medicina veterinária devido ao alto potencial na regeneração de tecidos e órgãos 
lesados e aplicação no campo terapêutico (VIOLINI et al., 2009). Além disso, as pesquisas 
que utilizam as células-tronco em modelos experimentais com animais são de extrema 
importância para medicina humana, sendo descritas como pré-requisito no caminho da 
aprovação de sua utilização clínica (GANDOLFI et al., 2011). Por esta razão, os modelos 
animais são utilizados para avaliar segurança, confiabilidade e eficácia de terapias 
baseadas em células para o tratamento de uma infinidade de alterações sistêmicas 
(COLOSIMO et al., 2013), e as CTM derivadas do fluido amniótico constitui uma 
alternativa eficiente para tal. 
 
 

CONSIDERAÇÕES FINAIS 

Considerando o fácil acesso a esta nova fonte de células e seu rendimento quando 
expandidas, o fluido amniótico pode ser uma excelente fonte de CTM tanto para pesquisa 
básica quanto para possíveis aplicações terapêuticas. Assim, o uso das células-tronco do 
fluido amniótico é uma alternativa simples, rápida, eficiente e pouco invasiva para 
obtenção de células-tronco com alto grau de indiferenciação, elevada taxa de proliferação 
in vitro e grande capacidade de diferenciação celular. Todas estas vantagens transformam o 
líquido amniótico em uma fonte de escolha atrativa para obtenção de CTM, as quais 
podem ser utilizadas em estudos na medicina regenerativa para o estabelecimento de novas 
terapias celulares. A futura utilização dessas células em biotecnologias reprodutivas, como 
a clonagem e transgênese, e os ensaios clínicos em animais para posterior utilização em 
seres humanos, depende de maneiras eficientes de sua obtenção, cultivo in vitro e 
expansão. Assim, pesquisas utilizando animais como modelos experimentais são de 
extrema importância para medicina humana, constituindo um pré-requisito para a 
aprovação de sua utilização clínica. 
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