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RESUMO 

DUARTE SA. Estudo das células mesenquimais do líquido amniótico em 
meio de cultura suplementado por soro fetal bovino ou humano [tese]. São 
Paulo: Faculdade de Medicina, Universidade de São Paulo; 2009.  179 p. 
 
Malformações fetais são importantes causas de óbito fetal e mortalidade 
infantil. A medicina regenerativa apresenta-se como a terceira modalidade 
terapêutica fetal. Células obtidas do líquido amniótico mostram-se como 
opção preferencial em terapia celular por sua alta taxa de proliferação in 
vitro, habilidade de autorrenovação e potencial multilinhagem. Para uso 
clínico, é recomendável a exclusão de material animal não humano do meio 
de cultura dessas células, prevenindo reações imunes, transmissão de 
príons, bactérias e vírus. O soro fetal bovino é componente usual do meio de 
cultura dessas células. Sua substituição por soro humano previne essas 
possíveis consequências. O objetivo deste trabalho foi estudar células 
obtidas do líquido amniótico, em meio de cultura suplementado por soro fetal 
bovino ou humano e compará-las. Foram avaliadas  seu isolamento e 
cultivo, padrão de crescimento, morfologia, imunofenótipo, capacidade de 
diferenciação osteogênica e condrogênica, e caracterizou-se a expressão 
dos genes OCT-4, NANOG e SOX2. Foram analisadas amostras 
provenientes de cinco gestantes, obtidas por amniocentese de segundo 
trimestre, indicadas por idade materna avançada. As células do líquido 
amniótico, após centrifugação, foram colocadas em frasco de cultura com 
meio α-MEM suplementado com 20% de soro fetal bovino (grupo B) ou soro 
humano (grupo H). Ao atingirem 70% de confluência, foram tripsinizadas e 
expandidas. Após a terceira passagem celular foram separadas alíquotas do 
grupo B e H para avaliação de seu potencial de expansão, por meio da 
construção de curvas de crescimento celular para diferentes inóculos iniciais 
(1.000, 5.000, 10.000 e 15.000 células). Sua morfologia foi avaliada por 
microscopia ótica através da coloração de Leishman e por microscopia 
eletrônica. A análise do imunofenótipo das células dos dois grupos foi 
realizada por citometria de fluxo, analisando-se os marcadores de superfície: 
CD14, CD29, CD31, CD34, CD44, CD45, CD90, CD105, CD106, CD117 e 
CD133. A diferenciação osteogênica foi realizada pelo acréscimo ao meio de 
cultura de fosfato-2-ascorbato e β-glicerofosfato, comprovada pela produção 
de cálcio pelas células, coradas pela Alizarina e visualização da Fosfatase 
Alcalina nas células. A diferenciação condrogênica foi realizada pelo 
acréscimo ao meio de cultura de dexametasona e TGF-β1, comprovada pela 
análise histológica após coloração pela hematoxilina-eosina. Avaliou-se a 
expressão gênica dos transcritos OCT-4, NANOG e SOX2, por RT-PCR das 
células dos dois grupos (B e H), comparadas aos controles celulares MRC-5 
e NTERA-2 cl.D1. Observou-se alta taxa de expansão, sem diferença 
significativa entre os grupos (p=0,715), mesmo considerando-se a evolução 
dia-a-dia (p=0,681) e a alta viabilidade celular, com média de 94% nos dois 
grupos (p=0,686). A análise morfológica das células dos dois grupos revelou 
aspecto mesenquimal típico, com crescimento celular em cultura também 
típico dessa linhagem. Ao microscópio eletrônico, observou-se maior número 



de vacúolos lipídicos naquelas células do grupo H. A imunofenotipagem 
demonstrou marcação positiva para linhagem mesenquimal e negativa para 
outras linhagens. Ocorreu diferenciação osteogênica e condrogênica e 
expressão dos transcritos OCT-4, NANOG e SOX2. Não houve diferença 
significativa nos aspectos estudados, entre os grupos B e H. Concluiu-se 
que essas células, isoladas do líquido amniótico, apresentam característica 
de fácil isolamento, alta taxa de proliferação, aspecto morfológico e 
imunofenótipo mesenquimal, capacidade de diferenciação osteogênica e 
condrogênica, expressando os transcritos OCT-4, NANOG e SOX2, 
associados à pluripotência celular, tanto em meio suplementado por soro 
fetal bovino como por soro humano. 
 
Descritores:1.células-tronco mesenquimais 2.líquido amniótico 3. expressão 
gênica  4.diferenciação celular 5.imunofenotipagem 
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DUARTE SA. Study of the mesenchymal cells of the amniotic fluid in a 
culture medium supplemented with bovine fetal or human serum [thesis]. São 
Paulo. “Faculdade de Medicina, Universidade de São Paulo”; 2009.  179p. 

 
Fetal malformations are a significant cause of fetal death and infant mortality. 
Regenerative medicine is presented as a third therapeutic method. Cells 
obtained from the amniotic fluid are seen to be an option of choice for cell 
therapy because of their high rate of in vitro proliferation, power of self-
renewal and multi-lineage potential. For clinical use the exclusion of non-
human animal material from the culture medium of these cells is to be 
recommended, thus precluding immune reactions and the transmission of 
prions, bacteria and viruses.  Bovine fetal serum is a normal component of 
the culture medium of these cells. Its replacement by human serum 
precludes those possible consequences. The objective of this present study 
was investigation into the cells obtained from the amniotic fluid, in a culture 
medium supplemented with bovine fetal or human serum, and compare 
them. Their isolation and culture, growth rate, morphology, immune 
phenotype and osteogenic and chondrogenic capacity were assessed and 
the expression of the OCT-4, NANOG and SOX2 genes was characterized. 
Samples taken from five pregnant women by amniocentesis during the 
second trimester, recommended by virtue of advanced maternal age, were 
analyzed. The cells of the amniotic fluid, after centrifugation, were placed in a 
culture flask with an α-MEM medium supplemented with 20% of bovine fetal 
serum (group B) or human serum (group H). After attaining 70% confluence 
they were trypsinized and expanded. After the third cellular passage they 
were separated into quotas of groups B and H for assessment of their 
expansion potential, by means of the construction of cellular growth curves 
for the different initial inocula (1,000, 5,000, 10,000 and 15,000 cells). Their 
morphology was assessed by optical microscopy by means of Leishman´s 
staining and electron microscopy.  The analysis of the immune phenotype of 
the cells of the two groups was undertaken by flow cytometry, the surface 
markers CD14, CD29, CD31, CD34, CD44, CD45, CD90, CD105, CD106, 
CD117 and CD133 being analyzed. The osteogenic differentiation was 
undertaken by the addition of ascorbate-2-phosphate-2 and β-
glycerophosphate to the culture medium and proved by the production of 
calcium by the cells, stained with Alizarin, and visualization of the Alkaline 
Phosphatase in the cells.  The chondrogenic differentiation was brought 
about by the addition of dexamethasone and TGF-β1 to the culture medium 
and demonstrated by histological analysis after staining with hematoxiline-
eosine. The genic expression of the OCT-4, NANOG and SOX2 transcripts 
was compared with the control cells MRC-5 and NTERA-2 cl.D1 by the RT-
PCR of the cells of the two groups (B and H). A high expansion rate was 
observed, with no significant difference between the groups (p=0.715), even 
when the day-to-day progress (p=0.681) was taken into consideration, and 
high cell viability, with an average of 94% in the two groups (p=0.686). The 



morphological analysis of the cells of the two groups presented a typical 
mesenchymal aspect, with cell growth in the culture also typical of this line. 
Under the electron microscope, a greater number of lipid vacuoles were 
observed in the cells of the H group. The immune phenotyping presented a 
positive marking for the mesenchymal line but a negative one for the others.  
Osteogenic and chondrogenic differentiation occurred as also did expression 
of the transcripts OCT-4, NANOG and SOX2. There was no significant 
difference, as regards the aspects studied, between groups B and H. It is 
concluded that these cells isolated from the amniotic fluid were characterized 
by ease of isolation, a high rate of proliferation, mesenchymal morphological 
aspect and immune phenotype, capacity for osteogenic and chondrogenic 
differentiation, expressing the transcripts OCT-4, NANOG and SOX2, both in 
the medium supplemented with bovine fetal serum and in that with human 
serum.  
 

Drescriptors: 1.mesenchymal stem cells 2.amniotic fluid 3.gene expression  
4.cell differentiation  5.immunophenotyping 



INTRODUÇÃO



Introdução  
  

 

2

 

 

A vida humana inicia-se no ventre materno. Erros de desenvolvimento 

podem ocorrer na constante multiplicação e diferenciação celular que 

resultará no organismo adulto. O ambiente intrauterino, pelo efeito 

multiplicador e pela imaturidade fetal, é o ambiente ideal para o tratamento 

desses desvios de formação. O uso de células, a mesma ferramenta 

empregada pela natureza, na formação, manutenção e reparo do tecido 

humano, oferece vantagens óbvias. O líquido amniótico é fonte de células 

fetais, podendo ser obtido precocemente na gestação. Portanto, a terapia 

fetal, baseada em células do líquido amniótico, parece alternativa 

interessante e viável (Figura 1). 
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Figura 1 –  Ilustração de proposta de terapia fetal baseada em células do 
líquido amniótico obtidas por amniocentese de segundo 
trimestre, isoladas, expandidas e diferenciadas in vitro e 
posteriormente transplantadas no feto. A – feto no útero; B – 
amniocentese; C – cultura e expansão; C1 – células mesenquimais 
do líquido amniótico em cultura; D – diferenciação e inoculação em 
bioprótese para posterior transplante fetal; D1 – cartilagem; D2 – 
células em bioprótese; D3 – células ósseas; D4 - osso 
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1.1  MEDICINA FETAL 

 

A raiz latina de Obstetrícia, obstare, não só traduz presença, 

contemplação ante a vida que surge, mas também conduta próativa. Do 

episódio solitário, à semelhança dos animais, passando por Séfora e Fua, a 

Tocologia aliou o instinto e a experiência das mulheres mais velhas ao 

conhecimento e à razão1. De Cós, Alexandria, até as escolas de hoje; de 

Hipócrates, Avicena até os professores modernos, os conceitos e condutas 

na gestação e parto foram se estabelecendo. O conhecimento expandiu-se 

muito durante os séculos e a necessidade de maior especialização fez surgir 

novo ramo, a Medicina Fetal. De início, munida do olhar privilegiado (a 

ultrassonografia), a Medicina Fetal estudou a fisiologia e o desenvolvimento 

do feto. Ampliou-se a identificação de vários defeitos genéticos e não 

genéticos no feto, vários desses, passíveis de detecção pré-natal2. Barrow 

descreve a história das malformações fetais e relata que Aristóteles sugere, 

muito antes da ideia de se colocar o feto como paciente, que alterações no 

desenvolvimento do embrião seriam causa de defeitos congênitos3. Muito se 

progrediu desde então, sobretudo nos últimos 25 anos, triplicando-se os 

padrões reconhecidos de defeitos congênitos2. 

Além disso, hoje se conhece mais os efeitos potenciais de várias 

drogas, agentes químicos e ambientais. Defeito congênito é definido como 

toda anomalia funcional ou estrutural do desenvolvimento do feto decorrente 

de fator originado antes do nascimento, seja genético, ambiental ou 
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desconhecido, mesmo quando o defeito não for aparente no recém-nascido 

e só se manifestar mais tarde4-6. 

Mais de 20% dos fetos malformados serão abortados 

espontaneamente. Dos que conseguirem chegar ao parto, 3%-5% 

apresentarão malformação, sendo esta importante causa de mortalidade 

infantil e de mortalidade geral. Em 1997, foram responsáveis diretamente por 

cerca de 495.000 mortes em todo o mundo, respondendo por 5% da 

mortalidade infantil e relacionando-se com 20% da mortalidade geral7;8.  

Nos países desenvolvidos, a proporção de mortes no primeiro ano de 

vida, relacionada aos defeitos congênitos, tende a ser elevada, mesmo com 

o declínio da mortalidade por estes defeitos nas últimas décadas. Nos 

Estados Unidos da América, os defeitos congênitos representam a principal 

causa de morte no primeiro ano de vida. A proporção de mortes infantis 

atribuíveis aos defeitos congênitos nos países em desenvolvimento, em 

média, não difere muito dos países desenvolvidos9. Na América Latina e no 

Caribe, varia entre 2% e 27%, refletindo as grandes disparidades regionais, 

aumentando proporcionalmente na medida que outras causas de morte são 

controladas10-13.  

No Brasil, os defeitos congênitos constituem a segunda causa de 

mortalidade infantil, determinando 11,2% destas mortes14. A associação de 

defeitos congênitos com a mortalidade perinatal constitui também 

preocupação atual, uma vez que eles associam-se aos óbitos fetais e 

àqueles ocorridos no primeiro mês de vida. Na verdade, em algumas regiões 

do mundo, as malformações representam a primeira causa de óbitos 
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neonatais, respondendo por 25% das mortes no período, superando a 

prematuridade (associada com 20% dos óbitos)7. 

Ao buscar solução para alterações fetais, responsáveis pela 

mortalidade descrita acima, a medicina fetal, inicialmente, com transfusões, 

derivações, cirurgias a céu aberto e fetoscopia minimamente invasiva, 

tentava, quando a intervenção fosse possível, se não interromper o curso 

natural da doença, ao menos, minimizar seus efeitos deletérios15;16. Na 

grande maioria das vezes, entretanto, o tratamento definitivo dessas 

alterações fetais hoje, ou inexiste, ou não se mostra vantajoso antes do 

parto. 

Além das duas técnicas terapêuticas tradicionais, terapia 

medicamentosa e cirurgia, imagina-se, então, uma terceira modalidade 

terapêutica fetal, a medicina regenerativa tão precoce quanto possível, por 

meio de transplantes, sejam eles de células, tecidos ou até órgãos, a 

chamada terapia de base celular. 

Em princípio, a célula ideal é aquela de fácil acesso e manipulação, 

além de uso múltiplo; sempre na dependência da correção desejada. Das 

células do organismo, seja na vida intrauterina ou extrauterina, um grupo 

chama a atenção por suas características inerentes, próprias de ferramenta 

de reparação e construção – as células-tronco. 
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1.2  CÉLULAS-TRONCO 

 

Classicamente, as células-tronco são definidas por três propriedades 

fisiológicas: a) capacidade de autorrenovação (habilidade de gerar no 

mínimo uma célula-filha com características similares às da célula mãe);  

b) capacidade de se diferenciar em múltiplas linhagens celulares;  

c) capacidade de reconstituir funcionalmente tecido lesado em ser vivo17;18. 

Não há consenso entre os diversos autores sobre os limites dessa 

definição19, sobretudo no que diz respeito à autorrenovação ilimitada e 

capacidade de diferenciação em várias linhagens celulares20. A diferença 

fundamental é se estabelecer como célula-tronco apenas aquelas que 

possuem as características estritas descritas inicialmente ou, também 

aquelas que podem estar parcialmente ou, totalmente, relacionadas a 

determinada linhagem celular e possuem capacidade de autorrenovação 

limitada. Esse segundo tipo seria classificado como célula progenitora21. 

As células-tronco podem ser classificadas, conforme com seu potencial 

de diferenciação ou pela sua origem. Quanto à primeira classificação, são 

ditas totipotentes quando podem dar origem ao embrião e aos tecidos extra-

embrionários em condições propícias (suporte materno). São pluripotentes 

quando podem dar origem às células dos três folhetos embrionários 

(ectoderma, endoderma e mesoderma), mas não dão origem ao embrião ou 

aos tecidos extra-embrionários22. São multipotentes quando dão origem a 

quatro ou mais linhagens celulares23. 
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Quanto à origem, são classificadas em células-tronco embrionárias e 

células-tronco adultas. As células-tronco embrionárias são as derivadas da 

massa celular interna do blastocisto. Em meio adequado, podem se 

proliferar indefinidamente, mantendo seu potencial de diferenciação em 

todos os tecidos do organismo em desenvolvimento24-31. 

Muitos fatores podem colaborar para que ocorra a diferenciação das 

células-tronco embrionárias em cultura, tais como a densidade celular, 

composição do meio de cultura, fatores de crescimento e a dose e qualidade 

do soro fetal utilizado. A eficiência do processo de diferenciação também se 

relaciona com esses fatores, por vezes favorecendo determinada linhagem, 

em especial32. As células-tronco embrionárias, em cultura, representam 

alternativa interessante, com aplicação potencial em inúmeras doenças. 

Possuem características bastante atrativas, quando comparadas às células-

tronco adultas, pois podem crescer indefinidamente em cultura apropriada, 

além de gerar ampla série de tipos celulares e permitir manipulação genética 

mais fácil. Por outro lado, sua utilização apresenta dificuldades geradas 

pelos questionamentos éticos de sua obtenção e seu potencial de 

desenvolvimento de tumores33. 

Em contraste, as células-tronco adultas podem ser encontradas em 

diferentes tecidos do feto e do adulto; podem proliferar apenas por um 

número limitado de gerações, e sua resposta a sinais de diferenciação 

diminui após cada geração. Formam um reservatório de células 

indiferenciadas que permanecem no indivíduo adulto e que estão envolvidas 

na reposição celular e no reparo dos órgãos e tecidos por toda a vida23. 
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As primeiras células-tronco bem caracterizadas foram as 

hematopoiéticas. Já em 1940, sabia-se que na medula óssea existiam 

células indiferenciadas responsáveis pela reposição das células maduras do 

sangue. São raras (menos de 1 em 100.000 células da medula óssea). O 

impulso para seu estudo aconteceu logo após a Segunda Guerra Mundial, 

nos estudos de radiação e transplante da medula óssea, culminando com a 

realização do primeiro transplante alogênico em 196834;35. A partir de então, 

houve grande expansão dos estudos sobre as células-tronco 

hematopoiéticas. Seu uso foi ampliado após ser isolada também do sangue 

de cordão umbilical e placentário e do sangue periférico, após mobilização 

do reservatório medular36. 

A medula óssea contém, também, uma população bastante rara de 

células, as células-tronco mesenquimais, capazes de se diferenciarem em 

diversas linhagens celulares, como os condrócitos, os osteócitos, os 

adipócitos e os tenócitos37. 

 

1.3  CÉLULAS-TRONCO MESENQUIMAIS 

 

Conforme Prockop e colaboradores38 e Fehrer e colaboradores39, foi 

sugerida sua existência em 1867, por Julius Cohnheim e demonstrada na 

metade do século XX, na medula óssea40, e no baço41. Inicialmente foi 

chamada de CFU-F (do inglês, colony forming unit fibroblast) pela 

capacidade de formar colônias similares aos fibroblastos42. Mais tarde, de 

célula-tronco mesenquimal, pelo potencial de diferenciação em uma série de 
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células não-hematopoiéticas43. Em 2005, foi proposto, pela International 

Society for Cellular Therapy, chamar de células mesenquimais estromais 

multipotentes (CMEMs), àquelas de aspecto fibroblastóide, isoladas de 

diversos tecidos, com característica de adesão ao plástico do frasco de 

cultura, crescimento em colônias e capacidade de diferenciação 

mutipotencial. Reserva-se a designação células-tronco mesenquimais para 

aquelas que preencham os critérios específicos de célula-tronco44. 

A sua origem é controversa, embora seja razoável supor que descenda 

da célula pluripotente fetal, persistindo durante toda a vida45. Apóia tal 

hipótese, o encontro de maior concentração de CMEMs em gestação 

precoce46, diminuindo com o decorrer da gestação, provavelmente, dirigindo-

se de seu sítio de origem para os tecidos fetais47. São ainda encontradas em 

tecido materno, mesmo após a gestação, participando de reparo tecidual48-

50. 

Classicamente, no ser humano, a CMEM foi descrita na medula 

óssea51;52, embora já tenha sido isolada do sangue periférico53;54; e de outros 

tecidos e órgãos, como do pulmão55, do rim56, do tecido adiposo57, do tecido 

muscular esquelético58, da membrana sinovial59;60 e da cartilagem articular61, 

do endotélio e subendotélio das veias62;63, da vilosidade coriônica da 

placenta64 e do sangue de cordão umbilical e placentário65-67, do cordão 

umbilical68, de tecidos fetais46;69, da membrana amniótica70;71, e do líquido 

amniótico72-74. 

As CMEMs apresentam-se como células fibroblastóides alongadas e 

fusiformes, com núcleo eucromático, oval, grande e central e citoplasma 
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abundante, à microscopia de fase. Observam-se cisternas do retículo 

endoplasmático rugoso dilatadas, vacúolos lipídicos cheios ou vazios, corpos 

lisossomais e grande quantidade de poliribossomos e ribossomos livres 

citoplasmáticos, além de filamentos de actina bem organizados em suas 

extremidades, à microscopia eletrônica75. Ocorre transição da morfologia 

das células durante o cultivo76, de células alongadas tornam-se células 

grandes, achatadas e largas, com proliferação lenta39. Coram-se pela 

fosfatase alcalina, sudan-black, colágeno IV, fibronectina e não se coram 

pela esterase. Expressam em níveis variados os marcadores CD73, CD105, 

CD166 e Stro-1, não expressam CD14, CD34, CD45 (marcadores celulares 

hematopoiéticos) nem CD31, KDR (marcadores celulares endoteliais)77;78. 

Elas compartilham antígenos expressos por múltiplas linhagens celulares79. 

Em cultura, essas células apresentam três fases de crescimento: a) 

inicial, com duração de 3 a 4 dias, logo após o plaqueamento, com 

crescimento celular muito lento; b) logarítmica, durante as primeiras 

passagens, com crescimento acelerado; c) plateau: inicia-se quando a célula 

atinge a senescência e perde a capacidade de expansão80;81.  

Após cultivo celular em baixa densidade, elas originam colônias45. 

Presume-se que estas colônias sejam derivadas de uma única célula 

precursora82. Podem ser expandidas por mais de 50 vezes quando 

plaqueadas em baixa concentração celular (1,5 células/cm2), e menos, 

quando plaqueadas em concentrações maiores81. São necessárias de 24 a 

33 horas para duplicação celular durante a fase de crescimento 

logarítmico83;84, com capacidade de duplicação de 4 a 50 vezes45;80;85. 
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Apresentam proliferação mais rápida em altas concentrações de soro 

fetal bovino, porém, a velocidade de crescimento diminui próximo à 

confluência das colônias no frasco de cultura84.  

Normalmente, mantêm normal seu cariótipo e não perdem a atividade 

da telomerase. Contudo, no cultivo extenso, ocorre uma parada na 

proliferação celular, com sinais evidentes de senescência e/ou apoptose47;86, 

por um encurtamento progressivo do telômero, secundário à perda 

progressiva da atividade da telomerase87. 

Essas células classificam-se pela citometria de fluxo em três subtipos 

de acordo com o tamanho e a complexidade interna: a) células pequenas e 

agranulares - RS1 (do inglês, recycling stem cell); b) células pequenas e 

granulares - RS2; c) células grandes e moderadamente granulares - mMSC 

(do inglês, mature mesenchymal stem cell). As células granulares 

encontram-se com ciclo celular ativo. As células RS2 aparecem por primeiro 

e expandem-se na primeira fase do cultivo. Na segunda fase, de 

crescimento logarítmico, diminuem em número, e as mMSC proliferam-se 

rapidamente. Ao final desta fase, as células RS2 desaparecem, e as células 

RS1 expandem-se81. 

Aproximadamente 10% das CMEMs em cultura encontram-se nas 

fases S + G2 + M, e a maioria na fase G0-G1 do ciclo celular83, sugerindo 

alta competência em se diferenciar47. Podem se distinguir em osteoblastos, 

condrócitos, adipócitos, tenócitos, miócitos, cardiomiócitos, células neurais e 

endoteliais76;77;85;88-106. Os eventos celulares e moleculares associados à 

diferenciação ainda não foram esclarecidos. A análise do nível da expressão 
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gênica por RT-PCR (reação em cadeia de polimerase pela transcriptase 

reversa) demonstra que a diferenciação acontece de acordo com o estímulo 

aplicado, na linhagem à qual foi induzida, mas não em células que 

expressam múltiplas linhagens37. 

As CMEMs apresentam propriedades imunossupressoras e indutoras 

de tolerância, o que pode ser positivo se pensarmos em sua aplicação em 

terapia celular. São mediadas pela interação com os linfócitos, envolvem a 

diferenciação das células T CD4+ em um fenótipo regulatório, a secreção de 

citocinas pelas células T efetoras e células NK (do inglês, Natural Killer), 

inibição da diferenciação dos monócitos em células dendríticas, inibição das 

células T alorreativas e da ativação preferencial de células T com fenótipo 

regulatório/supressor, inibição da proliferação, da quimiotaxia e da 

diferenciação das células B em células secretoras de anticorpos45;47. 

Pelas suas características, como o fácil isolamento e cultura, amplo 

potencial de diferenciação, produção de citocinas e fatores de crescimento 

importantes na regeneração celular, as CMEMs mostram-se candidatas 

ideais para uso em medicina regenerativa87;106. Podem ser transplantadas 

por duas vias, o implante local e a inoculação sistêmica, com migração para 

o local da lesão. Em ambos os casos, agem na regeneração dos tecidos37.  

Estudos isolados de implante local dessas células para tratamento de 

defeitos ósseos, cartilaginosos, isquemia vascular arterial e outros, com 

sucesso, necessitam de confirmação por estudos duplos-cegos 

randomizados77;87. Ocorre migração das CMEMs, para o local da lesão, após 

injeção intravenosa das mesmas, em tratamento para enfarte do miocárdio, 
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isquemia cerebral e fratura óssea, embora com migração diminuída no 

cultivo in vitro77. A inoculação intrauterina das CMEMs, em modelo animal de 

osteogênese imperfeita, proporciona enxertia das mesmas nos ossos, com 

redução de dois terços das fraturas em ossos longos. Em humanos, sua 

inoculação em portadores de osteogênese imperfeita causa enxertia, das 

mesmas, em sítios ósseos, com diminuição significativa de fraturas107;108. É 

factível seu uso em terapia gênica87;109, com fácil transdução, por uma 

variedade de vetores45, na correção de erros inatos do metabolismo109 ou 

para favorecer a expressão de genes suicidas na terapia anticâncer110. 

 

1.4  CÉLULAS-TRONCO MESENQUIMAIS FETAIS 

 

O feto apresenta-se como potencial fonte para a terapia celular, pois 

pelo estado indiferenciado de suas células, quando transplantadas podem 

crescer, migrar e estabelecer conexões funcionais com as outras células111. 

A maioria das células fetais proliferam mais rapidamente, em meio de 

cultura, quando comparadas às células após o nascimento111-119. Este efeito, 

porém, não é uniforme a todas as linhagens celulares112-114;119;120. Também, 

respondem melhor aos estímulos ambientais que células maduras111. 

Sobrevivem melhor com menores níveis de tensão de oxigênio, resistindo 

melhor à hipóxia em meio de cultura121. Algumas células fetais, como as 

hematopoiéticas, resistem melhor a criopreservação em comparação às 

células maduras111;122;123. As células mesenquimais fetais apresentam menor 

chance de rejeição em aplicações alogênicas, em implantes xenólogos, são 
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melhor toleradas124-128. Produzem altos níveis de fatores tróficos e 

angiogênicos, o que aumenta sua possibilidade de crescimento após o 

implante129, e até dos tecidos vizinhos. Observa-se o fenômeno, mesmo 

quando não se demonstra a enxertia dessas células130. 

 O uso de células fetais na terapia celular é vantajoso pelo fato de se 

tratar a doença antes que se estabeleçam lesões definitivas. A coleta, tão 

logo seja feito o diagnóstico da doença, permite o cultivo e expansão, em 

paralelo à gestação, para utilização o mais precoce possível, seja por 

inoculação direta, terapia gênica ou confecção de enxerto autólogo. 

Existem tentativas de aplicações terapêuticas, utilizando-se células 

fetais desde o início do século passado. O primeiro transplante de tecido 

fetal documentado em humanos aconteceu, em 1922, com enxertia de 

glândula adrenal fetal em paciente portador de Doença de Addison131. Em 

1928, células pancreáticas fetais foram transplantadas em tentativa de 

tratamento de diabete melito132. Em 1957 pela primeira vez foi instituído um 

programa de transplante de medula óssea fetal133. 

Recentemente, ainda que experimental, células fetais têm se mostrado 

úteis no tratamento de doenças neurológicas134-140, síndrome de Wiskott-

Aldrich141;142, aplasia e hipoplasia tímica143;144, doenças hematológicas 

111;141;145-148, neuroblastoma141;142;149, osteogênese imperfeita108. 

O primeiro relato do uso de células fetais, em associação com matrizes 

de polímeros biodegradáveis, data de 1987. Células fetais de fígado, 

intestino e pâncreas, formando neotecidos, foram implantadas de modo 

heterólogo e heterotópico, com sucesso, exceto naquele com células 
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pancreáticas114. Observa-se interesse crescente na utilização das células 

fetais em engenharia tecidual, para correção de diversos defeitos 

congênitos97;112;113;119;120;150-152. 

O uso terapêutico de células fetais era limitado pelo fato de sua 

obtenção ocorrer pelo aproveitamento de células ou tecidos obtidos de 

abortamentos153, levando, às vezes, à contaminação da amostra; ou então 

por biópsia fetal direta ou por via videofetoscópica, podendo causar 

complicações maternas e fetais, tais como trabalho de parto prematuro, 

rompimento das membranas ovulares, infecção e lesões 

iatrogênicas120;154;155. Novos métodos de obtenção de células fetais tentam 

contornar esses problemas. O sangue periférico materno apresenta-se como 

fonte com menor risco fetal, porém oferece pequena quantidade de células 

fetais, frequente contaminação com células maternas e difícil expansão 

celular156-159. 

Outras fontes incluem células da placenta, do sangue fetal, do líquido 

amniótico, do cordão umbilical e da membrana amniótica. As duas últimas 

fontes, citadas acima, mostram-se extremamente valiosas, embora 

apresentem como desvantagem o fato de só poderem ser acessadas no 

momento do parto, inviabilizando a coleta e expansão celular em paralelo à 

gestação71;160-167. Apresentam pluripotência e capacidade de se diferenciar 

em células neurais e em hepatócitos168-172, com emprego em modelo animal 

de tratamento de isquemia cerebral e lesão medular e como vetores em 

terapia gênica para o fígado170-173. As três primeiras fontes citadas acima 

apresentam como vantagem o fato de poderem ser acessadas ainda no 
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decorrer da gestação, fazendo parte da propedêutica normal, sobretudo 

quando uma malformação é diagnosticada pela ultrassonografia. A 

cordocentese e a biópsia vilo-corial, embora sejam fontes importantes de 

células fetais174, apresentam risco maior de perda fetal, quando comparadas 

à amniocentese175-177. Esta é a técnica preferencial para a obtenção de 

células fetais em rotina diagnóstica em medicina fetal, realizada entre 16 e 

18 semanas. Atualmente, é o método invasivo antenatal mais seguro. Em 

estudo clássico do Instituto Nacional Americano de Saúde e 

Desenvolvimento Infantil, de 1976, que analisou 1.040 mulheres submetidas 

à amniocentese, mostra-se risco de perda fetal de 3,5%, e de 3,2% no 

controle178. Em estudo colaborativo europeu, embora em pacientes muito 

mais velhas e com maior paridade que o controle, verifica-se taxa de perda 

fetal de 0,2 a 1,6%179. Em estudo colaborativo canadense180, mostra-se taxa 

de perda fetal direta relativa à amniocentese, de 0,5%, taxa esta aceita por 

vários autores. 

Apesar da larga e bem estabelecida utilização do líquido amniótico, e 

de suas células, em diagnóstico pré-natal de rotina citogenética, de seu 

estudo para avaliação da vitalidade fetal181 e maturidade pulmonar fetal182, o 

conhecimento atual a respeito da origem e propriedades destas células é 

limitado183-187 188. 
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1.5  CÉLULAS-TRONCO MESENQUIMAIS DO LÍQUIDO AMNIÓTICO 

 

O líquido amniótico contém quantidade muito grande de células em 

suspensão, população celular esta variável com a fase da gestação e traduz 

as mudanças na formação do líquido amniótico e da maturação fetal e de 

seus anexos184. 

No primeiro trimestre de gestação, o líquido amniótico é formado pela 

passagem passiva de líquidos pela membrana amniótica, difusão simples e 

transporte ativo de solutos, podendo ser considerado um ultrafiltrado do 

sangue materno; além de descamação de células da vesícula vitelina, do 

embrião e posteriormente do feto184;185, talvez da placenta189;190 e ainda do 

amnion191. Entre a 17ª e a 20ª semana de gestação, acontece a 

queratinização da pele fetal, fazendo com que a deglutição e diurese fetal 

adquiram papel importante na formação do líquido amniótico192. Uma 

importante fonte adicional de fluido amniótico é a secreção a partir do trato 

respiratório193-195. As excreções do trato gastrointestinal do feto, conquanto 

não volumosas, também participam da composição do fluido amniótico196;197. 

Células desses compartimentos participam do pool encontrado no fluido 

amniótico. Varia-se o espectro de células no líquido amniótico quando existe 

defeito aberto fetal, como do tubo neural ou do abdome184;185. 

Com uma origem tão variada de células, pode-se inferir a presença de 

células-tronco embrionárias, germinativas e adultas em suspensão no líquido 

amniótico. 
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Em dois trabalhos pioneiros, observa-se a presença de células 

mesenquimais no líquido amniótico198;199, que confirma a hipótese de origem 

mesenquimal de uma parcela de células do líquido amniótico, sugerida pela 

análise de produção de colágeno por essas células200. Confirma-se a origem 

mesenquimal de células do líquido amniótico pela constatação de que essas 

células, tanto quanto os fibroblastos expressam HLA Classe I (HLA-ABC), 

mas não apresentam Classe II (HLA-DR)201. 

A primeira observação de células progenitoras no líquido amniótico 

ocorreu em 1993, com a detecção de células nucleadas, arredondadas e 

pequenas, antes da 12a semana de gestação, identificadas como células-

tronco hematopoiéticas, possivelmente provenientes da vesícula vitelina202. 

Em 1996, sugere-se a presença de células de linhagem não 

hematopoiética, com potencial multilinhagem, no líquido amniótico, e 

demonstra-se a conversão miogênica destas203. Também se confirma a 

origem fetal das células mesenquimais, coletadas do líquido amniótico e 

cultivadas in vitro, por meio da tipagem molecular dos antígenos 

leucocitários humanos (HLA)204. 

Ampliam-se os achados anteriores, com a descrição de células 

embrionárias e fetais dos três folhetos germinativos no líquido 

amniótico184;185;205;206. 

Encontra-se também atividade de telomerase, relacionada à 

pluripotencialidade, em células nativas e em cultura de líquido amniótico de 

14 semanas207, além de maior comprimento dos telômeros, quando 

comparadas com as CMEMs de medula óssea208;209
. 



Introdução  
  

 

20

Demonstram-se precursores neurais e células neuronais 

diferenciadas210, mesmo em gestações em que não ocorre defeito aberto de 

tubo neural. Tais células expressam, ao lado de marcadores mesenquimais, 

outros relacionados a células neuronais, como NES (do inglês, nestin), 

TUBB3 (do inglês, tubulin beta 3), NEFH (do inglês, neurofilament heavy 

polipeptide 200kDa), NEUNA60 (do inglês, neuronal nuclear antigen A60), 

GALC (do inglês, galactosylceramidase) e GFAP (do inglês, glial fibrillary 

acidic protein)211. 

No líquido amniótico, outras células são identificadas embora em 

muito pequeno número (1% das obtidas pela amniocentese)151;206;212 que 

expressam OCT-4, stem cell factor, vimentina, fosfatase alcalina, NANOG 

(do inglês, nanog homeobox), SSEA4 (do inglês, stage specific embryonic 

antigen 4), CD34 (do inglês, cluster differentiation 34), CD105 (do inglês, 

cluster differentiation 105), CD117 (do inglês, cluster differentiation 117) e 

atividade de telomerase, normalmente, marcadores de células-tronco 

embrionárias, embora não exclusivas dessas85;206;210;213-217. Diferente das 

células-tronco embrionárias, elas não desenvolvem teratocarcinomas, 

quando implantadas218;219. 

Uma classificação das células que se obtem do líquido amniótico une 

critérios morfológicos, bioquímicos e de crescimento celular205. São 

classificadas em: células tipo E (epitelióides), derivadas da pele e urina fetal; 

células tipo AF (do inglês, amniotic fluid), específicas do líquido amniótico, 

produzem estrógeno, progesterona e gonadotrofina coriônica humana, são 

derivadas do âmnion e trofoblasto220; células tipo F (fibroblásticas), 
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derivadas do tecido conectivo fetal. Células tipo AF e E aparecem no início 

da cultura celular, as células tipo F aparecem em um segundo tempo, e só 

as do tipo AF e F persistem, enquanto que as do tipo E regridem221. 

Em trabalho pioneiro, foi identificado um tipo celular com 

característica de rápida proliferação, com positividade para vimentina, actina 

de músculo liso (SMA), citoqueratina 8 e 18 e proteína de superfície de 

fibroblastos (FSP), e negatividade para desmina e CD31; e confirma-se 

descender de linhagem mesenquimal (fibroblástica/miofibroblástica)222;223. 

Para essas células, outros meios de isolamento e cultura são descritos73;224; 

além do que se demonstra que a baixa tensão de oxigênio no meio de 

cultura facilita seu desenvolvimento clonogênico225. Elas permanecem 

diplóides, in vitro, mesmo após 250 duplicações218. Em condições de cultura 

com meio nutricional subótimo, a deficiência nutricional resultante induz à 

formação de agregados celulares, em multicamada, por provável perda de 

inibição de contato, por fim, senescência. Nesse caso, também são 

observadas alterações de cariótipo e poliploidia226. 

Estas células são comparadas com outras, obtidas por técnica 

minimamente invasiva, do tecido celular subcutâneo fetal e do adulto, para 

comparação de proliferação in vitro. Conclui-se que, elas proliferam 

significativamente mais rápido em meio de cultura, que as outras células 

semelhantes, fetais e de adulto222;223. Além disso, apresentam o mesmo 

potencial de expansão, mesmo quando coletadas por ocasião do parto74;227, 

tornando-se senescentes somente após 27 passagens, por um período 

maior que 8 meses em cultura74. Mantêm capacidade proliferativa após 32 
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anos de criopreservação96. Demonstram também capacidade de aderência 

em bioprótese de polímeros de ácido poliglicólico e derme humana 

acelular223. 

As células mesenquimais do líquido amniótico (CMLAs) apresentam 

maior capacidade de expansão que células-tronco mesenquimais derivadas 

de outras fontes, como da medula óssea neonatal e de adulto e do cordão 

umbilical73;228. Enquanto as CMLAs atingem 3 milhões de células em 9 dias, 

as CMEMs da medula óssea expandem-se para quatrocentos mil células, 

em condições semelhantes de cultura e plaqueamento229. 

Em cultura, as CMLAs de ovinos, apresentam a característica de 

diminuição de imunogenicidade, à medida que o número de passagens 

celulares é aumentado230. As CMLAs humanas apresentam a propriedade 

de inibir em cultura a proliferação dos linfócitos T209. 

O fenótipo das CMLAs é bastante semelhante às células 

mesenquimais de outros tecidos, como aquelas originadas da medula óssea 

e do cordão umbilical. Expressam os antígenos de superfície da membrana 

celular CD29, CD44, CD90 e CD105. Não expressam CD31, característico 

de células endoteliais, e CD34 e CD45, característicos de células 

hematopoiéticas. Quanto ao CD73, alguns relatos demonstram expressão 

nessas células221;229, enquanto outros monstram expressão somente nas 

células derivadas da medula óssea e não nas derivadas do líquido 

amniótico72;73;85;224;228;231;232. Esse mesmo padrão de imunofenótipo, do tipo 

mesenquimal, é mantido pelas CMLAs após isolamento, expansão, 

criopreservação e descongelamento depois de 5 meses233. 
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A análise proteômica das CMLAs em cultura, pelo método MALDI-

TOF-MS (do inglês, matrix-assisted laser desorption ionization time-of-flight 

mass spectometry), revela 261 proteínas diferentes, e quando se compara 

com a análise proteômica das CMEMs de medula óssea em cultura, 

observam-se 124 proteínas comuns, 137 relacionadas somente às CMLAs e 

51 relacionadas somente às CMEMs de medula óssea229. A maioria das 

proteínas, originadas das duas fontes celulares, estão relacionadas 

funcionalmente ao crescimento e manutenção das células, e ao metabolismo 

celular, porém aquelas originadas das CMLAs apresentam proteínas que se 

referem à proliferação e manutenção celular que não são identificadas 

naquelas originadas das CMEMs da medula óssea229. 

Quanto à possibilidade de criopreservação das CMLAs, observa-se 

que podem passar pelo estágio de obtenção pela amniocentese, isolamento 

e expansão, criopreservação e posterior descongelamento para uso futuro, 

por 5 meses, tempo normalmente decorrido entre a amniocentese e o uso 

perinatal, sem perder suas características de expansão, viabilidade e 

imunofenótipo. 

Só recentemente, foram observados relatos a respeito do potencial de 

diferenciação dessas células73;234 que persiste durante toda a gestação, 

mesmo quando essas células são coletadas por ocasião do parto74. 

CMLAs de ovinos podem se diferenciar, em meio indutor, a 

progenitores miogênicos234. Quando infectado por vetor retroviral contendo 

MyoD, gene que regula a miogênese, induz diferenciação muscular, com a 

formação de miotúbulos e expressão de proteínas específicas, como a 
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distrofina235. Outro estudo também mostra diferenciação miogênica em 

CMLAs de camundongos em meio indutor, porém não em todas amostras236. 

CMLAs humanas diferenciam-se em neurônios, hepatócitos, 

fibroblastos, adipócitos, osteócitos, miócitos e condrócitos quando em meio 

facilitador73;210;219;223;224;228;237-239. Descreve-se, ainda, manutenção de 

potencial de diferenciação naquelas criopreservadas por 32 anos96. 

No entanto, questiona-se um fato importante. O líquido amniótico é 

fonte de células monopotenciais, já comprometidas com determinada 

linhagem, quando induzida, diferenciam-se somente em linhagem 

prédeterminada ou apresentam células multipotenciais ainda não 

comprometidas com nenhuma linhagem, isto é, a mesma célula pode, 

dependendo do estímulo, diferenciar-se em células das três linhagens 

germinativas? 

Em 2007, foi adicionado importante dado que confirma e amplia 

estudos anteriores sobre a diferenciação das CMLAs. Pela marcação das 

células com um vetor retroviral, demonstra-se que uma única célula pode se 

diferenciar em seis linhagens diferentes, adipogênica, osteogênica, 

miogênica, endotelial, neurogênica e hepática219. A diferenciação dessas 

células em hepatócitos apresenta importante aplicação em insuficiência 

hepática, e foi realizada em estudo, de 2008, comparando-se com a 

diferenciação das CMEMs da medula óssea, mostrando superioridade das 

primeiras neste aspecto, com expressão maior de marcadores específicos 

hepáticos, além de taxas mais altas de proliferação e autorrenovação in 

vitro240. 
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Quanto à diferenciação osteogênica das CMLAs, a metodologia 

parece ter especial importância, pois resulta em diferentes expressões 

gênicas das células derivadas241. O potencial de diferenciação osteogênico 

dessas células diminui após determinado número de passagens, semelhante 

ao observado com outras células mesenquimais, como as derivadas de 

medula óssea e do sangue de cordão umbilical242;243. As células derivadas 

das CMLAs mostram expressão gênica mais parecida com o tecido original, 

que as derivadas de outros tecidos228. 

Células ósseas, diferenciadas in vitro, provenientes das CMLAs, e 

aplicadas no subcutâneo de ratos imunologicamente deficientes, produzem 

grande aumento na formação óssea, sugerindo persistência do fenótipo 

osteoblástico, mesmo após transplante244. 

Estudos de diferenciação mostram que a cartilagem originada das 

CMLAs, é a que mais se aproxima da cartilagem fetal original, com maior 

quantidade de glicosaminoglicanas, matriz extracelular e elastina quando 

comparada com células derivadas das células mesenquimais de medula 

óssea e de cordão umbilical, embora tenha menor quantidade de colágeno 

tipo II que aquela de origem fetal228;245. Além disso, pode-se programar, de 

acordo com o uso a que se propõe, modificações nos meios indutores de 

diferenciação condrogênica das CMLAs, para produzir cartilagem com 

diferentes composições de matriz extracelular246. 

As CMLAs, diferenciadas em cartilagem, são utilizadas para 

construção de bioprótese e reparam lesão traqueal em modelo animal, por 

cirurgia intrauterina. Avaliadas no pós-parto, mostram inclusão celular das 
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células derivadas das CMLAs na bioprótese, com características histológicas 

e de conteúdo de glicosaminoglicanas, colágeno e elastina semelhantes à 

cartilagem original. Após o parto, observa-se nos animais 80% de respiração 

espontânea, embora com presença de estenose traqueal leve a moderada 

em todos os casos247.  

Para reparo cirúrgico de lesão diafragmática, em ovinos, compara-se: 

material protético cultivado com CMLAs, sem CMLAS e cultivado com 

mioblastos fetais. Encontra-se superioridade do primeiro, com maior 

quantidade de elastina212. Realiza-se a mesma comparação com a 

bioprótese aplicada em cirurgia no pós-parto e obtem-se melhor resultado 

funcional e mecânico naquela cultivada com CMLAs151. 

Para o tratamento de lesão de bexiga urinária em modelo animal, o 

transplante de CMLAs causa hipertrofia das células musculares vesicais, por 

fusão com células teciduais restantes e pela secreção de fatores de 

crescimento, embora com discreta diferenciação miogênica in vivo 248. 

Quando se secciona o nervo ciático de ratos, e realiza-se o 

transplante de CMLAs no local, observa-se crescimento do axônio em 50% 

dos tratados e em nenhum dos controles, 50% desenvolvem movimentos 

parciais do membro correspondente ao nervo lesado, e em nenhum dos 

controles. A ação sugerida é a provável interação com as células de 

Schwann, através da secreção pelas CMLAs de fatores neurotróficos, 

porém, não se observa diferenciação evidente das mesmas249;250. O autor 

citado estuda a interação das CMLAs com o G-CSF (do inglês, granulocyte-

colony stimulating factor), em lesão de nervo periférico, e demonstra que 
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essa associação apresenta melhor resultado na mielinização e recuperação 

da função motora251. 

Encontra-se enxertia e reversão da isquemia, com reperfusão, em 

modelo animal de isquemia cerebral, com transplante de CMLAs autólogas e 

células-tronco neurais embrionárias, inoculadas em ventrículo cerebral. 

Mostra-se melhora sensorial e motora, comparável ao efeito neuroprotetor 

das células-tronco neurais embrionárias, sem os impedimentos éticos 

encontrados na inoculação dessas últimas252. 

Em xenotransplante de CMLAs humanas, inoculadas em ventrículo 

cerebral de rato, mostra-se a incorporação dessas células e migração para 

diferentes sítios cerebrais, com expressão de células neurais primitivas e 

diferenciadas e migração para o local da lesão em isquemia cerebral253. 

Em outro relato, CMLAs humanas são induzidas para diferenciação 

neurogênica, embora expressem marcadores neurais primitivos, não 

expressam marcadores de neurônios dopaminérgicos completamente 

diferenciados, mesmo quando inoculadas em cérebro de modelo animal 

(rato) de Doença de Parkinson254. Além disso, após três semanas, não se 

observa a presença das CMLAs, com reação inflamatória, sugestiva de 

rejeição aguda no local da injeção254. 

Tenta-se também aplicação terapêutica em cardiologia, em 

experimento animal. Em infarto agudo do miocárdio, CMLAs autólogas são 

aplicadas no local de isquemia. Observa-se mudança no padrão de 

expressão gênica das células inoculadas, com perda dos marcadores de 

indiferenciação e com permanência dos marcadores de músculos lisos e 
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endoteliais. Não ocorre expressão do marcador de cardiomiócitos, a 

troponina I. Isso demonstra que as CMLAs transdiferenciam-se em células 

vasculares, mas não em cardiomiócitos216. 

Um relato do uso de CMLAs marcadas, em cocultura com tecido 

cardíaco de rato, demonstra expressão de marcadores específicos 

cardíacos, com integração ao tecido cardíaco e diferenciação em células 

muito semelhantes a cardiomiócitos255. 

CMLAs humanas, em cocultura com tecido cardíaco de rato, 

transplantadas em modelo animal de infarto do miocárdio (xenotransplante), 

apresentam rejeição, com ou sem ciclosporina, em animal imunocompetente 

ou imuno-deficiente. Além disso, em alguns animais ocorre a formação de 

uma massa no miocárdio, sugestiva de produto de diferenciação condro- 

osteogênica256. 

Após inoculação de CMLAs humanas em coração de camundongo, 

observa-se sua localização e migração, por meio do uso de método de 

imagem por ressonância nuclear magnética257. 

Pela engenharia tecidual, válvulas cardíacas autólogas podem ser 

criadas, a partir de CMLAs humanas que expressam CD133, separadas por 

magnetismo e inoculadas em polímeros de biodegradação rápida. 

Apresentam tecido endotelial e matriz extracelular, o fechamento e a 

abertura das valvas mostra-se eficiente e demonstram potencial terapêutico 

importante258. Após criopreservação, por 4 meses, as CMLAS que 

expressam CD133, separadas por magnetismo, são inoculadas em 

polímeros de biodegradação rápida para formação de válvulas cardíacas 
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autólogas com imunofenótipo, perfil histológico e funcional comparável às 

não criopreservadas259. 

Demonstra-se integração de CMLAs humanas em epitélio de pulmões 

de embriões de camundongos em cultura, com a expressão do marcador de 

diferenciação inicial humana TTF1 (do inglês, thyroid transcription factor 

1)260. Elas, quando injetadas em veia caudal de camundongos com 

deficiência imunológica combinada severa, após lesão pulmonar por 

hiperoxigenação, migram para porções distais do pulmão e expressam TTF1 

e a proteína surfactante C, marcador de pneumócito tipo II260. Quando as 

células progenitoras Clara são lesadas, do compartimento brônquioalveolar 

do pulmão de camundongos com deficiência imunológica combinada severa, 

ocorre incorporação e diferenciação das CMLAs inoculadas, comprovadas 

pela produção da proteína 10-kDa, específica das células Clara260. 

CMLAs em cocultura com rins fetais murinos incorporam-se às 

estruturas primordiais renais, além de expressar marcadores específicos de 

células renais, podem apresentar papel na regeneração renal261. 

Terapia gênica é uma das aplicações possíveis para as CMLAs, que 

obtidas de camundongo são transfectadas por baculovírus, mantendo 

imunofenótipo compatível com células mesenquimais e preservando seu 

potencial de diferenciação miogênico, osteogênico, adipogênico e 

neurogênico236. CMLAs humanas são transduzidas por vetor adenoviral, sem 

alteração em seu imunofenótipo, expressando os marcadores transgênicos 

LacZ e EGFP, além dos marcadores de pluripotencialidade OCT-4 e 

SSEA4262. Quando em meio indutor de diferenciação, as CMLAs infectadas 
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permanecem com capacidade de se diferenciar em osteócitos e 

adipócitos262. A relação da eficiência de trandução das CMEMs da medula 

óssea e das CMLAs é de um décimo, demonstrando o potencial dessas 

últimas262. 

As vantagens das CMLAs em relação às células-tronco embrionárias 

(questionamentos éticos e formação de tumores) e em relação às células-

tronco adultas (baixa taxa de proliferação e potencial de diferenciação 

restrito) torna-as opção preferencial para a terapia de base celular. Além 

disso, sua grande capacidade de expansão em cultura, diminuição de 

imunogenicidade, capacidade de se diferenciar em células da linhagem 

mesenquimal, parece a opção mais indicada como fonte celular em 

engenharia tecidual para construção de tendões autólogos e substitutos 

fibromusculares, para utilização no feto patológico, intraútero, em fase mais 

tardia da gestação, ou logo após o nascimento. 

Para o crescimento celular, utiliza-se em laboratório, meio de cultura 

apropriado, com composição variável, de acordo com o tipo celular que se 

deseja selecionar. Trabalho recente da literatura demonstra a diferença do 

potencial de expansão das CMLAs em três tipos de meio de cultura, 

MSCGM (do inglês, Mesenchymal Stem Cell Grow Médium), PC-1 e RPMI-

1640 (do inglês, Roswell Park Memorial Institute-1640), além de mudança no 

padrão de diferenciação neural e do potencial de re-estabelecimento de 

cultura após criopreservação, dependendo do meio utilizado263. 

O soro adicionado ao meio de cultura exerce função importante no 

crescimento celular, pelos fatores de crescimento, hormônios, aminoácidos e 
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proteínas que o constituem, proporcionando nutrição às células, além de 

favorecer a aderência das células ao frasco de cultura264-266. Ainda não foi 

definido nenhum meio de cultura livre de soro para o cultivo das células 

mesenquimais267. Tentativas de obtê-lo existem268, embora a formulação 

seja extensa, experimento-dependente, levando a uma infinidade de soros 

específicos a cada aplicação269. 

O meio de cultura padrão para expansão dessas células utiliza o soro 

fetal bovino para enriquecimento. Isso pode gerar controvérsia quando se 

pensa no emprego em humanos das células cultivadas nesse meio, pois 

como apresentam componentes de origem não humana, estas células 

podem ser consideradas veículos de vírus estranhos ao ser humano270, 

como também de príons (encefalopatia espongiforme bovina), causando 

uma variante da doença de Creutzfeldt-Jakob271-273, além de potencial causa 

de infecções bacterianas274. Reações inflamatórias e imunes locais podem 

acontecer pela contaminação com proteínas bovinas275-279, mesmo após 

lavagens repetidas na cultura280, podendo levar à formação de anticorpos e 

rejeição do enxerto ou das células transplantadas84. 

Outro enfoque é a substituição do soro fetal bovino, pelo soro 

humano84;281. 

Em publicação recente, o soro fetal bovino é substituído pelo soro 

humano em meio de cultura para células mesenquimais de medula óssea281. 

Como resultado, observa-se crescimento semelhante, quando em soro 

bovino ou humano, na dosagem de 10%. Outro estudo semelhante mostra 

discordância no resultado, com menor potencial de crescimento das células 
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mesenquimais com soro humano84. O potencial de diferenciação 

osteogênica das células cultivadas em meio suplementado com soro 

humano é maior84 e com maior estabilidade na expressão dos transcritos de 

diferenciação266. Outro estudo mostra resultado semelhante, com maior 

potencial de diferenciação e manutenção dessa capacidade, em culturas de 

longa duração282. Outro ainda, com células mesenquimais de sinóvia, mostra 

maior potencial condrogênico quando em cultivo suplementado com soro 

humano281. 

Além disso o Serviço Nacional de Saúde dos Estados Unidos da 

América – NIH (do inglês, National Institute of Health) e o FDA (do inglês, 

Food and Drug Administration), por exemplo, não homologam aplicações em 

humanos de produtos, nos quais se utiliza soro fetal bovino quando em 

cultura. 

 Em vista do exposto acima, em trabalho recente, preparando-se para 

aplicação em humanos, com o fim de construir neotecido com as CMLAs 

para correção de hérnia diafragmática, o grupo de pesquisadores que deu 

impulso inicial ao uso dessas células em engenharia tecidual222, isola e 

cultiva essas células em meio suplementado com soro fetal bovino e soro 

humano, para comparação232. Em ambos os meios, apresentam, 

crescimento semelhante e também mostram os mesmos marcadores 

antigênicos de superfície de membrana celular, compatíveis com as células 

mesenquimais, nem expressam marcadores hematopoiéticos ou 

endoteliais232. 
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 Os organismos vivos, desde vírus até o ser humano, utilizam o 

mecanismo da transcrição de partes específicas de seu genoma para 

executar funções biológicas críticas, durante seu ciclo de vida, em 

resposta a sinais ambientais ou de crescimento283. A transcrição é 

passo essencial na regulação dos processos biológicos e os fatores de 

transcrição são considerados os determinantes principais da 

diferenciação celular284. Eles podem informar o nível de diferenciação ou 

de indiferenciação dessas células. Quanto mais diferenciada menor 

plasticidade apresenta a célula, e mais comprometida com determinada 

linhagem. Recentes pesquisas mostram que os transcritos OCT-4, NANOG 

e o SOX2, exercem papel essencial e coordenado, bloqueando gens que, 

ausentes os transcritos, desencadeiam diferenciação285-290. Além disso, 

demonstra-se reprogramação de células diferenciadas adultas, retornando 

ao estado de pluripotência, por meio da técnica iPS (do inglês, induced 

Pluripotent Stem Cells), pela introdução dos fatores de pluripotência OCT-4 

e SOX2 na mesma290-293. A pluripotência é mantida por meio de um 

processo denominado autorrenovação. Ele confere a algumas células a 

capacidade de se dividir, mantendo seu estado de indiferenciação, tanto pela 

divisão celular simétrica, como assimétrica294. 

 Inicialmente, descrito por Scholer295, 0 OCT-4 é o primeiro gen 

identificado como regulador mestre da pluripotência287. É descrito como uma 

proteína de ligação do DNA, do homeodomínio POU, codificado por 324 

aminoácidos ORF295. O OCT-4 depende de dois domínios de transativação 

no DNA para exercer suas atividades de transcrição296. É sintetizado e 
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transportado para o núcleo por meio do típico NLS (do inglês, nuclear 

localization signal)297. O NLS do OCT-4 é necessário para a atividade de 

transcrição, sem o qual, ocorre diferenciação das células-tronco 

embrionárias297. O padrão de expressão do OCT-4 sugere que ele pode 

regular as características celulares do desenvolvimento embrionário 

inicial295. Embriões deficientes de OCT-4 desenvolvem-se até o estágio de 

blastocisto, porém as células da massa celular interna não apresentam 

pluripotência287. Nas células-tronco embrionárias, sua ação é dose 

dependente; e em maior ou menor concentração induz a diferenciação, e 

somente em concentração padrão pode manter a indiferenciação288. Esta 

concentração ótima é regulada pela ação de outros genes reguladores296. 

Um desses reguladores é o NANOG, que tem a característica de manter a 

autorrenovação das células-tronco embrionárias, na ausência de LIF (do 

inglês, leukocyte inhibitory factor)286;289. Age como forte ativador da 

expressão do OCT-4298. O SOX2 age, frequentemente, associado ao OCT-4 

na regulação da expressão gênica299;300, sendo necessário na formação do 

ectoderma extraembrionário, e em associação com o OCT-4 na sequência 

de diferenciação das células pluripotentes na fase de implantação301. O 

SOX2 é necessário para manter a concentração ótima do OCT-4, mantendo 

as células-tronco embrionárias no estado pluripotente302;303. A regulação dos 

genes OCT-4, SOX2 e NANOG é exercida sobre alvos sobrepostos, 

incluindo um grupo importante de proteínas homeodomínio relacionadas ao 

desenvolvimento do embrião285. Boyer e colaboradores propõem que o OCT-

4, SOX2 e NANOG cooperam na formação de um circuito regulatório, 
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contribuindo para a pluripotência e autorrenovação das células-tronco 

embrionárias285, de maneira similar que outros grupos304-307. 

A Figura 2, mostra, em diagrama de Venn, o número de gens 

regulados por essa tríade (OCT-4,SOX2 e NANOG), isolados ou em 

associação. 

 
 

 
Figura 2 -  Diagrama de Venn, demonstrando o número de gens 

regulados pelos transcritos OCT-4, NANOG e SOX2 (fonte: 
Boyer et al., 2005) 

 

As CMLAS mostram-se como excelente fonte celular para terapia 

fetal. A futura utilização dessas células em ensaios clínicos, em humanos, 

depende de maneiras eficientes de sua obtenção, cultivo e expansão. Se 

cultivadas em soro humano, podem evitar possíveis problemas quanto à 

transmissão de príons, bactérias e fenômenos alérgicos. Quanto mais 

indiferenciada for essa célula, maior será seu potencial de uso em múltiplas 

aplicações, e para provar esse estado, deve-se demonstrar sua capacidade 

de derivação em diferentes tecidos, como por exemplo, em osso e em 

cartilagem. Além disso, a presença de marcadores de pluripotência e 

autorrenovação, como o OCT-4, SOX2 e NANOG podem significar presença 
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de células primitivas no líquido amniótico, indiferenciadas, aumentando 

ainda mais o interesse nessas células. 

Ao se pensar na utilização futura das CMLAs em seres humanos, em 

terapia de base celular, é proposto estudo comparando a expansão e a 

caracterização dessas células, quando cultivadas com suplementação de 

soro fetal bovino ou soro humano. Além disso, por primeiro na literatura 

revisada, analisa-se a diferenciação osteogênica e condrogênica e a 

expressão gênica de transcritos relacionados à pluripotência celular, o OCT-

4, o NANOG e o SOX2, nos dois grupos. 

 A Clínica Obstétrica do Hospital das Clínicas da Faculdade de 

Medicina da Universidade de São Paulo (HCFMUSP) é centro de referência 

em Medicina Fetal e recebe pacientes que têm indicação para a coleta de 

líquido amniótico durante a gestação, para estudo do cariótipo fetal. O 

Laboratório de Investigação Médica - LIM57, vinculado à Disciplina de 

Obstetrícia da FMUSP é aliado ao Laboratório de Genética e Hematologia 

Molecular - LIM31, vinculado à Disciplina de Hematologia e Hemoterapia da 

FMUSP, apresentam estrutura física para tal estudo, estando o último, 

vinculado à Fundação Pró-Sangue - Hemocentro de São Paulo, fornecedora 

do soro humano para o estudo. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



OBJETIVOS



Objetivos  
  

 

38

 

 

 

2.1  OBJETIVO GERAL 

 

Avaliar as células mesenquimais do líquido amniótico (CMLAs) em 

meio de cultura, comparando a suplementação com soro fetal bovino (SFB) 

e com soro humano (SH). 

 

2.2  OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

 

1. Análise de seu isolamento e cultivo; 

2. Caracterização de seu padrão de crescimento; 

3. Análise morfológica; 

4. Análise do imunofenótipo; 

5. Avaliação de sua capacidade de diferenciação osteogênica e 

condrogênica; e 

6. Caracterização da expressão dos genes OCT-4, NANOG e SOX2. 
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O presente estudo experimental foi conduzido, utilizando-se células 

presentes no líquido amniótico, obtidas de gestantes da Clínica Obstétrica 

do Hospital das Clínicas da FMUSP. Os ensaios de crescimento, 

diferenciação e expressão gênica foram realizados nas dependências do 

Laboratório de Genética e Hematologia Molecular - Laboratório de 

Investigação Médica 31, da Disciplina de Hematologia e Hemoterapia da 

FMUSP; o ensaio de imunofenotipagem foi realizado no Laboratório de 

Imunopatologia do Serviço de Hematologia da Divisão de Clínica Médica I – 

HCFMUSP; A avaliação morfológica das CMLAs foi feita no Laboratório de 

Biologia Molecular – Laboratório de Investigação Médica 59, do 

Departamento de Patologia da FMUSP. Todos os ensaios foram conduzidos 

pelo próprio autor. 

O estudo foi aprovado pela Comissão de Ética para Análise de Projeto 

de Pesquisa do Hospital das Clínicas da FMUSP em 09/08/2007, e encontra-

se registrado sob o número 0414/2007. 

As gestantes doadoras foram orientadas, verbalmente e por escrito, 

sobre o projeto de pesquisa, sua justificativa, seus objetivos e riscos, bem 

como os benefícios obtidos com a conclusão do estudo. Assinaram e 

receberam uma cópia do termo de consentimento (ANEXO A), foram 

informadas sobre os nomes dos responsáveis pela pesquisa (pesquisador e 

orientador), e de como deveriam proceder em caso de dúvidas. A 

privacidade dos envolvidos foi preservada em todas as fases da pesquisa. 
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3.1  MATERIAL 

 

Amostras de líquido amniótico foram usadas e obtidas por 

amniocentese de gestantes que preenchiam os critérios para inclusão no 

projeto. 

 

3.2  CRITÉRIOS DE INCLUSÃO 

 

No estudo, foram incluídas gestantes que preenchiam os seguintes 

critérios:  

• gestação sem intercorrências clínicas ou obstétricas, com indicação 

para investigação de cariótipo fetal, por idade materna avançada; 

• idade gestacional entre 16 e 22 semanas; 

• ausência de defeito estrutural fetal observado em ultrassonografia 

morfológica; 

• concordância em participar do estudo, assinando termo de 

consentimento informado. 

 

3.3  CRITÉRIOS DE EXCLUSÃO 

 

A exclusão estava prevista nas seguintes condições: 

• desistência em participar do projeto; 

• ocorrência de acidente durante a amniocentese, ocasionando 

contaminação do líquido amniótico com sangue materno; 
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• cariótipo fetal alterado; 

• malformação estrutural constatada ao nascimento; 

• falha de expansão das células, em cultura; e 

• contaminação bacteriana e/ou fúngica da cultura celular. 

 

3.4  COLETA DAS AMOSTRAS DE LÍQUIDO AMNIÓTICO 

 

A obtenção de células do líquido amniótico foi realizada no 

ambulatório do Setor de Medicina Fetal, por meio de amniocentese clássica 

ou de segundo trimestre, realizada entre 16 e 22 semanas de idade 

gestacional, confirmada por ultrassonografia de primeiro trimestre, indicada 

por idade materna superior a 35 anos. 

Após a assinatura do consentimento informado, esclarecendo a 

finalidade, os riscos e o motivo do procedimento, a paciente permaneceu em 

decúbito dorsal horizontal. Inicialmente, doi realizada uma ultrassonografia a 

fim de confirmar-se idade gestacional, localização da placenta, volume de 

líquido amniótico, morfologia e vitalidade fetal que foi feita após assepsia do 

abdome com iodopovidona tópica e cobertura do transdutor com plástico 

estéril. Não se utilizou anestesia local para o procedimento308. 

 Para a realização da punção, foram usadas agulha calibre 20 ou 22 

gauge (Becton Dickinson, Franklin Lakes, NJ, USA), com 9 cm de 

comprimento e seringa descartável de 20 mL. 

A punção sempre foi guiada pela ultra-sonografia, preferencialmente 

sem transfixar a placenta. No caso de impossibilidade, foi realizada punção 
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trans-placentária309. A agulha foi inserida através da parede abdominal, em 

seguida, pela parede uterina, atingindo a cavidade amniótica, sempre 

observando seu trajeto à ultra-sonografia, procurando um grande bolsão, 

distante do feto, preservando-o. Retirado então o guia da agulha, conectou-

se a seringa (Becton Dickinson, Franklin Lakes, NJ, USA) e aspirou-se 

pequena quantidade de líquido amniótico. Descartou-se a primeira amostra, 

pelo risco de contaminação com células maternas. A segunda amostra, 

então, foi utilizada para o estudo. O volume aspirado, normalmente de  

30 mL, foi dividido em duas amostras, uma delas (20 mL), seguiu para 

cariotipagem fetal e a outra para nosso estudo (10mL). Finda a aspiração, a 

agulha e seringa foram retiradas conjuntamente. Pela ultrassonografia, foi 

avaliado, o trajeto da agulha e observadas a presença ou ausência de 

sangramento no mesmo e a vitalidade do feto. 

Após permanecer em repouso durante alguns minutos, a paciente foi 

orientada a respeito de sintomas pós-procedimentos, tais como, dor, febre, 

perda de líquido ou sangramento e orientada a retornar às suas atividades 

rotineiras. Não se fez necessária a profilaxia da aloimunização ao fator Rh, 

com administração de 300µg de imunoglobulina anti-D, pelo fato das 

pacientes selecionadas apresentarem fator Rh positivo. 

 

3.5  PREPARAÇÃO DO SORO HUMANO 

 

O plasma humano foi obtido do estoque regular do Banco de Sangue 

e Hemo-derivados da Fundação Pró-Sangue – Hemocentro de São Paulo, 
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por doação voluntária de sangue de pacientes sadios, com sorologia 

negativa para as principais doenças infecciosas transmitidas pelo sangue e 

seus derivados (já padronizadas em bancos de sangue), processado e 

armazenado pela Fundação Pró-Sangue - Hemocentro de São Paulo. 

Ao plasma, foi adicionado trombina (Sigma Chemical St. Louis, MO, 

USA), na concentração de 10 UI/mL que permaneceu à temperatura de 4º C, 

por 24h. Após esse tempo, foi centrifugado a 60.000 x g por 56 minutos em 

ultracentrífuga Beckman L7-55 (Beckman, Palo Alto, CA, USA), utilizando-se 

rotor 50 Ti Beckman (Beckman, Palo Alto, CA, USA). O soro foi obtido do 

sobrenadante, e o coágulo formado descartado. Após a passagem em filtro 

de 0,22 µm Milex Durapore (Millipore Corp, Billerica, MA, USA) para 

esterelização, ele foi inativado a 56oC por 45 minutos. Para padronização do 

soro humano com o soro fetal bovino (Fetal Bovine Serum Standard - 

HyClone™, Logan, UT, USA), foi analisado o conteúdo de proteínas das 

amostras dos soros, utilizando-se o método de Lowry310. Pelo resultado 

dessa análise, as diferentes concentrações de proteínas nos soros foram 

corrigidas para 0,4 mg/mL, com a adição de PBS (do inglês, phosphate 

buffered saline) 1X (não diluído), para que atingissem a mesma 

concentração encontrada no soro fetal bovino, que seria usado nos 

experimentos, possibilitando, portanto, a comparação entre eles. 
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P3.6  CONTAGEM CELULAR EM HEMOCITÔMETRO E ANÁLISE DE 

VIABILIDADE CELULAR 

 

Por ocasião do estabelecimento da cultura e nas passagens 

subsequentes, as suspensões celulares sempre foram contadas, com o 

intuito de se estabelecer padronização no cultivo e expansão. Para tanto, foi 

utilizado hemocitômetro, também, conhecido como câmara de Neubauer. É 

um tipo especial de lâmina de vidro, para uso em microscópio, construída 

com o fim de contagem celular. É dividida em quadrantes de área definida, 

sobre o qual a suspensão celular é distribuída e diluída em volume 

conhecido. pela contagem de células nesse volume, aplica-se cálculo 

apropriado para aferir a concentração de células da amostra. 

Sempre que necessário as amostras de suspensão celular foram 

diluídas em tubos cônicos (Becton Dickinson, Franklin Lakes, NJ, USA), de 

15 mL, em meio α-MEM (do inglês, minimum essential medium eagle – alfa 

modification) (Gibco-BRL, Gaithersburg, MD, USA) suplementadas com 20% 

de SFB (soro fetal bovino) ou SH (soro humano), de acordo com a origem da 

amostra. A seguir, foi adicionada solução de azul de Trypan 0,4% (Sigma 

Chemical St. Louis, MO, USA) em volume conhecido para posterior análise 

da concentração e viabilidade celular. Cada amostra foi homogeneizada e 

desta, 10 µL foram colocados no hemocitômetro. As células não coradas, 

presentes nos quatro quadrantes da câmara, foram contadas em 

microscópio ótico (Olympus CBA, Tokyo, Japan). A concentração das 

células foi determinada pela divisão por quatro do número total de células 
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contadas, multiplicado pelo fator de correção (10.000) e pelo fator de diluição 

da solução de azul de Trypan 0,4%. 

A viabilidade celular da amostra foi analisada pela contagem do 

número de células não coradas (viáveis) em relação às coradas (não 

viáveis), expressas em porcentagem. Esta análise é possível pela 

propriedade das células viáveis de não permitir o azul de Trypan no espaço 

intra-celular. 

 

3.7  TRIPSINIZAÇÃO 

 

As CMLAs secretam uma matriz extracelular e proteínas de ligação 

que permitem sua adesão à superfície de crescimento. É necessário um 

tratamento prévio com enzima proteolítica, a tripsina, por exemplo, para que 

as células percam sua adesão. Para que isso ocorra, é preciso que o SFB, o 

cálcio e o magnésio do meio sejam removidos, de forma a afrouxar a ligação 

célula – célula e permitir o acesso da enzima proteolítica à superfície das 

células. Para tanto, o frasco de cultivo foi lavado com 10 mL de PBS 1X por 

duas vezes, após a remoção de todo o meio. A seguir, a solução de 

versene-tripsina (ATV) (Instituto Adolfo Lutz, São Paulo, SP, Brasil) foi 

acrescentada, no volume de 5 mL para os frascos de 175 cm
2 

(Becton 

Dickinson, Franklin Lakes, NJ, USA), com o objetivo de recobrir toda a 

monocamada de células. A amostra, então, foi incubada a 37oC por 1 minuto 

e após, as células foram visualizadas ao microscópio de contraste de fase 

para confirmação de perda de adesão. A tripsina foi inativada com 10 mL de 
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meio α-MEM 20% SFB ou SH, conforme o grupo a qual a amostra pertence. 

Estas células foram transferidas para um tubo de polipropileno (Becton 

Dickinson, Franklin Lakes, NJ, USA) previamente identificado, centrifugadas 

por 10 minutos a 1800 rpm. Após o descarte do sobrenadante, ao botão 

celular homogeneizado foram acrescentados 2 mL do meio de cultivo. Uma 

amostra destas células foi separada para contagem. Após a determinação 

do número de células coletadas, alíquotas foram separadas e destinadas 

para uso nos ensaios previstos. 

 

3.8  ISOLAMENTO E CULTIVO DAS CÉLULAS MESENQUIMAIS DO 

LÍQUIDO AMNIÓTICO 

 

As amostras coletadas pela amniocentese foram transportadas 

imediatamente para o laboratório, transferidas para tubos cônicos de 

polipropileno de 15 mL (Becton Dickinson, Franklin Lakes, NJ, USA) e 

centrifugadas em 1800 rpm por 10 minutos. Após a centrifugação, o 

precipitado foi removido e re-suspenso em tubo cônico de polipropileno 

(Becton Dickinson, Franklin Lakes, NJ, USA) contendo 2 mL do meio α-MEM 

(Gibco-BRL, Gaithersburg, MD, USA). O total de células foi contado, com 

método já descrito acima. Uma fração de 300.000 células de cada amostra 

(cinco pertencentes ao grupo B e cinco pertencentes ao grupo H) foi re-

suspensa em frasco de cultura (Becton Dickinson, Franklin Lakes, NJ, USA) 

de 175 cm2. As amostras componentes do grupo B continham 25 mL de 

meio α-MEM (Gibco Division, Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) acrescidas de 

100 UI/mL de penicilina e 100 µg/mL de estreptomicina (Penicillin – 
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Streptomycin – Gibco Division, Invitrogen, Carslbad, CA, USA), enriquecidas 

com 20% de soro fetal bovino (Fetal Bovine Serum Standard – Gibco 

Division, Invitrogen, Carlsbad, CA, USA), previamente inativado a 56oC por 

45 minutos. As amostras componentes do grupo H foram re-suspensas em 

frascos com as mesmas especificações, com meio semelhante, exceto pela 

substituição do soro fetal bovino por soro humano (Fundação Pró-Sangue - 

Hemocentro de São Paulo, SP, Brasil), também na concentração de 20%, 

inativado a 56 ºC por 45 minutos. Permaneceram, então, em ambiente de 

estufa de cultura, a 37oC, com 95% de umidade, e CO2 a 5%.  

O cultivo celular foi monitorado sob microscopia ótica invertida e o 

meio de cultura foi trocado duas vezes por semana, utilizando-se o mesmo 

meio suplementado descrito acima, após remoção do antigo. As CMLAs 

foram isoladas das outras presentes no líquido amniótico, pela sua 

capacidade de aderência ao plástico e de expansão em meio de cultivo com 

altas concentrações de aminoácidos e proteínas (soro bovino fetal e soro 

humano), sem uso de outros fatores de crescimento além daqueles 

presentes no soro usado. A cultura foi mantida até se obter confluência 

celular de 70%, quando as células foram coletadas, após tripsinização. 

 

3.9  ENSAIOS COM AS CÉLULAS MESENQUIMAIS DO LÍQUIDO 

AMNIÓTICO 

 

3.9.1  Avaliação da expansão celular em cultura 

 A capacidade de expansão em cultura das CMLAs, variando-se 

somente o soro utilizado, seja ele de origem fetal bovina ou humana, foi 
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analisada por meio da construção de curvas de crescimento celular para as 

amostras do grupo B (soro fetal bovino) e H(soro humano). 

Após a confluência celular de 70% em todos os frascos de cultura 

(grupos B e H), procedeu-se a tripsinização e contagem em hemocitômetro 

das CMLAs em cultura. Triplicatas de alíquotas, contendo 1.000, 5.000, 

10.000 e 15.000 células de cada amostra dos grupos B e H, foram 

ressuspensas em placas contendo 48 poços para cultura celular (Becton 

Dickinson, Franklin Lakes, NJ, USA), para avaliação da capacidade de 

expansão das CMLAs. 

A contagem do número de células das triplicatas de cada dosagem de 

inóculo primário (1.000, 5.000, 10.000 e 15.000), das cinco amostras de 

cada grupo (B e H) foi realizada desde o dia 1 do início do ensaio, após 

tripsinização. Durante 14 dias, foi repetida e, posteriormente, inserida em 

gráfico, para análise comparativa das curvas de crescimento celular entre os 

dois grupos. 

 

3.9.2  Avaliação da morfologia das células 

O cultivo celular foi monitorado sob microscopia ótica a cada troca de 

meio de cultura. 

Após a confluência celular de 70% em todos os frascos de cultura 

(grupos B e H), procedeu-se a tripsinização e contagem em hemocitômetro 

das CMLAs em cultura. Alíquotas contendo 5.000 células dos grupos B e H 

foram ressuspensas em placas, contendo três poços para cultura celular 

(Becton Dickinson, Franklin Lakes, NJ, USA), para análise morfológica, 
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coradas por Leishman e visualizadas por microscopia ótica, no terceiro dia 

de cultivo celular. Alíquotas contendo 10.000 células de cada amostra, dos 

grupos B e H, foram ressuspensas em tubos cônicos de polipropileno 

(Becton Dickinson, Franklin Lakes, NJ, USA), e centrifugadas em 1800 rpm 

por 10 minutos.  

Após a centrifugação, o botão celular foi encaminhado para fixação do 

material. Foi ressuspenso em solução de 500 µL de glutaraldeído 2% (Sigma 

Chemical St. Louis, MO, USA) + tampão fosfato 0,1 M por duas horas. Findo 

esse processo foi adicionado tetróxido de ósmio 1% (Sigma Chemical St. 

Louis, MO, USA) por uma hora. Realizada, então, a lavagem do botão 

celular com solução padrão com 1,2g de cloreto de sódio (Sigma Chemical 

St. Louis, MO, USA) + 14,6g de sacarose (Sigma Chemical St. Louis, MO, 

USA) + 20 mL de água destilada. A seguir, o botão celular permaneceu 

durante 12 horas em solução de uranila, formado pelos componentes da 

solução de lavagem descrita acima + 1g de acetato de urinila (Sigma 

Chemical St. Louis, MO, USA). Realizada, então, a desidratação do botão 

celular em gradientes crescentes de acetona (Sigma Chemical St. Louis, 

MO, USA) por 10 minutos cada, iniciando-se por 30oC, 70oC, 95oC e quatro 

banhos de 100oC. Removida a solução de desidratação, a amostra celular 

foi incluída em composto de resina epóxi e óxido de propileno (Sigma 

Chemical St. Louis, MO, USA), em temperatura ambiente por três horas, à 

temperatura de 37oC por uma hora e à temperatura de 60oC por 72 horas. O 

bloco resultante foi cortado por facas de vidro Knife Maker 400x25x8mm em 

micrótomo Leica EM KMR2 (Leica Corp., Tokyo, Japan) e preparado para 
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visualização sob microscopia eletrônica em microscópio JEOL 1010 (Jeol 

Ltd., Tokyo, Japan). 

 

3.9.3  Imunofenotipagem 

A citometria de fluxo foi usada para a avaliação das características 

dos antígenos de superfície da membrana celular da população de CMLAs. 

A identificação dos antígenos foi realizada pelo uso de diferentes anticorpos 

monoclonais conjugados com dois fluorocrômos diferentes, o isotiocianato 

de fluoresceína (FITC, do inglês fluorescein isothiocyanate) e ficoeritina (PE, 

do inglês phycoeritin). Para se obter calibração adequada do aparelho, 

análise dos resultados e definição da positividade da amostra, utilizou-se um 

controle negativo. 

Após tripsinização, já descrita anteriormente em item específico, as 

células foram quantificadas em hemocitômetro e re-suspendidas em 500 µL 

de PBS 1X. Dessa suspensão, uma alíquota de 100 µL contendo 500.000 

células foi transferida para tubo específico de citometria de fluxo, 

previamente identificado, para os diferentes marcadores.  

A seguir, foram adicionadas a cada alíquota identificada 5 µL da 

solução preparada, contendo o anticorpo monoclonal marcado com os 

fluorocrômos. As amostras foram incubadas em ambiente sem luz, à 

temperatura ambiente, por 15 minutos. Forãm acrescentados 2 mL de PBS 

1X a cada tubo e centrifugados a 300 x g por 5 minutos. O sobrenadante foi 

desprezado e o botão celular foi re-suspenso em 500 µL de paraformoldeído 

1% (Sigma Chemical St. Louis, MO, USA). 
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Para a identificação da população celular, foi montado um painel 

contendo os seguintes marcadores de superfície da membrana celular: 

CD14 PE (BD PharMingen, San Jose, CA, USA), marcador de monócitos; 

CD45 FITC (BD PharMingen, San Jose, CA, USA), marcador pan-

leucocitário; CD29 PE (BD PharMingen, San Jose, CA, USA), CD44 FITC 

BD (PharMingen, San Jose, CA, USA), CD90 FITC (BD PharMingen, San 

Jose, CA, USA) e CD105 PE (BD PharMingen, San Jose, CA, USA), 

marcadores de células-tronco mesenquimais; CD34 PE (BD PharMingen, 

San Jose, CA, USA) e CD117 PE (BD PharMingen, San Jose, CA, USA), 

marcadores de células-tronco hematopoiéticas, CD31 FITC (BD 

PharMingen, San Jose, CA, USA) e CD106 PE (BD PharMingen, San Jose, 

CA, USA), marcadores de células-tronco endoteliais; e CD133 PE (BD 

PharMingen, San Jose, CA, USA), marcador de células-tronco neurais e 

progenitores endoteliais. Para todos os pacientes foram realizados controle 

negativo IgG FITC (BD PharMingen, San Jose, CA, USA) e IgG1 PE (Becton 

Dickinson, San Jose, CA, USA). 

Após a marcação celular realizada, a amostra foi cadastrada e criada 

uma máscara de aquisição celular com os parâmetros do tamanho celular 

(FSC-foward side scatter) e complexidade interna (SSC-side scatter), ambos 

em escala linear. Foi delimitada, então, a região da população de CMLAs 

pelo gráfico e pelo histograma. A aquisição celular foi realizada por meio da 

intensidade de fluorescência, captada pelo citômetro de fluxo, no aparelho 

FacScaliburTM (Becton Dickinson, San Jose, CA. USA). Os dados foram 

analisados no CELLQuestTM (Becton Dickinson, San Jose, CA, USA). 



Métodos  
  

 

53

3.9.4  Diferenciação 

 

3.9.4.1  Diferenciação Osteogênica 

Após a confluência celular de 70% em frasco de cultura das amostras 

dos grupos B e H, identificadas para o ensaio, procedeu-se à tripsinização e 

contagem em hemocitômetro das CMLAs. Alíquotas de 1 mL, contendo 

3.000 células que foram ressuspensas em placas contendo seis poços para 

cultura celular (Becton Dickinson, Franklin Lakes, NJ, USA), para avaliação 

da capacidade de diferenciação osteogênica das CMLAs. 

A presença da fosfatase alcalina e a produção de cálcio in vitro foram 

analisadas. A indução de diferenciação celular foi realizada 72 horas após o 

início do cultivo. Nesta ocasião, todo o meio de cultura foi substituído por um 

meio de indução próprio para a diferenciação osteogênica ou somente com o 

meio (α-MEM 20% SFB ou SH, dependendo do grupo) para o controle de 

indiferenciação. O meio indutor era composto por α-MEM 20% SFB, 10µM 

de fosfato-2-ascorbato (Sigma Chemical St. Louis, MO, USA) e 10mM de β-

glicerofosfato (Sigma Chemical St. Louis, MO, USA). A placa foi mantida em 

estufa úmida a 37°C com 5% de CO2 por 21 dias, e o meio foi trocado duas 

vezes por semana.  

Para a visualização da produção de cálcio pelas células 

diferenciadas, primeiramente, as células foram fixadas com paraformoldeído 

4% (Sigma Chemical St. Louis, MO, USA) por 5 minutos em temperatura 

ambiente. Em seguida foram lavadas em água corrente e coradas por 15 

minutos com Alizarina (Sigma Chemical St. Louis, MO, USA). O cálcio 
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produzido pelas células foi visualizado pela marcação avermelhada. Para o 

controle de indiferenciação, também, foi realizado o mesmo procedimento de 

coloração. 

Para visualização da enzima fosfatase alcalina nas células, o poço da 

placa de cultura específico foi lavado com PBS 1X concentrado. Em seguida, 

foi utilizada a solução de coloração Naphthol AS-MX; N,N-Dimetilformamida 

(C3H7NO); Fast red; Tri-HCL (ScienceLab, Houston, TX, USA) e incubada 

por 30 minutos a 37°C. Logo após os poços foram lavados novamente com 

PBS 1X e fixados com para-formoldeído 4% (Sigma Chemical St. Louis, MO, 

USA) por 5 minutos. Por fim, foram lavados com água destilada. A presença 

de fosfatase alcalina pode ser observada em coloração cor-de-rosa. Para o 

controle de indiferenciação, também, foi realizado o mesmo procedimento de 

coloração. 

 

3.9.4.2  Diferenciação Condrogênica 

Após confluência celular de 70% em frasco de cultura das amostras 

dos grupos B e H, identificadas para o ensaio, procedeu-se a tripsinização e 

contagem em hemocitômetro das CMLAs. Alíquotas de 1 mL, contendo 

3.000 células que foram ressuspensas em tubos cônicos (Becton Dickinson, 

Franklin Lakes, NJ, USA), de 15 mL, para avaliação da capacidade de 

diferenciação condrogênica das CMLAs. Foram centrifugadas a 1.200 rpm 

por 10 minutos, após, o meio sobrenadante foi eliminado. O botão celular 

restante foi cultivado com meio indutor de diferenciação condrogênica no 

próprio tubo, mantido em estufa de cultura celular a 37oC com 5% de CO2 
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por 72 horas. O meio indutor foi trocado duas vezes por semana. O meio 

indutor era composto por α-MEM 20% SFB, suplementado com 10 ng/mL de 

TGF-β1 (Sigma Chemical St. Louis, MO, USA) e 100 nM de dexametasona 

(Sigma Chemical St. Louis, MO, USA). 

Após 21 dias de cultivo, o meio de cultura foi retirado totalmente e o 

botão celular foi fixado com formol tamponado 10%, e emblocado em 

parafina para análise histológica. Foram realizados cortes de 3 µm e 

colocados sobre lâminas silanizadas. A coloração com hematoxilina e eosina 

foi usada para analisar e identificar a morfologia e tipo celular.  

 

3.9.5  Análise da expressão gênica 

A análise da expressão gênica foi realizada com o objetivo de avaliar 

a expressão dos genes relacionados à indiferenciação das CMLAs em 

cultura e a reação em cadeia da polimerase por transcrição reversa (RT-

PCR) foi utilizada. Para tanto, o RNA total foi extraído pelo método do 

Trizol
TM 

(Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) obtido a partir das dez amostras de 

células em cultura, após a primeira passagem, com confluência de 70%, 

sendo as cinco primeiras amostras de células cultivadas em meio com soro 

humano (grupo H) e as cinco amostras restantes, cultivadas em meio com 

soro fetal bovino (grupo B). 

Após a remoção do meio de cultivo, foram adicionados às placas de 

175 cm
2
, 750 µL de Trizol

TM
 (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA). A mistura foi 

homogeneizada e coletada com o auxílio de uma pipeta e a seguir 

congelada a - 80oC até o momento do uso.  
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Depois do descongelamento, foram adicionados às amostras, em 

gelo, 200 µL de clorofórmio puro (Fisher Scientific Co., Fair Lawn, NJ, USA) 

e, a seguir, foi realizada agitação vigorosa por 15 segundos em vórtex. Na 

sequência, esta mistura foi incubada à temperatura ambiente por 5 minutos 

e centrifugada por 12.000 x g por 15 minutos a 4°C. Após a centrifugação, a 

fase aquosa da mistura foi transferida para um novo tubo.  

Em uma etapa posterior, foi realizada a precipitação do RNA, usando 

para cada tubo 500 µL de álcool isopropílico gelado. As amostras foram 

incubadas a -20°C por 16 horas e, após esse período, centrifugadas por 

12.000 x g por 10 minutos a 4°C. O sobrenadante foi desprezado e 

acrescentado ao pellet, 1 mL de etanol a 75%. As amostras foram 

homogeneizadas e centrifugadas por 7.500 x g por 5 minutos a 4°C, 

ressuspensas com água dietil-pirocabonato (DEPC).  

A síntese do cDNA (do inglês, complementary desoxiribonucleic acid) 

foi realizada com a amplificação do gene de interesse, em uma única etapa. 

Para tal, foi utilizado o kit Pure Taq Ready to Go™ PCR Beads (GE 

Healthcare, Little Chalfont, Buckinghamshire, UK), reconstituído com água 

DEPC, ao qual foram adicionados 0,2 µg de RNA total e 10 µM de cada 

seqüência iniciadora (primers), em um volume final de 50µL. 

As amostras foram transcritas reversamente em termociclador PTC-

200 (MJ Research, MA, USA), por 30 minutos a 50o C; e posteriormente 

amplificados por 30 ciclos com temperatura de anelamento de 57o C e 

extensão final por 8 minutos à 72o C. 
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Os seguintes controles foram usados: branco (reação na ausência de 

RNA), como controle de contaminação dos reagentes utilizados; as células 

MRC-5 (derivadas de fibroblastos pulmonares de paciente sadio), como 

controle negativo e as células NTERA-2 cl.D1 (derivadas de carcinoma 

embrionário pluripotente testicular), como controle positivo (ANEXO B). 

Os produtos de amplificação foram analisados por eletroforese em gel 

de agarose 2%, contendo brometo de etídeo (0,1µg/mL), visualizadas em 

transiluminador de luz ultravioleta . 

Para a análise da expressão dos genes relacionados à 

indiferenciação celular foram selecionados genes específicos envolvidos 

nesse processo: NANOG, SOX2 e OCT-4 respectivamente. As seqüências 

dos primers utilizados encontram-se nos dados da Tabela 1. 

 
Tabela 1 –  Características dos primers utilizados para a análise da 

expressão dos genes NANOG, SOX2 e OCT-4, das células 
mesenquimais do líquido amniótico 

* - NANOG – do inglês, nanog homeobox; ** - SOX2 - do inglês, sex determining region Y-2; 
*** - OCT-4 - do inglês, octamer 4; pb – pares de bases 

 

PRIMER SEQÜÊNCIAS 5’→→→→3’ TAMANHO (pb) 

NANOG* 
atgagtgtggatccagcttg (senso) 

ccatggatctgcttattcagg (antissenso) 
191 

SOX2** 
cctccgggacatgatcag (senso) 

gaactggaggggggagaa (antissenso)  
178 

OCT-4*** 
cgtgaagctggagaaggagaagcta (senso) 

caacatgtgtaagctgcggcccttg (antissenso) 
247 
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3.10  CÁLCULO DO TAMANHO AMOSTRAL 

 

 A amostra necessária para realização deste estudo foi calculada, 

supondo-se significativa uma diferença de 1 log na base 10 entre o 

crescimento celular na amostra suplementada com soro bovino e a com soro 

humano; e com base no desvio padrão observado para o log 10 do número 

de células proliferadas no 8º dia. Verificou-se que uma amostra de apenas 

dois pacientes para cada tipo de soro já acarretaria poder e confiança dos 

testes acima de 95% com base na metodologia descrita em Fisher e Belle, 

em 1993311. 

 

3.11  CARACTERÍSTICA DAS AMOSTRAS DE LÍQUIDO AMNIÓTICO 

 

As amostras de líquido amniótico utilizadas no presente estudo, 

provinham de cinco gestantes acompanhadas no ambulatório do Setor de 

Medicina Fetal da Clínica Obstétrica do Hospital das Clínicas da FMUSP, 

encaminhadas para realização de ultrassonografia morfológica e 

investigação de cariótipo fetal, durante o ano de 2008. Obedeciam aos 

critérios de inclusão do mesmo e nenhuma foi excluída. 

 A média da idade das gestantes, na ocasião da coleta de líquido 

amniótico era de 38 assim, a mais jovem contava 37 e a mais velha 40 anos. 

Eram quatro as primigestas e uma secundigesta, sem antecedentes de 

qualquer adversidade clínica ou obstétrica na gestação anterior. Todas as 

amostras foram coletadas estando as pacientes com gestação de 21 
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semanas. Não houve nenhum caso de transfixação da placenta por ocasião 

da amniocentese. 

As amostras de líquido amniótico, coletadas das cinco gestantes (10 

mL, cada), foram identificadas par a par, homogeneizadas e divididas 

aleatoriamente, para uso em dois grupos de estudo (5 mL cada). As células 

derivadas das amostras do primeiro grupo foram, posteriormente, cultivadas 

em meio com a suplementação de soro fetal bovino (Fetal Bovine Serum 

Standard – Gibco Division, Invitrogen, Carlsbad, CA, USA), denominado 

grupo B. As células derivadas das amostras do segundo grupo foram, 

posteriormente, cultivadas em meio com a suplementação de soro humano 

(Fundação Pró-Sangue – Hemocentro de São Paulo, SP, Brasil), 

denominado grupo H. 

 

3.12  ANÁLISE ESTATÍSTICA 

 

Para analisar a viabilidade das CMLAs quando cultivadas em meio de 

cultura suplementado com soro fetal bovino ou humano, primeiramente, 

foram calculadas as médias de cada amostra. O valor obtido foi utilizado 

para comparar a viabilidade celular, em meio suplementado, entre os dois 

soros, com o uso do teste Wilcoxon pareado312. 

Os perfis médios foram traçados com os respectivos erros-padrão das 

amostras celulares, em meio suplementado com soro fetal bovino e humano, 

para cada um dos números de células iniciais (1.000, 5.000, 10.000, 15.000), 

e verificada a existência da proliferação celular com o uso de curvas de 
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crescimento, supondo matriz de correlação componente simétrica313 para 

cada um deles, e comparadas as curvas, sendo o tipo de soro o fator 

aleatório, e o dia, o fator fixo. 

Os seguintes softwares foram utilizados para análise dos dados: Excel 

2003, SAS 8.0 e SPSS 15.0. 
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4.1  ISOLAMENTO E CULTIVO DAS CÉLULAS MESENQUIMAIS DO 

LÍQUIDO AMNIÓTICO 

  

Ao redor do 4º dia, as culturas de CMLAs, por ocasião da primeira 

troca de meio de cultura, apresentaram, à microscopia ótica, uma população 

visível de células esparsas, pequenas em relação aos queratinócitos, 

observados na inoculação celular primária, com relação núcleo-

citoplasmática grande, aderidas ao plástico do frasco de cultura. 

Apresentaram a característica de crescer em colônia e conforme se 

estabelecia confluência, as células tornaram-se mais afiladas, produzindo 

com o tempo material amorfo extracelular,  organizando-se em multicamada 

(Figuras 3 e 4). O tempo médio para atingir a confluência de 70% foi de 11 

dias, com desvio padrão de 3 dias, não ocorrendo diferença significativa 

entre os grupos B e H. 

Não houve falhas de cultura com as amostras obtidas no presente 

estudo nem contaminação fúngica ou bacteriana. 
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Figura 3 –  Cinética das células mesenquimais do líquido amniótico em 
cultura suplementada por soro fetal bovino, observando-se 
adesão inicial das células ao frasco (A1, A2), crescimento em 
colônias (B1, B2, B3), confluência celular (C1, C2, C3, C4, C5), 
produção de material amorfo extracelular (D), e organização 
celular em multicamadas (E); aumento de 400X 
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Figura 4 –  Cinética das células mesenquimais do líquido amniótico em 
cultura suplementada por soro humano, observando-se adesão 
inicial das células ao frasco (A1, A2), crescimento em colônias 
(B1, B2, B3), confluência celular (C1, C2, C3, C4, C5), 
produção de material amorfo extracelular (D), e organização 
celular em multicamadas (E); aumento 400X 
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4.1.1  Avaliação da expansão das CMLAs em cultura, com meio 

suplementado por soro humano ou soro fetal bovino 

 

Não houve diferença estatística entre a expansão das CMLAs em 

meio de cultura, com suplementação de soro fetal bovino ou humano 

(p=0,715) (Tabela 2 e Gráfico 1). Não se observou diferença estatística entre 

elas, quando se considerou a evolução dia-a-dia (p=0,681). As inflexões nas 

curvas (ao atingir o plateau) ocorreram próximo ao 8º dia. As curvas de 

crescimento, individualizadas por diferentes densidades de inóculo celular 

inicial, encontram-se no ANEXO C. 

Tabela 2 -  Descrição do crescimento médio em log10 e desvio-padrão, das 
células mesenquimais do líquido amniótico, em cultura, quando 
o meio foi suplementado com soro humano e com soro fetal 
bovino, até o 14º dia, demonstrando, dia-a-dia, a média de 
crescimento celular, o desvio-padrão e o número de amostras 
da análise 

  SORO 

DIA HUMANO BOVINO 

  MÉDIA DP n MÉDIA DP N 

0 3,89 0 5 3,89 0 5 

2 2,59 1,99 5 3,34 1,42 5 

3 3,67 0,76 5 4,20 0,42 5 

4 4,67 0,10 5 4,83 0,09 5 

5 5,09 0,11 5 5,10 0,27 5 

6 5,46 0,16 5 5,52 0,09 5 

7 5,66 0,09 5 5,79 0,05 5 

8 5,88 0,04 5 5,94 0,01 5 

9 6,00 0,02 5 5,99 0,01 5 

10 6,09 0,03 5 6,09 0,02 5 

11 6,19 0,03 5 6,18 0,02 5 

12 6,26 0,02 5 6,27 0,03 5 

13 6,48 0,06 5 6,44 0,02 5 

14 6,63 0,01 5 6,63 0,02 5 

MÉDIA – média do crescimento celular em log10; DP – desvio padrão; n – número de 
amostras 
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Gráfico 1 -  Perfil médio do crescimento em log10 e erros-padrão das 
células mesenquimais do líquido amniótico, em cultura, quando 
suplementado com soro humano e com soro fetal bovino, até o 
14o dia   
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4.1.2 Avaliação da viabilidade celular das CMLAs em cultura, 

suplementada com soro humano ou soro fetal bovino 

 

A média e a mediana da viabilidade celular nos grupos B e H 

(p=0,686) não variaram significativamente. os dados da  Tabela 3 ilustram a 

análise. 

 

 

Tabela 3 -  Descrição da viabilidade das células mesenquimais do líquido 
amniótico, em meio, com soro fetal bovino e humano e o 
resultado da comparação entre elas 

 
SORO MÉDIA(%) DP MEDIANA(%) MÍNIMO(%) MÁXIMO(%) n p 

SH 94,16 2,95 95,52 89,13 96,13 5 
0,686 

SFB 94,10 2,63 95,18 89,67 96,40 5 

SH – soro humano; SFB – soro fetal bovino; DP – desvio padrão; n – número de amostras 
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4.1.3  Avaliação morfológica das CMLAs em cultura, suplementada 

com soro humano ou soro fetal bovino 

 

Tanto no grupo B como no grupo H, as células  apresentaram-se, 

morfologicamente, em cultura como células afiladas com núcleo bem 

delimitado, com um ou dois nucléolos bem evidentes, citoplasma amplo, 

limites imprecisos e borda irregular (Figuras 5 e 6). 

 

 

Figura 5 – Células mesenquimais do líquido amniótico em cultura 
suplementada por soro fetal bovino, afiladas, com aspecto fibroblastóide 
(aumento 800X) (A), organizando-se em colônias (aumento 400X) (B) 
 
 
 

 

Figura 6 – Células mesenquimais do líquido amniótico em cultura 
suplementada por soro humano, afiladas, com aspecto fibroblastóide 
(aumento 800X) (A), organizando-se em colônias (aumento 400X) (B) 
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As CMLAs quando coradas por Leishmann apresentam-se como 

células fibroblastóides alongadas e fusiformes, com núcleo eucromático, 

oval, grande e central e citoplasma abundante à microscopia ótica, tanto 

naquelas derivadas do grupo B como do grupo H. 

À microscopia eletrônica, foram observados filamentos de actina bem 

organizados em suas extremidades, com cisternas do reticulo 

endoplasmático rugoso dilatadas, corpos lisossomais e polirribossomos e 

ribossomos livres citoplasmáticos em fileira, e grande quantidade de 

vacúolos lipídicos cheios ou vazios. Quando foram comparadas células 

derivadas do grupo B e H, notou-se maior quantidade de vacúolos lipídicos 

cheios no último grupo (Figura 7). 

 

 

 

Figura 7 –  Células mesenquimais do líquido amniótico, do grupo B (A) e 
do grupo H (B), visualizadas pelo microscópio eletrônico, com 
mesma ampliação (6000X), demonstrando maior número de 
vacúolos lipídicos cheios, naquelas suplementadas com SH 
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4.1.4  Imunofenotipagem 

 

Os resultados demonstraram que as células possuem algumas 

características imunofenotípicas específicas de células-tronco 

mesenquimais, tanto para as células cultivadas com SH, bem como com 

SFB não ocorrendo diferença significativa entre os dois grupos. Em ambos, 

a expressão foi muito baixa (< 5%) para os marcadores leucocitários (CD14 

e CD45), endoteliais (CD31 e CD106), de células-tronco neurais e 

progenitores endoteliais (CD133). Apresentaram baixa expressão (<20%) 

para os marcadores de células-tronco hematopoiéticas (CD34 e CD117) e 

alta expressão (>70%) para os antígenos característicos de células-tronco 

mesenquimais (CD29, CD44, CD90 e CD105). 

 Os resultados da imunofenotipagem das CMLAs cultivadas em meio 

de cultura suplementada com SH ou SFB estão representados na forma de 

histograma (Figuras 8 e 9) e em porcentagem das células que pelo tamanho 

e complexidade interna se localizaram no gate específico, previamente 

definido, que expressam cada um dos antígenos avaliados (Tabela 4). 
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Figura 8 –  Histogramas da aquisição, pelo citômetro de fluxo, das células 
mesenquimais do líquido amniótico, cultivadas em meio 
suplementado com soro humano, demonstrando as 
características de expressão dos antígenos de superfície 
dessas células 

 

 
 

Figura 9 -  Histogramas da aquisição, pelo citômetro de fluxo, das células 
mesenquimais do líquido amniótico, cultivadas em meio 
suplementado com soro fetal bovino, demonstrando as 
características de expressão dos antígenos de superfície 
dessas células 

 

Tabela 4 –  Médias das porcentagens de expressão dos diferentes 
antígenos de superfície das células mesenquimais do líquido 
amniótico, em meio de cultura suplementados com soro 
humano ou soro fetal bovino, no gate da citometria de fluxo 

SH – soro humano; SFB – soro fetal bovino; CD – do inglês, cluster of differentiation 

 
CD14 CD29 CD31 CD34 CD44 CD45 CD90 CD105 CD106 CD117 CD133 

SH 2,85 84,93 1,55 10,71 72,00 4,44 83,27 89,31 0,39 17,85 0,12 

SFB 1,78 89,27 0,20 11,70 72,28 2,80 79,56 83,72 2,09 17,17 0,18 
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4.1.5  Diferenciação 

 

Observou-se cor vermelha à microscopia ótica, em todas as culturas 

de amostras de ambos os grupos (B e H) e, em nenhum dos controles, 

quando coradas pela Alizarina, demonstrando produção de cálcio pelas 

células. Percebem-se, ainda, células contendo cristais de carbonato e 

oxalato de cálcio. Isso confirma a diferenciação osteogênica (Figura 10). 

 

 

Figura 10 -  Microscopia ótica, invertida, corando o cálcio produzido pelas 
células derivadas das células mesenquimais do líquido 
amniótico, em cultura, com meio suplementado com soro 
humano (A) e com soro fetal bovino (B), demonstrando 
diferenciação osteogênica; aumento 400X 

 

 

A coloração para fosfatase alcalina mostrou-se fracamente positiva 

nos frascos de cultura celular com meio indutor de diferenciação 

osteogênica, tanto do grupo B como do grupo H, sem diferença significativa 

entre eles (Figura 11). 
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Figura 11 -  Microscopia ótica, invertida, corando, discretamente, a 
fosfatase alcalina, demonstrando diferenciação osteogênica 
das células derivadas das células mesenquimais do líquido 
amniótico em cultura, com meio suplementado com soro 
humano (A) e soro fetal bovino (B); aumento 400X 

 

 

 

Depois de 21 dias de cultura das CMLAs com meio indutor de 

condrogênese, foi analisado o tamanho do botão celular, não se observando 

diferença significativa entre aqueles mantidos com SH e com SFB. À 

microscopia ótica, coradas pela hematoxilina e eosina, foram observadas 

lacunas celulares compostas de glicoaminoglicanas e glicoproteínas, 

compatíveis com extracelulares de cartilagem e células semelhantes a 

condrócitos, em todas as amostras dos dois grupos (B e H) e em nenhum 

dos controles, sem diferença significativa entre ambos (Figura 12). 
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Figura 12 -  Microscopia ótica, demonstrando condrócitos e lacunas 
condrocitárias, corados por hematoxilina, derivados das células 
mesenquimais do líquido amniótico, em cultura, com meio 
suplementado com soro humano (A) e soro fetal bovino (B); 
aumento 400X 

 

 

4.1.6  Análise da expressão gênica 

 

Quando se avaliou a expressão gênica dos transcritos NANOG, OCT-

4 e SOX2, associados com a pluripotência e indiferenciação celular, 

observou-se que a maioria das amostras do grupo B e H demonstraram 

expressão dos mesmos. O grupo B apresentou expressão do NANOG em 

três quintos e o grupo H expressou em cinco quintos. Observou-se 

expressão do OCT-4 em quatro quintos em ambos os grupos e o SOX2 foi 

expresso no grupo B em quatro quintos, no grupo H em cinco quintos 

(ANEXO D). Não houve diferença significativa entre os grupos. 
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 Figura 13 apresenta o resultado do ensaio de expressão gênica. 

Figura 13 –  Eletroforese em gel de agarose 2% demonstrando bandas de 
expressão dos genes NANOG* (A), OCT-4** (B) e SOX2*** (C) 
nas células mesenquimais do líquido amniótico, das cinco 
amostras do grupo B (B1,B2,B3,B4,B5), das cinco amostras do 
grupo H (H1,H2,H3,H4,H5), do controle negativo de 
contaminação das soluções (O), controle positivo de 
expressão, N-TERA-2 (C+), controle negativo de expressão, 
MRC-5 (C-) 
*  - NANOG – do inglês, nanog homeobox; **  - OCT-4 - do inglês, octamer 
4; ***  - SOX2 - do inglês, sex determining region Y-2 
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5.1 CONSIDERAÇÕES INICIAIS 

 

A relevância do estudo de células do líquido amniótico vincula-se à 

própria evolução da Medicina Fetal. É muito maior a contribuição desse 

Setor da Obstetrícia na prevenção e no diagnóstico de alterações do 

desenvolvimento fetal do que em seu tratamento. Métodos inovadores para 

o tratamento de doenças diagnosticadas no ambiente intrauterino são 

perseguidos, e um deles, sem dúvida, é a terapia celular. Quanto aos tipos 

celulares úteis nessa proposta de tratamento, as células do líquido amniótico 

são, indubitavelmente, alternativa principal na atualidade. 

 Pesquisas em terapia celular para o feto são escassas no mundo 

todo, e em nosso País não é diferente. Na constatação dessa carência de 

métodos terapêuticos para o feto, de base celular, surgiu o estímulo para 

estudo de tal natureza. 

 Por contar com condições técnicas amplamente favoráveis no 

HCFMUSP, constituídas pela disponibilidade de material (líquido amniótico), 

obtido das amniocenteses para investigação de cariótipo fetal, já que a 

Clínica Obstétrica é centro de referência nacional em Medicina Fetal; pela 

disponibilidade de laboratório experiente em cultura celular, o Laboratório de 

Genética e Hematologia Molecular - LIM31; e pela devida habilitação do 

pesquisador executante, restava estabelecer metodologia adequada aos 

propósitos do presente estudo. 



Discussão  
  

 

78

 Inicialmente, procurou-se a padronização das tarefas no laboratório, 

em vista do ineditismo do uso dessas células no Serviço, investigando-se 

ambiente e composição do meio de cultura ideal para o tipo celular em 

questão, tripsinização adequada, tempo de troca de meio de cultura 

favorável, além de outras padronizações de métodos, necessárias para a fiel 

reprodução da pesquisa e análise subsequente dos resultados; o que 

justifica o intervalo entre a aprovação da pesquisa, pela comissão pertinente 

e sua finalização. 

 Todos os ensaios foram realizados pelo pesquisador, com a 

supervisão dos especialistas de cada laboratório onde ele foram realizados, 

em paralelo e simultaneamente, evitando-se possíveis interferências no 

ambiente de execução, tais como: alteração de temperatura, contaminações, 

mudanças no lote de fabricação dos produtos e vícios de procedimentos. A 

análise dos resultados é perdida quando realizada por pessoas diferentes. 

 

5.2  AMOSTRAGEM, DESENHO DO ESTUDO E MÉTODOS UTILIZADOS 

 

 O cálculo amostral deste estudo determinou o uso do material de 

duas gestantes, para a análise do resultado, mas, utilizando-se apenas duas 

amostras, falha de cultura em alguma, hipótese provável, inviabilizaria a 

análise estatística da pesquisa. Por esse motivo, associado ao fato da 

dificuldade de repetição dos ensaios de criação de curvas de crescimento 

celular, optou-se pela realização dos mesmos, com amostras de cinco 
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gestantes, permitindo a análise estatística dos resultados, mesmo com falha 

de crescimento celular em algumas amostras. 

O líquido amniótico deveria ser proveniente de gestações entre 16 e 

22 semanas, pelo fato de ser este o intervalo preconizado para a 

amniocentese clássica, evitando-se o aumento do risco materno-fetal de 

nova punção. Quando o procedimento for realizado antes dessa idade, 

poderá levar a maior risco, embora, teoricamente, possa oferecer outra 

população celular, possivelmente mais primitiva. A escolha das amostras de 

líquido amniótico, obtidas por ocasião do parto, certamente diminuiria o risco 

de punção pré-natal, com a obtenção de células com imunofenótipo, 

potencial de expansão e diferenciação semelhante227. Porém, como a 

proposta inicial desta pesquisa era o estudo das CMLAs para manipulação 

no período pré-natal, a obtenção das amostras do líquido amniótico por 

ocasião do parto, embora factível, e com menor risco, seria tardia. Para 

outras aplicações, no neonato, infante ou mesmo adulto, torna-se 

interessante, todavia. A análise dessas células, obtidas por ocasião do parto, 

encontra-se atualmente em realização no Serviço, em associação com o 

Laboratório de Investigação Médica 31. 

Não se realizou anestesia local para a amniocentese, pois, de acordo 

com estudo anterior, 96% das pacientes submetidas a esse procedimento 

não referem dor ou citam dor mínima durante e após o mesmo308. No caso 

de placenta anterior, era prevista a punção transplacentária, visto que não 

aumenta os riscos do procedimento309. Em trabalho paralelo, com dados não 

publicados, observou-se que as amostras obtidas de amniocentese 
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contaminadas com sangue, resultantes de acidente na punção, resultam em 

índice maior de falha de cultura. Portanto, resolveu-se incluir nos fatores de 

exclusão aquelas amostras que, por visualização direta, apresentavam 

aspectos sugestivos de contaminação com sangue. Entretanto, todas as 

gestantes, aptas a ser incluídas no trabalho, até o número amostral 

determinado, apresentavam gestação de 21 semanas e placenta posterior e 

sem contaminação por sangue, o que diminuiu ainda mais a variabilidade 

das amostras. 

As amostras de líquido amniótico não poderiam ser provenientes de 

gestantes com intercorrências clínicas ou obstétricas, e os fetos não 

poderiam ser portadores de alteração estrutural ou de cariótipo, para 

prevenir a interferência de fatores externos ao crescimento ou mesmo à 

modificação dos tipos celulares previamente encontrados, e colocados em 

cultura.  

No entanto, observou-se que nenhuma amostra precisou ser 

descartada no presente estudo, pelo fato do estudo cromossômico, obtido no 

retorno ao Ambulatório de Obstetrícia, e o laudo pediátrico, obtido ao 

nascimento, não terem demonstrado alteração de cariótipo ou de alteração 

estrutural aparente. 

Quanto ao meio utilizado neste estudo, a escolha da modificação α do 

Minimum Essential Medium Eagle (α-MEM) decorreu do fato de que o 

mesmo proporcionou o melhor índice de proliferação das CMLAs, quando 

comparado com outros meios de cultura testados, não demonstrando 
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diferença significativa em relação à suplementação nesse meio, de fator de 

crescimento de fibroblasto, em estudo inicial (dados não publicados). 

 Quando se comparou a modificação α do MEM com o MEM original, 

observou-se que nessa modificação, em geral, são mantidas a concentração 

de sais inorgânicos, vitaminas e aminoácidos essenciais, retirando glicina e 

valina e acrescentando aminoácidos não essenciais. Quando se comparou a 

modificação α, utilizada neste estudo, com a modificação de Dulbecco, 

utilizada na maioria dos estudos internacionais com CMLAs74;222;232, 

observou-se  acréscimo de ferro e manutenção de outros sais inorgânicos, 

aumento em duas vezes da concentração de aminoácidos e aumento em 

quatro vezes da concentração de vitaminas (ANEXO E). Essas diferenças 

nos componentes podem explicar a crescimento desigual dessas células 

nesses meios de cultura (observado no estudo inicial), necessitando de 

estudo detalhado dos compontentes para se estabeler meio ideal para as 

CMLAs, não sendo objetivo do presente estudo. 

Em comum, observa-se que fibroblastos crescem com facilidade nos 

meios de cultura acima, e as CMLAs, semelhantes morfologicamente aos 

primeiros, também, apresentam a mesma caracterísica, quando em cultura, 

nesses meios. 

Também diferenciando este estudo dos demais, não se mostrou 

necessária a utilização do fator do crescimento de fibroblastos ou de 

qualquer outro fator de crescimento celular ou hormônios, além daqueles já 

disponíveis no soro, seja humano ou fetal bovino, não alterando seu 

potencial de expansão e diferenciação. Na literatura disponível estudada 
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sobre o assunto, utiliza-se o fator de crescimento de fibroblastos222;232 ou 

quando não, adiciona-se à cultura primária o meio Chang219;224, sabidamente 

suplementado com hormônios314, para o crescimento das CMLAs. 

No presente estudo, não se mostrou necessária a adição de gelatina, 

fibronectina ou colágeno, para facilitar a aderência celular ao frasco de 

cultura. Outros, entretanto, utilizam-se desse método. O grupo de Dario 

Fauza faz uso de colágeno232;315, provavelmente por utilizar um meio 

diferente, relacionado à menor potencial de expansão das CMLAs. 

Nesta pesquisa, o soro humano usado, obtido do estoque regular do 

Banco de Sangue e Hemo-derivados da Fundação Pró-Sangue – 

Hemocentro de São Paulo, não apresentava nenhuma padronização em 

relação à concentração de proteínas e lípides. Como a maior influência no 

crescimento celular em cultura é exercida pelos componentes proteicos do 

soro, foi realizada padronização desses componentes do soro humano, 

baseada na concentração proteica do soro fetal bovino.  

O método usado para a mensuração do conteúdo proteico (método de 

Lowry)310 é bastante preciso e útil para a proposta. A maioria dos estudos 

encontrados na literatura, de análise do crescimento de células 

mesenquimais em meio suplementado por soro humano, é formada por pool 

de doadores (soro alogênico) e obtido comercialmente, sem referência de 

padronização do conteúdo proteico, quando comparado com soro fetal 

bovino. Em estudo do crescimento de células mesenquimais de medula 

óssea em meio suplementado por soro humano alogênico, demonstra-se 

sua inviabilidade, com morte celular266. O fato pode ser explicado pela 
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presença de fatores de incompatibilidade humoral interpessoal, de grande 

importância no estudo de transplantes de células e tecidos. Neste estudo, 

não se observou influência desse fator em relação às CMLAs, de maneira 

similar ao que percebem Kunisaki e colaboradores232. 

Teoricamente, diferenças individuais relacionadas à composição dos 

soros dos doadores humanos podem influenciar no crescimento celular em 

cultura, sobretudo em relação à presença de diferentes concentrações de 

hormônios e fatores de crescimento. 

Em estudo paralelo, encaminhado para publicação, analisou-se a 

proliferação das CMLAs em meio suplementado com soro humano de cinco 

diferentes doadores, mas não se observou alteração significativa na 

expansão celular, imunofenotipagem, diferenciação e expressão gênica. A 

concentração de fatores de crescimento e hormônios nos soros de doadores 

utilizados não parece apresentar variação suficiente para influenciar tal 

crescimento. O único estudo encontrado na literatura, com uso de soro 

humano no meio de cultura para CMLAs, utiliza soro comercial de pool de 

doadores de um único lote, mas não compara diferenças individuais de 

doadores ou de distintos lotes dos soros, disponíveis comercialmente232. 

Yokoyama e colaboradores estudam o crescimento das CMEMs de 

medula óssea, em meio com suplementação de soro fetal bovino de 

diferentes lotes, isto é, com pool de doadores diferentes, mas não observam 

diferença nesse crescimento265. Neste estudo, utilizou-se o mesmo lote de 

soro fetal bovino, para não acrescentar viés à análise do resultado. 
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Ao se comparar o crescimento das CMEMs de medula óssea, em 

meio suplementado por soro fetal bovino ou humano, relata-se semelhança 

nesse aspecto, quando se emprega dosagem de 10% para o soro281. Outro 

relato, também,  fazendo essa comparação demonstra menor potencial de 

crescimento das CMEMs com soro humano84. Acredita-se que a falta de 

padronização dos métodos, dos meios de cultura, dos lotes utilizados, sua 

procedência e mesmo o uso de diferentes frascos de cultura celular 

dificultam a comparação e a reprodutibilidade dos experimentos, fato que se 

refere não só às CMEMs, mas às células-tronco, em geral. 

Na literatura pesquisada, o único estudo semelhante ao nosso que, 

compara as propriedades das CMLAs em meio de cultura suplementado por 

soro fetal bovino ou por soro humano, utiliza meio de cultura diferente do 

que o empregado neste estudo e associado a fator de crescimento de 

fibroblastos232.  Não apresenta diferença significativa no crescimento das 

CMLAs, quando se varia a suplementação do soro no meio de cultura. Neste 

estudo, também, não se encontrou diferença significativa em relação à 

suplementação do soro, ressalvando-se as diferenças entre este estudo e o 

acima descrito, quanto ao meio utilizado e suplementação de fator de 

crescimento. 

Relata-se, ainda, distinção  no potencial de diferenciação das CMLAs, 

por influência da suplementação, no meio de cultura, por soro humano ou 

soro bovino, que será discutido adiante. 

A contagem celular foi realizada manualmente em hemocitômetro, o 

que permitiu uma análise mais detalhada, porém, menos reprodutível. 
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A passagem celular foi feita quando se obtinha confluência celular de 

70% nos frascos de cultura, pois foi com esse padrão de proliferação celular 

que, nos experimentos iniciais, foram obtidas a manutenção do padrão 

morfológico e a expansão das células mesenquimais de líquido amniótico.  

Os ensaios de crescimento celular em cultura foram realizados em 

triplicata, para se evitar erro de dosagem de inóculo primário (número inicial 

de células). Foram analisados por 14 dias, pois em padronização inicial 

mostrou-se que nesse tempo as células já tinham atingido a fase de plateau 

de crescimento celular. 

 

5.3  ENSAIOS COM AS CÉLULAS MESENQUIMAIS DO LÍQUIDO 

AMNIÓTICO 

 

5.3.1  Expansão das células mesenquimais do líquido amniótico em 

cultura 

 

As CMLAs apresentam-se como opção preferencial como fonte 

celular mesenquimal para aplicações em terapia fetal. Primeiro, pela 

facilidade e oportunidade de sua obtenção. Segundo, pelo maior potencial 

de expansão exibido pelas mesmas, em comparação com outras fontes de 

células mesenquimais, tanto fetais222;223;228 como as CMEMs de medula 

óssea de adulto229. Esse maior potencial de expansão pode ser explicado 

pelo encontro de proteínas específicas relacionadas à manutenção e 

crescimento celular, vias energéticas, metabolismo proteico, apoptose, sinais 

de transdução, transcrição e transporte de transcritos exclusivos, 
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encontrados na análise proteômica de amostras de CMLAs e não naquelas 

de CMEMs de medula óssea 229. 

Fator importante relacionado à cultura das CMLAs, com o propósito 

de aplicação clínica em humanos, é a padronização rigorosa das condições 

do ambiente, desde concentração de oxigênio até  fatores nutricionais do 

meio, visto que o tipo celular cultivado pode variar, dependendo desses 

fatores. Em condições de hipóxia, observa-se alteração das características 

de expansão de células do líquido amniótico316, como do padrão de 

expressão gênica de outras células mesenquimais, diferentes daqueles 

observados em condições normais de oferta de oxigênio317. Células do 

líquido amniótico em cultura, quando submetidas a meio com baixa 

concentração de nutrientes apresentam padrão de crescimento incomum, 

com formação de agregados, em multicamada, com perda de inibição de 

contato, senescência, além de tornarem-se poliploides226. Nessas condições, 

ficam submetidas, frequentemente, a baixo pH e em ambiente com acúmulo 

de metabólitos, condição com frequência associada à transformação celular 

em cultura, potencial causa da formação de tumores in vivo226. 

Não se confirmou a hipótese estatística inicial de que haveria 

diferença entre o crescimento das CMLAs em meio de cultura suplementado 

por soro fetal bovino ou humano, prevalecendo a hipótese nula, isto é, não 

houve diferença estatística entre o crescimento dessas células, variando o 

tipo de soro (soro fetal bovino ou humano) como suplementação ao meio de 

cultura (p=0,715) (Tabela 2 e Gráfico 1). Em relação à variação do número 

inicial de células em cultura, também não houve diferença na curva de 
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crescimento celular, achado diferente de estudo anterior, onde, em meio 

diferente do utilizado neste estudo, observou-se um potencial maior de 

expansão, quando se empregou inóculo celular inicial menor209.  

Ao se analisar visualmente os gráficos das curvas de crescimento 

celular, observa-se que, quando o inóculo celular inicial foi de 1.000 ou 

15.000, houve variação maior que nas outras densidades de inóculo (5.000 e 

10.000), quando se analisam os dias 2 e 4. Além disso, há maior variação de 

crescimento celular nos dias 2 e 4 em relação aos dias subsequentes de 

todas as curvas. Mas, essa variação é só visual e não é estatisticamente 

significante. 

A comparação do crescimento das CMLAs do presente estudo com 

outros estudos é difícil pela diferença de método adotado. Kaviani e 

colaboradores222 avaliam a crescimento celular das CMLAs, em meio 

suplementado por soro fetal bovino pelo método de fluorescência, obtém 

alíquotas do frasco de cultura em espaço de 2 horas cada e, também, pela 

análise do DNA total da amostra, relacionando-se com a contagem celular. 

Entretanto, não se considera a possibilidade de poliploidia. Kunisaki e 

colaboradores avaliam o potencial de expansão celular, sem se preocupar 

em construir curva de crescimento celular232.  

Na construção da curva existem limites à expansão celular pela 

limitação de meio nutricional e de espaço. Portanto a análise comparativa é 

relativa nesse caso. No entanto, observa-se no presente estudo, uma taxa 

de expansão logarítmica máxima de seis vezes, atingida ao redor do 8º dia 

de cultura celular, independente da densidade de inóculo inicial. No estudo 
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de Kunisaki e colaboradores232, observa-se no oitavo dia, taxa de expansão 

logarítmica de duas vezes. A diferença pode ser explicada pelo uso de 

métodos diferentes para isolamento e expansão celular. Como já relatado 

anteriormente, em estudos iniciais não publicados, observou-se que o meio 

que proporcionou a melhor taxa de expansão para as CMLAs foi o α-MEM e 

que, de todos os meios pesquisados, o D-MEM (utilizado no estudo em 

comparação) era o que mostrava a pior taxa de expansão. Outra dificuldade, 

em relação à comparação, diz respeito à possibilidade de se estar 

analisando células que apresentam semelhantes antígenos de superfície 

(perfil mesenquimal), porém, de diferentes populações celulares do líquido 

amniótico. 

A viabilidade celular das CMLAs em meio de cultura, nas duas 

suplementações (soro fetal bovino e soro humano), resultou excelente, com 

mediana ao redor de 94% de viabilidade celular, sem diferença significativa, 

nos dois grupos (Tabela 3). Steigman e colaboradores relatam viabilidade 

das CMLAs, em soro bovino, ao redor de 88%, com mesmo método de 

avaliação315. 

 

5.3.2  Morfologia das células mesenquimais do líquido amniótico 

 

Pela microscopia ótica, a avaliação morfológica das CMLAs, 

apresentou-se sem diferença significativa, entre os grupos (soro fetal bovino 

e humano) (Figuras 5 e 6), em concordância com o observado por Kunisaki 

e colaboradores232, mas, quando foi realizada pela microscopia eletrônica, 



Discussão  
  

 

89

com observação mais detalhada das organelas citoplasmáticas, ficou 

aparente a presença de um número maior de vacúolos lipídicos naquele 

grupo em que o meio de cultura foi suplementado por soro humano (Figura 

7). Provavelmente, o fato ocorreu, pela falta de padronização do conteúdo 

lipídico das amostras de soro humano, em relação ao soro fetal bovino, 

favorecendo uma maior oferta de lípides e por consequência, um maior 

acúmulo nos vacúolos das células, em meio com soro humano. Isto não foi 

suficiente para causar alteração nos padrões de crescimento, diferenciação 

e expressão gênica dessas células. 

 

5.3.3  Imunofenotipagem 

  

Neste estudo, observa-se que o imunofenótipo das CMLAs, em meio 

de cultura, suplementado por soro fetal bovino ou humano, é semelhante 

(Figuras 8 e 9 e Tabela 4). Apresenta os mesmos marcadores antigênicos 

de superfície de membrana celular, compatíveis com células mesenquimais, 

sem alta expressão dos marcadores hematopoiéticos ou endoteliais, à 

semelhança do que observaram Kunisaki e colaboradores232. Diferente 

desse, entretanto, percebeu-se neste estudo uma pequena expressão de 

marcadores hematopoiéticos, como o CD34 e CD177 (Tabela 4). O fato 

pode estar relacionado ao uso de diferentes meios de cultura para os dois 

estudos. Neste trabalho, não se observou positividade para o CD133, 

relacionada às células-tronco neurais e progenitores endoteliais à 

semelhança do que relataram De Coppi e colaboradores219, e em oposição 
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ao que descrevem Prusa e colaboradores211. Esse achado pode ser 

determinado pela presença provável de diferentes populações celulares 

originalmente no líquido amniótico, além da escolha de distintos meios de 

cultura celular. 

 O estudo das CMLAs ainda precisa de maior aprofundamento, 

objetivando determinar se, embora com mesmos marcadores de superfície, 

relacionados à linhagem mesenquimal, as células descritas nos diversos 

estudos encontrados na literatura pertencem à mesma população, ou a 

diferentes populações celulares do líquido amniótico. 

 

5.3.4 Diferenciação 

 

5.3.4.1 Diferenciação Osteogênica 

Neste estudo, a diferenciação osteogênica foi conseguida, utilizando-

se meio indutor com fosfato-2-ascorbato (Sigma Chemical St. Louis, MO, 

USA) e β-glicerofosfato (Sigma Chemical St. Louis, MO, USA), conforme 

descrito por outros autores 84;228. A comprovação dessa diferenciação 

ocorreu pela demonstração da produção de cálcio pelas células coradas 

pela Alizarina (Figura 10). A confirmação dessa diferenciação, pela 

expressão gênica de transcritos relacionados, encontra-se em execução no 

Laboratório de Investigação Médica 37 (dados não publicados). Além da 

marcação pela Alizarina, comprovou-se a diferenciação osteogênica pela 

presença da fosfatase alcalina (Figura 11), proteína que expressa a 

atividade de mineralização da matriz óssea318. 
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Quando se comparou o potencial de diferenciação osteogênica das 

CMLAs em meio de cultura suplementado com soro fetal bovino e humano, 

não se observou diferença significativa, diferentemente do observado com 

CMEMs de medula óssea, em que se relatou maior potencial quando 

cultivadas em meio suplementado com soro humano84;282. 

 Perda óssea pode ocorrer por problemas congênitos ou adquiridos, 

como cirurgia, trauma ou tumores. Sua correção pode necessitar de 

transplante ósseo ou de substituto, re-estabelecendo a integridade estrutural 

e funcional do esqueleto. Nem sempre se consegue osso autólogo para a 

correção, sobretudo em pacientes pediátricos, oncológicos ou 

osteoporóticos. As CMLAs, conforme demonstrado neste estudo, 

apresentam potencial de diferenciação osteogênica, o que as habilita para o 

reparo ósseo, a exemplo do que fez Horwitz, inoculando CMEMs de medula 

óssea, sistemicamente, em crianças portadoras de osteogênese 

imperfeita319;320.  

 Imagina-se também, com o diagnóstico precoce dessa doença, o 

tratamento intrauterino, com CMLAs modificadas geneticamente, ou mesmo 

de doador, visto que essas células apresentam vantagem em relação às 

CMEMs, por causarem menor reação imune. Le Blanc e colaboradores107 

utilizaram, para tal propósito, CMEMs de medula óssea. Outro uso seria em 

engenharia tecidual, com biopróteses povoadas por células ósseas 

diferenciadas das CMLAs ou não diferenciadas, em biopróteses 

osteoindutoras na reconstrução de pequenos e grandes segmentos ósseos. 
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5.3.4.2 Diferenciação Condrogênica 

Neste estudo, a diferenciação condrogênica foi conseguida 

empregando-se meio indutor com TGF-β1 (Sigma Chemical St. Louis, MO, 

USA) e dexametasona (Sigma Chemical St. Louis, MO, USA), conforme 

descrito por outros autores 228;246, considerando-se seu aspecto histológico 

(Figura 12). 

Quando se comparou o potencial de diferenciação condrogênica das 

CMLAs, quando em meio de cultura suplementado por soro fetal bovino ou 

humano, não se encontrou diferença significativa, em oposição ao 

encontrado com células mesenquimais obtidas da sinóvia, na qual se 

encontra maior potencial condrogênico quando em cultivo suplementado 

com soro humano281. 

Yokoyama e colaboradores observaram, estudando a diferenciação 

condrogênica das CMEMs de medula óssea, que a concentração maior de 

soro fetal bovino aumentava o potencial de diferenciação condrogênica 

dessas células265. Nesta pesquisa, não foram estudadas diferentes 

concentrações de soro, sendo que a comparação se realizou somente com 

mesma concentração de soro fetal bovino e humano. 

Estudos de diferenciação condrogênica de CMEMs com as distintas 

isoformas de TGF-β (TGF-β1, TGF-β2, TGF-β3) resultam em melhor 

potencial condrogênico com TGF-β2 e TGF-β3, isolados ou em conjunto, 

quando se utiliza o TGF-β188;321;322. Quando se estuda a diferenciação 

condrogênica de CMLAs, observa-se maior produção de 

glicosaminoglicanas e colágeno tipo II com o TGF-β1 do que com o TGF-
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β3246. Quando se compara a matrix extracelular produzida pela diferenciação 

das CMEMs e CMLAs, observa-se que a última produz menor quantidade da 

mesma246. Pode-se especular que diferentes meios indutores produzem 

distintas cartilagens para diversas aplicações. 

Normalmente, lesões de cartilagem articular são irreversíveis, pela 

natureza avascular e menor relação célula/matriz do tecido cartilaginoso, 

associado com a pequena atividade metabólica dos condrócitos 

maduros323;324. As lesões da cartilagem, que não atingem o osso subcondral, 

estimulam pouco as células mesenquimais da medula óssea a se 

deslocarem para o local da lesão, dificultando seu  reparo. Aquelas que 

atingem o osso subcondral, mesmo com migração das células 

mesenquimais da medula óssea para a lesão, geralmente, produzem 

fibrocartilagem para reparo325;326. O uso de condrócitos maduros torna-se 

inviável, pois apresentam baixa taxa de proliferação in vivo; quando 

expandidos in vitro mostram perda de sua função327. Uma solução teórica 

seria o uso de células mesenquimais para o reparo da cartilagem328. Dentre 

elas, considera-se que as CMLAs, pelo seu grande potencial de 

diferenciação condrogênica, baixa imunigenicidade e facilidade de obtenção 

devem ser opção interessante. 

O uso da CMLAs para a construção de tecido cartilaginoso é apenas 

o primeiro passo para sua aplicação clínica, pois precisa de uma melhor 

avaliação, como qual tipo de cartilagem será formada, em vista de sua 

composição de colágeno, glicosaminoglicanas, elastina e matriz 

extracelular228, ou mesmo, da composição do neo-osso e sua interação com 
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o osso remanescente329. Ambos devem ser avaliados quanto a elasticidade 

e resistência, em vista da aplicação que se deseja. O segundo passo é 

verificar-se qual bioprótese deve ser empregada, observando-se o tempo de 

degradação e a capacidade de adaptação celular a ela. Só vencidas estas 

etapas, estudos clínicos poderão ser realizados. 

 

5.3.5  Expressão gênica 

 

 A análise da expressão gênica de uma célula ajuda a entender os 

mecanismos em que ela está envolvida naquele momento, e sua 

potencialidade. Células mesenquimais de diferentes origens apresentam 

expressão gênica distinta, e as CMLAs, in vivo, parecem apresentar 

interação com o útero, através de hiperexpressão de receptores de ocitocina 

e trombina330. A análise da expressão dessas células, quando isoladas e 

expandidas in vitro, pode sugerir sua origem e potencialidade, por análise 

comparativa. 

Neste estudo, a análise de expressão gênica das CMLAs em cultura, 

suplementadas por soro humano ou soro fetal bovino, foi efetuada com os 

padrões já estabelecidos e oferecidos comercialmente (N TERA-2 cl.D1, 

MRC-5) (ANEXO B), à semelhança do que fizeram Tsai e colaboradores224 

ao avaliarem a expressão gênica do OCT-4 por essas células, em meio de 

cultura suplementado com soro bovino, diferente do usado neste estudo. 

Ampliando o que fez o grupo acima mencionado, que confirmou o estudo de 

Prusa e colaboradores206, analisou-se a expressão dos três genes quando 
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expressos em conjunto, são considerados essenciais à pluripotência e 

manutenção do estado indiferenciado das células (OCT-4, SOX2 e 

NANOG)285.  

Sabe-se que, nas células-tronco embrionárias, a ação do OCT-4 é 

dose dependente que em maior ou menor concentração induz 

diferenciação288. Esta concentração ótima é regulada pela ação de genes 

reguladores296, entre eles, o NANOG286;289 e o SOX2299;300. Boyer e 

colaboradores propõem que, em células-tronco embrionárias, o OCT-4, 

SOX2 e NANOG colaboram na formação de um circuito regulatório, 

contribuindo para a pluripotência e autorrenovação das células-tronco 

embrionárias285. Neste estudo, demonstrou-se a presença desses transcritos 

(Figura 13 e ANEXO D), porém a transposição dessa afirmação para as 

CMLAs carece de comprovação. 

Pode-se ainda, experimentalmente, demonstrar-se a efetiva 

pluripotência de uma célula, verificando sua colaboração no 

desenvolvimento embrionário e formação de quimeras, após sua injeção em 

blastocistos291. É possível também se comprovar a pluripotência de células 

humanas à semelhança do que ocorre com células-tronco embrionárias 

humanas, pela formação de teratomas após transplante em camundongos 

SCID (do inglês, severe combined immunodeficiency)291. 

 Outros testes menos específicos podem comprovar a pluripotência, 

como a formação de corpos embriônicos in vitro ou a presença de 

marcadores moleculares, representando os três folhetos germinativos, ou 

ainda por meio de protocolos que comprovem sua diferenciação em 
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linhagens celulares específicas291. Quanto às CMLAs, alguns relatos 

comprovam sua diferenciação219, enquanto outro descreve a formação de 

corpos embriônicos331, porém testes mais específicos são necessários para 

comprovar sua pluripotência. Podem ser necessárias condições especiais de 

cultura, tais como, cocultura com outras células e adição de determinadas 

citocinas, para que ocorra diferenciação espontânea das CMLAs, a exemplo 

do que se verifica com as células-tronco embrionárias24. Neste estudo, a 

comprovação da expressão dos genes OCT-4, SOX2 e NANOG é um dado 

a mais, que estimula a realização pronta dos testes de pluripotência. 

 

 

5.4  CONSIDERAÇÕES ÉTICAS 

 

A utilização de tecidos e células embrionárias e fetais é objeto de 

intenso debate ético. A fonte de células-tronco embrionárias humanas é a 

massa celular interna do blastocisto, que inviabiliza o desenvolvimento 

embrionário subsequente a essa retirada, portanto, constituindo-se em 

interrupção ao possível desenvolvimento de novo ser. Se o embrião, nessa 

fase, ainda não implantado no útero, for considerado como novo ser 

humano, será motivo de controvérsia, pois envolve discussão sobre quando 

se inicia a vida. Por outro lado, o transplante de tecido fetal originado de 

aborto legal pode apresentar questionamentos, pois tanto pode ser 

considerado aproveitamento nobre de material descartado, como não 

justificado, por se tratar de potencial ser humano. O uso de tecidos 
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originados de aborto espontâneo tende a gerar menos discussões de cunho 

moral, porém, geralmente é inapropriado para uso experimental e clínico, 

pois, com frequência,  ocorrem anomalia cromossômica, infecção e anóxia 

tecidual332.  

A obtenção de células do sangue fetal, factível teoricamente, implica 

procedimento de risco, a cordocentese, resultando em pequeno número de 

células mesenquimais. Sua coleta por ocasião do parto, embora, sem riscos, 

pode ser considerada tardia por não permitir o tratamento pré-natal. Por 

outro lado, o uso de células fetais presentes no líquido amniótico, gera 

menos questionamentos éticos. Elas podem ser obtidas por meio de 

procedimentos diagnósticos pré-natais de rotina, amparados por extensa 

bibliografia e aceitos pela população. Seu uso justifica-se, pelo fato de não 

aumentar o risco materno-fetal. Estas células em uso autólogo não 

apresentam nenhum entrave ético, conquanto seja alternativa válida para 

tratamento perinatal de doença fetal. Entretanto, o uso heterólogo, merece 

considerações éticas análogas àquelas do transplante de tecido fetal. 

A vantagem principal é que se eliminarão as discussões paralisantes 

sobre a destruição de embriões para isolamento de células-tronco 

embrionárias, assim, se as células isoladas do líquido amniótico, obtidas por 

procedimento diagnóstico pré-natal de rotina, apresentarem características 

de células-tronco embrionárias, além de diferentemente dessas, não levarem 

à formação de tumores quando transplantadas, como demonstrado por De 

Coppi e colaboradores219. 
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Em nosso meio, não existe atualmente, detalhamento regulatório de 

seu uso, em especifico, em terapia fetal. Em outros países, sociedades e 

autoridades nacionais procuram abordar o tema com recomendações 

éticas333;334. 

 

 

5.5  APLICAÇÕES 

 

 Dentre as células mesenquimais fetais, as CMLAs apresentam-se 

como ideais ao uso em terapia celular autóloga, pela sua facilidade de 

obtenção, sem aumentar o risco inerente ao procedimento de amniocentese 

para diagnóstico genético pré-natal, podendo ser obtidas em tempo hábil 

para manipulação durante a gestação. Mostram-se com característica de 

rápida proliferação, manutenção de indiferenciação em cultura, grande 

potencial de diferenciação, além de apresentarem marcadores de 

pluripotência, podendo ser utilizadas em uma séria enorme de aplicações, 

como terapia celular simples, gênica e engenharia de tecidos. Apresentam 

também vantagem, em relação às outras células mesenquimais, para 

aplicação em terapia celular alogênica. Possuem menor imunogenicidade, 

pelo fato de não expressar em os antígenos de superfície HLA Classe 

II201;335.  

 Podem ser usadas como adjuvante à infusão de outras células, com 

fins terapêuticos. Sabe-se que a coinfusão de células mesenquimais do 

doador pode causar menor incidência de reação enxerto-receptor336;337, 
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quando se propõe transplante no feto, seja ele de células (por exemplo, 

células-tronco hematopoiéticas) ou de neotecidos construídos durante a 

gestação, para aplicações de terapia intrauterina. O uso de células 

mesenquimais da medula óssea como coadjuvante em transplantes de 

células-tronco hematopoiéticas, após terapia mieloablativa, mostrou-se 

factível e seguro338, podendo servir de exemplo teórico a essa proposição de 

uso. Observa-se aumento da hematopoiese pela produção de citocinas 

pelas células mesenquimais, além das propriedades imunomoduladoras 

dessas células, já anteriormente descritas106;339;340. 

 Descreve-se o uso de células mesenquimais de medula óssea para o 

tratamento de infarto do miocárdio341e, em vista do maior potencial 

proliferativo e do perfil imunológico especial das CMLAs, pode-se antever 

seu uso em cardiologia, como demonstram os experimentos iniciais em 

animais, com inoculação local e em coenxerto216;255. O resultado 

desfavorável verificado em publicação anterior256, com rejeição das CMLAs, 

quando inoculadas em miocárdio e formação de tumoração, com aspecto 

condrogênico, merece melhor avaliação. Neste aspecto, é importante que 

seja repetido o experimento, pelo mesmo centro e por outros, visto ser o 

único na literatura que demonstra tal resultado adverso. 

O uso das CMLAs em engenharia tecidual, na confecção de válvulas 

cardíacas, pode trazer benefícios tanto a adultos, como já demonstrado em 

trabalho anterior258, como a Medicina Fetal, quando se detecta, no pré-natal, 

malformação estrutural cardíaca, necessitando de reparo após o 

nascimento. Tanto quanto em Cardiologia, em Nefro/Urologia as CMLAs 
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apresentam aplicações muito interessantes, já que se demonstrou que 

podem dar origem a estruturas renais261. 

Da mesma maneira, em Neurologia, como demonstram Pan e 

colaboradores249-251 e Rehni e colaboradores252 podem ser úteis em 

regeneração tecidual. A regeneração pulmonar é outro aspecto muito 

relevante em Medicina Fetal e Obstetrícia (hipoplasia pulmonar, 

prematuridade), mas quais as CMLAs podem ser extremamente úteis e já 

demonstraram, em animal adulto, seu potencial de plasticidade, 

diferenciando-se de maneira adequada, em resposta à lesão, em diferentes 

compartimentos do pulmão260. 

 Em doenças de origem genética, as células mesenquimais 

mostraram-se vantajosas, entre outras, em terapêutica de osteogênese 

imperfeita108;320 e esclerose amiotrófica lateral342. Pode-se inferir que 

estudos com CMLAs também devem apresentar resultados satisfatórios.  

Outro uso para as CMLAs é em terapia gênica. Em estudo anterior, 

em ratos, demonstrou-se que as CMEMs modificadas geneticamente para 

hiperexpressarem gens osteogênicos, como a BMP-2 (do inglês, bone 

morphogenetic protein-2), quando inoculadas, além de facilitarem sua 

diferenciação osteogênica, também, recrutaram células mesenquimais do 

receptor, causando formação óssea in vivo343.  

Em outro estudo, Liu e colaboradores236 demonstram que CMLAs de 

camundongo podem ser transfectadas sem perder seu imunofenótipo e 

potencial de diferenciação. Os vetores gênicos mais utilizados são os 

adenovírus, os retrovírus e os lentivírus, porém podem desenvolvem 
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citotoxicidade, resposta imune, mutagênese insercional e pequena 

capacidade de conter sequências gênicas344. 

O emprego de baculovírus parece alternativa viável, ainda não se 

conhece efeito citopático a seu uso, além de permitir inserção de grandes 

seqüências. CMLAs humanas foram transfectadas por adenovírus, não se 

observando alteração de seu imunofenótipo, capacidade proliferativa, 

potencial de diferenciação, além de não terem expressado os antígenos de 

superfície HLA-DR, o que pode significar ausência de reações imunes ao 

vetor no transplante das CMLAs262. 

Em comparação com CMEMs de medula óssea, mostraram potencial 

de transfecção maior262. O uso dos vetores acima, baculovírus e adenovirus 

com vetores em CMLAs humanas, em meio suplementado por soro humano, 

merece ser testado e, posteriormente, avaliado em aplicações específicas. 

 Ao pensar em engenharia tecidual, com a utilização das CMLAs, em 

fase pré-clínica, o grupo liderado por Fauza, no Children’s Hospital de 

Boston, ligado à Harvard Medical School, inicialmente isola e caracteriza 

essas células222. A seguir, seguindo recomendações do FDA, para 

aplicações em humanos, substitui a formulação do meio de cultura, 

comparando com o meio tradicionalmente utilizado em cultura celular232.  

 Em uma terceira fase, visto que pode existir uma lacuna entre a coleta 

do líquido amniótico e a utilização dessas células, já expandidas, após o 

nascimento, em engenharia tecidual, criopreservam e após 3 a 5 meses, 

descongelam e constatam manutenção das propriedades de expansão e 

imunofenótipo das CMLAs, seguindo ainda, as normas da mesma agência 
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reguladora nos Estados Unidos da América, para uso dessas células em 

humanos315.  

 Ao sinalizar o início das aplicações clínicas em humanos, além desse 

grupo pioneiro, outras iniciativas nesse mesmo sentido existem. O emprego 

de CMLAs para tratamento de insuficiência renal grave, por nefropatia de 

refluxo, em crianças, faz parte de um projeto de estudo multicêntrico, 

multinacional da União Europeia de terapia baseada em células-tronco 

(KIDSTEM)345. Outro projeto europeu tem como foco o tratamento de 

doenças congênitas, utilizando-se de engenharia tecidual e células-tronco, 

dentre elas, as CMLAs, congregando dez centros de pesquisa e cinco 

empresas privadas, de nove países da Europa (EUROSTEC -Soft tissue 

engineering for congenital birth defects in children)335. 

Em paralelo, quando se iniciar a fase clínica do transplante das 

CMLAs em humanos, o acompanhamento da migração dessas células, in 

vivo, poderá ser realizado através de ressonância nuclear magnética, se 

confirmados os resultados obtidos com esta técnica em camundongos257. 

Confirmada a eficácia do uso das CMLAs em terapia celular em 

humanos, após uso ainda inicial das mesmas, em modelos animais de várias 

doenças, abre-se o caminho para o futuro armazenamento dessas células 

para tratamento autólogo em fases mais tardias da vida ou ainda para 

tratamento alogênico pela procura de compatibilidade doador-receptor. 
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5.6  CONSIDERAÇÕES FINAIS 

 

Demonstrou-se a viabilidade de se coletar, cultivar e expandir células 

mesenquimais fetais, tanto do líquido amniótico346;347, do líquido pleural 

fetal348, e de urina fetal349, utilizando-se meio de cultura seletivo. Em outros 

centros de pesquisa do exterior, já foram analisados o potencial de 

crescimento, as características de imunofenótipo, a capacidade de 

diferenciação e a expressão do OCT-4 por essas células, que se mostraram 

concordantes com este estudo. 

Em estudo realizado pela equipe liderada por Dario Fauza, na 

Harvard Medical School232, em parte semelhante ao nosso, substitui-se, no 

meio de cultura, a suplementação com soro fetal bovino por soro humano. 

Esta substituição foi realizada com o objetivo de evitar as possíveis reações 

imunológicas, relacionadas à presença de proteínas bovinas, às 

contaminações bacterianas e à possibilidade de transmissão de príons ao 

receptor. Não se encontra alteração significativa no crescimento em cultura e 

no imunofenótipo. Ao ampliar o conhecimento atual sobre as CMLAs, este 

estudo, por primeiro na literatura nacional e internacional, analisa seu 

isolamento e expansão em meio de cultura sem o uso de outros fatores de 

crescimento, além do soro, e avalia o potencial de diferenciação e a 

expressão gênica das CMLAs em meio suplementado por soro humano. 

A comprovação de que apresentam o mesmo potencial de 

crescimento, em meio de cultura suplementado, tanto com soro humano, 

como com soro fetal bovino, apresentando o mesmo imunofenótipo e com 
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características de diferenciação semelhantes, torna-as potenciais candidatas 

ao uso clínico em terapia celular, gênica, e na engenharia tecidual, 

confirmados esses estudos por outros centros. 

Ainda, a demonstração de que as CMLAs apresentam expressão dos 

três genes OCT-4, SOX2 e NANOG, se confirmadas por novos estudos, não 

só reafirmarão trabalhos anteriores, que sugerem sua pluripotência219, como 

permitirão imaginar novos projetos para se estabelecer os mecanismos da 

manutenção da indiferenciação e pluripotência, vislumbrando para o futuro, 

aplicações antes só imaginadas com o uso de células-tronco embrionárias.  



CONCLUSÕES
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 O presente estudo, avaliando as células mesenquimais do líquido 

amniótico (CMLAs) em meio de cultura, comparando a suplementação com 

soro fetal bovino (SFB) e com soro humano (SH), permitiu concluir que: 

1.  não houve diferença significativa em seu isolamento e cultura; 

2. as curvas de crescimento celular construídas não demonstraram 

diferença significativa no padrão de expansão celular, quando variou a 

suplementação do meio de cultura com soro humano ou fetal bovino; 

3.  quanto à morfologia: 

a.  não apresentou variação quando as células foram avaliadas ao 

microscópio ótico; 

b.  variou com a presença de maior número de vacúolos lipídicos, nos 

casos de meio de cultura suplementados com soro humano, quando 

as células foram avaliadas ao microscópio eletrônico; 

4.  não foi encontrada diferença significativa no padrão de imunofenótipo, 

em relação aos marcadores de superfície pesquisados; e 

5.  ocorreu diferenciação osteogênica e condrogênica em ambos os grupos; 

6.  nas duas suplementações do meio de cultura, observaram-se expressão 

dos transcritos dos genes OCT-4, NANOG e SOX2. 
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ANEXO A 
 
 

HOSPITAL DAS CLÍNICAS  
DA 

 FACULDADE DE MEDICINA DA UNIVERSIDADE DE SÃO PAULO 

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO 

______________________________________________________________ 

I - DADOS DE IDENTIFICAÇÃO DO SUJEITO DA PESQUISA OU 
RESPONSÁVEL LEGAL 

1. NOME DO PACIENTE .:........................................................................................................ 
DOCUMENTO DE IDENTIDADE Nº : ........................................ SEXO :    .M �   F �  
DATA NASCIMENTO: ......../......../......  
ENDEREÇO ......................................................................... Nº ............... APTO: .................. 
BAIRRO:  ............................................................... CIDADE  ................................................. 
CEP:................................. TELEFONE: DDD (............) .......................................................... 

2.RESPONSÁVEL LEGAL ......................................................................................................... 
NATUREZA (grau de parentesco, tutor, curador etc.) ............................................................ 
DOCUMENTO DE IDENTIDADE :....................................SEXO:  M �   F �   
DATA NASCIMENTO.: ....../......./...... 
ENDEREÇO: ......................................................................... Nº ............ APTO: .................... 
BAIRRO: .................................................................... CIDADE: .............................................. 
CEP: .................................. TELEFONE: DDD (............)........................................................ 

__________________________________________________________________________ 
 
II - DADOS SOBRE A PESQUISA CIENTÍFICA 
1. TÍTULO DO PROTOCOLO DE PESQUISA: "Cultura com soro humano e expansão de 
amniócitos” 
 
PESQUISADOR: Marco Antonio Borges Lopes 

CARGO/FUNÇÃO: Professor doutor MS3 FMUSPp 

INSCRIÇÃO CONSELHO REGIONAL N: CREMESP 71533 

UNIDADE DO HCFMUSP: Departamento de Obstetrícia e Ginecologia, Disciplina de 
Obstetrícia. 

3. AVALIAÇÃO DO RISCO DA PESQUISA: 

 SEM RISCO  RISCO MÍNIMO X  RISCO MÉDIO � 

 RISCO BAIXO    � RISCO MAIOR � 

 (probabilidade de que o indivíduo sofra algum dano como consequência imediata ou tardia 
do estudo) 

4.DURAÇÃO DA PESQUISA :2 anos  

__________________________________________________________________________ 
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       III - REGISTRO DAS EXPLICAÇÕES DO PESQUISADOR AO PACIENTE OU SEU 
REPRESENTANTE LEGAL SOBRE A PESQUISA CONSIGNANDO: 

 Pelo fato de você ter idade maior que 35 anos, você apresenta um aumento do risco de seu 
bebê nascer com algum defeito nas células do seu corpo, como síndrome de Down. Porisso, 
seu médico sugeriu a coleta de uma pequena porção do líquido que envolve o seu bebê, 
para analisar as células nele contidas. A coleta será realizada através da introdução de uma 
agulha no seu abdomen, sem atingir o seu bebê. Na maioria das vezes essa coleta não 
apresenta problemas, mas aproximadamente de cada duzentas coletas realizadas, uma 
pode apresentar complicações como sangramento vaginal, rompimento da bolsa d’água, 
infecção, enjôos, ou até mesmo acontecer aborto ou não se conseguir realizar a coleta. O 
líquido coletado será enviado ao laboratório para analisar seu conteúdo e confirmar se seu 
bebê tem problemas nos cromossomos ou não. Estamos convidando você para participar de 
uma pesquisa para observar se as células do líquido amniótico conseguem crescer fora do 
corpo humano e se multiplicar. A finalidade dessa multiplicação é conseguir células 
formadoras de tecidos humanos para ajudar bebês que nasceram com defeitos e necessitam 
de correção. Como de hábito, o material estudado será descartado após o estudo. Esse 
estudo não aumenta o risco inicial da coleta do líquido que envolve o seu bebê para estudar 
os cromossomos, pois só usará uma parte do líquido já colhido. 
__________________________________________________________________________ 

 

IV - ESCLARECIMENTOS DADOS PELO PESQUISADOR SOBRE GARANTIAS DO 
SUJEITO DA PESQUISA CONSIGNANDO: 

1. O paciente terá acesso, a qualquer tempo, às informações sobre procedimentos, riscos e 
benefícios relacionados à pesquisa, dirigindo-se a Clínica Obstétrica do Hospital das 
Clínicas da Faculdade de Medicina da USP. 

 Você poderá a qualquer momento, se informar a respeito do andamento da pesquisa, 
dirigindo-se ao nosso hospital. 

2. O paciente ou seu representante legal terá liberdade de retirar seu consentimento a 
qualquer momento e de deixar de participar do estudo, sem que isto traga prejuízo à 
continuidade da assistência. 

 Você poderá deixar de participar a qualquer momento do estudo, sem que isso 
prejudique o seu tratamento neste hospital. 

3. Os pesquisadores responsáveis salvaguardam a confidencialidade, sigilo e privacidade 
dos dados. 

Seus dados pessoais, relacionados ao estudo, serão resguardados pelos médicos 
pesquisadores. 

4. Haverá a disponibilidade de assistência para o tratamento pré-natal e pós-natal no Serviço 
de Obstetrícia e Ginecologia do HCFMUSP e na dependência de disponibilidade tanto 
do sujeito quanto do serviço, o atendimento obstétrico. 

 Na dependência da disponibilidade, seu tratamento pré-natal, parto e pós-natal 
poderá ser realizado no Hospital das Clínicas da FMUSP. 
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V. INFORMAÇÕES DE NOMES, ENDEREÇOS E TELEFONES DOS RESPONSÁVEIS 
PELO ACOMPANHAMENTO DA PESQUISA, PARA CONTATO EM CASO DE 

INTERCORRÊNCIAS CLÍNICAS E REAÇÕES ADVERSAS. 

 

Sérgio Duarte e Marco Antonio Borges Lopes: Clínica Obstétrica do Hospital das Clínicas da 
Faculdade de Medicina da Universidade de São Paulo. Endereço: Av. Enéas de Carvalho 
Aguiar, 255, 10º andar, São Paulo, SP, Fone: (11) 30696209. 

 
__________________________________________________________________________ 

VI. OBSERVAÇÕES COMPLEMENTARES: 

 

 

__________________________________________________________________________ 

VII - CONSENTIMENTO PÓS-ESCLARECIDO 

Declaro que, após convenientemente esclarecido pelo pesquisador e ter entendido o que me 
foi explicado, consinto em participar do presente Protocolo de Pesquisa  

São Paulo,                    de                            de         . 

________________________________                            ____________________________ 
assinatura do sujeito da pesquisa ou responsável legal    assinatura do pesquisador  
                                                                                                                                (carimbo ou nome Legível) 
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ANEXO B 
 

 

 

CÉLULAS MRC-5 

 

A linhagem celular MRC-5 foi derivada de tecido pulmonar normal de 

um feto humano de 14 semanas, de sexo masculino, por J.P. Jacobs em 

setembro de 1966. 

Apresenta capacidade de duplicação em cultura de 42 a 46 vezes, 

antes de atingir senescência. 

O meio de cultura dessa linhagem celular é o α-MEM suplementado 

por soro fetal bovino 10%. 

 

CÉLULAS NTERA-2 cl.D1 

 

A linhagem celular NTERA-2 cl.D1 é derivada de carcinoma 

embrionário pluripotente testicular, obtida de metástase pulmonar em 

humano masculino de 22 anos, estabelecida em 1980, por xenoenxerto da 

linhagem Tera-2 em camundongo. Apresenta potencial de diferenciação 

pluripotente. 

O meio de cultura dessa linhagem celular é o D-MEM suplementado por soro 
fetal bovino 10%.
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ANEXO C 
 

 

Gráfico 2 –  Perfil médio do crescimento em log10 e erros-padrão das 
células mesenquimais do líquido amniótico, em cultura, com 
inóculo inicial de 1 000 células, quando suplementado com 
soro humano e com soro fetal bovino, até o 14º dia  
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Gráfico 3 –  Perfil médio do crescimento em log10 e erros-padrão das 
células mesenquimais do líquido amniótico, em cultura, com 
inóculo inicial de 5 000 células, quando suplementado com 
soro humano e com soro fetal bovino, até o 14º dia  
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Gráfico 4 –  Perfil médio do crescimento em log10 e erros-padrão das 
células mesenquimais do líquido amniótico, em cultura, com 
inóculo inicial de 10 000 células, quando suplementado com 
soro humano e com soro fetal bovino, até o 14º dia  

 

0

1

2

3

4

5

6

7

8

0 2 4 6 8 10 12 14 16

Dia

L
o

g
 1

0 
C

M
L

A

Humano Bovino
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



Anexos  
  

 

 

115

 

 

 

Gráfico 5 –  Perfil médio do crescimento em log10 e erros-padrão das 
células mesenquimais do líquido amniótico, em cultura, com 
inóculo inicial de 15 000 células, quando suplementado com 
soro humano e com soro fetal bovino, até o 14º dia  
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ANEXO D 
 

Tabela 5 –  Tabela de comparação entre a expressão dos genes NANOG, 
OCT-4 e SOX2 nas cinco amostras de células mesenquimais 
do líquido amniótico do grupo B (complementado com soro 
bovino), além do controle negativo de RNA (branco), para 
análise da contaminação do preparado; N-TERA-2, como 
controle positivo; e as células MRC-5, como controle negativo 
da expressão gênica 

 
 NANOG OCT-4 SOX-2 

BRANCO (H2O) - - - 

N-TERA-2 + + + 

MRC-5 - - - 

H1 + + + 

H2 + + + 

H3 + - + 

H4 + + + 

H5 + + + 

TOTAL 5/5 4/5 5/5 

H1 – amostra 1 do grupo H, H2 – amostra 2 do grupo H, H3 – amostra 3 do grupo H, H4 – amostra 4 
do grupo H, H5 – amostra 5 do grupo H 

 
 
 

Tabela 6 –  Tabela de comparação entre a expressão dos genes NANOG, 
OCT-4 e SOX2 nas cinco amostras do grupo H 
(complementado com soro humano), além do controle negativo 
de RNA (branco), para análise da contaminação do preparado; 
N-TERA-2, como controle positivo; e as células MRC-5, como 
controle negativo da expressão gênica 

 
 NANOG OCT-4 SOX-2 

BRANCO (H2O) - - - 

N-TERA-2 + + + 

MRC-5 - - - 

B1 - + + 

B2 + + + 

B3 + + + 

B4 + - + 

B5 - + - 

TOTAL 3/5 4/5 4/5 
B1 – amostra 1 do grupo B, B2 – amostra 2 do grupo B, B3 – amostra 3 do grupo B, B4 – amostra 4 

do grupo B, B5 – amostra 5 do grupo B
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ANEXO E 
 
 
Tabela 7 –  Tabela de comparação entre a concentração dos componentes 

dos meios de cultura celular Minimum Essential Medium Eagle, 
modificação α do Minimum Essential Medium Eagle e 
modificação Dullbecco do Minimum Essential Medium Eagle, 
utilizados em ensaios de isolamento e expansão das células 
mesenquimais do líquido amniótico  

 
COMPONENTES MEM (g/L) α-MEM (g/L) D-MEM (g/L) 

Cloreto de cálcio (anidro) 0,20000 0,20000 0,20000 

Nitrato férrico 9H2O - - 0,00010 

Sulfato de magnésio (anidro) 0,09767 0,09767 0,09767 

Cloreto de potássio 0,40000 0,40000 0,40000 

Cloreto de sódio 6,80000 6,80000 6,40000 

Fosfato de sódio monobásico (anidro) 0,12200 0,12200 0,10900 

L-alanina - 0,02500 - 

L-arginina HCl 0,12600 0,12600 0,08400 

L-asparagina H2O - 0,05000 - 

L-ácido aspártico - 0,03000 - 

L-cisteína HCl H2O - 0,10000 - 

L-cistina 2HCl 0,03130 0,03130 0,06260 

L-ácido glutâmico - 0,07500 - 

L-glutamina 0,29200 0,29200 0,58400 

Glicina - 0,05000 0,03000 

L-histidina HCl H2O 0,04200 0,04200 0,04200 

L-isoleuceina 0,05200 0,05200 0,10500 

L-leucina 0,05200 0,05200 0,10500 

L-lisina HCl 0,07250 0,07250 0,14600 

L-metionina 0,01500 0,01500 0,03000 

L-fenilalanina 0,03200 0,03200 0,06600 

L-prolina - 0,04000 - 

L-serina - 0,02500 0,04200 

L-treonina 0,04800 0,04800 0,09500 

L-triptofano 0,01000 0,01000 0,01600 

L-tirosina 2Na 2H2O 0,05190 0,05190 0,10379 

L-valina 0,04600 0,04600 0,09400 

L-ácido ascórbico - 0,05000 - 

Biotina - 0,00010 - 



Anexos  
  

 

 

118

COMPONENTES (continuação) MEM (g/L) α-MEM (g/L) D-MEM (g/L) 

Cloreto de colina 0,00100 0,00100 0,00400 

Ácido fólico 0,00100 0,00100 0,00400 

Mio-inositol 0,00200 0,00200 0,00720 

Niacinamida 0,00100 0,00100 0,00400 

D-ácido pantotênico (hemicálcio) 0,00100 0,00100 0,00400 

Piridoxal HCl 0,00100 0,00100 0,00400 

Riboflavina 0,00010 0,00010 0,00040 

Tiamina HCl 0,00100 0,00100 0,00400 

Vitamina B12 - 0,00136 - 

Glicose 1,00000 1,00000 1,00000 

Vermelho de fenol sódio 0,01100 0,01100 0,01590 

Ácido pirúvico sódio - 0,11000 0,11000 

Ácido tióctico - 0,00020 - 

MEM – Minimum Essential Medium Eagle; α-MEM – modificação α do Minimum Essential Medium 
Eagle; D-MEM – modificação Dullbecco do Minimum Essential Medium Eagle 
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