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RESUMO - Nos ultimos anos tem se registrado um crescente aumento de doencas crénicas e degenerativas,
sendo uma das alternativas para o seu tratamento o uso de células tronco capazes de se diferenciar em mdltiplas
linhagens e restituir as células defeituosas ou degeneradas. Neste contexto, a identificacdo de fontes vidveis de
células-tronco tem sido o objeto de estudo nas pesquisas atuais. O &mnio surge como fonte bastante promissora
das células-tronco mesenquimais (CTM’s). Estas células podem ser propagadas em cultivo por varias passagens
e criopreservadas sem registro de perda das suas caracteristicas imunofenotipicas. Quando cultivadas em
condicOes especificas demostram uma alta plasticidade e se diferenciam em mudltiplas linhagens celulares. Em
analises imunofenotipicas reagem positivamente a marcadores tipicos de células tronco mesenquimais e ndo
expressam os marcadores de células hematopoiéticas. Outra atracdo por esta fonte de células-tronco reside no
fato de que o &mnio é descartado logo apds o nascimento, favorecendo o isolamento destas células sem recurso a
procedimentos invasivos. Além disso, as células amnidticas derivam do tecido extraembrionario no periodo antes
da gastrulagdo o que presume que estas retém propriedades primitivas e altas propriedades imunomoduladoras
que as restantes fontes comumente estudadas.
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ABSTRACT - In recent few years has been registered an increasing of chronic and degenerative diseases, being
one of the alternatives for treatment the use of stem cells, capable to differentiate into multiple lineages and
restore the defective or degenerated cells. In this context the identification of viable sources of stem cells has
been the object of study in current studies. The amnion arises as a promising source of mesenchymal stem cells.
These cells can be expanded in culture for several passages and cryopreserved without changes of their
imunophenotypic characteristics. When cultured under specific conditions demonstrated a high plasticity and
differentiated into multiple cell lineages. In immunophenotypic analysis they expressed the mesenchymal stem
cells specific markers and do not express the hematopoietic cell markers. The amnion is discarded after birth
therefore these cells can be isolated without using invasive procedures. Furthermore, the amniotic cells are
derived from extraembryonic tissues, before the gastrulation, which suggests that these cells retain the primitive
properties and high immunoregulatory properties than other sources commonly studied.

Keywords: amnion; dog; stem cells; cat; placenta; plasticity.

INTRODUCAO fatores que determinam a diferenciacdo de uma
determinada célula tronco em linhagem especifica
Com o crescente aumento das doengas crbnicas e apos o transplante. Diversos estudos apontam uma
degenerativas, a terapia celular surge como melhor acdo sinérgica do microambiente onde a célula esta
alternativa para o tratamento destas moléstias. Uma inserida com os fatores sollveis de crescimento
das grandes preocupacfes dos pesquisadores tem bem como sinalizagdo paracrina e o contato célula-
sido a identificacdo de fontes seguras que néo célula como os principais intervenientes na
constituem nenhum risco ao doador e que diferenciagdo celular (Vidane et al., 2013b).
favorecam o isolamento de células com alto
potencial regenerativo. O outro desafio na tematica Diversos trabalhos vém sendo desenvolvidas por
da terapia celular tem sido a identificacdo dos varios investigadores para tornar realidade o uso da
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célula tronco na medicina regenerativa. Apesar da
sua totipotencia, a destruicdo do blastocisto para o
isolamento da célula tronco embriondria acarreta
enormes implicacfes de ordem ética e religiosa.
Neste contexto a identificacdo de novas fontes de
células-tronco com alto potencial regenerativo tem
sido o alvo dos estudos atuais. A medula éssea foi
por muito tempo considerado a melhor fonte de
células tronco mesenquimais. Contudo, o0s
procedimentos invasivos majoritariamente
necessarios para 0 seu isolamento estdo associados
a altas taxas de morbidade, sendo que a quantidade
e as caracteristicas das células obtidas variam
consideravelmente com a idade do doador
(Sonciniet al., 2007; Colleoni et al., 2009). Em
analise dos aspirados da medula d&ssea, foi
registrado uma baixa frequéncia destas células em
relacio ao total das células que constituem o
estroma da medula 6ssea. Devido a sua alta
heterogeneidade, as suas propriedades
imunogénicas podem ser altamente influenciadas
por vérios fatores como os métodos de isolamento,
superficie e meio de cultura, densidade de
semeadura, tratamento com produtos quimicos,
entre outros (Bydlowski et al., 2009).

Portanto, com a evidéncia da sua diversidade
celular e de distintas caracteristicas bioldgicas das
células que apresenta, 0 amnio é consagrado como
uma importante fonte de células-tronco com maior
atracdo para a terapia celular e engenharia de
tecidos. A membrana amniética é geralmente
descartada ap6s o parto (humanos e animais)
podendo ser usadas em barreiras éticas de sua
obtencdo. Tem se mostrado uma fonte bastante
promissora de CT’s para a medicina regenerativa.
Sua origem embriondria deriva do epiblasto,
anterior a fase de gastrulagdo. Acredita-se que seu
bom desempenho no que diz respeito &
multipotencialidade e plasticidade (capacidade de
diferenciacdo celular) sdo reflexos de uma possivel
memodria celular da capacidade de diferenciagdo do
epiblasto nos trés  folhetos  embrionarios
(endoderma, mesoderma e ectoderma) (Hodges et
al., 2012).

A membrana amnidtica ja foi utilizada no auxilio de
diversas terapias em animais e humanos, como por
exemplo: lesdes de pele secundarias a queimaduras
quimicas, lesdes penfigdides cicatriciais, sindrome
de Stevens Johnson, Glceras corneanas persistentes,
dentre outras. Ela demonstra caracteristicas
antiadesivas, antibacterianas, imunomoduladoras,
protegdo da ferida, além de facilitar a adesdo e
migracdo de células epiteliais basais melhorando a
restauracdo do fendtipo epitelial (Moreira et al.,
2000). Devido as caracteristicas supracitadas,
juntamente com sua alta capacidade regenerativa e
proliferativa, a membrana amniética é, sem
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davidas, uma fonte de MSC’s extremamente

importante a ser explorada.

CELULAS-TRONCO: CONCEITOE
CLASSIFICACAO

As células-tronco sdo células com caracteristicas
neutras e capacidade de diferenciacdo em outros
tipos celulares quando especificamente estimuladas
in vitro e in vivo (Park et al., 2012). Elas podem ser
de origem embrionaria e adulta.A célula tronco
embrionaria é obtida da massa celular interna do
blastocisto embrionario. Apresenta um incrivel
potencial de diferenciagdo sendo classificada como
pluripotente, porém sua obtencdo acarreta a
destruicdo do embrido doador representando uma
barreira ética tanto para humanos quanto para
animais  (Mancuso, 2003).A célula tronco
embrionaria descrita como totipotente origina-se da
primeira divisdo do zigoto quando o blastdmeto
possui apenas 8 células sendo capaz de formar um
individuo completo (Kmiecik et al., 2013). A
célula-tronco adulta é originada de tecidos que
tiveram sua formacdo ap6s o surgimento do
blastocisto. S8o encontradas nos tecidos adultos
como repositoras fisiolégicas do organismo
(Jurgaet al., 2006; Caplan, 2009). Apresentam
capacidade de renovacdo, sdo “pré-diferenciadas” a
partir do folheto embrionario de que foram
originadas sendo capazes de se diferenciar em
outras linhagens quando estimuladas para tal.
Devido a estas caracteristicas citadas acima sdo
conhecidas como células mesenguimais
multipotentes (Uranioet al., 2011; Kmiecik et al.,
2013).As células tronco mesenquimais (CTM’s) sdo
as mais exploradas devido a facilidade de obtencéo
e cultivo, boa plasticidade (potencial elevado de
diferenciagdo), caracteristicas imunomoduladoras e
imunossupressoras. Apresentam uma caracteristica
particular de aderéncia ao plastico quando
cultivadas in vitro e morfologia fibroblastoide
(Bydlowskiet al., 2009; Monteiro et al., 2010).
Diversos estudos na area da medicina regenerativa
utilizando CTM’s estdo em andamento como por
exemplo, na &rea de injdrias neuroldgicas agudas,
subagudas e cronicas, trauméticas ou degenerativas
e ortopedia (Bruder et al., 1998; Arinzeh et al.,
2003; Feitosa, 2011; Forostyak et al.,
2013).Diversas fontes ja foram estudadas, dentre
elas a medula éssea, polpa dentaria, tecido adiposo,
epitélio olfatério, membrana amniotica,liquido
amnidtico, dentre outras (Arinzeh et al., 2003;
Feitosa, 2011; Vidane et al., 2013a). Estas e outras
fontes estdo sendo pesquisadas a fundo a fim de se
chegar a uma conclusdo da fonte ideal de células
tronco principalmente no que diz respeito a
viabilidade e facilidade de obtencdo, -cultivo,
qualidade celular e eficacia nos tratamentos
propostos.
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CELULA-TRONCO AMNIOTICA

Para o desenvolvimento e a sobrevivéncia, o
concepto desenvolve uma serie de tecidos
extraembrionarios que providenciam o suporte
nutricional e protecdo do préprio embrido. Os
amniotas (mamiferos, aves e repteis) consistem de
quatro membranas extraembrionarios,
nomeadamente 0 amnio, cérion, saco vitelino e o
alantoide. O amnio é a membrana extraembrionaria
mais interna que envolve o feto e delimita a
cavidade amniotica repleta do fluido amniotico,
proporcionando um nicho para o desenvolvimento
do concepto e conferindo protecdo e resisténcia ao
impacto. E completamente composto pelo tecido
fetal, fato bastante importante que caracteriza a
natureza primitiva das suas células (Bourne, 1962;
Tiedemann, 1979; Pereira et al., 2011).

O amnio consiste de uma camada epitelial de
células cuboides (AECs) que delineiam a camada
interna  da cavidade amnidtica denominado
ectoderma amnidtico. Estas células derivam do
epiblasto (também denominadas amnioblastos)
antes da gastrulacdo e se diferenciam em AECs.
Logo a seguir a ectoderma amnidtico encontra-se
uma fina camada da mesoderme adjacente ao forro
mesodérmico do corion. As células amnioticas
mesenquimais (AMCs), encontram-se
aleatoriamente distribuidos na matriz extracelular,
tendo uma origem mesodérmica extraembrionaria.
Sé&o ricas em coldgeno e laminina e com um aspecto
fibroblastide (Chang et al., 2010; Pereira et al.,
2011).

Estudos apontam que ambos os tipos celulares do
amnio, se originam durante o estdgio de pré-
gastrulacdo da embriogénese prior ao delineamento
dos trés folhetos embriondrios o que sugere que
retém propriedades primitivas e caracteristicas de
células tronco pluripotentes (llancheranet al., 2007;
Manuelpillai et al., 2011). Estas propriedades
justificam a maior atracdo por estas células, sendo
alvo de maior investigacdo nos Ultimos dias. Para
além disso, 0 &mnio é o biomaterial de eleicdo para
engenharia tecidual devido a sua habilidade de
reduzir a inflamacdo e a formagdo da cicatriz para
além de possuir propriedades antimicrobianas o que
a torna molde ideal para proliferacdo e
diferenciacdo celular (Niknejad et al., 2008). Tem
sido amplamente usada em transplantes bioldgicos
para o curativo de diversas patologias como feridas
graves e Ulceras nao cicatrizantes, cirurgia de
reconstituicdo  vaginal, reparagdo da hérnia
abdominal, prevencdo da adesdo cirlrgica,
fechamento do pericérdio e cirurgias oftalmicas.

Neste contexto, com a evidéncia da sua diversidade
celular e de distintas caracteristicas biolégicas das
células que apresenta, 0 &mnio é consagrado como
uma importante fonte de células-tronco com maior
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atracdo para a terapia celular e engenharia de
tecidos. As células mesenquimais da membrana
amniotica sdo conhecidas por possuir propriedades
imunomoduladoras o que as torna mais acessiveis
para transplantes alogénicos (Mihu et al., 2009;
Huo et al., 2010). Entretanto, 0 &amnio é comumente
descartado ap6s o nascimento, podendo ser usado
sem levantar quaisquer conflitos éticos ou morais,
além de que permite o isolamento das MSCs com
alta eficiéncia sem recurso a procedimentos
invasivos (Huo et al., 2010; Consiglio et al., 2011;
Diaz-Prado et al., 2011, Fernandes et al., 2012).
Além dessas diferencas, estas células possuem
propriedades primitivas, baixa tumorigenicidade e
maior plasticidade que as restantes células
homdlogas (Abdulrazzak et al., 2010).

As células-tronco mesenquimais derivadas da
membrana amnidtica (AMSC’s) do gato e do cdo
sdo alvo de estudo do Grupo de desenvolvimento de
terapias inovadoras (GDTI - FZEAJUSP).
Recentemente 0 grupo comprovou a existéncia
desta linhagem celular no &mnio de gato, tendo
apresentado  caracteristicas  morfoldgicas e
imunofenotipicas similares a das restantes fontes de
CTM’s previamente descritas. Em cultivo,
demonstraram uma boa taxa de proliferacdo sem
alteracBes fenotipicas, alta plasticidade tendo-se
diferenciado em linhagem condrogeénica,
osteogénica e adipogénica. Quando inoculadas em
camundongos  imunossuprimidos ndo  foram
observados formacdo de teratomas o que leva a
concluir que a membrana amniética felina
representa uma fonte vidvel de CTM’spara a
medicina regenerativa.Estes resultados motivaram o
grupo a propor um projeto piloto da aplicagdo
destas células em pacientes com insuficiéncia renal
crénica.

Na descricdo das células-tronco da membrana
amniotica canina realizada por Lima (2012), foi
constatada a formacdo de teratomas do tipo
carcinoma embriondrio ap6s a aplicacdo das
mesmas em camundongos imunossuprimidos
inviabilizando, a principio, a utilizacdo desta fonte
para terapias celular. Porém, a fonte em questdo
demonstrou diversas caracteristicas positivas como
boa plasticidade (diferenciacdo osteogénica e
adipogénica), boa proliferacdo e facilidade de
cultivo, facil obtencdo motivando assim novos
estudos em cima da membrana amnidtica canina
com o intuito de desvendar o exato ponto em que
ela se diferencia da membrana amni6tica felina que
possa justificar esta diferenca de resultados no teste
carcinogénico.
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Figura - Fotomicrografia da morfologia das células mesenquimais indiferenciadas derivadas do &mnio de gato (A
e B) e céo (C e D) . Apds 24horas de cultivo inicial (A e C), as células apresentavam-se aderentes a placa de
cultivo com uma morfologia fibroblastéide. Esse fenétipo foi mantido nas passagens subsequentes (B e D) e sem
alterac@es na taxa de proliferacdo. Na sua maioria as células apresentam se pareadas como indicativo de intensa

proliferacéo.

ESTABELECIMENTO DA LINHAGEM
CELULAR DO AMNIO FELINO E CANINO

As membranas amniéticas sdo obtidas de
campanhas de castracdo eletiva na cidade de
Pirassununga — SP. Esporadicamente  sdo
encontrados Uteros gravidicos no ato cirdrgico.
Estes Uteros sdo transportados em condicGes de
refrigeracdo até ao laboratério GDTI onde séo
lavados e dissecados de forma estéril para
exteriorizagdo das placentas.

A membrana amnidtica é separada manualmente,
lavada em PBS+antibiotico, macerada
mecanicamente com auxilio de laminas de bisturi e
submetida a digestdo enzimatica com colagenase
0,1% durante 3 horas a 38,5°C.Em seguida,
écultivada em meio Alpha-MEM suplementado
com soro fetal bovino (SFB) e antibidticos
(Penicilina +Streptomicina). Apbs atingirem a
confluéncia de 80-90%, as células sdo tripsinizadas,
centrifugadas e replaqueadas em uma placa com
maior capacidade de volume visando a expansdo da
cultura. Estas células também podem ser
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criopreservadas em meio de congelamento
composto por 45% Alpha MEM, 45 % SFB e 10%
de DMSO para utilizacdo posterior. Na figura que
se segue estdo ilustradas as imagens de cultivo
primario e secundario da linhagem de células-
tronco derivadas do &mnio de céo e gato.

CONCLUSAO

A membrana amniética dos gatos e cdes domeésticos
apresenta células mesenquimais com caracteristicas
morfolégicas e fenotipicas tipicas de células
progenitoras,  capazes de se  propagar
indefinidamente em cultivo sem alterar as suas
qualidades funcionais e de se diferenciar em
multiplas linhagens especificas. Esta linhagem
celular reage a marcadores especificos das MSCs e
apresentam alta plasticidade podendo se diferenciar
em multiplas linhagens em condi¢des especificas.
Estas constatacdes sugerem o amnio de gato e do
cdo como fonte promissora de células-tronco
mesenquimais com alto potencial para a terapia
celular.
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