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RESUMO.- O interesse nas pesquisas com células-tronco 
derivadas de anexos fetais de diversas espécies cresceu ex-
ponencialmente nas últimas décadas em virtude de serem 
fontes de células-tronco adultas com potencial de diferen-
ciação em diversas linhagens celulares que apresentam 
pouca ou nenhuma imunogenicidade, apresentando-se as-
sim como alternativa de grande importância para a forma-
ção de bancos celulares. Apesar do crescente interesse, os 
estudos para espécie equina ainda são escassos. O objetivo 
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The interest in stem cells derived from fetal annexes of many species has exponentially 
increased during the last decades, because they are adult stem cell sources with poten-
tial of differentiation in several cell lineages; which present little or no immunogenicity 
and are an alternative with great importance for storage cell banks. Despite the rising in-
terest, studies for the equine species are still rare. The aim of this study was to isolate, 
characterize and differentiate mesenchymal stem cells derived from equine amniotic fluid 
obtained from initial, middle and late third of gestation (AF-MSCs), and compare their re-
sults. Twenty three samples from equine amniotic fluid were evaluated by morphological, 
immunocytochemical and immunophenotypical (Flow cytometer) assays and osteogenic, 
adipogenic and chondrogenic in vitro differentiation. All samples demonstrated plastic ad-
hesion and fibroblastoid morphology. The immunocytochemical assay demonstrated cells 
from all the studied groups were positive for CD44, PCNA and vimentin and negative for 
cytokeratin and Oct-4. Flow cytometry demonstrated expression of CD44 and CD90 and 
no expression of CD34, where CD44 and CD90 markers presented decreasing pattern of 
expression in relation to the gestational development. All samples collected from all ges-
tational phases were capable to differentiate in osteogenic, chondrogenic and adipogenic 
lineages. Thus, cells obtained from equine amniotic fluid presented morphological and 
immunophenotypical characteristics and potential of differentiation typical of MSCs show-
ing that the collection can be performed at any stage of pregnancy. However, more studies 
should be performed about the expression of pluripotent markers as Oct-4 and the dif-
ferentiation potential for extra mesodermal lineages prior demonstrated in the literature.
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deste trabalho foi isolar, caracterizar e diferenciar células-
-tronco mesenquimais (CTMs) derivadas do líquido amni-
ótico equino obtidas do terço inicial, médio e final da ges-
tação (LA-CTMs), comparando suas características. Foram 
colhidas 23 amostras de líquido amniótico as quais foram 
submetidas às análises morfológica, imunocitoquímica, 
imunofenotípica por citometria de fluxo e às diferenciações 
osteogênica, adipogênica e condrogênica in vitro. Todas as 
amostras demonstraram adesão ao plástico e morfologia 
fibroblastóide.  No ensaio imunocitoquímico as células de 
todos os grupos foram imunomarcadas para CD44, PCNA 
e vimentina com ausência de marcação para citoqueratina 
e Oct-4. Na citometria de fluxo observou-se a expressão 
de CD44 e CD90 e ausência de expressão de CD34, sendo 
que os marcadores CD44 e CD90 mostraram padrão de ex-
pressão decrescente em relação ao desenvolvimento ges-
tacional. As amostras obtidas de todas as fases da gestação 
foram capazes de diferenciação nas linhagens osteogênica, 
condrogênica e adipogênica. Portanto, as células obtidas do 
líquido amniótico apresentaram características morfológi-
cas, imunofenotípicas e potencial de diferenciação típicos 
das CTMs, demonstrando que a colheita pode ser realizada 
em qualquer fase gestacional. No entanto, mais pesquisas 
devem ser realizadas principalmente quanto à expressão 
de marcadores de pluripotencialidade (como o Oct-4) e ao 
seu potencial de diferenciação em linhagens extra meso-
dermais já relatados na literatura.
TERMOS DE INDEXAÇÃO: Equino, anexos fetais, células-tronco 
mesenquimais, imunocitoquímica, citometria de fluxo.

INTRODUÇÃO
O líquido amniótico é formado por uma grande quantidade 
de células, de origem embrionária ou extra-embrionária, 
em suspensão. Esta população celular varia com a fase 
gestacional e traduz as mudanças ocorridas no feto e seus 
anexos, estando bastante vinculada com a maturidade fe-
tal (Gosden 1983). As células apresentam tamanho de 6 a 
50µm, e morfologia também variável de escamosas a arre-
dondadas (Bydlowski et al. 2009).

A detecção de células progenitoras no líquido amniótico 
humano foi inicialmente relatada em 1993 quando células 
arredondadas, pequenas e nucleadas, foram encontradas an-
tes da 12ª semana de gestação e identificadas como progeni-
toras hematopoiéticas, possivelmente provenientes da vesí-
cula vitelínica (Torricelli et al. 1993). Hoje, sabe-se que três 
tipos celulares são encontrados no líquido amniótico: Célu-
las Epitelióides (E), com origem na pele e trato urinário do 
feto; Células Amnióticas (AF) propriamente ditas, originadas 
nas membranas placentárias e trofoblasto (produtoras de 
estrógenos, progesterona e gonadotrofina coriônica huma-
na); e Fibroblatóides (F), originadas dos tecidos conjuntivos, 
apresenta características e marcadores para células-tronco 
mesenquimais (CTMs) e devem ser chamadas de CTMs deri-
vadas do líquido amniótico (Gucciardo et al. 2008). As célu-
las dos tipos AF e E aparecem no início do cultivo enquanto 
as células F aparecem posteriormente, porém somente AF e 
F persistem enquanto as células do tipo E regridem com o 
passar do tempo (Prusa & Hengstschlager 2002).

A descoberta das CTMs derivadas do líquido amniótico 
humano, na última década, demonstrando a expressão do 
marcador de pluripotência Oct-4, alta capacidade de proli-
feração e potencial de diferenciação em diversas linhagens 
celulares, iniciou um novo e promissor campo na pesquisa 
de células-tronco (Siegel et al. 2007). Tsai et al. (2004) re-
lataram a expressão de Oct-4 e a diferenciação in vitro nas 
linhagens osteogênica, adipogênica e neurogênica de CTMs 
obtidas do líquido amniótico (LA-CTMs) colhido no quarto 
mês de gestação de mulheres submetidas à amniocentese 
para avaliação citogenética do feto. No mesmo ano, Prusa 
e colaboradores relataram a expressão esporádica de mar-
cadores neurogênicos pelas LA-CTMs e que esta expressão 
aumentou consideravelmente após o cultivo destas célu-
las sob meio de indução de diferenciação neurogênica. Em 
2006, Tsai e colaboradores confirmaram a expressão de 
marcadores neurogênicos antes e após a indução da dife-
renciação e relataram ainda a expressão de mais um mar-
cador de pluripotência, o NANOG-.

Muitos outros estudos descreveram a expressão de Oct-
4 (You et al. 2009, Steigman et al. 2009, Phermthai et al. 
2010) e capacidade de diferenciação em muitas linhagens 
celulares (De Coppi et al. 2007, Peister et al. 2008, Anto-
nucci et al. 2009, Cabral et al. 2009) tais como osteogênica, 
condrogênica, adipogênica, miogênica, neurogênica, endo-
telial e hepática das LA-CTMs humana. Além disso, as cé-
lulas não apresentaram alterações em seu cariótipo após 
o cultivo (Cabral et al., 2009), não induziram a formação 
de tumores quando foram transplantadas (You et al. 2009, 
Phermithai et al. 2010) e apresentaram 80% de viabilida-
de após 5 meses de criopreservação (Steigman et al. 2008). 
Apesar da grande maioria das pesquisas serem realizadas 
com amostras colhidas durante a amniocentese para ensaio 
citogenético dos fetos no quarto mês de gestação, estudos 
realizados com amostras colhidas durante a cesariana a 
termo obtiveram o mesmo padrão de resultados (Steigman 
et al. 2009, You et al. 2009).

Na medicina veterinária equina, o isolamento e caracte-
rização de LA-CTMs de amostras colhidas durante o parto 
foram descritos recentemente. A população de LA-CTMs 
demonstrou ter maior taxa de crescimento e proliferação 
do que as populações de CTMs da medula óssea e do tecido 
extra vascular do cordão umbilical (Wharton’s Jelly). Estas 
células apresentaram capacidade de diferenciação para as 
linhagens adipogênica, osteogênica e condrogênica, bem 
como outra característica marcante: a expressão de mar-
cadores de pluripotência como o Oct-4 (Lovati et al. 2011).  
Park et al. (2011) também relataram êxito no isolamento 
de LA-CTMs equina, demonstrando alta taxa de prolifera-
ção, expressão de marcadores típicos de CTMs e capacida-
de de diferenciação em três diferentes linhagens celulares.

Os resultados encontrados na medicina humana indi-
cando as LA-CTMs como uma fonte providencial e conve-
niente de células-tronco e a escassez de pesquisas encon-
tradas na medicina veterinária equina sobre este assunto, 
motivaram a realização do presente estudo visando à oti-
mização da obtenção de LA-CTMs equina e buscando es-
tabelecer o melhor momento para colheita em fases ges-
tacionais, possibilitando a utilização de úteros gravídicos 
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considerados como descarte em frigoríficos comerciais 
como fonte para a formação de bancos de armazenamento.  
Sendo assim, o objetivo deste trabalho foi isolar, cultivar, 
caracterizar imunofenotipicamente e avaliar a capacidade 
de diferenciação in vitro nas linhagens osteogênica, adipo-
gênica e condrogênica de CTMs derivadas do líquido am-
niótico equino obtidos dos terços inicial, médio e final da 
gestação, comparando os resultados encontrados entre os 
grupos estudados.

MATERIAL E MÉTODOS
Colheita das amostras

Vinte e três amostras de líquido amniótico de éguas sem raça 
definida foram colhidas em frigoríficos comerciais localizados na 
cidade de São Gabriel/ RS (30°46’42” S, 54°52’50” O) e Araguari/
MG (18°39’4” S, 48°11’7” O). Os úteros foram abertos e, a partir 
da exposição do âmnio, amostras de 15 mL de líquido amniótico 
foram aspiradas com seringa agulhada estéril. 

Durante as colheitas, realizou-se a mensuração da distância 
céfalococcígea (CC) de todos os fetos para realização da divisão 
das amostras de acordo com a idade gestacional (IG) segundo 
equação IG = 22,623 + 4,2528 CR - 0,0124 CC²  sugerida por Naves 
et al (2008). Consideraram-se as amostras de terço inicial (TI) de 
gestação àquelas obtidas de gestações de até 110 dias; de terço 
médio de gestação (TM) as amostras de 110 dias até 220 dias; e 
de terço final de gestação (TF) as amostras de 220 dias em diante. 
O grupo TI totalizou em 8 amostras, o grupo TM em10 amostras e 
o grupo TF em 5 amostras.

Após a colheita, todas as amostras foram transferidas para 
tubos de centrífuga estéreis, armazenados e transportados a 5°C 
por até 72 horas até o laboratório localizado na cidade de Botu-
catu/SP (22º53’09”S, 48º26’42”O) no sistema de transporte re-
frigerado de sêmen Botutainer® (Botupharma, Botucatu, Brasil).

Isolamento e cultivo
Ao chegar ao laboratório, as amostras foram centrifugadas a 

1750 RPM/10 min, o sobrenadante foi desprezado e o “pellet” 
ressuspendido em 4 mL do meio composto por 40% de DMEM 
baixa glicose, 40% de F12, 20% de soro fetal bovino, anfotericina 
B, estreptomicina e penicilina (Gibco, Carisbad, USA). Cada amos-
tra foi dividida em duas alíquotas de 2mL e cultivadas em frascos 
de cultivo de 25cm3 (Sarstedt, Nümbrecht, Alemanha), em estufa 
com 90% de umidade e 5% de CO2 a 37,5°C. As amostras em culti-
vo foram suplementadas com meio inicialmente a cada cinco dias. 
Após a adesão das células, os meios foram trocados a cada 48-72 
horas e as passagens foram realizadas quando do alcance de 80% 
de confluência. Para isto, as monocamadas foram lavadas duas 
vezes com 2mL de tampão Salina-Fosfato (DPBS 1x, LGC Biotec-
nologia, BRA), foram adicionados 2mL de Tripsina (TrypLETM Ex-
press, Invitrogen, Carisbad, USA) e os frascos de cultivo mantidos 
na estufa por 5 minutos. Após a confirmação de que a dissociação 
entre as células havia ocorrido, as amostras foram centrifugadas e 
lavadas duas vezes no meio citado para completa remoção da trip-
sina. Os “pellets” foram então ressuspendidos em 10mL de meio e 
divididos em duas alíquotas e recolocados em dois novos frascos 
de cultivo com 5mL cada.

Imunocitoquímica
Após a passagem, as amostras foram cultivadas em placas 24 

wells no meio de cultivo citado por 48 horas, quando apresenta-
ram adesão e morfologia fibroblastóide. As células foram então 
fixadas (paraformoldeído 4%) e permeabilizadas com saponina 
(Fix & Perm fixation and permeabilization Kit, Invitrogen, Caris-
bad, USA), lavadas 3 vezes com PBS, incubadas com solução de lei-

te desnatado a 3% por 1 hora para o bloqueio de proteínas ines-
pecíficas, lavadas  3 vezes em PBS novamente e incubadas por 18 
horas a 5°C com os anticorpos primários monoclonais mouse anti 
horse CD44, mouse anti human PCNA, vimentina e citoqueratina, e 
com o anticorpo policlonal goat anti Oct-4. Os anticorpos primá-
rios foram detectados por meio da incubação com os anticorpos 
secundários ligados a peroxidase (Advance, Dako, USA), exceto 
para o Oct-4, para o qual foi utilizado o anticorpo secundário anti 
goat  por 30 minutos e o complexo ABC Kit Vectastain (Vector La-
boratories Inc., CA, USA). As reações foram reveladas utilizando-
-se solução de substrato cromogênico - DAB por 5 minutos (Li-
quid DAB Cromogen® - DakoCytomation, CA, USA).

Citometria de fluxo
Para a citometria de fluxo as amostras foram tripsinizadas e 

ressuspendidas em PBS. As amostras foram divididas em alíquo-
tas e incubadas com os anticorpos, anti-CD90 e anti-CD34 conju-
gados com a sonda FITC e com o anticorpo primário anti-CD44 
por uma hora, seguida da incubação com o anticorpo secundá-
rio conjugado com a sonda PE ou FITC por mais uma hora. Duas 
amostras de cada terço gestacional foram analisadas no citômetro 
FACS Calibur BD®. Foram realizados os controles de autofluores-
cência das células e controle negativo para o CD44.

Diferenciação
Osteogênica. Para a diferenciação osteogênica, as amostras 

foram cultivadas em placas 6 “well”. Quando as mesmas apresen-
taram cerca de 60% de confluência o meio de cultivo foi substitu-
ído pelo meio de indução de diferenciação osteogênica (StemPro 
Osteogenesis Kit, Gibco, USA). Foram realizadas trocas de meio a 
cada 48-72 horas por 14 dias. Para a avaliação da diferenciação, 
as monocamadas foram fixadas em paraformoldeído 4% por 30 
minutos, lavadas duas vezes com água destilada e cobertas com a 
coloração Alizarin Red 2% pH 4,2 (Sigma-Aldrich, USA) por 3 mi-
nutos. Após este período, foram lavadas mais duas vezes com água 
destilada e analisadas sob microscopia de luz invertida para ob-
servação de depósitos de matriz de cálcio, corados em vermelho.

Adipogênica. Para a diferenciação adipogênica, as monoca-
madas foram cultivadas em placas 6 “well” e quando as mesmas 
apresentavam 60% de confluência o meio de cultivo foi substitu-
ído pelo meio de indução de diferenciação adipogênica (StemPro 
Adipogenesis Kit, Gibco, USA). Foram realizadas trocas de meio 
a cada 48-72 horas por 10 a 14 dias. Para a avaliação da diferen-
ciação, as monocamadas foram fixadas em paraformoldeído 4% 
por 30 minutos, lavadas três vezes em PBS, seguida de duas vezes 
com água destilada e cobertas com a coloração Oil Red O (Sigma-
-Aldrich,USA) por 50 minutos. Após este período, foram lavadas 
mais duas vezes com água destilada e analisadas sob microscopia 
de luz invertida para observação gotículas de lipídeo intracito-
plasmático, corados em vermelho.

Condrogênica. Para a diferenciação condrogênica, as monoca-
madas foram tripsinizadas e centrifugadas para obtenção do “pel-
let” de células. O cultivo foi realizado em tubos de centrífuga e os 
“pellets” foram mantidos por 24-48 horas no meio de manutenção 
quando o meio foi substituído pelo meio de indução de diferen-
ciação condrogênica (StemPro Chondrogenesis Kit, Gibco, USA). 
Os meios foram trocados a cada 48-72 horas por 14 dias, e então 
foram fixados em formol tamponado e incluídos em parafina para 
realização dos cortes para formação de três lâminas por amostra, 
as quais foram coradas com Hematoxilina-Eosina (HE), Alcian Blue 
e Azul de Toluidina (Sigma-Aldrich,USA). As lâminas foram então 
observadas por microscopia de luz para avaliação da morfologia, 
presença de nódulos celulares entremeados por uma matriz extra-
celular de gliocosaminoglicanos que podem ser especificamente 
detectadas pelas colorações Alcian Blue e Azul de Toluidina.
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Análise estatística
Para análise estatística, a variável dependente binomial ex-

pressão das marcações (CD34, CD90 e CD44) na citometria fluxo 
dos diferentes grupos (terço inicial, médio e final da gestação) foi 
analisada por meio do teste de Regressão Logística utilizando o 
PROC LOGISTIC do SAS (SAS, Inst. Inc., Cary, NC, EUA). Quando o 
efeito de tratamento foi significativo utilizou-se o LSD com o co-
mando LSMEANS PDIFF do PROC GLM do SAS. Fontes de variação 
no modelo incluindo os diferentes grupos experimentais foram 
consideradas como efeito fixo. Como efeito aleatório adotou-se os 
animais (grupo). Os resultados estão apresentados como porcen-
tagem. Foi adotado o nível de significância de 5% (P<0,05).

RESULTADOS
Morfologia

Todas amostras apresentaram adesão à superfície plás-
tica do frasco de cultivo e morfologia fibroblastóide. As 
amostras provenientes do terço inicial, médio e final apre-
sentaram adesão e morfologia fibroblastóide em 7 dias em 
média e permaneceram em cultivo primário por aproxima-
damente 21 dias, quando alcançaram confluência de 80% e 
as passagens foram realizadas (Fig.1).

Imunocitoquímica
Todas as amostras dos períodos gestacionais foram ava-

liadas e apresentaram imunomarcação para os anticorpos 
anti CD44, PCNA e vimentina e ausência de marcação para 
os anticorpos anti citoqueratina e Oct-4.Todas as amostras 
estavam em terceira passagem (Fig.2).

Citometria de fluxo
Todas as amostras dos períodos gestacionais avaliadas 

apresentaram expressão de CD44, expressão de CD90 e au-

sência de expressão do CD34. Os marcadores CD44 e CD90 
demonstram padrão de expressão decrescente durante as 
fases gestacionais conforme demonstrado no Quadro 1.

A expressão dos marcadores CD44, CD90, CD34 e os 
controles negativo do CD 44 e de autofluorescência das cé-
lulas fibroblastóides do líquido amniótico estão represen-
tadas nos gráficos da Figura 3 a seguir. 

Diferenciação
Todas as amostras dos períodos gestacionais apresenta-

ram capacidade de diferenciação osteogênica, adipogênica 
e condrogênica. As amostras estavam em segunda passa-
gem (P2). Não foram observadas diferenças na capacidade 
de diferenciação entre as amostras obtidas do terço inicial, 
médio e final da gestação.

O cultivo das LA-CTMs realizado em meio indutor de di-
ferenciação osteogênica por 14 dias resultou na produção 
de cristais de cálcio extracelular identificados em vermelho 
pela coloração Alizarin Red (Fig.4A). As LA-CTMs cultiva-
das em meio indutor de diferenciação adipogênica por 14 
dias apresentaram mudanças morfológicas tornando-se ar-

Fig.1. Cultivo primário de células aderentes com morfologia fibroblastóide derivadas do líquido amniótico equino colhidos de úteros 
gravídicos (A) no terço inicial, (B) médio, (C) final de gestação, aos 7 dias de cultivo.

Fig.2. Células com morfologia fibroblastóide derivadas de amostras de líquido amniótico equino, imunocoradas para os anticorpos anti-
-CD44 (B), vimentina (C), PCNA(D) e com ausência de marcação para citoqueratina (A) e Oct-4 (E).

Quadro 1. Valores em porcentagem de expressão dos  
marcadores CD34, CD90, CD44 de células fibroblastóides  
derivadas do líquido amniótico equino colhido no terço 

inicial, médio e final da gestação

	 Marcação	 Grupo Terço	 Grupo Terço	 Grupo Terço	 Valor de P
		   Inicial	 Médio	 Final	

	 CD34	 2,0	 1,8	 2,7	 0,8686
	 CD90	 96,5a	 68,9b	 34,3c	 <0,0001
	 CD44	 96,6a	 91,7b	 86,9ab	 0,0337
a,b, c Letras sobrescritas incomuns na mesma linha diferem (P<0,05).  N = 

20.000.
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redondadas e apresentaram o acúmulo de gotículas lipídi-
cas em seu citoplasma coradas em vermelho pela coloração 
Oil Red O (Fig.4B,C). A análise histológica do cultivo em 3D 

das LA-CTMs sob meio indutor de diferenciação condrogê-
nica por 14 dias apresentou células arredondadas cercadas 
de matriz de gliocasaminoglicanos (coradas em vermelho 
pela coloração HE, em azul pela coloração Alcian Blue e 
pelo fenômeno de metacromasia observado pela coloração 
Azul de Toluidina (Fig.4D-E).

DISCUSSÃO
A busca de novas fontes de células-tronco mesenquimais 
como alternativa à medula óssea foi crescente na última 
década principalmente na medicina humana. Neste senti-
do, os anexos fetais destacaram-se por serem fontes de fácil 
obtenção, de colheita não invasiva quando realizada ao nas-
cimento e com grande possibilidade de formação de ban-
cos de armazenamento na medicina humana (Fauza 2004, 
Gucciardo 2008) e veterinária (Cremonesi et al. 2011).  No 
entanto, os estudos sobre a identificação de células-tronco 
mesenquimais derivadas do líquido amniótico equino são 
raros, tendo sido relatados apenas por Lovati et al. (2011), 
Park et al. (2011) e Lacono et al. (2012), utilizando amos-
tras colhidas durante o parto.

Fig.3. Gráficos da citometria de fluxo de amostra de células fibroblas-
tóides derivadas de líquido amniótico (LA) equino colhido no ter-
ço inicial da gestação. Os gráficos demonstram a expressão CD44 
e CD90, ausência de expressão do CD34, bem como o controle de 
autofluorescência das células e controle negativo do CD44.

Fig.4. (A) Diferenciação de células com morfo-
logia fibroblastóide derivadas do líquido 
amniótico equino nas linhagens osteogê-
nica observando-se depósitos de cálcio 
extracelular corados em vermelho por Ali-
zarin Red, (B) adipogênica observando-se 
gotículas de lipídeo intracitoplasmático 
corados em vermelho por Oil Red O, (C) 
condrogênica observando-se a presença 
de matriz de glicosaminoglicanos coradas 
em azul com Alcian Blue, (D) metacroma-
sia em Azul de Toluidina, (E) em róseo pela 
coloração HE. 
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Visando o surgimento de novos modelos terapêuticos 
para medicina veterinária regenerativa, principalmente 
para lesões dos cavalos atletas, nosso trabalho teve o ob-
jetivo de identificar CTMs derivadas do líquido amniótico 
equino colhido em diferentes momentos gestacionais e 
comparar suas características, bem como contribuir para 
otimização do isolamento, caracterização e diferenciação in 
vitro das mesmas. Os resultados deste estudo demonstra-
ram que células-tronco mesenquimais podem ser isoladas 
do líquido amniótico colhido em qualquer fase da gestação 
equina, possibilitando a utilização de úteros gravídicos ob-
tidos em frigoríficos comerciais como fonte de colheita de 
líquido amniótico para a formação de bancos de LA-CTMs. 
Sendo assim, estes resultados estão de acordo com Steig-
man et al. (2009) e You et al. (2009) que demonstraram que 
as CMTs do líquido amniótico do último terço gestacional 
de mulheres obtidos durante cesariana de fetos a termo, e 
não somente amostras obtidas do segundo terço gestacio-
nal,  podem ser isoladas e cultivadas com sucesso.

As amostras de todos os grupos estudados apresenta-
ram morfologia fibroblastóide e aderência ao plástico cor-
roborando com os achados de Tsai et al. (2004) e You et 
al. (2009) na medicina humana, com Uranio et al. (2011) 
na medicina veterinária canina, Corradetti et al. (2013) na 
medicina veterinária bovina e ainda, com Park et al. (2011), 
Lovati et al. (2011) e Lacono et al. (2012) na medicina ve-
terinária equina. Porém, tivemos uma dificuldade inicial no 
isolamento destas células a qual foi superada diminuindo-
-se o volume de meio utilizado no cultivo primário de 5mL 
para 2mL (deixando as células em suspensão mais próxi-
mas da superfície plástica do frasco de cultivo) e aumen-
tando-se o tempo para a realização da primeira troca de 
meio de 2 dias para 7 dias (evitando-se o descarte de célu-
las com capacidade de aderência que ainda estivessem em 
suspensão). Neste contexto, Lacono et al. (2012) descreve-
ram que células isoladas da gelatina de Wharton e sangue 
de cordão umbilical equino demonstraram maior taxa de 
expansão in vitro do que as células obtidas do líquido am-
niótico colhido no momento do parto, sendo que todos os 
grupos apresentaram características de CTMs, o que pode 
indicar uma maior dificuldade no cultivo in vitro destas cé-
lulas, corroborando com os nossos resultados.

Na análise imunocitoquímica realizada na placa de cul-
tivo observou-se marcação positiva para CD44 e Vimentina 
e para o marcador de proliferação celular PCNA e ausência 
de marcação para Citoqueratina confirmando a origem me-
senquimal e potencial de proliferação de todos os grupos 
colhidos no período gestacional, mantendo-se a morfolo-
gia característica das células.  A ausência de marcação para 
Oct-4 discorda do encontrado na literatura tanto humana 
(Prusa et al.2004, Tsai et al. 2004, You et al. 2009), quanto 
veterinária equina (Lovati et al. 2011, Park et al. 2011) e 
bovina (Corradetti et al. 2013), porém está de acordo com 
Uranio et al. (2011) que relata a ausência de expressão de 
Oct-4 em CTMs derivadas do líquido amniótico canino.

É conhecido que no liquido amniótico encontra-se uma 
mistura de células e que as células com características 
epiteliais são aquelas com maior tendência a expressar os 
marcadores de pluripotência (Gucciardo et al. 2008). Cor-

radetti et al. (2013) demonstraram que ambas as células 
derivadas da porção epitelial de membrana amniótica e lí-
quido amniótico bovino apresentaram tanto expressão de 
marcadores de pluripotência como capacidade de diferen-
ciação em linhagens ectodermais. Porém, sabe-se que com 
o avançar do tempo de cultivo, estas células tendem a ser 
eliminadas, permanecendo aquelas com características fi-
broblastóides. No entanto, no presente experimento, a ava-
liação foi realizada somente após a terceira passagem, des-
ta forma, o número de passagens realizadas pode ter sido 
responsável pela eliminação, da população celular com ca-
racterísticas pluripotentes. Além disso, deve-se considerar 
ainda que a metodologia utilizada neste experimento difere 
da descrita na literatura e por ser uma avaliação qualitati-
va a observação de uma subpopulação positiva para Oct-4 
pode ter sido prejudicada, sugerindo a necessidade de uma 
avaliação mais acurada, quantitativa como a citometria de 
fluxo. Entretanto, alguns autores alertam para o fato da 
detecção do sinal de Oct-4 e até de proteínas semelhantes 
ao Oct-4 serem resultado da transcrição de pseudogenes 
semelhantes a este fator e não do Oct-4 propriamente dito 
(Liedtke et al. 2007).

Na avaliação imunofenotípica por citometria de fluxo, 
todas as amostras avaliadas demonstraram expressão de 
CD44 (TI: 96,61%a; TM: 91,68%b e TF: 86,85%ab), de CD90 
(TI: 96,56%a; TM: 68,85%b e TF: 34,26c) e ausência de ex-
pressão do marcador de células hematopoiéticas CD34: 
(TI: 1,95%; TM: 1,83% e TF: 2,74%) corroborando com os 
resultados obtidos em humanos (Steigmann et al. 2008, 
You et al. 2009, Phermtai et al. 2010) e com a caracteriza-
ção imunofenotipica das CTMs equinas sugeridas por De 
Schauwer (2011) e apresentadas por Lovati et al. (2011), 
Park et al. (2011) e Lacono et al. (2012) na avaliação de 
CTMs derivadas do líquido amniótico equino colhido no 
momento do parto. O CD90 tem sido considerado um dos 
principais marcadores de células-tronco hematopoiéticas 
(Mestas & Hughes 2004, Majeti et al. 2007, Boitano et al. 
2010), reconhecendo também CTMs (Masson et al. 2006), 
queratinócitos (Nakamura et al. 2006) e células progenito-
ras endometriais (Gargett 2006).

As maiores porcentagens de expressão do CD90 e do 
CD44 durante os períodos mais iniciais da gestação equina 
podem refletir as mudanças fisiológicas observadas duran-
te a gestação e uma maior indiferenciação das CTMs nas 
fases iniciais da gestação equina. Este achado pode indicar 
as fases iniciais da gestação como melhor momento de co-
lheita de amostras para obtenção de CTMs para formação 
de bancos de armazenamento de células, no entanto não 
inviabiliza a colheita nas fases finais da gestação e no mo-
mento do parto. Este aspecto ainda precisa ser melhor es-
tudado, uma vez que de acordo com o nosso conhecimento, 
este é o primeiro trabalho que compara as características 
de células tronco obtidas do líquido amniótico em diferen-
tes momentos da gestação na espécie equina.

Uma das propriedades biológicas mais importantes 
na caracterização das CTMs é a capacidade destas células 
em se diferenciarem em pelo menos 3 tecidos da linha-
gem mesenquimal. Desta forma, no presente experimento 
as amostras de todos os grupos estudados apresentaram 
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capacidade de diferenciação osteogênica, adipogênica e 
condrogênica quando expostas aos respectivos meios indu-
tores de diferenciação por 14 dias. Não foram observadas 
diferenças quanto a deposição de cálcio extra-celular, for-
mação de gotículas de lipídeos intracitoplasmáticos e for-
mação de matriz de gliocosaminosglicanos entre os perí-
odos gestacionais estudados, já que metodologia utilizada 
não permitiu uma quantificação destes fatores. Pequenas 
diferenças quanto a estes fatores foram subjetivamente ob-
servadas entre as amostras, independentemente das fases 
gestacionais das quais eram provenientes. Estes resultados 
estão de acordo com os achados encontrados por Lovati et 
al. (2011), Park et al. (2011) e Lacono et al. (2012). Lovati 
et al. (2011) relataram que a capacidade de diferenciação 
condrogênica das CTMs derivadas do líquido amniótico 
equino foi menor do que a observada em CTMs derivadas 
da medula óssea e do tecido extra-vascular de cordão um-
bilical, no entanto, o mesmo tipo de comparação não foi re-
alizado em nosso experimento.

CONCLUSÕES
Podemos concluir que as células fibroblastóides deriva-

das do líquido amniótico equino colhidas em qualquer fase 
gestacional possuem características morfológicas e imuno-
fenotípicas de células-tronco mesenquimais, além de capa-
cidade de diferenciação in vitro nas linhagens osteogênica, 
adipogênica e condrogênica, apresentando-se como uma 
fonte vantajosa, de coleta não invasiva, de CTMs para a te-
rapia celular e medicina equina regenerativa.

As amostras colhidas em períodos gestacionais foram 
avaliadas apenas como instrumento de pesquisa, já que a 
amniocentese durante a gestação não é uma indicação de 
rotina para a espécie equina, dificultando sua aplicabilida-
de a campo. No entanto, amostras colhidas em frigoríficos 
comerciais podem constituir uma excelente fonte para for-
mação de bancos.

O sucesso no isolamento de CTMs derivadas do líquido 
amniótico de amostras tranportadas refrigeradas a 5°C por 
até 72 horas pode viabilizar a colheita a campo e envio do 
material para o processamento em centros especializados.

Novos estudos quanto à expressão de marcadores de 
pluripotência como Oct-4, quanto à capacidade de diferen-
ciação in vitro em linhagens extra-mesodermais das LA-
-CTMs e quanto ao uso autólogo e heterólogo destas células 
em terapias regenerativas devem ser realizados.
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