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um banco de células tronco. Botucatu, 2014. 100p. Dissertação (Mestrado)- 
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RESUMO 

As células tronco mesenquimais (CTMs) estão presentes na maioria dos tecidos adultos, 
e por isso são atrativas para a terapia celular, pois possuem alto potencial de 
diferenciação e proliferação, sendo assim, utilizadas na reconstrução tecidual. O 
presente experimento objetivou obter maior conhecimento sobre CTMs derivadas da 
membrana amniótica e cordão umbilical de cães, antes e após criopreservação, visando 
a formação de um banco de células. Assim, oito amostras de membrana amniótica e oito 
amostras de gelatina de Wharton foram obtidas de cesarianas, as quais foram 
submetidas a digestão enzimática, e cultivadas em meio basal. Uma porção celular, de 
cada amostra, foi criopreservada em 1ª passagem, de forma lenta, e armazenada por 4 
semanas. As células antes e após a criopreservação foram submetidas à caracterização, 
onde foi observado características de adesão, proliferação, diferenciação e expressão de 
marcadores de superfícies utilizando-se citometria de fluxo, e imunocitoquímica. A 
partir destas avaliações, foi possível demonstrar que as células antes e após a 
criopreservação exibiram comportamento semelhante, quanto à proliferação e 
crescimento. A viabilidade celular da membrana amniótica apresentou 97,0% das 
células viáveis antes da criopreservação e 94,6% após, já a gelatina de Wharton 98,8 
antes e 93,5% após a criopreservação. O potencial de diferenciação nas linhagens 
osteogênica e adipogênica foi mantido, no entanto foi necessário um tempo maior 
(p<0,05) para que as células de gelatina de Wharton se diferenciassem após a 
criopreservação. E ainda mantiveram a expressão de CD44, em níveis satisfatórios para 
que fossem consideradas positivas, onde a membrana amniótica expressou 85,6% antes 
e 67,8% após a criopreservação e a gelatina de Wharton expressou 86,0% antes e 82,1% 
após a criopreservação e a ausência de expressão dos CD34 e MHC II. Uma 
característica peculiar observada foi que antes e após a criopreservação ocorreu a 
diferenciação espontânea dos controles não induzidos a diferenciação, nas duas 
linhagens (osteogênica e adipogênica). Concluímos que as células, após 4 semanas de 
criopreservação, mantém as características de CTMs, reafirmando a característica de 
imunoantigenicidade, porém são necessários estudos aprofundados relacionados à 
diferenciação espontânea. 

 

Palavras-chave: Célula tronco mesenquimal, membrana extraembrionária, cordão 
umbilical, cão.  
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cells derived from amniotic membrane and canine Wharton’s jelly aiming a stem cells 
bank. Botucatu, 2014. 100p. Dissertação (Mestrado)- Faculdade de Medicina 
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ABSTRACT 

 

Mesenchymal stem cells (MSCs) are present in most of adult tissues, and are therefore attractive 

for cell therapy. Because of their high potential for differentiation and proliferation, they are 

being used in tissue reconstruction. This experiment aimed to enrich knowledge of canine 

MSCs derived from umbilical cord and amniotic membrane before and after cryopreservation 

regarding the formation of a cell bank. Thus, eight samples of amniotic membrane and eight 

samples of Wharton’s jelly were obtained from dogs at birth, which were subjected to 

enzymatic digestion and basal medium culture. Slow freezing of a sample from each culture was 

held at the first passage and stored for four weeks. Before and after freezing cells were 

subjected to characterization being observed adhesion, proliferation, differentiation and 

expression of surfaces markers using flow cytometry and immunocytochemistry. Based on these 

analyses it was demonstrated that the cells before and after cryopreservation exhibited similar 

behavior for proliferation and cell growth. Cell viability of amniotic membrane showed 97.0% 

of viable cells before freezing and 94.6% after, and the Wharton’s jelly 98.8% before and 93.5% 

after cryopreservation. The potential of the osteogenic and adipogênica differentiation as well as 

maintained,   however it required a longer time (p <0.05) for the cells from Wharton's jelly to 

differentiate themselves after freezing. And still maintained the expression of CD44, at 

satisfactory levels to be considered positive, where the amniotic membrane expressed 85.6% 

before and 67.8% after freezing and Wharton’s Jelly expressed 86.0% before and 82.1% after 

cryopreservation and absence of expression of CD34 and MHC II. A peculiar feature observed 

was that before and after freezing spontaneous differentiation in both lineages (osteogenic and 

adipogenic) occurred in the controls that were not induced to differentiation. We conclude that 

after 4 weeks cryopreservation the cells maintain MSCs features, confirming the characteristic 

of imunoantigenicidade however extensive studies related to the spontaneous differentiation are 

needed. 

 

Key-words: Mesenchymal stem cell, extra-embrionary membrane, umbilical cord, dog. 
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1. INTRODUÇÃO 
 

A utilização de animais para estudos pré-clínicos é uma prática comum em todas 

as áreas da medicina, inclusive na de terapia celular. Através destes é possível 

identificar características fundamentais das células tronco ou mesmo da fisiologia da 

doença para tratamento sendo possível inclusive a cura de diversas doenças, que hoje 

apenas se tem controle. 

Dentre as doenças estudadas, as degenerativas neurais são as principais, pois são 

doenças onde se perde células de forma definitiva, sem que o organismo possa repô-las 

efetivamente. Dentre elas o Parkinson e o Alzheimer recebem atenção especial, onde a 

substituição de células danificadas ou doentes deverá ser feita por células tronco sadias, 

tentando assim induzir a cura ou talvez chegar próximo à ela (MONTANICCI et al., 

2011). 

O termo “célula-tronco” (CT) vem de uma tradução literal do inglês “stem cell”, 

e foi adota desde o princípio pelo meio científico e imprensa nacional, contudo existem 

outras expressões que descrevem melhor sua função: célula madre em castelhano, 

cellula staminale em italiano, e em Portugal eles utilizam célula-mãe ou célula 

estaminal (ZAGO & COVAS, 2006).  

Elas estão presentes em quase todos os tecidos do corpo e permanecem lá por 

toda a vida, porém são diferentes dos demais tipos celulares, por se apresentarem 

indiferenciadas sendo responsáveis pela regeneração fisiológica do indivíduo. 

As Células Tronco Adulta (CTA), podem ser chamadas de multipotentes, pois 

possuem característica de se diferenciar em diversos tecidos da mesma origem.  Dentre 

elas podemos citar as Células Tronco Mesenquimais (CTM) e as Células Tronco 

Hematopoiéticas (CTH). Com relação as células tronco unipotentes, estas originam 

somente um tipo celular do tecido, sendo exemplo a célula tronco espermatogonial e 

células de pele. 

A capacidade celular de um tecido adulto em se diferenciar em diversos outros, 

atribui a ela um extraordinário potencial terapêutico. Além disso, pesquisas evidenciam 

a existência dessas células na maioria dos órgãos e tecidos, todavia é necessário um 

melhor conhecimento quanto à manutenção e diferenciação dessas células in vitro e in 

vivo (BAKSH et al., 2004; YARAK & OKAMOTO, 2010). 
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As primeiras CTMs identificadas foram obtidas da Medula Óssea (MO), 

entretanto, ela possui uma quantidade muito pequena dessas células, aproximadamente 

0,001 a 0,01% do total de células nucleadas (PITTENGER et al., 1999). Atento a este 

fato, iniciou-se uma busca por fontes que proporcionassem maior obtenção de células 

tronco mesenquimais de forma menos invasiva, assim como o tecido adiposo. 

Uma fonte alternativa, que acredita-se possuir características intermediárias 

entre CTMs e Células Tronco Embrionárias (CTEs) são as de membranas extra-

embrionárias ( CREMONESI  et al., 2011). Este material é de fácil acesso, não invasivo, 

(obtido no momento do parto), e por serem mais primitivas que as CTAs possuem maior 

capacidade de diferenciação, mantendo um baixo risco de produção de tumores 

(FERNANDES et al., 2012). 

Em contrapartida, a utilização de tecidos fetais como fonte de CTMs é recente e 

não é totalmente segura, para tanto se fez necessário à criação de bancos de células de 

cordão umbilical e recentemente de CTMs, para armazenar esses tecidos ou células para 

futuras aplicações. Na área humana, já existem diversos bancos espalhados pelo mundo, 

inclusive no Brasil, na expectativa de utilização dessas células, de forma segura e 

efetiva. 
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3. REVISÃO DE LITERATURA 
 

3.1 Células tronco 

 

Nos últimos anos a ciência vem encontrando diversas formas de utilizar as 

células tronco como uma nova ferramenta biotecnológica, empregada na medicina 

regenerativa, com o objetivo de contribuir para o tratamento e/ou cura para diversas 

doenças (GOMES & PRANKE, 2008). 

A utilização de modelos animais para estudos pré-clínicos, parte do pressuposto 

que essas células e algumas estruturas são similares às de humanos, e a eleição da 

espécie utilizada ocorre, principalmente, observando características específicas que se 

assemelham entre espécies (JIN et al., 2007; GUEST et al., 2008, FU et al., 2010; 

REQUICHA et al., 2012; KUTZLER et al., 2012; DUAN et al. 2013; TANG et al., 

2013; YUAN et al., 2013). 

Por definição, CTs são células indiferenciadas que se mantêm nos tecidos  

podendo se multiplicar quando estimuladas (IGLÉZIAS, 2004; ZAGO & COVAS, 

2006), através de divisões assimétricas, ou seja, por meio de mitoses ela irá gerar uma 

célula idêntica a ela (indiferenciada), e ainda, uma célula diferenciada com a 

característica do tecido no qual se aloja (CÂMARA et al., 2008; CARDOSO & 

ARRUDA, 2009). 

Existem três tipos de células tronco as quais são classificadas quanto sua 

natureza em: célula tronco embrionária (CTE), célula tronco adulta (CTA) e a Célula 

Tronco de Pluripotência Induzida (iPS). 

As CTEs são divididas em Pluripotentes, obtidas a partir da massa celular 

interna do blastocisto, podendo originar tecidos das três camadas germinativas: 

endoderma, mesoderma e ectoderma (BETHESDA, 2009b) e Totipotentes originadas do 

ovo ou zigoto, capazes de originar todos os tecidos, incluindo placenta e anexos 

embrionários (ZAGO & COVAS, 2006).  

O fato de estas células serem multiplicadas in vitro mantendo a 

pluripotencialidade, assim como, diferenciadas em tecidos específicos às tornam uma 

poderosa ferramenta para as pesquisas e fonte potencial de tecidos para transplante 

(ZAGO & COVAS, 2006). Contudo a utilização dessas células ainda é difícil, 
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principalmente na área humana, onde encontram uma barreira legislativa para a 

liberação na utilização de embriões.  

No intuito de avançar as pesquisas com célula tronco embrionárias cientistas 

desenvolveram um tipo celular semelhantes às CTEs, estas foram denominadas de iPS, 

onde células tronco adultas sofreram uma reprogramação genética e passaram a 

expressar marcadores de superfície de CTEs (TAKAHASHI & YAMANAKA, 2006). 

As iPSs são uma ferramenta útil para o desenvolvimento de drogas e modelagem 

de doenças e a intenção científica é utilizá-las na medicina de transplante. Porém, essa 

reprogramação atualmente é feita a partir de vírus e plasmídios utilizando DNA 

exógeno, e a técnica ainda precisa ser aprimorada antes da condução de experimentos 

em humanos, pois em animais sabe-se que essas células desenvolveram tumores 

(BETHESDA, 2009c). Apesar disto, uma característica que se destaca nas iPSs, é que o 

receptor pode ser também o doador de células para um possível transplante, 

minimizando os efeitos de rejeição. 

Em contrapartida, as CTAs possuem um extraordinário potencial para se 

desenvolver em diversos tipos celulares do organismo, durante toda fase de vida do 

indivíduo, se dividindo quando necessário para reparar possíveis danos (BETHESDA, 

2009a).  

Na vida pós-natal, a MO é a fonte de célula tronco adulta mais estudada 

(BYDLOWSKI et al., 2009) e possui duas formas celulares, sendo as células tronco 

hematopoiéticas (CTH) capazes de gerar células sanguíneas as primeiras a serem 

identificadas, e as mesenquimais (CTM), identificadas por Friendenstein e 

colaboradores (1970), que ao cultivarem o sangue da MO, observaram Unidades 

Formadoras de Colônia  aderentes, semelhantes a fibroblastos, assim, iniciando a 

caracterização das CTMs.  

 

3.2 Células Tronco Mesenquimais 

 

As propriedades básicas que permitem o isolamento e cultivo das CTMs são: a 

facilidade de aderência em superfícies plásticas ou vidro e a capacidade de se 

diferenciar in vitro e in vivo em osteoblastos, adipócitos, condroblastos e mioblastos. 

Tal característica é identificada como plasticidade (BAKSH et al., 2004; ZAGO & 

COVAS, 2006). 
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Morfologicamente estas células são fusiformes, formato semelhante a um 

fibroblasto, e no início do seu crescimento in vitro apresentam a formação de Unidades 

Formadoras de Colônia (CFU) (CÂMARA et al., 2008).  

Por apresentarem essa semelhança a Sociedade Internacional de Terapia celular 

(ISCT) listou alguns marcadores de superfície que elas devem expressar CD105, CD73 

e CD90 e não expressar CD45, CD34, CD14 ou CD11, CD79α ou CD19 e HLA-DR. 

Esses marcadores foram estabelecidos para células humanas, porém são correlacionados 

com as células de animais.  

Tais características são adotadas como critério mínimo para a caracterização das 

CTMs, o que permite um avanço mais rápido no uso dessas células em estudos pré-

clínicos e, consequentemente, aplicações terapêuticas (DOMINICI, 2006).  

Estudos pioneiros, com CTMs, foram realizados com células obtidas do sangue 

da medula óssea, onde Friedenstein e colaboradores nas décadas de 60 e 70 estudaram 

as características clonogênicas e de aderência ao plástico das células semelhantes a 

fibroblastos derivadas de medula óssea, as quais posteriormente foram denominadas de 

célula tronco mesenquimal (VÃÃNÃNEN, 2005).  

As CTMs da MO podem ter um potencial terapêutico na reconstrução tecidual 

(Fibbe, 2002), além disso, elas expressão um amplo espectro de citocinas e fatores de 

crescimento envolvidos diretamente na manutenção do ambiente estromal que regula a 

hematopoese e outros sistemas celulares presentes na medula óssea (ZAGO & COVAS, 

2006). Porém ainda é necessária uma melhor compreensão do papel das células 

progenitoras e do microambiente nas diferenciações: osteogênica, adipogênica e 

condrogênica. 

Entretanto, apesar de apresentarem potencial de diferenciação e auto-renovação, 

elas são caracterizadas por baixa taxa de crescimento (DEL CARLO et al., 2004). Em 

consequência disso, iniciaram-se as buscas por fontes que apresentassem características 

semelhantes, mas que tivesse maior população de CTMs e ainda melhor taxa de 

crescimento. 

Assim, o tecido adiposo (TA), foi considerado uma fonte abundante, e de fácil 

obtenção de CTMs. Ele pode ser coletado no momento de qualquer intervenção 

cirúrgica, sendo obtido, em humano, em procedimentos de lipoaspiração (ZUK et al., 

2001) e em pequenos animais durante ovariosalpingohisterectomia (MARTINELLO et 

al., 2010). Alem disso estas células podem ainda ser obtidas de tecido subcutâneo 
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(NEUPANE et al., 2008), sendo considerada uma fonte atrativa de células tronco de 

origem adulta (ZUK et al., 2004).  

Em 2006, Miao et al. indicaram a placenta como uma fonte rica e atraente de 

CTMs, quando comparadas com a medula óssea, e  Pasquinelli et al. (2007), baseado na 

mesma comparação, mostrou que existem diferenças estruturais, porém,  

fenotipicamente semelhantes, focando as pesquisas com esta outra possível fonte de 

CTHs e CTMs.  

 

3.3 Membranas Extra-embrionárias 

 

Nos mamíferos, as membranas extra-embrionárias estão envolvidas na produção 

de hormônios e na formação da placenta, e são funcionais apenas até o nascimento, após 

isso, elas são expelidas ou ainda absorvidas pelo organismo materno (MCGEADY et 

al., 2006). 

Abaixo podemos observar as membranas extra-embrionárias e sua origem 

embriológica (Figura 1), esquematizadas em uma só imagem, demonstrando que a 

formação da placenta dos vertebrados envolve as três camadas germinativas 

(WOODING & BURTON, 2008).  

 

 
FIGURA 1. Fonte: Adaptada de McGeady et al. (2006). Esquema das membranas fetais em cavalos e carnívoros, no 
terço médio de gestação, a Ectoderma é apresentado com a linha grossa na cor preta, a Mesorderma pela linha 
tracejada e a Endoderme pela linha cinza. Com isso podemos esclarecer que a membrana amniótica tem origem do 
Mesoderma e Ectoderma e o cordão umbilical das três camadas germinativas. 
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A placenta é formada por membranas extra-embrionárias: saco vitelínico, 

membrana amniótica, membrana coriônica, membrana alantoide e pelos fluídos fetais 

(líquido amniótico e coriônico). Ela possui algumas funções como substituição do 

pulmão, intestino e rins fetais, uma vez que a troca de gazes e excreção é feita através 

da placenta e também proteção mecânica.  

Tais funções são importantes apenas na vida embrionária (McGEADY et al., 

2006). Contudo, a função de maior importância para o presente estudo é a proteção do 

feto contra o sistema imunológico materno (WOODING & BURTON, 2008), isto pode 

contribuir para a característica imunomodularatória que as células derivadas das 

membranas fetais apresentam. 

Considerando as membranas e líquidos fetais já existem trabalhos relacionados 

ao isolamento de CTMs em diversas espécies animais, do saco vitelínico 

(WENCESLAU et al., 2011 em cão), membrana amniótica (RUTIGLIANO  et al., 2013 

em felinos), membrana coriônica (CIUCÃ et al., 2011; KOO et al., 2012 em humano), 

membrana alantoide (ZEIGLER et al., 2006 em mouse) e liquido amniótico (TSAI et 

al., 2004; JANZ et al., 2009 em humano; IACONO et al., 2012 em equino; 

PRATHEESH et al., 2012 em caprino).  

Além disso, CTMs têm sido isoladas do cordão umbilical, que é uma estrutura 

associada à placenta, onde é possível se obter CTMs da veia do cordão umbilical 

(ZUCONNI et al., 2010), sangue de cordão umbilical (SCU) (LEE et al., 2004a 

KAWASAKI-OYAMA et al., 2008; LIM et al., 2007) e da Gelatina de Wharton (WJ) 

(WANG et al., 2004; ROCCA et al., 2009; CHEN et al., 2013; FONG et al., 2011; 

MONTANUCCI et al., 2011; URANIO et al., 2011).   

A coleta destes materiais, além de não ser invasiva, é atrativa para a formação de 

bancos de células tronco, por ser de fácil acesso, e utilizar materiais que até então 

seriam descartados, no pós-parto (BIEBACK & BRINKMANN, 2010). Além disso, a 

quantidade de células obtidas é superior a da medula óssea, por exemplo.  

 

3.3.1 Membrana Amniotica 

 

A membrana amniótica (MA) é uma membrana transparente ou esbranquiçada, 

constituída por epitélio estratificado simples, avascular (MORINI et al., 2008) e fina, 
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formando uma cavidade que envolve o embrião sendo sua principal função é a proteção 

do mesmo (McGEADY et al., 2006).  

O protocolo para isolamento de CTMs a partir de MA ainda não está bem 

estabelecido, pois podemos obter essas células utilizando explants (URANIO et al., 

2011) ou por digestão enzimática (PARK  et al., 2012).  

Dias-Prado et al. (2011) testaram dois protocolos diferentes, dos quais em um 

deles a amostra era  submetida a uma digestão mecânica antes da enzimática (A), e o 

segundo não (B). Foi observado que o protocolo B (sem digestão mecânica), apresentou 

uma concentração celular menor (A ± 202 células/grama de tecido e B ± 2 

células/grama de tecido), e consequentemente precisou de um tempo maior para 

apresentar confluência, demosntrando a influênica da técnica, na quantidade de células 

obtida.  

Além da facilidade de isolamento e obtenção, sabe-se que essas células são 

capazes de se diferenciar em diversas linhagens celulares (ILANCHERAN et al., 2007,  

MANUELPILLAI et al., 2011), e ainda de expressar Octamer-4 (Oct-4) em células 

caninas e felinas ( URANIO et al., 2011; RUTIGLIANO et al., 2013) o qual é um fator 

de transcrição e está intimamente associado ao estado “indiferenciado” das células 

tronco (ZAGO & COVAS, 2006).  

Além disso, Miki e seus colaborados (2007), demonstraram que a membrana 

amniótica apresenta uma reatividade heterogenia aos anticorpos de pluripotência 

testados, sugerindo que ela apresenta células em diferentes estágios de diferenciação, 

por estes motivos se tornam tão atrativas para a terapia celular.  

 

3.3.2 Cordão umbilical 
 

O cordão umbilical é formado por duas artérias e duas veias, envoltas pela 

matriz extravascular, também chamada de Gelatina de Wharton (GW), a qual é 

composta por tecido conectivo (McGEADY et al. 2006). As CTMs de cordão umbilical 

podem ser isoladas do sangue, dos vasos sanguíneos e da GW. Contudo, estudos 

relacionados a essas fontes ainda são recentes e escassos, apesar de os resultados 

obtidos serem otimistas.  

Os primeiros modelos experimentais eram humanos, em 2002 Kadner et al. 

estudaram as células provenientes do cultivo de fragmentos do cordão umbilical, 
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demonstrando excelente crescimento e formação de tecido com propriedades 

semelhantes às do tecido cardíaco, apresentando assim uma promissora alternativa para 

a engenharia tecidual cardiovascular. Porém, as células mais estudas são as originadas 

do Sangue do Cordão Umbilical (SCU), o qual pode conter tanto CTHs como CTMs. 

As hematopoiéticas são semelhantes às encontradas na medula óssea e utilizadas 

rotineiramente na medicina humana, onde já existem bancos de sangue de cordão 

umbilical e ocorre transplante autólogo destas células.  

Em cães, as CTHs do SCU, são cuidadosamente estudadas como uma fonte 

alternativa e menos invasiva comparada a de medula óssea e apesar do volume pequeno 

coletado do cordão umbilical é possível a obtenção de CTs em quantidade semelhante à 

obtida de MO de cães adultos (NAKAGE et al., 2008). Porém as CTMs representam 

uma pequena porção mononucleada presente na amostra, sendo necessário o isolamento 

e multiplicação in vitro (KAWAZAKI-OYAMA et al., 2008).  

Exatamente por haver quantidades mínimas de CTMs no SCU, Carlin e seus 

colaboradores (2006) isolaram e caracterizaram pela primeira vez CTMs da GW nos 

animais domésticos, o modelo experimental utilizado foi o suíno. No entanto, os autores 

não realizaram a diferenciação, concluindo que a matriz possuía células únicas e 

primitivas, com potencial indefinido, um ótimo atrativo para pesquisas. Posteriormente, 

Uranio et al. (2011) demonstraram que, em cães, é possível o isolamento, cultivo e 

diferenciação in vitro de CTMs de membranas fetais (GW, líquido amniótico e 

membrana amniótica).  

Considerando as células tronco de sangue de cordão umbilical, elas têm 

demonstrado eficácia terapêutica de doenças em modelos animais, incluindo as 

vantagens quanto a questões éticas ou mesmo de rejeição, quando comparadas com 

células tronco embrionárias (KIM et al., 2010). 

Atualmente, o foco dos estudos estão voltados para a matriz extra vascular do 

cordão, em busca da melhor forma de isolamento, potencial de diferenciação e 

caracterização (PURANIK et al., 2012, SALEHINEJAD et al., 2012; SEO et al., 2012; 

YOON et al., 2013; LEE et al., 2013;  LIU et al., 2013;), se mostrando uma alternativa 

tão interessante  quanto a medula óssea (CREMONESI et al., 2008). 

Em estudo realizado in vitro pôde ser observado que a GW é uma excelente 

fonte para a reconstrução de cartilagem, porém para realizar a reparação de defeitos em 

cartilagem in vivo ainda são necessários muitos estudos (Liu et al., 2013). 
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Além disso, elas são consideradas “imuno-privilegiadas”, pois apresentam 

característica imunossupressora e ainda possuem um potencial de diferenciação 

multipotente e pluripotente, sendo uma fonte importante para a terapia celular em um 

futuro próximo (TAGHIZADEH et al., 2011). 

 

3.4 Medicina Regenerativa 

 

Há onze anos, a medicina regenerativa era considerada uma área nova da 

medicina, com escopo de controlar e ampliar o processo de regeneração natural 

(SOARES & SANTOS, 2002; PUSSI & PUSSI, 2005). 

O avanço nos estudos destas células é tão veloz, que surgiu uma nova 

abordagem, a qual compreende a regeneração e reparação das células/tecidos/órgãos 

com principal objetivo de restaurar a função prejudicada. Porém devido ao pouco 

conhecimento acumulado a terapia celular somente é aplicada onde terapias anteriores 

obtiveram resultados insatisfatórios (MONTI et al., 2012). 

A terapia celular com CTMs é uma alternativa promissora, pois a diferenciação 

dessas células em tecidos mesodermais e não mesodermais amplia a possibilidade de 

utilização clínica, tanto em humanos quanto em animais (MONTEIRO, et al., 2010). As 

CTMs são capazes também de produzir grandes quantidades de fatores hormonais, 

agindo como potentes moduladores parácrinos e ainda não induzem a formação de 

tumores, em indivíduos imunocomprometidos (NAZAROV  et al., 2012).   

Contudo, os vertebrados possuem um sistema imune evoluído que é capaz de 

discriminar um corpo estranho e apresentar uma resposta seletiva contra eles, e isso é 

obtido através do complexo principal de histocompatibilidade (MHC), identificado 

(através de investigação da sua função) na resposta imunológica a tumores e ainda 

rejeição de transplantes (TEVA et al., 2010). 

 Lee et al. (2012) sugeriram que a placenta possui vantagens, em relação às 

demais fontes de CTMs, quanto ao efeito imunomodulatório. Assim as perspectivas 

quanto à utilização dessas células para fim terapêutico são enormes. Há estudos em 

andamento, principalmente no tratamento de diabetes, Parkinson e doenças cardíacas, 

porém sem resultados concretos, os quais devem começar ser publicados nos próximos 

anos (MONTI et al., 2012). 
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Para que a aplicação ocorra de forma efetiva faz-se necessário um conhecimento 

profundo do sistema imunológico e todas as questões relacionadas a ele, uma vez que, 

ao introduzir essas células em um organismo elas podem ser identificadas como corpo 

estranho. 

 

3.5 Bancos de célula tronco 

 

Quando se fala em terapia celular deve ser considerado que não será uma terapia 

imediata, uma vez que, em humanos os transplantes dessas células são realizados de 

forma autóloga e há de ser considerada a criopreservação, e consequente, formação de 

bancos para o armazenamento desses materiais.  

Vale ressaltar, que no Brasil existem bancos de células de cordão umbilical 

humano, porém na Veterinária, é necessário muito estudo, principalmente em relação 

aos protocolos utilizados para congelar e descongelar estas células.   

Desta forma, é necessário utilizar protocolos seguros onde as células possam se 

manter viáveis por longos períodos. Em estudo pioneiro, CTMs provenientes do SCU 

foram criopreservadas por tempo prolongado obtendo-se resultados positivos, em 

relação à expansão e diferenciação in vitro destas pós-congelamento. Entretanto, 

observou-se que algumas dessas células submetidas a passagens sucessivas 

apresentavam características de senescência e mudança morfológica (LEE et al., 2004b, 

LEE et al., 2005). Apesar disso, Liu et al. (2011) congelaram CTMs de cordão umbilical 

humano e ao descongelar verificaram potencial positivo de diferenciação dessas células. 

Utilizando células de líquido amniótico Janz et al. (2012), testaram alguns 

crioprotetores, e demostraram que o glicerol e o DMSO mantém uma melhor 

viabilidade, assim como as características de proliferação e marcadores específicos, 

quando criopreservadas por 6 meses. Ângelo et al. (2012) também mostraram que a 

criopreservação não alterou o cariótipo das CTMs obtidas do liquido amniótico.  

Contudo, Chaytor et al. (2012) demonstraram que tão importante quanto a forma 

de congelar, é também a inibição da recristalização de gelo na pós-congelação, 

promovendo o aumento na viabilidade celular,  técnicas como essas são facilmente 

adaptadas para veterinária. 

Outro pré-requisito para a formação de bancos de CTMs, que possam ser 

amplamente aplicados em medicina regenerativa é o conhecimento da 
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imunoantigenicidade  após administração de células obtidas de fontes alogênicas. As 

CTMs humanas têm sido amplamente descritas expressando antígenos de 

histocompatibilidade (MHC) classe I e não expressando os de classe II, assim como as 

moléculas co-estimulatórias B7-1, B7-2 e CD40 (LE BLANC et al., 2003; 

MAJUMDAR et al., 2003; KLYUSHNENKOVA et al., 2005; TYNDALL et al., 2007). 

Esta característica é geralmente descrita como não imunogênica o que é 

confirmado por estudos que demonstram que a co-cultura de CTMs alogênicas e 

leucócitos não resultaram na ativação ou proliferação dos últimos (DI-NICOLA et al., 

2002; LE BLANC et al., 2003; KLYUSHNENKOVA et al., 2005).  

Em 2008, Wan et al. fizeram transplante alogênico em ratos,  onde foi aplicado 

CTMs derivadas do tecido adiposo, em condições in vivo, as mesmas inibiram, 

significativamente, a rejeição aguda que é comum nesses casos, confirmando o efeito 

imunomodulatório dessas células.  

Esse comportamento imunológico aumentam as perspectivas quanto ao uso de 

bancos celulares, porém, deve ser considerado com cautela, uma vez que os 

mecanismos imunomodulatórios destas células não são totalmente elucidados 

(MONTEIRO et al. 2010). 
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2. OBJETIVOS 
 

2.1 Objetivo geral 

 

O objetivo geral deste experimento foi buscar maior conhecimento sobre o 

comportamento de células tronco mesenquimais caninas, obtidas da membrana 

aminiótica, bem como da Geleia de Wharton de fetos caninos a termo, visando a 

formação de um banco de células disponíveis para utilização em diversos protocolos de 

terapia celular.  

 

2.2 Objetivos específicos 

 

 - Estudar o isolamento e cultivo de CTMs obtidas da membrana aminiótica, bem 

como da matriz extravascular do cordão umbilical de fetos caninos a termo; 

 - Verificar a viabilidade e potencial de crescimento celular após procedimento 

padrão de criopreservação para formação do banco de células tronco; 

 - Analisar o potencial de diferenciação das CTMs dos diferentes tecidos fetais 

em células da linhagem osteogênica, condrogênica e adipogênica, antes e após o 

procedimento de criopreservação; 

 - Avaliar, através de citometria de fluxo, a expressão dos marcadores de 

superfície CD44, CD34, bem como do MHC classe II, nas células cultivadas, em 

segunda passagem antes e após a criopreservação. 
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4. MATERIAL E MÉTODOS 

 

O experimento foi realizado no Laboratório de Reprodução Avançada e Terapia 

Celular (LANÇA) do Departamento de Reprodução Animal e Radiologia Veterinária da 

Faculdade de Medicina Veterinária e Zootecnia (FMVZ) da Universidade Estadual 

Paulista “Júlio de Mesquita Filho” (UNESP), Campus de Botucatu. 

 

4.1 Obtenção das amostras 

 

As amostras foram obtidas de cadelas submetidas a cesarianas 

(aproximadamente 60 dias gestacionais) realizadas no centro cirúrgico do Departamento 

de Reprodução e Radiologia Veterinária da FMVZ/UNESP - Botucatu, onde os animais 

foram devidamente anestesiados, e sua coleta foi aprovada pelo Comitê de ética no uso 

de Animais (CEUA) da Faculdade de Medicina Veterinária e Zootecnia de Botucatu, 

sob o nº de protocolo: 90/2012-CEUA, de acordo com os princípios éticos na 

experimentação animal.  

No centro cirúrgico o útero era incisionado cuidadosamente, tendo assim acesso 

ao neonato, a membrana coriônica foi retirada e então o cordão umbilical foi pinçado e 

coletado uma porção (n=8) em seguida era coletado fragmento de membrana amniótica 

(n=8), ambos foram colocados em uma solução tampão contendo antibiótico e 

antimicótico, as amostras foram transferidas para o laboratório e imediatamente 

processadas. 

 

4.1.2 Membrana Amniótica  

 

Os fragmentos de membrana amniótica foram lavados em Hank’s Balanced Salt 

Solution (HBSS - Gibco®), fracionados (digestão mecânica), com auxilio de uma pinça 

e um bisturi, e colocados em solução a 0,04% de colagenase (Sigma) a temperatura de 

37,5°C em banho termostático por aproximadamente 40 minutos.  
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A suspensão celular foi submetida à Força Centrífuga Relativa (FCR) 500 xg por 

10 minutos, formando um pellet, então o mesmo foi ressuspendido em meio de cultivo 

Dulbecco's Modified Eagle Medium- Low Glucose (DMEM - baixa glicose - Gibco®) 

com 20% de Soro Fetal Bovino (SFB - Gibco®), suplementado com antibióticos (1% de 

solução de Penicilina e Estreptomicina - Gibco®) e antimicótico (1,2% de solução de 

Anfotericina - Gibco®) e centrifugado novamente a FCR 500 g por 10 minutos para a 

retirada completa da solução de colagenase. O precipitado celular foi ressuspendido em 

5 mL do meio já citado, colocados em frascos de 25cm² (T25) e cultivados em estufa 

com 5% de CO2 em ar a temperatura de 37,5°C. O meio de cultivo foi trocado após 48 

horas, seguido de troca duas vezes por semana. 

 

4.1.3. Gelatina de Whaton 

 

As amostras de cordão umbilical foram dissecadas para retirada dos vasos 

sanguíneos, e então foram realizados os mesmos procedimentos da membrana 

amniótica, com uma única diferença, foi utilizado uma solução de 0,02% de colagenase 

(Sigma) por aproximadamente 40 minutos. 

  

4.2 Passagens 

 

Quando as células atingiram confluência de 80%, elas foram tripsinizadas 

(Tripsina-EDTA 0,05% - Gibco®) e centrifugadas a FCR 500 g por 10 minutos. Após a 

centrifugação, o sobrenadante foi retirado, e as células lavadas com meio de cultivo. 

Neste momento o número de células foi estimada com o auxílio de uma câmara de 

Neubauer e um corante de exclusão (Trypan Blue - Gibco®). Uma amostra celular foi 

diluída no corante em uma concentração de 1:1 e mantida por 3 minutos, tempo 

suficiente para corar as células mortas. Uma porção de 10 µl dessa diluição foi colocada 

em cada hemicâmara, e foi realizada a contagem nos quatro quadrantes da extremidade, 

de forma que a diferença no número de células em cada hemicamara não ultrapassassse 

10%. Foi realizada uma média entre as duas hemicamaras obtendo-se uma média de 

células vivas, e então, utilizou-se para calcular o número de células/mL a fórmula 

abaixo, descrita por Zago e Covas (2006). Este procedimento foi repetido em todas as 

passagens.  
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Número de células/mL = média núm. de células / núm. de quadrantes contados x fator 

de diluição x 104 

 

4.3 Criopreservação 

 

Após a tripsinização, em primeira passagem, as células foram contadas, com 

auxílio de uma Câmara de Neubauer e de corante Azul de Trypan, para estimar a 

concentração e a viabilidade celular, em seguida, separadas em criotubos contendo 

aproximadamente uma concentração de 5x105 células/criotubo, com 1,5 mL de meio 

crioprotetor composto por 90% de SFB (Gibco®) e 10% de Dimetilsulfóxido (DMSO- 

Sigma). Os criotubos foram acondicionados no Nalgene™, e mantido por 24 horas no 

Ultra Freezer -80°C (Thermo Scientific – Forma 8800 Series), resfriando gradualmente 

as células a aproximadamente 1°C por minuto. Em seguida os criotubos foram 

transferidos para o nitrogênio líquido (-196°C). 

As amostras foram reconstituídas após 4 semanas, utilizando o protocolo 

descrito por Chaytor et al. (2012), que consiste em manter as células em banho-maria 

sob leve agitação até ficar uma minúscula pedra de gelo, a partir disto, a amostra foi 

gotejada em tubo de polipropileno (15ml), previamente preparado com 3mL de meio de 

manutenção a 37,5°C, e desta forma  mantido por 3 minutos. Em seguida adicionou-se 9 

mL de meio de manutenção e a suspensão foi submetida a centrifugação por 10 minutos 

a FCR 580 g, visando melhorar a viabilidade. Após, realizou-se o teste de viabilidade 

com Azul de Trypan, de acordo com a fórmula abaixo. Ao final do cultivo secundário 

foi realizada a caracterização por citometria de fluxo e no momento da terceira 

passagem a diferenciação osteogênica, adipogênica. 

 

 
 

4.4 Caracterização 

 

 Para a caracterização utilizou-se a análise por citometria de fluxo, a 

diferenciação celular (osteogênica e adipogênica) e análise imunocitoquímica.  
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4.4.1 Citometria de Fluxo 

 

A caracterização das Células Tronco Mesenquimais (CTMs) foi realizada no 

momento da segunda passagem, antes e após a criopreservação. Para tanto, utilizou-se a 

marcação celular com anticorpos de superfície caninos CD 44, CD 34 e MHC classe II 

por citometria de fluxo, utilizado o protocolo padrão sugerido pelo fabricante de cada 

anticorpo. As amostras foram analisadas em citômetro de fluxo FACS Calibur BD®, 

sendo: 

- Marcador Positivo para CTM: CD 44  

- Marcadores Negativos para CTM: CD 34 e MHC classe II  

 

4.4.2 Imunocitoquímica 

 

Foi realizada a análise com o anticorpo primário anti-vimentina (linhagem 

mesenquimal) por imunocitoquímica, o qual foi detectado por incubação em Sistema 

HIDEf DetectionTM HRP Polymer (Cell Marque, Rocklinn, CA; USA, 954D-31) 

marcado com peroxidase, e revelado com diaminobenzidina (Liquid DAB, 

DakoCytomation, K3468), sendo contra-corada com Hematoxilina de Harris. Esta 

análise especificamente foi realizada somente após criopreservação. 

 

4.4.3 Diferenciação Celular  

 

Osteogênica 

 

Para diferenciação em células osteogênicas, no momento da terceira passagem, 

uma concentração de 5x103 células/poço (seis poços/amostra - placa de 24 poços) foram 

cultivadas e ao entrar em confluência de 80-90%, o meio de manutenção, de quatro 

poços foi substituído por meio de diferenciação osteogênico (Kit de diferenciação 

Osteogênica - Stem Pro - Gibco®). Outros dois poços foram mantidos com meio de 

manutenção (Controle). Todas as amostras permaneceram incubadas a 37ºC em 

atmosfera com 5% de CO2 em ar, por um período médio de 14 dias, sendo os insumos 

trocados a cada dois dias, segundo as recomendações do fabricante. 
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A diferenciação das células osteogênicas foi avaliada através da coloração com 

Vermelho de Alizarina (Sigma), que cora em vermelho escuro o depósito extracelular 

de cálcio. Para isto, as células foram lavadas, incluindo os controles, com HBSS livre de 

Mg2+ e Ca2+ (Gibco®) e fixadas em Paraformoldeído a 4% (BD®), por 20 minutos. As 

células foram lavadas três vezes com água deionizada e então coradas com Vermelho de 

Alizarina a 0,4 mM (Sigma) por 20 minutos. As monocamadas coradas foram 

observadas através de microscopia ótica de contraste de fase. 

 

Adipogênica 

 

A diferenciação das células na linhagem adipogênica, também foi feita em 

terceira passagem, com concentração de 10x103 células/poço (seis poços/amostra - 

placa com 24 poços). As amostras foram mantidas em meio de manutenção até 

apresentarem uma confluência de 80-90%, e então o meio de quatro poços foi 

substituídos pelo meio de diferenciação adipogênica, Kit de diferenciação Adipogênica - 

Stem Pro (Life). Nos demais manteve-se o meio de manutenção (controle). As células 

permaneceram incubadas a 37ºC em atmosfera com 5% de CO2 em ar, em média por 12 

dias, e os insumos trocados a cada dois dias. 

Para a avaliação da diferenciação em células adipogênicas, estas foram lavadas 

com HBSS livre de Mg2+ e Ca2+ (Gibco®) e fixadas em Paraformoldeído 4% (BD®) por 

20 minutos, após, coradas com Oil Red O (Sigma), que detecta o acúmulo de lipídio 

intracelular, corando as gotículas lipídicas em vermelho. 

 

4.5 Tratamentos e Delineamento Experimental 

 

O delineamento experimental utilizado foi inteiramente casualizado, sendo cada 

amostra uma unidade experimental. Logo, o experimento contou com 16 unidades 

experimentais, oito criopreservadas e oito não criopreservadas.  

 

4.6 Análises Estatísticas 

 

Os dados de citometria de fluxo e o tempo de diferenciação foram analisados 

pelo programa Statistical Analysis System (Versão 9.2, 2010) utilizando o 
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procedimento MIXED, sendo anteriormente verificada a normalidade dos resíduos pelo 

teste de Shapiro-Wilk e a homogeneidade das variâncias comparada pelo teste de 

Hartley. Estes dados foram transformados em inversão e então submetidos à análise de 

variância, que contemplou como causas de variação o efeito dos tratamentos 

(criopreservado ou não), com 5% de probabilidade.  
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5. RESULTADOS 

 

No presente experimento, foi observado o comportamento das CTMs de 

membrana amniótica e da matriz extravascular do cordão umbilical canino ou Gelatina 

de Wharton (GW). A caracterização dessas células foi feita por citometria de fluxo, 

diferenciação em duas linhagens mesenquimais (adipogênica e osteogênica) e 

imunocitoquímica.  

 

5.1 Comportamento celular 

 

Após a coleta os tecidos foram imediatamente processados, obtendo uma porção 

celular, a qual foi cultivada. Inicialmente foi observada a aderência ao plástico (Figura 

2) de células arredondadas que progressivamente adquiriram formato fibroblastóide, 

indicando tratar-se de CTMs.  Em média, antes da criopreservação foram necessárias 62 

e 51 horas (Figura 2) para as células de MA e GW, respectivamente, apresentarem o 

formato fibroblastóide, demonstrando um comportamento diferenciado entre os 

materiais. 

Após a criopreservação as de MA voltaram ao formato fibroblastóide em 42 

horas e as de GW em 30 horas (Figura 3), mostrando que após a criopreservação a 

tendência das células foi apresentar este formato de forma mais rápida. 
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FIGURA 2. Característica fibroblastóide das células antes da criopreservação da Membrana Amniótica (A) e 
Gelatina de Whaton (B) e após a criopreservação MA (C) e GW (D). 
 

 
FIGURA 3. Gráfico de tempo de aderência ao plástico (horas), das células de Membrana Amniótica e Gelatina de 
Wharton, antes e após a criopreservação. 
 

C 
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Após a aderência, observou-se o tempo entre as passagens, ou seja, quanto 

tempo era necessário entre uma passagem e outra com uma confluência de 80% 

aproximadamente), em horas (Figura 4). 

 
FIGURA 4. Gráfico de tempo (horas) entre as passagens das células de Membrana Amniótica e Gelatina de Wharton. 
 

A Figura 4 indica que, em média, as CTMs provenientes de MA atingiram 

confluência de forma mais rápida. Essa diferença não passa de 9 horas na primeira 

passagem, em segunda passagem essa diferença aumenta para 12 horas, e quando elas 

atingem a terceira passagem essa diferença diminui novamente, 8 horas. As células de 

GW demonstraram comportamento semelhante. Portanto, para completar as três 

passagens da MA são necessárias 375 horas, já as de GW 404 horas, apresentando entre 

os materiais uma diferença de 29 horas. 

 

5.2 Viabilidade Celular 

 

Para se verificar a qualidade dessas células foi estimada a viabilidade celular 

antes e após a criopreservação. No momento em que foram criopreservadas as células 

da Membrana amniótica apresentavam 97% de viabilidade e a de Gelatina de Wharton 

apresentavam 98,8%. Após a reconstituição verificou-se valores de 94,6% para a MA e 

93,5% para as de GW, demonstrando ótima viabilidade após o período de 

criopreservação. 
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5.3 Contagem celular 

 

A cada passagem foi estimada a quantidade de células/garrafa (T25), desta 

contagem estimada observou que as células da membrana amniótica (Figura 5), 

possuem um comportamento diferenciado. Antes da criopreservação elas apresentam 

um decréscimo em seu crescimento, ou seja, a quantidade de células diminui a cada 

passagem. Entretanto, após a criopreservação, ocorre um aumento na concentração 

celular. 

 
FIGURA 5. Gráfico referente à contagem celular nas três passagens das CTMs de Membrana Amniótica, antes e 
após a criopreservação. 
 

 Em relação as células de GW (Figura 6), tanto antes quanto após a 

criopreservação estas apresentam decréscimo em sua concentração. Porém antes da 

criopreservação a queda foi mais acentuada, indicando maior morte celular. 
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FIGURA 6. Gráfico de contagem celular nas três passagens das CTMs de Gelatina de Wharton, antes e após a 
criopreservação. 
 

5.4 Caracterização 

 

5.4.1. Diferenciação Osteogênica 

 

Após a adição do meio de diferenciação as células foram monitoradas 

diariamente, e os insumos trocados a cada dois dias. Este procedimento foi realizado, 

nas células de membrana amniótica e também nas de Gelatina de Wharton, antes e após 

a criopreservação. 

 

Membrana Amniótica 

 

O tempo médio para a diferenciação osteogênica, antes da criopreservação, foi 

de 424 horas (17 dias), obtendo-se resultado positivo em todas as amostras submetidas à 

diferenciação.  Foi realizado um controle negativo para cada amostra, onde o meio de 

manutenção foi mantido por todo o período de diferenciação. Neste caso observou-se 

diferenciação espontânea do controle em três amostras (37,5%). Após a criopreservação 

as células se diferenciaram em 360 horas (15 dias), com resultado positivo para todas as 

amostras submetidas à diferenciação. No controle, também foi observada a 

diferenciação espontânea em 3 amostras. É importante ressaltar que as amostras que 
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sofreram diferenciação espontânea antes e após a criopreservação, foram as mesmas 

(Figura 7). 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
FIGURA 7. Diferenciação in vitro das CTMs de membrana amniótica em 3ª passagem, antes e após a 
criopreservação. Células cultivadas em meio indutor osteogênico e corado com Vermelho de alizarina evidenciando 
as mineralizações de cálcio no meio extracelular antes a criopreservação (A) e após a criopreservação (B). As células 
cultivadas em meio basal (DMEM – baixa glicose + 20% SFB) corados com Alizarin Red demonstrando que mesmo 
sem a adição de meio indutor, as células produziram espontaneamente mineralização do meio extracelular (controle 
negativo), antes a criopreservação (C) e após (D). Fotos tiradas em microscópio de luz - 100µm. 
 

Gelatina de Wharton 

 

O tempo médio para a diferenciação osteogênica, antes da criopreservação, foi 

de 296 horas (12 dias), sendo o resultado negativo obtido em apenas uma (8%) amostra 

submetida à diferenciação (Figura 8). Neste caso pôde-se observar a ausência de 

depósitos de cálcio no meio extracelular, e as células mantiveram formato 

fibroblastóide.  

 
 
 

 

A 

C D 

B 
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FIGURA 8. Diferenciação in vitro negativa das CTMs de Gelatina de Wharton, antes da criopreservação, 
mantidas em meio indutor osteogênico e corado com Alizarin Red. Foto tirada em microscópio de luz - 200 
µm. 

 

As demais foram positivas para diferenciação. No controle negativo observou 

diferenciação espontânea de três amostras. Após a criopreservação, em média, as células 

se diferenciaram em 360 horas (15 dias), apresentando resultado positivo para todas as 

amostras submetidas à diferenciação. No controle dessas células observou cinco 

(62,5%) diferenciações espontâneas, dentre elas 3 diferenciaram antes e pós 

criopreservação (Figura 9). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



27 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
FIGURA 9. Diferenciação in vitro das CTMs da GW em terceira passagem antes e após a criopreservação. Células 
cultivadas em meio indutor de diferenciação osteogênica e corados com Vermelho de Alizarina (Sigma) apresentaram 
mineralização do cálcio antes (A) e após (B) a criopreservação. As células cultivadas em meio basal coradas com 
Vermelho de Alizarina demonstraram que mesmo sem a adição de meio indutor, as células apresentam 
espontaneamente mineralização do cálcio (controle negativo), antes da criopreservação (C) e após (D). Fotos tiradas 
em microscópio de luz – A e C) 100 µm e B e D) 200 µm. 
 

5.4.2. Diferenciação Adipogênica 
 

Membrana Amniótica 
 

O tempo de diferenciação, não apresentou diferença estatística (P>0.05) para 

amostras de membrana amniótica (Tabela 1) antes e após a criopreservação. O tempo 

médio para a diferenciação adipogênica, antes da criopreservação foi de 260 horas (11 

dias), sendo que todas as amostras apresentaram resultado positivo. O controle 

apresentou diferenciação espontânea em todas as amostras. Após a criopreservação foi 

necessário, 304 horas (13 dias), para a diferenciação adipogênica onde todas as 

amostras foram positivas. O controle negativo também apresentou diferenciação 

positiva em todas as amostras (Figura 10). 

 

A 
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FIGURA 10. Diferenciação in vitro das CTMs da MA em terceira passagem antes e após a criopreservação. As 
células cultivadas em meio indutor de diferenciação adipogênica e corados com Oil Red (Sigma) e contracorada com 
Hematoxilia apresentaram gotículas lipídicas no citoplasma celular antes (A) e após (B) a criopreservação. As células 
cultivadas em meio basal  foram coradas da mesma forma e demonstraram que mesmo sem a adição de meio indutor, 
as células apresentam espontaneamente gotículas lipídicas no citoplasma celular (controle negativo), antes da 
criopreservação (C) e após (D). As células porém mantiveram a morfologia fibroblastóide. Foto tirada em 
microscópio de luz – A) 50 µm e B,C e D) 100 µm. 
 

TABELA 1. Efeito da criopreservação no tempo de diferenciação osteogênica e 
adipogênica das Células Tronco Mesenquimais provenientes da Membrana Amniótica. 

Diferenciação 
Criopreservação 

EPM# Probabilidade* 
Antes Após 

Osteogênica 424 360 23,1360 0,1774 

Adipogênica 260 304 18,0000 0,2385 
#EPM= Erro Padrão da Média. *Médias diferem significativamente na mesma linha quando P<0,05 

 

Gelatina de Wharton 

 

O tempo médio para a diferenciação adipogênica das amostras de GW antes da 

criopreservação foi de 196 horas (8 dias). Uma amostra foi perdida por problemas na 

placa, as demais apresentaram diferenciação positiva. Todos os controles apresentaram 

C 

A B 

D 
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diferenciação espontânea. Após a criopreservação, o tempo médio para a diferenciação 

adipogênica foi de 288 horas (12 dias), onde todas as amostras apresentaram resultados 

positivos, e todos os controles também diferenciaram (Figura 11). 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
FIGURA 11. Diferenciação in vitro das CTMs da GW em terceira passagem antes e após a criopreservação. As 
células cultivadas em meio indutor de diferenciação adipogênica e corados com Oil Red e contracorada com 
Hematoxilia apresentaram gotículas lipídicas no citoplasma celular antes (A) e após (C) a criopreservação. As células 
cultivadas em meio basal foram coradas da mesma forma demonstraram que mesmo sem a adição de meio indutor, as 
células apresentam espontaneamente gotículas lipídicas no citoplasma celular (controle negativo), antes da 
criopreservação (B) e após (D). Notar a manutenção da morfologia fibroblastóide. Fotos tiradas em microscópio de 
luz – A, C e D- 100 µm e D- 50 µm. 
 

Considerando, a Gelatina de Wharton (Tabela 2) podemos observar que não 

houve diferença estatística significante (P>0.05) em relação ao tempo de diferenciação 

osteogênica. Contudo, a diferenciação adipogênica apresentou diferença significativa 

(P<0.05), com um aumento no tempo para diferenciação após a criopreservação. 
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TABELA 2. Efeito da criopreservação no tempo de diferenciação osteogênica e 
adipogênica das Células Tronco Mesenquimais provenientes da Gelatina de Whaton. 

Diferenciação 
Criopreservação 

EPM# Probabilidade* 
Antes Após 

Osteogênica 296 360 34,1121 0,3730 

Adipogênica 196 288 16,3039 0,0009 
#EPM= Erro Padrão da Média. *Médias diferem significativamente na mesma linha quando P<0,05 

 

5.4.4 Citometria de Fluxo 
 

Membrana Amniótica 
 

O marcador positivo utilizado CD44 (Figura 12) apresentou média de 85,61% de 

marcações positivas antes da criopreservação (Fig.12A), e após a criopreservação a 

média foi de 67,83% (Fig.12B).  

 

 

 

  
 

 

 

 

 
FIGURA 12. Perfil imunofenotípico (CD44) de células de Membrana amniótica em segunda passagem, antes (A) e 
após a criopreservação (B). Em cinza as células que expressaram o CD44 e a linha preta sem preenchimento o 
controle negativo, onde não foi utilizado o anticorpo. 
 

Um dos marcadores negativos utilizados foi o CD34 (Figura 13). Neste caso a 

média de marcação foi de 1,86% (Fig.13A) o que corresponde a negativo (≤ 3%) antes 

da criopreservação. Após a criopreservação foi de 2,35% (Fig.13B). 
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FIGURA 13. Perfil imunofenotípico (CD34) de células de Membrana Amniótica em segunda passagem antes (A) e 
após a criopreservação (B). Em cinza as células que expressaram o CD34 e a linha preta sem preenchimento o 
controle negativo, onde não foi utilizado o anticorpo. 
 

 Outro marcador negativo utilizado foi o MHC II (Figura 14). Antes da 

criopreservação este apresentou-se negativo em média de 0,90% (Fig.14A), Após a 

criopreservação, foram negativas e apresentaram em média 0,54% (Fig.14B). 

 

 

 

 

 

 

 

  
FIGURA 14. Perfil imunofenotípico (MHCII) de células de Membrana Amniótica em segunda passagem antes (A) e 
após a criopreservação (B). Em cinza as células que expressaram o CD34 e a linha preta sem preenchimento o 
controle negativo, onde não foi utilizado o anticorpo. 
 

Nas amostras de membrana amniótica (Tabela 3) antes e após a criopreservação, 

não verificou diferença estatística (P>0,05) entre um momento e outro, para todos os 

anticorpos analisados, mantendo as características de adesão celular (CD44), não 

apresentando Células Tronco Hematopoiéticas (CD34) e não  expressando antígeno de 

histocompatibilidade (MHCII). 
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TABELA 3. Efeito da criopreservação sobre a marcação (anticorpos monoclonais) nas 
células de Membrana Amniótica. 

 
Criopreservação   

Antes Após EPM# Probabilidade* 

Controle 0,34 0,06 0,1375 0,3256 

CD44 85,61 67,83 7,1979 0,2331 

CD34 1,86 2,35 0,5012 0,4293 

MHCII 0,90 0,54 0,1371 0,1855 
#EPM= Erro Padrão da Média. *Médias diferem significativamente na mesma linha quando P<0,05 

 

Gelatina de Whaton 

 

 O marcador positivo utilizado foi o CD44. Antes da criopreservação 86,07%, 

foram positivas para este marcador. Após a criopreservação 82,12% das células foram 

positivas (Figura 15). 

 

 

 

 

 

 

  
 

 
FIGURA 15. Perfil imunofenotípico (CD44) de células de Gelatina de Whaton em segunda passagem, antes (A) e 
após a criopreservação (B). Em cinza as células que expressaram o CD34 e a linha preta sem preenchimento o 
controle negativo, onde não foi utilizado o anticorpo. 
 

 

Para o CD34, antes da criopreservação apresentaram em média 2,12% das 

células apresentaram positivas. Após a criopreservação a média de células marcadas foi 

1,26% (Figura 16).   
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FIGURA 16. Perfil imunofenotípico (CD34) de células de Gelatina de Wharton em segunda passagem, 
antes (A) e após a criopreservação (B). Em cinza as células que expressaram o CD34 e a linha preta sem 
preenchimento o controle negativo, onde não foi utilizado o anticorpo. 
 

 Outro marcador negativo avaliado foi o MHCII que apresentaram média geral, 

antes da criopreservação, de 1,76% de colônias marcadas. Após a criopreservação 

apresentou 1,29% das amostras foram positivas (Figura 17). 

 

 

 

 

 

  
 

 
 
 
 
FIGURA 17. Perfil imunofenotípico (MHCII) das células de Gelatina de Whaton em segunda passagem, antes (A) e 
após a criopreservação (B).  
 

 Assim como as amostras de membrana amniótica, as de Gelatina de Wharton 

(Tabela 4) também não apresentaram diferença estatística entre os momentos estudados 

(P>0,05), mantendo, portanto, as mesmas características antes e após a criopreservação. 
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TABELA 4. Efeito da criopreservação sobre a marcação (anticorpos monoclonais) nas 
células de Gelatina de Wharton. 

 Criopreservação   

 Antes Após EPM# Probabilidade* 

Controle 0,20 0,03 0,0500 0,0933 

CD44 86,07 82,11 3,9470 0,6396 

CD34 2,12 1,26 0,4118 0,3199 

MHCII 1,76 1,29 0,4127 0,0961 
#EPM= Erro Padrão da Média. *Médias diferem significativamente na mesma linha quando P<0,05 

 

5.4.5. Imunocitoquímica 

 

 As amostras de membrana amniótica (Figura 18) e Gelatina de Wharton (Figura 

19) foram analisadas por imunocitoquimica após a criopreservação em segunda 

passagem, e apresentaram-se positivas para o anticorpo anti-vimentina. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
FIGURA 18. Análise por imunocitoquímica das células de Membrana Amniótica. O controle (A) sem a utilização do 
anticorpo anti-Vimentina, permaneceu não corado, e a marcação (B) indicando característica de CTMs. Foto tirada 
em microscópio de luz – 100 µm. 
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FIGURA 19. Análise por imunocitoquímica das células obtidas da Gelatina de Wharton. O controle (A) 
sem a utilização do anticorpo anti-Vimentina, permaneceu não corado, e a marcação (B) indicando 
característica de CTMs. Foto tirada em microscópio de luz – 100 µm. 
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4. DISCUSSÃO 

 

Com a finalidade de verificar o potencial de fontes alternativas à medula óssea, 

as células derivadas das membranas extraembrionárias e do cordão umbilical foram 

eleitas neste trabalho, pois possuem características interessantes para a formação de 

bancos de células tronco. No entanto, para que isso se concretize é necessário um 

conhecimento, inicialmente, básico dessas células tanto antes de criopreservadas, assim, 

como após o processamento de criopreservação. 

 

4.1 Comportamento celular  

 

O meio utilizado no presente experimento foi o DMEM – LG, suplementado 

com 20% SFB. Este mesmo meio foi utilizado por Barlow et al. (2008), que 

compararam células de medula óssea e de placenta humana como fonte de CTMs, 

observando resultados semelhantes relacionados a proliferação celular. 

Neste experimento, as células apresentaram formato fibroblastóide em 

aproximadamente 2,5 e 2 dias, para membrana amniótica e gelatina de Wharton 

respectivamente, ou seja, em menor tempo que as da medula óssea, para a qual é 

necessário 3-4 dias (CSAKI et al., 2008). Após a criopreservação as células de MA e de 

GW voltaram ao formato fibroblastóide de forma ainda mais rápida, com 6 dias, 

obtendo vantagem em relação a CTMs derivadas do sangue do cordão umbilical, onde é 

necessário entre 7-14 dias (LEE et al., 2005). 

 

4.2 Contagem celular até a terceira passagem 

 

A contagem foi realizada e analisada a titulo de curiosidade em três passagens, e 

verificou-se um comportamento diferenciado das células de MA antes e após a 

criopreservação, onde no primeiro momento a tendência das células era de redução em 

número, e no segundo a tendência era de aumento. As células de GW apresentaram 

comportamento semelhante, tendendo a reduzir o número celular a cada passagem. 

Vale ressaltar, que três passagens pode não ser suficientes para verificar a real 

tendência dessas células, uma vez que a maioria dos trabalhos utilizam mais de seis 
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passagens (LEE et al., 2013, RUTIGLIANO et al., 2013, YOON et al., 2013). No 

entanto foi observado em estudo com tecido de cordão umbilical humano, que até a 

terceira passagem, antes e após a criopreservação o número de células se mantiveram 

constantes, e a tendência nas passagens consecutivas foi o aumento no número celular 

(BALCI & CAN, 2013) discordando do resultado deste experimento, uma vez que esta 

característica foi observada somente nas células de MA antes da criopreservação. 

 

4.3 Viabilidade celular 

 

A viabilidade celular (aproximada) foi realizada, nas células que foram 

criopreservadas, essa etapa é muito importante para o experimento, pois através dela 

podemos observar a ação do meio crioprotetor em conjunto com a técnica de 

criopreservação e descongelação dessas células, na vitalidade celular. 

A substância crioprotetora, neste caso, foi o DMSO, ele é bastante utilizado em 

protocolos de criopreservação (LEE et al., 2004b, COSTA et al., 2012; GINIS et al., 

2012 ), isso porque é um protetor intracelular, que impede a formação de cristais de gelo 

no interior das células (JANZ et al., 2012) e apresenta pequena ou nenhuma 

citotoxidade, desde que utilizado em baixas concentrações (CHAYTOR et al., 2012).  

Estas propriedades são de extrema importância para as células permanecerem por tempo 

prolongado sob baixas temperaturas. 

Neste estudo foi utilizado meio crioprotetor com 10% de DMSO, concentração 

que é estabelecida para diferentes fontes celulares (BALCI & CAN, 2013; XU et al., 

2012; CHEN et al., 2013).  

Contudo não existe padronização da solução na qual o DMSO será diluído 

(RENZI et al., 2012; WU et al., 2012). No presente estudo foi utilizado 90% de SFB + 

10% DMSO, uma vez que resultados positivos foram observados com esta metodologia 

em outras espécies (MAIA et al., dados não publicados). Apesar do baixo número de 

amostras estudadas até o momento, os resultados obtidos com esta solução de 

criopreservação em equinos foi bastante animador, e estes foram reproduzido no 

presente experimento onde a metodologia também apresentou resultados satisfatórios. 

Além disso, o método de criopreservação é importante para a viabilidade, para 

isto, as células foram criopreservadas de forma lenta, utilizando o “Mr. Frosty” 

(Nalgene™ -Termo) também utilizado por outros autores (WOLBANK et al., 2007; 
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CHAYTOR et al., 2012; POLCHOW et al., 2012). Para a descongelação foi utilizada a 

técnica descrita por Chaytor et al. (2012)  que tem por finalidade melhorar a viabilidade 

celular após a criopreservação. 

Neste estudo após quatro semanas criopreservadas, as amostras não 

apresentaram uma queda acentuada na porcentagem de viabilidade, a MA apresentou 

94,6% após a criopreservação (antes 97%), e as células de gelatina de Wharton 

apresentaram 93,5% (antes 98,8%). Desta forma, em ambos os grupos as células foram 

consideradas viáveis, sendo estes resultados semelhantes ao descritos anteriormente na 

literatura (LEE et al., 2005; GINIS et al., 2012).  

 

4.4 Caracterização antes e após a criopreservação das CTMs 

 

Algumas características são fundamentais, e confirmam a identidade dessas 

células, assim como a aderência ao plástico, morfologia fibroblastóide (do inglês 

fibroblast-like), diferenciação em tecidos da mesma origem embrionária e ainda 

marcadores de superfícies, que as células devem ou não expressar. 

 

4.4.1 Potencial de diferenciação em linhagem mesenquimal  

 

Para a diferenciação celular foram utilizados kits comerciais e de forma 

padronizada. As diferenciações das células de membrana amniótica e gelatina de 

Wharton foram realizadas em terceira passagem antes e após a criopreservação, quanto 

maior o número de passagens menor é o potencial de diferenciação (REQUICHA et al., 

2012). 

As células eram mantidas em meio de diferenciação até que houvesse mudanças 

morfológicas e, então, fixadas e coradas juntamente com os controles negativos. 

 

Diferenciações: Osteogênica e Adipogênica 

 

As células se diferenciaram na linhagem osteogênica em 13 e 9 dias, para 

membrana amniótica e gelatina de Wharton respectivamente, demonstrando uma 

diferenciação mais rápida comparada ao tecido adiposo canino, onde Requicha et al. 

(2012) mostraram que foram necessários 35 dias.  
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Outra característica interessante demonstrada por Mauro et al. (2010) em ovinos, 

foi que a diferenciação da membrana amniótica é uniforme quando comparado com à do 

tecido adiposo que se apresentou parcial, mantendo este potencial ao longo das 

passagens, o que é uma vantagem, quanto à utilização dessas células para a terapia 

celular voltada para a regeneração óssea. 

Já para a diferenciação adipogênica foram necessários 8 dias (membrana 

amniótica) e 6 dias para gelatina de Wharton, indicando uma facilidade maior em 

diferenciação para esta linhagem.  

Após a criopreservação o potencial de diferenciação foi mantido nas duas 

linhagens, assim como em diversos estudos (LEE et al., 2004b em sangue de cordão 

umbilical; JANZ et al., 2012 em fluído amniótico; GIUSEPPE et al., 2014 em gelatina 

de Wharton).  

Contudo, uma característica interessante neste estudo foi a auto diferenciação 

dos controles negativos, observadas nas diferenciações osteogênicas em menor 

frequência e nas adipogênicas com maior frequência, em ambas as amostras (MA e GJ).  

Algo semelhante foi observado por Polchow et al. (2012), no cultivo de células 

provenientes de artérias do cordão umbilical humano, onde foi observado vacúolos 

corados pelo Oil Red O, em duas amostras, porém eles classificaram essas células  sem 

potencial de diferenciação, e diferentemente do presente experimento, foi utilizado 10% 

de Fetal Calf Serum (FCS).  Contudo os autores não fizeram controle negativo de todas 

as seis amostras utilizadas no experimento, apenas realizaram controle em duas.  

A concentração de SFB (20%) no meio de manutenção dessas células deve ser 

considerada, e pode ter influenciado na diferenciação espontânea, uma vez que, os 

meios de diferenciação (adipogênica e osteogênica), recebem determinada quantidade 

de SFB na formulação 

Vale ressaltar que a maioria dos artigos analisados não avaliam a diferenciação 

espontânea dos controles negativos cultivados a 10% de soro (SFB ou FCS) (CSAKI et 

al., 2008; ROCCA et al., 2009; NAALDJIK et al., 2012; PARK et al., 2012; 

RUTIGLIANO et al., 2013), ou mesmo a 20% (MAURO et al., 2010).  

Além da concentração, sabe-se que o tipo de soro, pode também influenciar 

positivamente na diferenciação, Diascro et al. (1998) evidenciaram diferenciação de 

células de linhagem osteogênica em adipócitos, utilizando soro de coelho inativado, e 

atribuíram aos ácidos graxos a principal função nesse processo, uma vez que eles 
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suprimem a expressão de Fosfatase Alcalina e a células passam a apresentar 

características de grupos celulares adipogênicos. 

Outro fator importante observado por Peng et al. (2012) em CTMs de ratos é que 

a densidade e o contato entre as células influência positivamente nas diferenciações 

osteogênica e adipogênica, ou seja, quanto maior a densidade e o contato entre as 

células, maior é o potencial de diferenciação, mas isso acontece quando as células são 

induzidas a isto.  

Neste caso, não se sabe se a densidade e o contato entre células poderia também 

influenciar nos controles negativos, uma vez que eles foram cultivados até uma 

confluência de praticamente 100%, ou seja, alta densidade e contato entre células. 

Ainda são necessários estudos relacionados às concentrações de soro e o quanto 

ele pode influenciar na diferenciação osteogênica e adipogênica, pois até o momento 

não foi encontrado qualquer relato. 

 

4.4.2 Caracterização Imunofenotípica por Citometria de Fluxo 

 

As células foram avaliadas em dois momentos distintos, antes e após a 

criopreservação, com a finalidade de avaliar as possíveis mudanças nos marcadores de 

superfície expressos pelas células após um tempo curto de criopreservação. Para isso 

foram utilizados três marcadores: CD44, CD34 e MHCII (HLA-DR) já consagrados em 

diversos estudos com CTMs (WOLBANK  et al., 2007; DIAZ-PRADO  et al., 2011; 

POLCHOW  et al., 2012; YUAN et al., 2012; RUTIGLIANO  et al., 2013). 

As células marcadas com o CD44 para membrana amniótica e gelatina de 

Wharton foram consideradas positivas antes e após a criopreservação, apesar de não ser 

uma excelente marcação, pois o ideal seria uma marcação ≥ 95% (DOMINICI et al., 

2006). Neste caso as de MA apresentaram em média 85,61% antes e 67,83 após a 

criopreservação, e as de GW 86,07% e 82,11% antes e após a criopreservação, 

respectivamente. A utilização de um segundo marcador positivo para CTMs (CD90 ou 

CD105, por exemplo), seria necessário neste caso, para confirmar marcação positiva de 

forma mais idônea, o que não foi possível no presente experimento. 

Considerando os marcadores negativos, CD34 e MHC II, Dominici et al. (2006), 

sugerem que a marcação para ser considerada negativa deve expressar marcação ≤ 2%, 
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o que é comum para os dois anticorpos nas CTMs (WOLBANK et al.; 2007; 

MARTINELLO et al., 2011; YANG et al., 2011; KOO et al., 2012; YUAN et al., 2012).  

No presente estudo, para o CD 34 houve alteração de marcação nos dois tecidos 

estudados. As de MA mantiveram-se negativas antes da criopreservação (1,86%), 

porém após a criopreservação ocorreu um aumento na marcação (2,35%), já nas células 

de GW foi observada o contrário, maior marcação nas células antes da criopreservação 

(2,12%) e menor após (1,26%). Estes resultados são semelhantes aos observados por 

Seo et al. (2012) onde as células de GW canina apresentaram marcação positiva para o 

CD34  (2,62%). Entretanto, no estudo em questão não houve criopreservação das 

amostras. 

Considerando a classificação sugerida por Dominici et al. (2006), relacionada  à 

células de medula-óssea humana, pode haver diferenças  quanto à espécie utilizada bem 

como a fontes diferentes, como demonstraram Miao et al. (2006) em células derivadas 

de placenta e medula óssea humana nas quais ocorreu marcação do CD 34 nas CTMs de 

placenta (4,6%), enquanto que as de MO apresentaram-se negativas (1,8%). 

Neste experimento em dois momentos as amostras apresentarem porcentagens 

acima do estabelecido para negativo (≤ 2%), porém estão muito próximas desse valor, e 

essa classificação (negativa ou positiva), varia de acordo com o autor em 2 a 3% 

(DOMINICI et al., 2006; SEO et al., 2012, YUAN et al., 2013).   

Foi observado nas amostras estudas (MA e GW) antes e após a criopreservação, 

que a expressão de MHC II se manteve negativa. Isto também foi observado por 

Todorov et al. (2010) e Giuseppe et al. (2014) demonstraram que o momento da 

criopreservação, tende a alterar a expressão do MHC II. Isto é, quando criopreservado 

em cultivo primário as células apresentaram expressão de aproximadamente 1,0% e em 

primeira passagem a expressão passou a 1,6%, chegando mais próximo do positivo. 

Sabe-se que MHC do tipo II somente são expressos nas membranas de células 

apresentadoras de antígenos profissionais (APCs) que inclui células dendríticas, 

macrófagos e linfócitos B (Teva et al., 2010), e a não expressão nas CTMs, atribui à elas 

um efeito imunomodulatório.  

 

4.4.3 Imunocitoquímica 
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A imunocitoquímica, no presente estudo foi realizada somente pós-

criopreservação e em segunda passagem verificando marcação positiva para Ac. Anti-

vimentina para ambas as amostras. Resultados semelhantes foram observados por Balci 

& Can (2013), que observaram marcação positiva para Vimentina na primeira e na sexta 

passagem das células mesenquimais derivadas de tecido de cordão umbilical humano, 

antes e após a criopreservação, caracterizando-as como CTMs. 
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5. CONCLUSÕES 

 

Analisando cuidadosamente os resultados obtidos, sugere-se as seguintes 

conclusões: 

- O potencial de proliferação foi mantido, após a criopreservação; 

- A viabilidade celular foi preservada com a utilização do meio de 

criopreservação contendo 10% de DMSO + 90% de SFB; 

- O potencial de diferenciação adipogênico e osteogênico foi claramente 

observado nos dois momentos analisados, ou seja, a criopreservação não prejudicou 

essa característica; 

- Houve evidente diferenciação espontânea, em ambas as linhagens 

mesenquimais, necessitando mais estudos, uma vez que não há relatos claros sobre essa 

característica em células originadas das membranas extraembrionárias, ou mesmo de 

outras fontes na literatura consultada; 

- Não foi observada influencia da criopreservação, na expressão ou não dos 

marcadores utilizados para caracterizar as CTMs, apesar de uma variação discreta no 

marcador CD34 tanto nas células de MA quantos nas de GW.  

-Tanto as células da MA como da GW apresentaram marcações negativas e 

menores de MHC II após a criopreservação indicando uma caracterisitica de baixa 

imunogenicidade mesmo após a concervação a baixas temperaturas; 

- A marcação de Anti-Vimentina, nas células criopreservadas, demonstrou que 

após a criopreservação as células mantêm a característica de CTMs. 

Com isso podemos concluir que as células de membrana amniótica e gelatina de 

Wharton, são fontes seguras, mantendo as mesmas característica após 4 semanas  

criopreservadas, porém é necessário estudos aprofundados relacionados à característica 

de diferenciação espontânea, e qual o efeito dessa característica em futuras aplicações 

clínicas. 
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Abstract 

In order to form a bank of stem cells, cells derived from the amniotic membrane (AM) 

and Wharton´s Jelly (WJ) of dogs, obtained at the time of cesarean section were 

evaluated before (BF) and after cryopreservation (AF). In two moments the cells were 

subjected to characterization and demonstrated similar behaviors to mesenchymal stem 

cells (MSCs). The samples of AM and WJ showed viability above 90% in both M1 and 

M2. Samples maintained CD44 expression at satisfactory levels, the AM expressed on 

average 85,6%  in BF and 67,8% in AF and WJ expressed in 86,0% in BF and 82,1% in 

AF. The absence of CD34 expression was observed in both moments, and the 

immunomodulatory characteristic was evidenced by the no expression of MHCII, 

0,90% and 1,76% of expression for amniotic membrane and Wharton's Jelly 

respectively, in M1, and numerically even lower in M2, 0,54% for amniotic membrane 

and 1,29% Wharton´s Jelly. Differentiation was observed in osteogenic and adipogenic 

lineages at both times. However, the negative controls showed spontaneous 

differentiation,  in both lineages and moments. We conclude that the cells after 4 weeks 

of cryopreservation, maintains the characteristics of MSCs, reasserting the characteristic 

of imunoantigenicity however extensive studies related to the spontaneous 

differentiation are necessary. 

Key words: Mesenchymal stem cells, extraembryonic membrane, umbilical cord, 

cryopreservation, dog.  

 

1 Introduction 

Basic properties that allow the isolation and cultivation of MSCs are: ease of 

adhesion on plastic or glass surfaces and the ability to differentiate in vitro and in vivo 
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into osteoblasts, adipocytes, chondroblasts and myoblasts. This feature is identified as 

plasticity (Baksh et al., 2004; Zago&Covas, 2006). 

Morphologically these cells are fusiform and at the beginning of their growth in 

vitro exhibit the formation of Colony-Forming Units (CFU) (Friendenstein et al., 1970).  

The International Society for Cell Therapy (ISCT) listed some surface markers 

that aid in the characterization of this cell type. This way, they must express CD105, 

CD73 e CD90 and don´t express CD45, CD34, CD14 or CD11, CD79α or CD19 e 

HLA-DR. These markers have been established for human cells, however are correlated 

to animals cells. Such characteristics have been adopted as the minimum criteria for the 

characterization of MSCs, which allows a more rapid advancement in the use of these 

cells in preclinical studies and consequently, therapeutic applications (Dominici, 2006).  

In 2006, Miao et al. indicated the placenta as a rich and attractive source of 

MSCs when compared with bone marrow and Pasquinelli et al. (2007), based on the 

same comparison, showed that there are structural differences, however, phenotypically 

similar being this another possible source of HSCs and MSCs. 

Amniotic membrane (AM) is a clear or whitish membrane, composed of simple 

stratified epithelium, avascular (Morini et al., 2008) and thin, forming a cavity that 

surrounds the embryo and its main function is the protection of the same (McGeadyet 

al., 2006).  

Besides the ease of obtaining and isolation, it is known that the AM cells are 

able to differentiate into several cell lineages (Ilancheran et al., 2007; Manuelpillai et 

al., 2011), and still express octamer-4 (Oct-4) in dogs and cats (Uranio et al., 2011; 

Rutigliano et al., 2013) which is a transcription factor and is closely associated with the 

"undifferentiated" state of stem cells (Zago&Covas, 2006).  
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Furthermore, Miki and their collaborators (2007) demonstrated that AM shows 

heterogeneous to pluripotency antibodies tested, suggesting that it presents cells at 

different stages of cell differentiation for these reasons that become so attractive for cell 

therapy. 

Umbilical cord is composed by two arteries and two veins, surrounded by 

extravascular matrix, also called Warton´s Jelley (WJ) which is composed of connective 

tissue (McGeadyet al. 2006). The MSCs from umbilical cord can be isolated from 

blood, blood vessels and WJ. However, studies related to these sources are recent and 

scarce, although the results are optimistic. 

Carlin and collaborators (2006) isolated and characterized by the first time 

MSCs from WJ in domestic animals, the experimental model used was the pig. 

However, the authors did not differentiate, concluding that the matrix had unique and 

primitive cells with undefined potential, a great attraction for research. Subsequently, 

Uranio et al. (2011) demonstrated that, in dogs, it is possible the isolation, cultivation 

and in vitro differentiation of MSCs from fetal membranes (WJ, amniotic fluid, and 

amniotic membrane). 

MSCs from WJ are also considered "immune-privileged" because they present 

immunosuppressive feature and still have a potential of pluripotent and multipotent 

differentiation, being an important source for cell therapy in the near future (Taghizadeh 

et al., 2011).  

Cell therapy with MSCs is a promising alternative because the differentiation of 

these cells into mesodermal and not mesodermal tissues enhances the possibility of 

clinical use, both in humans and in animals (Monteiro et al., 2010). The MSCs are also 

capable of producing large quantities of hormonal factors, acting as potent paracrine 
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modulators and still do not induce the formation of tumors in immunocompromised 

individuals (Nazarov et al., 2012).   

Lee et al. (2012) suggested that the placenta has advantages in relation to other 

sources of MSCs, as the immunomodulatory effect. So the perspectives for the use of 

these cells for therapeutic purposes are enormous. Studies are underway, primarily in 

the treatment of diabetes, Parkinson's and heart disease, but without concrete results 

(Monti et al., 2012). 

This immunological behavior increases the perspectives for the use of cellular 

banks, however, should be considered with caution, since the immunomodulatory 

mechanisms of these cells are not fully elucidated (Monteiro et al., 2010). 

Our objective was to search for a greater knowledge about the behavior of 

mesenchymal stem cells obtained from the amniotic membrane and Wharton´s Jelly of 

canine neonates obtained from cesarean sections before and after cryopreservation, 

aiming at the future the formation of banks of stem cells. 

 

2  Material and Methods  

2.1 Preparation of AM and WJ samples 

The samples were obtained from dogs undergoing cesarean sections 

(approximately 60 days gestation) performed in the operating center of the Department 

of Reproduction and Veterinary Radiology FMVZ / UNESP - Botucatu, where they 

were properly anesthetized, and his collection was approved by the Ethics Committee 

on the Use Animal (ECUA) from the School of Veterinary Medicine and Animal 

Science from Botucatu, under protocol nº90/2012- ECUA according to the ethical 

principles in animal experimentation. 
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In the operating center the uterus was incised carefully, thus having access to the 

neonate, the chorionic membrane was removed and the umbilical cord clamped and 

collected a portion (n = 8), and then it was collected fragments of amniotic membrane 

(n = 8). Both were placed in a buffer solution containing antibiotic and antimycotic, 

samples were transferred to the laboratory and immediately processed. 

 

2.2 Isolation of MSCs from AM and WJ 

The fragments of AM and WJ were washed in Hank’sBalanced Salt Solution 

(HBSS - Gibco®), fractionated (mechanical digestion), with the aid of tweezers and a 

scalpel and placed in a solution 0,04% (AM) and 0,02% (WJ) of collagenase (Sigma) at 

a temperature of 37,5°C in bath maria for about 40 minutes. 

The cell suspension was centrifuged at 500 g for 10 minutes forming a pellet, 

which was resuspended in culture medium Dulbecco'sModified Eagle Medium- Low 

Glucose (DMEM – low glucose - Gibco®) with 20% Fetal Bovine Serum (FBS - Gibco 

®) supplemented with antibiotics (1% penicillin and streptomycin solution - Gibco ®) 

and antimycotic (1,2% amphotericin solution - Gibco ®) and centrifuged again at 500 g 

for 10 minutes to complete removal of collagenase solution. The cell pellet was 

resuspended in 5 ml of the aforementioned medium, placed in 25cm² bottles (T25) and 

cultured in incubator with 5% CO2 in air at a temperature of 37,5 ° C. The medium was 

changed after 48 hours, followed by twice weekly exchange. 

When the cells reached 80% confluence, they were trypsinized (0,05% Trypsin-

EDTA - Gibco ®) and centrifuged at 500 g for 10 minutes. After centrifugation, the 

supernatant was removed and the cells washed with culture medium. At this moment 

the cell number was estimated with the help of a Neubauer chamber, and a dye 

exclusion (Trypan Blue - Gibco ®). 
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2.3 MSCs cryopreservation  

After trypsinization, at first passage, cells were counted to estimate the 

concentration and cell viability then separated into cryotubes containing a concentration 

of approximately 5x105 cells/cryotube with 1,5 ml of cryoprotector medium composed 

of  90% FBS (Gibco ®) and 10% dimethylsulphoxide (Me2SO-Sigma). The cryotubes 

were placed in Nalgene™, and maintained for 24 hours at -80°C at Ultra Freezer 

(Thermo Scientific - Form 8800 Series), gradually cooling the cell to approximately 1°C 

per minute. Then, the cryotubes were transferred into liquid nitrogen (-196°C). 

 

2.4 Cellular culture after freezing (AF) 

The samples were reconstituted after 4 weeks using the protocol previously 

described by Chaytor et al. (2012), to improve the viability. After, it was done the 

viability test with Trypan Blue. At the end of secondary culture it was performed 

characterization by flow cytometry and at the moment of the third passage osteogenic 

and adipogenic differentiation. 

 

2.5 Flow Cytometry  

Phenotypic characterization of MSCs was performed at the second passage 

before (BF) and after cryopreservation (AF). For this, it was used the cell labeling with 

canines surface antibodies CD 44 (RatantiDog: AlexaFluor ® 488 - MCA1041A488 - 

AbDSerotec), CD34 and MHC class II (RatantiDog: FITC - MCA1044F - AbDSerotec) 

by flow cytometry, using the standard protocol suggested by the manufacturer of each 

antibody using a minimum of 10,000 cells. The samples were analyzed on 

FACSCalibur BD® flow cytometer. 

 



68 

 

2.6 Immunocytochemistry 

Analysis was performed with the primary antibody anti-vimentin (mesenchymal 

lineage) by immunocytochemistry, which was detected by incubation in 

HIDEfDetectionTM System HRP Polymer system (Cell Marque, Rocklinn, CA; USA, 

954D-31) labeled with peroxidase, and revealed with diaminobenzidine (Liquid DAB, 

DakoCytomation, K3468) and counter-stained with hematoxylin of Harris, the negative 

control was performed by omitting the primary antibody. This analysis was specifically 

performed only after cryopreservation. 

 

2.7 Differentiation potential of MSCs into mesenchymal lineages  

For differentiation into osteogenic cells at the time of the third passage (BF and 

AF) with osteogenic differentiation medium (Osteogenic Differentiation Kit - Stem Pro 

- Gibco ®) at least two wells were maintained with maintenance medium which was 

named Negative control (NC). The adipogenic lineage, was also taken in the third pass, 

with adipogenic differentiation medium, Adipogenic differentiation Kit - Stem Pro 

(Life), keeping two wells with maintenance medium (NC). 

 

3 Statistical Analyses 

The data of flow cytometry and time of differentiation were analyzed by 

Statistical Analysis System program (Version 9.2, 2010) using the MIXED procedure, 

being previously verified the normality of the residuals using the Shapiro-Wilk test and 

homogeneity of variances compared by the Hartley test. These data were transformed  

in inversion and then subjected to analysis of variance, which included as causes of 

variation the effect of treatments (cryopreserved or not) with 5% probability. 
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4 Results 

 Cultured cells showed fibroblastoid shape both before and after cryopreservation 

(Fig. 1A - 1B - 1C - 1D). Cell viability was evaluated at the time the cells were 

cryopreserved and AM had 97% viability and WJ had 98.8%. After heating it was found 

values of 94, 6% for AM and 93, 5% for WJ, demonstrating excellent viability after 

cryopreservation period. 

At each passage when obtained a confluence of 80% it was estimated the amount 

of cells /bottles (T25), of this count it was observed that the cells of amniotic 

membrane, have a differentiated behavior. Prior to cryopreservation they show a 

decrease in their growth, ie, the number of cells decreases with each passage. However, 

after cryopreservation, there is an increase in cell concentration. 

Regarding WJ cells, both before and after cryopreservation they present decrease 

in its concentration. But before cryopreservation the drop was pronounced, indicating 

greater cell death. 

The ability osteogenic differentiation of AM was observed in all (100%) samples 

before (Fig.1E) and after cryopreservation (Fig.1F), negative controls before 

cryopreservation of 3 samples (37,5%) showed spontaneous differentiation (Fig.1I), and 

after the same 3 samples (37,5%) spontaneously differentiated (Fig.1J). The adipogenic 

differentiation was also positive in all samples (100%) both before (Fig.1M) and after 

the cryopreservation (Fig.1N). In this case, all negative controls (100%) also showed 

spontaneous differentiation (Fig.1Q. - 1R) both before and after cryopreservation. It was 

observed that cryopreservation did not affect (P>0.05), the time of adipogenic and 

osteogenic differentiation of AM (Table 1). 

For WJ the osteogenic differentiation was observed in 92% of samples 

undergoing differentiation before cryopreservation (Fig.1G) and 100% of the samples 
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after cryopreservation (Fig.1H). In the negative controls spontaneous differentiation was 

observed in 37.5% before cryopreservation (Fig.1K), and in 62.5% after 

cryopreservation (Fig.1L), and the same sample that differ before cryopreservation also 

differentiate spontaneously after. The adipogenic differentiation was positive in 92% of 

samples submitted to differentiation prior to cryopreservation (Fig.1O) and in 100% of 

the samples after cryopreservation (Fig.1P). Spontaneous differentiation was observed 

in 100% of samples (Fig.1S-1T). Considering, WJ was observed that the 

cryopreservation did not affect (P> 0.05) the time of osteogenic differentiation (Table 

2). However, adipogenic differentiation was influenced (P <0.05) by cryopreservation, 

observing an increase in time to differentiation after cryopreservation (Table 2). 

It was not observed influence of cryopreservation on the expression of markers 

used for both AM (Table 3) and WJ (Table 4). The expression of CD44 remained 

present and high (Fig. 2A-2B-2C-2D), and the expression of CD34 (Fig.2E-2F-2G-2H) 

and MHC- II remained negative (Fig.2I-2J-2K-2L). Immunocytochemical evaluation 

was performed at M2 in P2 and was positive for anti-vimentin, confirming the 

mesenchymal lineage (Fig. 3A-3C) and its (Fig.3b-3D) negative controls. 

 

5 Discussion 

For the success of cell therapy is necessary the use of safe protocols where the 

cells can be kept viable for long periods. Using cells from amniotic fluid Janzet al. 

(2012), demonstrated that the use of glycerol and DMSO as cryoprotectant maintains 

cell viability, beyond the characteristics of proliferation and expression of specific 

markers after cryopreservation for 6 months. The method of cryopreservation is also 

important for cell viability. Thus, in this experiment the cells were slowly cryopreserved 
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using "Mr. Frosty "(Nalgene ™-Term) also used by other authors (Wolbank et al., 

2007; Chaytor et al., 2012; Polchow et al., 2012), with great results.  

It was observed that cell viability was higher than 90% both before and after 

cryopreservation in both tissues studied confirming previous results described in the 

literature (Lee et al., 2005; Ginis et al., 2012). Furthermore it was not observed 

influence of cryopreservation on the expression of markers used for both AM and WJ 

with high expression of CD44 and low expression of CD34 and MHC II. These results 

agree with those obtained by Janz et al. (2012), by Liu et al. (2011) that froze MSCs 

from human umbilical cord verifying its positive potential for differentiation and with 

Ângelo et al. (2012) that furthermore demonstrated that cryopreservation did not alter 

the karyotype of the MSCs obtained from amniotic fluid. 

Cells from AM and WJ are known to have change for format fibroblastoid faster 

compared to bone marrow (Csaki et al., 2008). Likewise, it has already been described 

that after cryopreservation MSCs derived from umbilical cord blood have acquired 

fibroblastoid format more quickly (Lee et al., 2005). 

In the present study a decreased amount cells in each passage was observed. 

This was contacted both for the cells of AM and WJ before cryopreservation. However, 

after cryopreservation cells obtained from AM began to show an increase in cell 

concentration. These results disagree with those obtained Balci&Can(2013) in a study 

with human umbilical cord tissue. The authors observed that until the third passage, 

before and after cryopreservation the number of cells remained constant, and the 

tendency during consecutive passages was the increase in number.  It is noteworthy that 

three passages may not be sufficient to verify the real tendency of these cells, since most 

studies use more than six passes (Corradetti et al., 2013, Lee et al., 2013, Rutigliano et 

al., 2013, Yoon et al., 2013, Gao et al., 2014) to evaluate the cell growth curve. 
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Among the fundamental characteristics that confirm the identity of the MSCs are 

plastic adherence, fibroblastoid morphology, the presence of specific markers expressed 

on the cell membrane and differentiate into mesenchymal tissue lineage (Dominici, 

2006). The cells evaluated in this experiment showed a more rapid differentiation 

(Tables 1 and 2) compared to that described by Requicha et al. (2012) for canine 

adipose tissue, where it took 35 days for differentiation to occur. 

Another interesting characteristic demonstrated by Mauro et al. (2010) is that the 

differentiation of the cells of the amniotic membrane is more uniform compared to the 

adipose tissue, which occurs partially. This characteristic is maintained along the 

passages, representing an advantage for the use of these cells for cell therapy. 

In this experiment, the differentiation potential was maintained after 

cryopreservation independent of cell line. This finding corroborates with the findings of 

other authors in cells from umbilical cord blood (Lee et al., 2004), amniotic fluid (Janz 

et al., 2012), in amniotic membrane (Corradetti et al., 2013) and Wharton´s Jelly 

(Giuseppe et al., 2014). 

Despite this, an interesting characteristic observed in this study was the self-

differentiation from negative controls. This fact occurred less frequently for osteogenic 

differentiation and in all samples for adipogenic differentiation independent of the cell 

source (AM and WJ). Something similar was observed by Polchow et al. (2012), at the 

culture of cells derived from human umbilical cord arteries, where it was observed 

vacuoles stained with oil red O, in two samples. However, the authors did not associate 

this finding with the differentiation potential of cells. Moreover, the authors did not 

negative control of all six samples used in the experiment, being this control carried out 

only in two.  
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In this experiment the concentration of FBS in the culture medium was 20% and 

may have influenced at the spontaneous differentiation, since the means of 

differentiation (adipogenic and osteogenic) present in its formulation FBS. The 

concentration and origin of serum may have influence on the differentiation potential of 

stem cells. Diascro et al. (1998) showed the differentiation of cells of osteogenic lineage 

into adipocytes, using inactivated rabbit serum, and assigned to the fatty acids the 

principal function in this process, since they suppress the expression of alkaline 

phosphatase and the cells begin to display characteristics of adipogenic cell groups. 

It is noteworthy that most of analyzed papers do not evaluate the spontaneous 

differentiation of cultured negative controls with 10% (Csaki et al., 2008; Rocca et al., 

2009; Naaldjik et al., 2012; Park et al., 2012; Rutigliano et al., 2013) or with 20% serum 

(FCS or FBS) (Marcus et al., 2008; Mauro et al., 2010; Gao et al., 2014). 

Besides the concentration and type of serum, another important factor observed 

by Peng et al. (2012) is that the density and the contact between cells positively 

influence the osteogenic and adipogenic differentiation, ie, the higher the density and 

the contact between the cells, the greater the potential for differentiation. In our 

experiment we do not know if the density and the contact between cells could influence 

the differentiation of the negative controls, but these were grown to a confluence of 

nearly 100%. 

In immunophenotypic analysis the cells of amniotic membrane and Wharton's 

Jelly labeled with CD44 were considerate positive before and after cryopreservation. 

However the use of a second positive marker for MSCs (CD90 or CD105, for example), 

would be required to confirm the mesenchymal origin of cells studied. 

Considering the negative markers, CD34 and MHC II, Dominici et al. (2006) 

suggest that marking to be considered negative must be ≤ 2%. In this experiment at the 
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two moments the samples presented percentages above ≤ 2%, but very close to this 

value. Additionally the classification for negativity or positivity for the markers varies 

between 2-3% according to the author (Dominici et al., 2006; Seo et al., 2012, Yuan et 

al., 2013). 

With regard to the CD34, results similar to ours was observed by Seo et al. 

(2012) where cells of canine WJ presented staining near from positive to CD34 

(2,62%). However, in the present study there was no cryopreservation of samples. 

Likewise Miao et al. (2006) demonstrated in placenta-derived samples, positive staining 

of CD34 in 4,6% of cells, while on MO this index was of 1,8%. 

In the present experiment the expression of MHC II was considered negative 

both before and after cryopreservation. This fact was also observed by Todorov et al. 

(2010) and Giuseppe et al. (2014) that showed that MHC II expression after 

cryopreservation between 1,0 and 1,6%. Is known that MHC type II is expressed only in 

membranes of professional antigen presenting cells (APCs), including dendritic cells, 

macrophages and B lymphocytes (Teva et al., 2010) and the no expression in MSCs 

assigns to them an immunomodulatory effect. 

 

6 Conclusion 

The cells of amniotic membrane and Wharton´s Jelly showed characteristics of 

MSCs, which remained after 4 weeks cryopreservation. However, it is necessary a depth 

study related to spontaneous differentiation, and what is its effect on future clinical 

applications. 
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