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ARTIGO  DE REVISÃO
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Abstract
The authors review the history of the researches on embryonic

and umbilical cord vein stem cells, their advantages and disadvantages.
They proceed with comments on adult stem cells, their concept,
history, sources and role on tissue regenerative processes, mainly on
the endothelium. They stress the importance of factors that mobilize
the adult stem cells from the bone marrow: cytokines, angyopoietine
and other growth factors. The adult stem cells are mobilized as
endothelial progenitor cells, which have a common origin with the
endothelial cells from the hemangioblasts. The mobilizing factors are
activated under hypoxia and promote the homing of the endothelial
progenitor cells on the ischemic sites in order to generate the
neovasculogenesis, which is accomplished through three possible
mechanisms: angiogenesis (new capillaries from sprouts of the existing
ones), arteriogenesis (related to collateral circulation) and
vasculogenesis (actual new vessels). An appraisal of the literature is
made with regard to animal and clinical sets Finally, they stress that
adult stem cells, although bearing an enormous potential, still demand
a considerable amount of work to become a current therapeutic
method.

Key words: cell therapy, stem cells, critical limb ischemia.

Resumo
Os autores fazem um histórico sobre as pesquisas com células-

tronco embrionárias e do cordão umbilical, suas respectivas vanta-
gens e desvantagens. Seguem com as discussões sobre células-tronco
adultas, sua definição, histórico, fontes e participação nos processos
de regeneração tecidual, particularmente no endotélio. Ressaltam a
importância de fatores que mobilizam as células-tronco adultas a par-
tir da medula óssea: citocinas, angiopoietinas e outros fatores de cres-
cimento. As células-tronco adultas mobilizam-se sob a forma de célu-
las endoteliais progenitoras, que têm origem comum com as células
endoteliais a partir dos hemangioblastos. Os fatores de mobilização
manifestam-se em condições de hipoxia e fazem com que as células
endoteliais progenitoras se localizem nos locais de isquemia para pro-
duzir a neovasculogênese, que se faz por três possíveis mecanismos: a
angiogênese (formação de novos capilares a partir de brotos de capila-
res já existentes), a arteriogênese (relacionada à circulação colateral) e
a vasculogênese (vasos realmente novos). Fazem, a seguir, uma análise
da literatura relativa à experimentação animal e aos estudos clínicos.
Concluem ressaltando que as células-tronco adultas, embora tenham
um grande potencial de uso, ainda demandam muito estudo e pesqui-
sa para se firmar como método terapêutico.

Palavras-chave: terapia celular, células tronco, isquemia crítica.

Os primeiros pesquisadores a descreverem uma
célula-tronco em embriões humanos foram Thomson
et al., em 19981. Era célula retirada da cavidade dos
blastocistos de embriões utilizados em técnicas de re-
produção assistida (Figura 1). Tratava-se de células não
diferenciadas, chamadas pluripotentes, pois poderiam
se multiplicar e se transformar em qualquer tipo de
tecido de qualquer dos três folhetos embrionários:
ectoderma, mesoderma e endoderma.

As dificuldades para se produzir embriões e tam-
bém a autorização para o seu uso, além dos problemas
éticos e legais, têm conseguido diminuir o ritmo e os
investimentos financeiros nas pesquisas com células-
tronco embrionárias. Além disso, estas sempre têm a
possibilidade de provocar reações imunológicas. Por
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outro lado, a clonagem de células do próprio paciente,
que eliminaria esse problema, necessita da doação de
um óvulo feminino, o qual deve ser colhido com
técnicas invasivas.

Para complicar ainda mais, o número de células
embrionárias coletadas com as técnicas correntes é
pequeno e insuficiente para que se efetivem as ações
terapêuticas usualmente pretendidas. Há necessidade
de se fazerem culturas com técnicas especiais e por
tempo relativamente longo (em torno de 10 a 15 dias).

Por isso tudo, as pesquisas em terapia celular têm-
se desenvolvido com mais intensidade com células-
tronco do sangue do cordão umbilical e células-tronco
adultas (CTA).

As células do sangue do cordão umbilical humano
teriam aplicação específica para o próprio recém-nasci-
do e seriam armazenadas para uso futuro, quando
necessário. Eventualmente, poderiam ser usadas em
gêmeos univitelinos ou em outras pessoas que apresen-
tassem uma tipagem HLA (Human Leucocyte Antigen)
adequada. Poderiam ser usadas, ainda, em pacientes
não compatíveis, simultaneamente com imunossupres-
sores. É uma linha de pesquisa promissora, e a prova
disso é a proliferação de bancos de cordão umbilical
públicos e privados.

A pesquisa com CTA é o grande acontecimento da
atualidade. Além de serem operacionalmente mais fá-
ceis, não apresentam os problemas ético-religiosos das
células embrionárias. Por outro lado, são células embri-

ologicamente mais evoluídas e, por isso, com um cami-
nho menor a percorrer até a sua diferenciação, o que
diminui o risco de desvios ontogênicos e de outros
efeitos colaterais.

Células-tronco adultas

São células indiferenciadas que podem se renovar e
reproduzir indefinidamente e, sob certos estímulos, se
transformar em células especializadas de diferentes teci-
dos ou órgãos (Figura 2).

Baseados nesse conceito, os pesquisadores começa-
ram a considerar a possibilidade do seu transplante para
recompor tecidos destruídos por doenças, por traumas
ou por terapias agressivas. De fato, o transplante de
células de medula óssea tem sido feito há mais de 40
anos para recompor medulas destruídas por quimiote-
rapia ou radiação e, dessa forma, repor as células sangü-
íneas, por exemplo, nas leucemias e linfomas.

Histórico

O primeiro transplante de CTA em humanos foi
feito por Thomas et al., em 1957, em gêmeos univite-
linos, para tratamento de leucemia2.

Na década de 1960, pesquisadores descobriram
que a medula óssea contém, pelo menos, dois tipos de
células-tronco: as hematopoiéticas, que formam to-
dos os tipos de células sangüíneas endoteliais e as
células do estroma, uma população mista que pode
gerar osso, cartilagem, gordura e tecido fibroso e
conjuntivo (Figura 3).

Onde as CTA são encontradas e qual seu papel
fisiológico?

As CTA são encontradas no fígado3, cérebro4,
tecido gorduroso5 e medula óssea6-8. Esta última é a que
apresenta quantidade maior de células. Nos outros
tecidos, as células existem em pequena quantidade.
Trabalha-se, por isso, no desenvolvimento de técnicas
de cultura que propiciem o número de células adequado
para terapia. Esse número, em geral, chega à casa dos
bilhões9,10.

Supõe-se que as CTA permaneçam quiescentes
(sem se dividirem) nos tecidos que constituem seu
habitat, até que são ativadas por doenças, inclusive
tumores ou trauma, e também para fazer a reposição de
células “gastas” no organismo ao longo da vida, através
da liberação, no sangue circulante, de células progeni-

Figura 1 - Blastocisto (5-7 dias)
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Figura 2 - Diferenciação e transdiferenciação das CTA da medula óssea e do cérebro

Figura 3 - CTA da medula óssea: do estroma e hematopoéticas

Terapia celular no tratamento da isquemia dos MMII –  Araújo JD et alii
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toras (CP), que seriam mobilizadas para os locais onde
se fizessem necessárias. Essa mobilização seria feita por
substâncias liberadas no local da lesão11. Seriam, assim,
uma espécie de “departamento de manutenção” que,
com a idade, vai diminuindo sua intensidade de atua-
ção. De fato, há trabalhos mostrando que as CP circu-
lantes diminuem com a idade12-14.

As CP agem na reparação de traumas do endotélio,
promovendo sua remodelação de forma a evitar a
hiperplasia fibromuscular15-17, embora alguns traba-
lhos sugiram que elas tenham participação na sua
formação quando não há uma modulação adequada de
sua ação18. Foi relatada a ação benéfica das CP no
equilíbrio do metabolismo lipídico19, e observou-se o
aumento do seu número com a atividade física20 e o uso
de estatinas21,22. Por outro lado, o número de CP
diminui com o aumento dos fatores de risco23, princi-
palmente com o diabetes24 e com a doença isquêmica
crônica instalada25.

Com relação aos tumores, a necessidade de prolife-
ração vascular para irrigar os tecidos tumorais que
crescem em excesso faz com que sejam liberados fatores
que mobilizam as CTA da medula óssea. Tais fatores
são o VEGF-R-1, VEGFR-2 (Vascular Endothelial Gro-
wth Factor Receptor 1 e 2) e PIGF (Placenta Induced
Growth Factor)26.

Mecanismos antiangiogênese dificultariam o cres-
cimento dos tumores27.

Quando a CTA não diferenciada se transforma na
célula do tecido onde ela “reside”, diz-se que houve uma
diferenciação. Quando a CTA se transforma em tecido
de outro órgão que não o seu, diz-se que houve uma
transdiferenciação.

Com respeito ao desenvolvimento das células san-
güíneas e endoteliais, parece que ambas têm o mesmo
precursor: o hemangioblasto, que aparece precocemen-
te no embrião e desaparece rapidamente28. Ontogeni-
camente, o hemangioblasto está ligado no VEGFR-229.
Ratos que não têm o VEGFR-2 apresentam um desvio
patológico tanto nas células hematopoiéticas quanto na
vasculatura30,31.

Por outro lado, células VEGFR-2 positivas isoladas
de embriões geraram colônias mistas hematopoiético-
endoteliais quando em cultura unicelular32. Estudos
adicionais mostraram que, após o nascimento, células
que têm os marcadores de superfície CD 133, CD 34 e
VGFR-2 formam um subconjunto de células na medu-
la óssea, sangue periférico e sangue do cordão umbilical,

que possuem atividade funcional de hemangioblastos,
pois são capazes de se diferenciar tanto em células
endoteliais quanto hematopoiéticas33.

Células endoteliais progenitoras

Assahara et al.34 foram os primeiros a descrever a
existência das células endoteliais progenitoras (CEP),
sua origem na medula óssea e sua participação na
formação de novos vasos em adultos. Já na década de
1960, células endoteliais circulantes (CE), derivadas
das CEP, foram demonstradas em tubos de Dacron
implantados em aortas de porcos, coelho e cão35. Da
mesma forma, as CE foram demonstradas em disposi-
tivos de assistência ventricular (coração artificial)36.

As CEP podem formar novos vasos por três meca-
nismos; a) angiogênese – capilares que resultariam de
brotos originados de vasos já existentes37; b) arteriogê-
nese – aparecimento de vasos que estariam “adormeci-
dos”, embora alguns acreditem na possibilidade de
neoformação38; c) vasculogênese – formação de novos
vasos ou remodelação dos já existentes11.

Parece que a arteriogênese é o mecanismo mais
eficiente para aumento da circulação (20 a 30 vezes),
enquanto a angiogênese aumenta duas a três vezes e a
vasculogênese ainda não foi adequadamente dimensio-
nada39.

Estímulos especiais mobilizariam as CEP que po-
deriam produzir simultaneamente a angiogênese e a
vasculogênese, imitando o processo embrionário. A
arteriogênese (circulação colateral) seria produzida pe-
las variações no shear stress (trauma de atrito), que
liberariam substâncias mobilizadoras do endotélio e
ativariam CEP circulantes38.

Os estímulos para a mobilização das CTA são
gerados por substâncias liberadas na zona isquêmica
(milieu dependent), como o fator de crescimento endo-
telial VEGF, fator de crescimento dos fibroblastos FGF
(Fibroblast Growth Factor), citocinas, angiopoietinas e
outros39.

Outra possibilidade é a de que as próprias CTA
produziriam esses fatores de estímulo, que concorreri-
am para a formação de novos vasos, inclusive estimu-
lando CP “residentes” na região isquêmica (atividade
paracrina)40-42, e ainda concorreriam para a melhora
do funcionamento do endotélio dos vasos remanescen-
tes, além de promover a sua vasodilação43. É provável
que haja uma associação desses vários mecanismos para
que haja vasculogênese.

Terapia celular no tratamento da isquemia dos MMII – Araújo JD et alii
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O que, porém, parece bem definido é que os fatores
de crescimento, as citocinas, angiopoietinas e outros são
imprescindíveis em todo o processo e estariam todos
englobados no sistema HIF (Hypoxia Inducible Factor),
tendo, cada um deles, diferentes variantes tanto na sua
parte ativa quanto nos seus receptores39.

Aliás, é nesse conceito que se baseia a terapia gênica,
que consiste na administração desses fatores por meio
de vetores virais ou, então, plasmídeos44,45. É de se
esperar, para maior eficiência, a associação das terapias
gênica e celular. Na verdade, já há trabalhos reportando
essa associação46,47. Alguns deles sugerem, inclusive, a
associação de dois fatores de crescimento, por exemplo:
VEGF, que formaria tubos endoteliais muito permeá-
veis e FGF, que promoveria a formação das partes
fibrosa e muscular48,49.

O problema de a terapia gênica ser mais complexa
e laboriosa, envolvendo riscos potenciais quando os
vetores são virais, bem como reações adversas a substân-
cias químicas usadas no seu preparo e, ainda, de os
fatores de crescimento terem vida média muito curta,
será, certamente, resolvido. É esperado também que as
próprias células-tronco recebam marcações genéticas
novas, as quais ajudarão a tratar as doenças, inclusive
transportando fatores de crescimento específicos para
órgãos determinados50-53.

Marcadores das células endoteliais progenitoras

As CEP são identificadas, basicamente, de duas
maneiras: pela determinação, através de anticorpos
monoclonais específicos, de marcadores de superfície,
como o CD 34+ (Cell Diferentiation), CD 133+ VEGF
e outros51, que dão as características fenotípicas das
células; técnicas que utilizam as reações em cadeia de
polimerase (PCR) e principalmente a RT-PCR (Reverse
Transduction – PCR), através da qual se identificam as
células pelo seu DNA52.

Importante, também, é lembrar que as CEP podem
ter mais do que uma expressão genética de superfície:
FVW (Fator de von Wilebrand), CD 45, CD 14, E-
selectine, CD133 e outros53. Além disso, alguns marca-
dores de superfície, como o CD 133+, deixam de se
expressar após a transformação em células endoteliais,
transformando-se em CD133–  (CD 133 negativo)52.

A importância dos marcadores é que eles permitem
separar as células e acompanhá-las, observando sua
localização nos tecidos (homing) e, eventualmente, os
diferentes tempos até sua diferenciação.

Experimentação animal com células-tronco na isque-
mia periférica

Os resultados das experiências com células-tron-
co em patologias do miocárdio, doenças imunológi-
cas, doenças e traumas neurológicos, diabetes e ou-
tras são freqüentemente entusiasmantes em animais,
mas nem sempre se confirmam em humanos, nos
quais as informações de sucesso variam de nulas a
excelentes39.

Neste artigo, nos limitaremos a rever as publicações
sobre isquemia periférica.

Iba et al.41 e Khaldi et al.54 mostraram, em animais,
que a injeção de células mononucleares circulantes ou
da medula óssea melhoravam a densidade capilar em
modelos de membros isquêmicos.

Iba et al.41 demonstraram, em ratos, que a inje-
ção de células mononucleares de medula óssea huma-
na em membros isquêmicos provocava a formação de
circulação colateral através de fatores angiogênicos,
principalmente o VEGF e citocinas, e que anticorpos
anti-VEGF inibiam a formação de novos vasos.

Li Sheng et al.55 injetaram células de medula óssea
pré-estimuladas por hipoxia ex vivo e notaram que a
expressão de VEGF e de diferenciação endotelial eram
maiores do que as células processadas em normoxia.

Baseados no conhecimento de que as células mesen-
quinais da medula podem secretar citocinas e outros
fatores de crescimento, Shintani et al.56 mostraram, em
animais, que a implantação de células mononucleares
de medula óssea em membros isquêmicos também
promovem formação de novos vasos, com incorpora-
ção de CEP em capilares, e que a concentração de FGF,
VEGF e citocinas aumentava nos tecidos do membro
implantado.

Iwaguro et al.50 mostraram, em ratos atímicos, que
a injeção de CEP heterólogas marcadas com VEGF
aumentava a circulação mais do que em animais contro-
le (injeção de CEP sem VEGF). Seria um caso de
associação de terapia gênica e celular.

Silvestre et al.57 demonstraram, em ratos, a im-
portância da interleucina-10, um agente antiinfla-
matório, na neovasculogênese. A presença de infla-
mação (ratos interleucina negativos) favorecia a an-
giogênese, enquanto que a diminuição da inflamação
(ratos interleucina positivos) diminuía a angiogênese
pela regulação, para baixo, do VEGF. A presença de
inflamação, portanto, seria um fator positivo para a
neovasculogênese.

Terapia celular no tratamento da isquemia dos MMII –  Araújo JD et alii
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Experiências clínicas com células-tronco adultas

Como seqüência do trabalho de Shintani55, Yuya-
ma et al. publicaram, em 200258, sua experiência clíni-
ca com 47 pacientes, nos quais fizeram randomização
(não duplo-cego). Os pacientes eram divididos em dois
grupos: 25 apresentavam isquemia crítica unilateral
(grupo A) e 22 bilateral (grupo B). No grupo A, foram
injetadas células mononucleares da medula óssea na
perna com isquemia crítica e soro fisiológico na perna
contralateral. No grupo B, foram injetadas células
mononucleares da medula óssea em uma das pernas e
células mononucleares do sangue periférico na outra.

Foi observada a diminuição da dor na maioria dos
pacientes de ambos os grupos injetados com células
mononucleares da medula óssea. Esses pacientes tam-
bém mostraram melhora significativa do índice torno-
zelo/braço, da pressão transcutânea de oxigênio, e, aos
6 meses, a angiografia mostrou melhora notável na
circulação colateral em 27 dos 47 pacientes (15 no
grupo A e 12 no grupo B). Em um paciente que morreu
de infarto do miocárdio 3 meses após o implante, o
estudo histológico de fragmentos do gastrocnêmico
revelou aumento grande da vascularização (relação
músculo/capilares), quando comparado com o mem-
bro em que se injetou salina. A dor desapareceu em 22
pacientes (12 no grupo A e 10 no grupo B) e houve
melhora da dor em repouso em 15 pacientes (nove no
grupo A e seis no grupo B). A amputação de dedos foi
evitada em 15 de 20 pacientes (oito no grupo A e sete no
grupo B). Houve melhora de úlceras isquêmicas em seis
de 10 pacientes (três em cada grupo).

O grupo de pernas injetado com células mono-
nucleares do sangue periférico mostrou resultados
menos significativos.

Os autores sugerem que as células implantadas
liberam fatores angiogênicos e citocinas. Entretanto,
como o nível desses fatores no sangue não aumenta após
a injeção das células, reforçam a sugestão de administra-
ção simultânea de uma combinação de fatores: VEGF
para estimular a formação de tubos endoteliais e FGF
para produzir mioblastos para a “maturação” dos vasos
neoformados.

Yamamoto et al.25 demonstraram que as CEP
circulantes estão diminuídas em pacientes com is-
quemia de membros e podem aumentar muito pelo
implante de células mononucleares de medula óssea
e de sangue periférico autógenas, produzindo efeito
angiogênico.

Kawamura et al.59 informaram a prevenção de
amputação em pacientes com úlceras isquêmicas pelo
implante de células mononucleares autógenas do san-
gue circulante.

Huang et al.60 indicaram as células-tronco do
sangue periférico autógeno como tratamento para
isquemias graves de membros inferiores de origem
aterosclerótica.

Higashi et al.43 demonstraram que o implante de
células mononucleares de medula óssea melhorava a
vasodilatação dependente do endotélio em pacientes
com isquemia de membros inferiores, isto é, melhorava
o desempenho do endotélio dos vasos remanescentes.

Yang et al.61 reportaram o uso, com bons resulta-
dos, de células-tronco no tratamento de isquemia dos
membros inferiores em 62 pacientes.

Ramirez et al.62 apresentaram um caso de trans-
plante de células-tronco em paciente com isquemia
crítica de membro inferior e lesão trófica, com excelente
resultado após 24 semanas.

Como se trata de uma técnica nova, há algumas
perguntas importantes, cujas respostas vão depender de
pesquisa e experiência:

• Qual o exato mecanismo pelo qual as células-tronco
se diferenciam ou transdiferenciam para formar
novos tecidos? A leitura de trabalhos de pesquisa
básica, de experiência em animais e de pesquisa
clínica ainda não responde a essa pergunta. O
desenvolvimento de técnicas adequadas de marca-
ção celular e de genes, assim como a identificação
passo a passo de fatores de crescimento, citocinas e
outras substâncias envolvidas, poderá ajudar.

• Quais os riscos envolvidos no uso de células-
tronco? Quando se usam células embrionárias, o
risco de desenvolvimento de tumores, bem como
de malformações genéticas, é considerado im-
portante. Haveria necessidade de mecanismos de
modulação da proliferação e diferenciação das
células. As CTA, como já foi dito, já cumpriram
as fases evolutivas mais precoces e, portanto,
ofereceriam menos riscos.

• Qual o número ideal de CTA para se obter efeito
terapêutico? Clinicamente, há sugestões para que se
use um mínimo de 2 x 109  57. Parece que a resposta
terapêutica é número dependente.

• É previsto o implante de células-tronco mais de
uma vez no mesmo paciente? Embora não haja
experiência, essa possibilidade poderá ser consi-
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derada, dependendo da resposta ao primeiro im-
plante.

• O resultado esperado do implante de CTA é o
mesmo para os diferentes tipos de doenças vascula-
res (inflamatórias, degenerativas)? Só a experiência
clínica responderá. Se a isquemia for o único fator
desencadeante, é possível que sim. Entretanto, se os
fatores etiopatogênicos, que são diferentes, influí-
rem no processo, é possível que não. Até o momen-
to, as evidências são de que só a hipóxia é responsá-
vel pela regulação para cima da sensibilidade dos
receptores de VEGF em FGF e outros fatores
angiogênicos, portanto a etiologia da doença não
seria importante.

• Qual o tipo preferencial de CTA a ser implantado?
Mesenquimal? Células mononucleares? São ainda
escassos os trabalhos de pesquisa com células me-
senquimais. Sabe-se que são pouco numerosas e
necessitam ser cultivadas para aumentar seu núme-
ro. Teriam, por outro lado, maior capacidade de
transdiferenciação. As células mononucleares são
mais numerosas, mas mais limitadas em sua capaci-
dade de gerar novos tecidos. São mais práticas para
tratamento de isquemia crítica.

• Devem-se usar os fatores de crescimento como
estimuladores da mobilização ou mesmo associa-
dos às CTA? Conforme já dito, é um objetivo a ser
perseguido.

• Quais as limitações do uso de CTA? Não há, ainda,
evidências de que as CTA possam se diferenciar em
todos os tipos de tecidos. Poderá haver necessidade
de culturas para aumentar o número e atingir o
nível terapêutico. Finalmente, embora sejam onto-
genicamente mais desenvolvidas que as células
embrionárias, podem, por outro lado, conter mais
anormalidades do DNA causadas pelas exposições
a toxinas, luz solar e erros ontogênicos ocorridos
durante a vida. Repetimos, porém, que esses riscos
são menores do que os que existem com as células
embrionárias.

• Há possibilidade de se construírem enxertos vascu-
lares com células-tronco? Teoricamente sim, medi-
ante técnicas de implante das células no peritôneo
do próprio paciente sobre moldes e estímulos espe-
ciais e, ainda, mediante cultura de células e tecidos.

Para encerrar este artigo, devemos dizer que o uso
de CTA é uma grande promessa terapêutica, mas, por
enquanto, é apenas uma promessa. No momento, o que

temos é um conjunto relativamente discordante de
teorias que, espera-se, chegará a um consenso.

Trabalhos intensos e profundos de pesquisa básica
e animal devem continuar, e os resultados de pesquisas
clínicas só poderão ser considerados como eficientes
após estudos randomizados, duplo-cego, com número
estatisticamente adequado e, principalmente, após oti-
mização do tratamento clínico/cirúrgico com os méto-
dos de tratamento já consagrados.

O futuro exigirá muito trabalho e investimento.
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