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Células-tronco de medula óssea em isquemia crítica de membros
Bone marrow stem cells in critical limb ischemia
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Os autores discutem aspectos clínicos e de tratamento convencional da isquemia critica
dos membros inferiores e consideram a possibilidade de tratamento com células-
-tronco autógenas de medula óssea para os pacientes que já esgotaram, sem sucesso,
todos os meios de tratamento conhecidos. Comentam sobre o histórico, as fontes, as
experiências animais e clínicas e, finalmente, apresentam sua experiência inicial com
seis pacientes, todos com indicação de amputação maior ou menor. Em apenas um
paciente não foi possível evitar a amputação. Além de ótimos resultados, quanto à
supressão da dor e cicatrização de lesões isquêmicas, pode-se notar a ausência de
quaisquer efeitos colaterais deletérios, sugerindo que a terapia celular é eficiente e
segura, demandando, porém, mais pesquisas e estudos randomizados para se tornar
uma terapia de uso corrente. Rev. Bras. Hematol. Hemoter. 2009;31(Supl. 1):128-139.
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Introdução

A isquemia crítica dos membros inferiores (ICMI) se-
cundária a obstrução arterial crônica, não compensada por
circulação colateral adequada, manifesta-se por dor isquêmica,
em repouso e/ou úlcera isquêmica ou gangrena. Os portado-
res apresentam Índice Tornozelo/Braço inferior a 0,5. Este
índice é calculado dividindo-se a pressão arterial medida no
tornozelo por aquela do braço. O valor normal é igual ou
maior que 1 e a sensibilidade para diagnóstico de doença
arterial obstrutiva periférica (DAOP) chega a 99%.1,2

Pacientes com ICMI devem ser tratados através de
revascularização com enxertos autógenos (veias safenas,
artérias radiais e outros). Enxertos sintéticos são alternativas
de exceção.3,4 As técnicas usadas são as derivações em pon-

te (bypass), ou endarterectomias com ou sem remendo
(patch).5 As técnicas endovasculares com colocação de stents
estão em franco desenvolvimento e são usadas com fre-
quência crescente.6

É grande a incidência de amputações por ICMI. Cerca
de 4 mil por 1 milhão de pessoas/ano sofrerão amputações
de grande porte.3 No Brasil, seriam aproximadamente 860
mil pessoas/ano.

Além disso, pacientes com ICMI têm expectativa de
vida 25% menor3 e, após grandes amputações, 50%.7,8 A cau-
sa de morte é, principalmente, o infarto do miocárdio. Há
situações em que não se consegue a revascularização: falta
de enxerto autógeno, falta de deságue (run-off) para o enxer-
to ou, mesmo, falhas técnicas.

A terapia farmacológica, incluindo prostaglandinas,
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vasodilatadores e outros, mostra resultados pobres.9,10

A terapia celular com células-tronco adultas (CTA)
surge como alternativa para esses casos, nos quais já se
esgotaram todos os métodos de tratamento conhecidos.

O fato de não terem os problemas de ordem ética das
células embrionárias, de serem coletadas com relativa facili-
dade e em número satisfatório, prescindindo da cultura e
seus problemas, tem feito as CTA gozarem de certa preferên-
cia nos ensaios clínicos em andamento. Por outro lado, são
células embriologicamente mais evoluídas e, por isso, com
menor risco de desvios ontogênicos e efeitos colaterais.

Células-tronco adultas

São células indiferenciadas que podem se renovar e
reproduzir indefinidamente e, sob certos estímulos, se trans-
formar em células especializadas de diferentes tecidos ou
órgãos. Isso se faz através da divisão assimétrica, originan-
do uma célula comprometida com a diferenciação e outra que
mantém as características primitivas da célula original, re-
pondo o número de células indiferenciadas.

Baseados neste conceito, os pesquisadores começa-
ram a considerar a possibilidade do seu transplante para re-
compor tecidos destruídos por doenças, por traumas ou por
terapias agressivas. De fato, o transplante de células de me-
dula óssea tem sido feito há mais de 40 anos para recompor
medulas destruídas por quimioterapia ou radiação e, dessa
forma, repor as células sanguíneas, por exemplo, nas leuce-
mias e linfomas. (Figura 1)

uma população mista que pode gerar osso, cartilagem, gor-
dura e tecido fibroso e conjuntivo.

As CTA são encontradas no fígado,12 cérebro13 tecido
gorduroso14 e medula óssea.15,16 Esta última é a que apresen-
ta quantidade maior de células. Nos outros tecidos, as células
existem em pequena quantidade. Trabalha-se, por isto, no
desenvolvimento de técnicas de cultura que propiciem o
número de células adequado para terapia. Este número, em
geral, chega à casa dos bilhões.17,18

Supõe-se que as CTA permaneçam quiescentes (sem
se dividirem) nos tecidos que constituem seu habitat, até
que sejam ativadas por doenças, inclusive tumores, ou trau-
ma e, também, para fazer a reposição de células "gastas" no
organismo ao longo da vida, através da liberação, no sangue
circulante, de células progenitoras (CP) que seriam mobiliza-
das para os locais onde se fizessem necessárias. Esta mobi-
lização seria feita por substâncias liberadas no local da le-
são.19 Seria, assim, uma espécie de "departamento de manu-
tenção" que, com a idade, vai diminuindo sua intensidade de
atuação. De fato, há trabalhos mostrando que as CP circulantes
diminuem com a idade.20,21,22

As CP agem na reparação de traumas do endotélio,
promovendo sua remodelação de forma a evitar a hiperplasia
fibromuscular,23,24,25 embora alguns trabalhos sugiram que elas
tenham participação na sua formação, quando não há uma
modulação adequada de sua ação.26 Foi relatada a ação be-
néfica das CP no equilíbrio do metabolismo lipídico27 e ob-
servou-se o aumento do seu número com a atividade física28

e o uso de estatinas.29,30 Por outro lado, o número de CP
diminui com o aumento dos fatores de risco31 principalmente
com o diabete 32 e com doença isquêmica crônica instalada.33

Quando a CTA, não diferenciada, se transforma na cé-
lula do tecido onde ela "reside", diz-se que houve uma dife-
renciação. Quando a CTA se transforma em tecido de outro
órgão, que não o seu, diz-se que houve uma transdife-
renciação.

Com respeito ao desenvolvimento das células san-
guíneas e endoteliais, parece que ambas têm o mesmo pre-
cursor: o hemangioblasto, que aparece precocemente no
embrião e, rapidamente, desaparece, após o nascimento.34

Ontogenicamente, o hemangioblasto está ligado no VEGFR-
2 (Vascular endothelial growth factor receptor-2).35 Ratos
que não têm o VEGFR-2 apresentam um desvio patológico
tanto nas células hematopoéticas quanto na vasculatura.36,37

Por outro lado, células VEGFR-2 positivas isoladas de
embriões geraram colônias mistas hematopoético-
endoteliais quando em cultura unicelular.38 Estudos adicio-
nais 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 medula óssea, sangue perifé-
rico e sangue do cordão umbilical que possuem atividade
funcional de hemangioblastos, pois são capazes de se dife-
renciarem tanto em células endoteliais quanto hemato-
poéticas.39 São 25 células endoteliais progenitoras (CEP).

Histórico

O primeiro transplante de CTA em humanos foi feito
por Thomas em 1957 em gêmeos univitelinos, para tratamen-
to de leucemia.11

Na década de 60, pesquisadores descobriram que a
medula óssea contém, pelo menos, dois tipos de células-
-tronco: as hematopoéticas, que formam todos os tipos de
células sanguíneas e endoteliais, e as células do estroma,

Figura 1
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Assahara et al40 foram os primeiros a descrever sua
existência na medula óssea e a sua participação na formação
de novos vasos em adultos. Já na década de 60, células
endoteliais circulantes (CE), derivadas das CEP, foram de-
monstradas em tubos de Dacron implantados em aortas de
porcos, coelho e cão.41 Da mesma forma, CE foram demons-
tradas em dispositivos de assistência ventricular (coração
artificial).42

As CEP podem formar novos vasos por três mecanis-
mos; a) angiogênese – capilares que resultariam de brotos
originados de vasos já existentes;43 b) arteriogênese – apare-
cimento de vasos que estariam "adormecidos", embora al-
guns acreditem na possibilidade de neoformação,44 c) vasculo-
gênese – formação de novos vasos ou remodelação dos já
existentes.45

Parece que a arteriogênese é o mecanismo mais eficien-
te para aumento da circulação (vinte a trinta vezes), enquan-
to a angiogênese aumenta (duas a três vezes), e a vasculo-
gênese ainda não foi adequadamente dimensionada.45

Estímulos especiais mobilizariam as CEP que poderiam
produzir simultaneamente a angiogênese e a vasculogênese,
imitando o processo embrionário. A arteriogênese (circula-
ção colateral) seria produzida pelas variações no trauma de
atrito (shear stress), que liberariam substâncias mobilizadoras
do endotélio e ativariam CEP circulantes.44

Os estímulos para a mobilização das CTA são gerados
por substâncias liberadas na zona isquêmica (milieu
dependent) como o fator de crescimento endotelial –  VEGF
(Vascular endothelial growth factor), fator de crescimento
dos fibroblastos – FGF (Fibroblast growth factor), citocinas,
quimiocinas angiopoietinas e outros.46

Outra possibilidade é a de que as próprias CTA produ-
ziriam esses fatores de estímulo que concorreriam para a for-
mação de novos vasos, inclusive estimulando células pro-
genitoras "residentes" na região isquêmica (atividade parÁ-
crina), concorreriam para a melhora do funcionamento do
endotélio dos vasos remanescentes e, ainda, promoveriam
sua vasodilatação.47,48 É provável que haja uma associação
desses vários mecanismos para que haja vasculogênese.

Recentemente, Dong et al.49 demonstraram, em ratos,
que as células-tronco da medula óssea (CTMO) têm a capa-
cidade para produzir óxido nítrico (NO), participando, atra-
vés de efeitos parácrinos, na infiltração dessas células atra-
vés da parede vascular. As CTMO poderiam influenciar no
diâmetro e na permeabilidade vascular para invadir o tecido
isquêmico. A terapia celular com CTMO induziria a vaso-
dilatação, levando a um aumento de fluxo para o tecido
isquêmico melhorando a sua perfusão. Na nossa observa-
ção, é o efeito mais notado, logo nos primeiros dias após o
implante, com melhora de cor e temperatura e diminuição da
dor isquêmica.

As mudanças na permeabilidade vascular resultam na
deposição de gel de fibrina extravascular, fornecendo matriz
para a neoangiogênese.50

A liberação do gene da sintetase do óxido nítrico endo-
telial (eNOS) promove a revascularização pós-isquemia, su-
gerindo que o óxido nítrico liberado pela CTMO deve dispa-
rar numerosos sinais  para o crescimento de vasos sanguíne-
os.51

A ativação de eNOS nas CTMO ou nas células endo-
teliais progenitoras (CEP) constitui um caminho para melho-
rar a terapia celular em patologias que levam à disfunção das
CEP e  eNOS,52 como nos diabéticos.

O que, porém, parece bem definido é que os fatores de
crescimento, as citocinas, quimiocinas, angiopoietinas e ou-
tros são imprescindíveis em todo o processo e estariam to-
dos englobados no sistema HIF (Hypoxia inducible factor),
tendo, cada um deles, diferentes variantes tanto na sua parte
ativa quanto nos seus receptores.45

Aliás, é nesse conceito que se baseia a terapia gênica,
que consiste na administração desses fatores por meio de
vetores virais ou, então, plasmídeos. É de se esperar, para
maior eficiência, a associação das terapias gênica e celular.
Na verdade já há trabalhos reportando esta associação.53,54,55

Alguns deles sugerem, inclusive, a associação de dois fato-
res de crescimento, p.ex. VEGF, que formaria tubos endoteliais
muito permeáveis, e FGF, que promoveria a formação das
partes fibrosa e muscular.56

O problema de a terapia gênica ser mais complexa e
laboriosa, envolvendo riscos potenciais quando os vetores
são virais, bem como reações adversas a substâncias quí-
micas 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-tron-
co recebam marcações genéticas novas que ajudarão a tra-
tar as doenças, inclusive transportando fatores de cresci-
mento específicos para órgãos determinados.57 Em revisão
recente, Araújo e colaboradores analisam a literatura sobre
o assunto.58

Marcadores das células endoteliais progenitoras

As CEP são identificadas, basicamente, de duas manei-
ras: pela determinação, através de anticorpos monoclonais
específicos, de marcadores de superfície como o CD 34+ (Cell
diferentiation), CD 133+,  VEGF e outros,59 que dão as carac-
terísticas fenotípicas das células e, também, através de técni-
cas que utilizam as reações em cadeia de polimerase (PCR –
Polimerase chain reaction) e, principalmente, a RT-PCR
(Reverse transduction – PCR) através das quais se identifi-
cam as células pelo seu DNA.45

Importante, também, é lembrar que as CEP podem ter
mais do que uma expressão genética de superfície: FVW
(Fator de Von Willebrand), CD 45, CD 14, E-selectine, CD133
e outros.45,59 Também, alguns marcadores de superfície, como
o CD 133+, deixam de se expressar, após a transformação em
células endoteliais, transformando-se em CD133-  (CD 133
negativo).60
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A importância dos marcadores é que eles permitem se-
parar as células e acompanhá-las, observando sua localiza-
ção nos tecidos (homing) e, eventualmente, os diferentes
tempos até sua diferenciação.

Experimentação animal com células-tronco na
isquemia periférica

Os resultados das experiências com células-tronco em
patologias do miocárdio, doenças imunológicas, doenças e
traumas neurológicos, diabete e outras são frequentemente
entusiasmantes em animais, mas nem sempre se confirmam
em humanos, nos quais as informações de sucesso variam
de nulas a excelentes.45 Vamos nos limitar a rever as publica-
ções sobre isquemia periférica.

Iba et al.46 mostraram, em animais, que a injeção de
células mononucleares humanas circulantes melhorava a den-
sidade capilar em modelos de membros isquêmicos de ratos
atímicos, através de fatores angiogênicos, principalmente o
VEGF e citocinas, e que anticorpos anti-VEGF inibiam a for-
mação de novos vasos, assim como a associação de poli-
morfonucleares ao extrato de células.

É importante, neste trabalho, a observação de que a
injeção de polimorfonucleares associada diminuia a ação dos
extratos de células mononucleares associadas a plaquetas
do sangue periférico humano, quanto ao aumento da perfusão
sanguínea. O mesmo acontecia quando se fazia incubação
prévia com anti-VEGF. Em um lote de pacientes, o sangue da
medula óssea continha cem vezes mais células CD34+ do que
o sangue periférico. Há autores que afirmam quinhentas ve-
zes.61 As células CD34+ são potencialmente CEP (18%).

Quando o mesmo número de células mononucleares
eram injetadas (107 células), o efeito angiogênico das células
do sangue periférico corresponderia a cerca de 70% do efeito
das células mononucleares da medula óssea (fato confirma-
do por Yuyama61).

Um outro dado importante: o trabalho mostra que o
efeito angiogênico e a incorporação de células CD34+ nos
capilares neoformados são número-dependentes (é neces-
sário um mínimo de 105 células CD34+). Isto explica o esforço
dos pesquisadores em injetar, em pacientes, número de célu-
las mononucleares acima de 108.

Em resumo, os polimorfonucleares diminuem e o anti-
VEGF abole a ação angiogênica das células mononucleares
associadas a plaquetas do sangue periférico; as células
mononucleares têm efeito angiogênico maior, e este efeito
parece ser número de células dependente.

Al-khaldi et al.62 demonstraram, em ratos, que a injeção
de células do estroma da medula óssea humana em membros
isquêmicos produzia neovasculogênese com aumento do flu-
xo sanguíneo e regeneração dos vários componentes mus-
culares.

Neste trabalho foram usadas células do estroma da
medula, que são pluripotentes. Entretanto, devido ao seu

pequeno número, estas células tiveram que ser cultivadas.
Inicialmente, cultivou-se o sangue da medula por sete dias
e, depois, descartaram-se as células hematopoéticas não
aderentes a um tipo de placa usada no processo de separa-
ção. As células aderentes eram do estroma. Elas foram
marcadas e cultivadas por mais três dias e, então, dissolvi-
das em albumina bovina a 20%, em salina, e injetadas no
compartimento muscular ântero-medial do modelo de mem-
bro isquêmico. Houve aumento do número de vasos e do
fluxo sanguíneo.

A cultura de células do estroma medular é desejável
devido ao fato de serem comprovadamente pluripotentes
(mais do que as células mononucleares). Entretanto, neces-
sita em torno de dez dias para ser realizada. Além disso, as
células do estroma têm uma facilidade maior de mutação ge-
nética que torna necessário um controle maior, para evitar
neoangiogênese patológica e formação de tumores. É dese-
jável que essa cultura seja aprimorada, mas, no momento, o
uso das células mononucleares autógenas da medula se
mostra mais prático e mais seguro.

Li et al.63 injetaram células de medula óssea pré-estimu-
ladas por hipóxia ex vivo e notaram que a expressão de VEGF
e de diferenciação endotelial eram maiores do que as células
processadas em normoxia. Vê-se, neste trabalho, que os au-
tores partem do princípio de que a ação angiogênica das
células mononucleares da medula óssea é um fato definitiva-
mente comprovado.

Os resultados melhorados com pré-estímulos por
hipóxia, entretanto, exigem cultura e, para serem considera-
dos como definitivos, necessitam ser repetidos por outros
autores. Não estamos seguros de que o custo/benefício seja
favorável.

Também, trabalho mais recente mostra que a estimu-
lação das CEP com H2O2 produzia maior efeito angiogênico
das CEP através do aumento da expressão do VEGF.64 Por-
tanto, ao contrário da hipóxia, a hiperóxia seria o estímulo. Os
autores sugerem que este poderia, inclusive, ser um método
alternativo às técnicas de modificação genética, de difícil
implementação.

Por outro lado, trabalhos recentes65,66 mostram que a
oxigenioterapia hiperbárica libera CEP da medula óssea em
pacientes diabéticos e/ou com isquemia crônica. Estas CEP
são funcionalmente efetivas. Ocorre também um aumento
nítido de células com epítopo CD 34+, que são da linha dos
hemangioblastos, que dão origem a células hematopoéticas
e endoteliais.

A liberação das CEP da medula também ocorre por estí-
mulo de citocinas, quimiocinas, fatores de crescimento (VEGF)
que ativam a óxido nítrico sintetase (ONS) no estroma medu-
lar que, por ação parácrina, gera o óxido nítrico (ON), que
ativa a metaloproteinase da matriz MMP-9 (Matrix metalo-
proteinase-9), que libera a citocina Kit ligand que libera as
CEP. Estas CEP são dirigidas para as zonas isquêmicas por
mediação da SDF-1x (componente do HIF – Hypoxia inducible
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factor). O receptor dos CEP é a quimiocina CXCRY, da família
CXC.67

Baseados no conhecimento de que as células mesen-
quimais da medula podem secretar citocinas e outros fatores
de crescimento, Shintani et al.68 mostraram, em animais, que
a implantação de células mononucleares de medula óssea,
em membros isquêmicos, também promove formação de no-
vos vasos, com incorporação de CEP em capilares, e que a
concentração de FGF, VEGF e citocinas aumentava nos teci-
dos do membro implantado.

Este trabalho foi o estudo pré-clínico de Yuyama61 com
47 pacientes, citado adiante. É importante a confirmação de
que as CEPs realmente podem advir das células mono-
nucleares da medula óssea, mostrando a origem comum com
as células hematopoéticas já comentadas atrás.

Iwaguro et al.57 mostraram em ratos atímicos que a
injeção de CEP heterólogas marcadas com VEGF aumenta-
va a circulação mais do que em animais controle (injeção de
CEP sem VEGF). Seria um caso de associação de terapia
gênica e celular. O VEGF é incorporado às CEP do sangue
periférico por meio de adenovírus e os autores dizem que,
com isto, a dose de CEP necessária era trinta vezes menor.
Se visarmos o objetivo prático de administração em huma-
nos, a utilização de CEP do sangue da medula óssea é mais
racional, pois este sangue contém cem a quinhentas vezes
mais células CD34+ que o sangue periférico.46,61 Um outro
óbice diz respeito à vida média muito curta do VEGF e à
possibilidade de reações imunológicas ao adenovírus, do
tempo necessário para cultura e transferência genética e de
possíveis reações às substâncias químicas utilizadas em
todo o processo.

Silvestre et al.69 demonstraram, em ratos, a importância
da interleucina-10, um agente anti-inflamatório, na neo-
vasculogênese. A presença de inflamação (ratos interleucina
negativos) favorecia a angiogênese enquanto a diminuição
da inflamação (ratos interleucina positivos) diminuía a
angiogênese pela regulação, para baixo, do VEGF. A presen-
ça de inflamação, portanto, seria um fator positivo para a
neovasculogênese.

Estes dados poderão ter utilidade prática no sentido de
não se utilizarem anti-inflamatórios quando do tratamento de
isquemia crítica com terapia celular ou gênica.

Colledge et al.67 sugerem uma associação entre doen-
ça óssea e doença arterial, tendo as CEPs como protagonis-
tas e resumem sua ação em três fases: mobilização, recruta-
mento e diferenciação. Destacam que, ainda, há muito o que
aprender, particularmente sobre a fase de diferenciação, in-
clusive, se existe a possibilidade de desdiferenciação.

Experiências clínicas com células-tronco adultas

Como sequência do trabalho de Shintani,68 Yuyama et
al.61 publicaram, em 2002, sua experiência clínica, com 47 pa-
cientes nos quais fizeram randomização (não duplo-cega).

Os pacientes eram divididos em dois grupos: 25 apresenta-
vam isquemia crítica unilateral (grupo A) e 22, bilateral (gru-
po B). No grupo A foram injetadas células mononucleares da
medula óssea na perna com isquemia crítica e soro fisiológi-
co na perna contralateral. No grupo B foram injetadas células
mononucleares da medula óssea em uma das pernas e célu-
las mononucleares do sangue periférico na outra.

Observou-se diminuição da dor na maioria dos pacien-
tes de ambos os grupos injetados com células mononucleares
da medula óssea; estes pacientes também mostraram melhora
significativa do índice tornozelo/braço, da pressão
transcutânea de oxigênio e, aos seis meses, a angiografia mos-
trou melhora notável na circulação colateral em 27 dos 47 paci-
entes (15 no grupo A e 12 no grupo B). Em um paciente que
morreu de infarto do miocárdio três meses após o implante, o
estudo histológico de fragmentos do gastrocnêmico revelou
aumento grande da vascularização (relação músculo/capila-
res), quando comparado com o membro em que se injetou
salina. A dor desapareceu em 22 pacientes (12 no grupo A e dez
no grupo B) e houve melhora da dor em repouso em 15 pacien-
tes (nove no grupo A e seis no grupo B). A amputação de
dedos foi evitada em 15 de vinte pacientes (oito no grupo A e
sete no grupo B). Houve melhora de úlceras isquêmicas em
seis de dez pacientes (três em cada grupo). O grupo de pernas
injetado com células mononucleares do sangue periférico
mostrou resultados menos significativos.

Este trabalho é muito importante, pois foi o primeiro a
ter randomização. Além disso, mostrou que não houve ne-
nhum efeito adverso (local ou sistêmico), em até dois anos
de seguimento, apesar de um aumento transitório da CPK.

Nos membros implantados com células mononucleares
da medula foi observado, nas biópsias musculares, que célu-
las CD31+ endoteliais expressavam Ki-67, proteína nuclear
que expressa atividade proliferativa, enquanto nas pernas
injetadas com salina não havia expressão de Ki-67. Isto su-
gere que as injeções intramusculares, por si só, não desenca-
deariam atividade proliferativa e, portanto, não desencadea-
riam angiogênese. Também não se notou, nas peças de
biópsias, a formação de osteoblastos, fibrose anormal ou
acúmulo de células inflamatórias.

Outra observação importante: o tratamento prévio com
GCSF (Granulocyte-colony stimulating factor) pode aumen-
tar o número de CEP na medula e sangue periférico, mas,
segundo os autores, não foi usado neste trabalho porque
provoca leucocitose e hipercoagulabilidade. Além disso, é
muito grande o número de trabalhos experimentais (inclusive
do próprio autor)68 que mostram efetividade da injeção de
células mononucleares da medula óssea sem o uso de pré-
tratamento com GCSF ou MCSF (Macrophage colony
stimulating factor).

Os autores afirmam que as CEP (fração CD34+) produ-
zem os múltiplos fatores angiogênicos (VEGF, FGF, angio-
poietinas, fração CD34-) e formam vasos novos estáveis, o
que é confirmado pelos resultados aos seis meses e dispen-
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saria a administração adicional de VEGF e FGF e angio-
poietinas. Esta seria, entretanto, uma linha de pesquisa dese-
jável.

O autor termina: "Assim, o transplante autólogo de
células mononucleares da medula óssea poderia constituir
uma estratégia efetiva e segura para se conseguir a angiogê-
nese terapêutica".

Yamamoto et al.33 demonstraram que as CEP circulantes
estão diminuídas em pacientes com isquemia de membros e
podem aumentar muito pelo implante de células mono-
nucleares de medula óssea e de sangue periférico autógenas
produzindo efeito angiogênico. Os autores estudaram três
fontes de CEPs: medula óssea, sangue periférico após pré-
estimulação com GCSF e cordão umbilical. A medula óssea
foi a que apresentou o maior número de CEP e a que deu o
melhor resultado clínico.

Kawamura et al.70 informaram a prevenção de amputa-
ção em pacientes em hemodiálise com úlceras isquêmicas,
pelo implante de células mononucleares autógenas do san-
gue circulante. Conseguiram evitar a amputação em 21 de 30
pacientes com indicação.

O que chama a atenção neste estudo é que 24 pacien-
tes eram diabéticos, mas 19 eram do tipo II. Apesar de serem
casos muito graves, 21 pacientes evitaram a amputação em
22 membros com indicação. Foram injetadas, em média, 4,2x107

células CD34+, em 65 pontos. A fonte foi o sangue periférico
após pré-estimulação com GCSF.

Outros autores não confirmam resultados tão bons com
células do sangue periférico, mesmo após estimulação com
GCSF e expansão por cultura ex vivo.57,61

Outro ponto polêmico é a dose de GCSF usada: uns
usam 350 mg/dia nos quatro dias anteriores à coleta,71 outros
usam 600 mg/dia nos seis dias anteriores.72

Huang et al.71 indicaram as células-tronco autógenas
do sangue periférico como tratamento para isquemias graves
de membros inferiores de origem aterosclerótica. Consegui-
ram evitar a amputação e obtiveram melhora da dor em todos
os cinco pacientes que trataram. Também usaram GCSF como
pré-estimulação e não notaram qualquer efeito adverso. Re-
sultados considerados como definitivos já foram notados
aos três meses.

Higashi et al.48 demonstraram que o implante de célu-
las mononucleares de medula óssea melhorava a vasodila-
tação dependente do endotélio em pacientes com isquemia
de membros inferiores, isto é, melhorava a performance do
endotélio dos vasos remanescentes.

Este trabalho é importante porque mostra que o trans-
plante de células mononucleares da medula óssea, além de
seu potencial angiogênico, tem capacidade de melhorar o
desempenho do endotélio dos vasos em membros isquêmicos.
Foram injetadas, em média, 1,6x109 células mononucleares,
com cerca de 3,8x107 células CD34+, em sete pacientes.

A resposta do fluxo foi avaliada antes e após o implan-
te das células mediante a administração de acetilcolina (vaso-

dilatador endotélio-dependente) e nitroprussiato de sódio
(vasodilatador não dependente do endotélio). A resposta à
acetilcolina (vasodilatador endotélio-dependente) foi muito
maior após o implante das células, mas a resposta ao nitro-
prussiato não se alterava. Isto mostrava que as células da
medula óssea sensibilizavam o endotélio à vasodilatação.

Yang et al.72 reportaram o uso, com bons resultados, de
células-tronco do sangue periférico no tratamento de isquemia
dos membros inferiores em 62 pacientes. Do total, 34 eram
diabéticos; 54 pacientes (87%) obtiveram melhora da dor
isquêmica em repouso em sete a trinta dias e cura de úlceras
de pés diabéticos em 16 casos.

Este artigo é escrito em chinês e tivemos acesso ape-
nas ao resumo onde se nota:

• Usaram sangue periférico;
• A pré-estimulação com GCSF, também aqui, variou

de 450 a 600 mg/dia, durante cinco dias pré-coleta;
• O número de células mononucleares foi  0,718 -

0,224 x109;
• O acompanhamento clínico-laboratorial deixa a dese-

jar (fez angiografia em apenas cinco pacientes);
• Não detectaram nenhum efeito adverso local ou

sistêmico, apesar de tratarem pacientes com etiologias di-
versas;

• Dezesseis, de quarenta pacientes (40%) com  úlceras
isquêmicas, melhoraram;

• Dois pacientes que apresentavam infarto cerebral pi-
oraram (seria a hipercoagulabilidade e granulocitose produ-
zidos pelo GCSF?).

Enfim, é um trabalho para ser considerado com reser-
vas, apesar do grande número de pacientes.

Ramirez et al.73 apresentaram um caso de transplante
de células-tronco em paciente com isquemia crítica de mem-
bro inferior e lesão trófica, com excelente resultado após 24
semanas (desaparecimento da dor e cicatrização de áreas com
necrose). Apenas um paciente, publicado em Cuba, muito
parecido com os casos por nós tratados. Implantaram 1x109

células mononucleares com 3,4x107 células CD 34+ e obser-
varam melhora da dor já em 72 horas. A melhora de todos os
parâmetros se manteve aos seis meses. Embora seja apenas
um paciente, o resultado é altamente estimulante e se superpõe
ao dos nossos quatro pacientes.

Nizankowski e colaboradores, na Polônia, apresenta-
ram dez casos de implantes de células mononucleares
autógenas de medula óssea em dez pacientes, dos quais sete
puderam evitar amputações já indicadas.74

A metodologia é praticamente idêntica à de Yuyama,61

os resultados são excelentes (70% evitaram amputações) e
não houve qualquer efeito adverso. Curiosamente, sete paci-
entes tinham tromboangeíte obliterante e só três tinham arte-
riosclerose obliterante. Utilizaram noventa injeções de 0,5 ml.
Em relação à doença arterial inflamatória, como tromboangeíte,
Durdu S et al.75 relatam o tratamento de 28 pacientes com
tromboangeíte obliterante (TAO) classe II e III de Rutherford
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com células mononucleares autógenas da medula óssea
(CMMO) em pacientes sem sucesso ao tratamento clínico e a
suspensão do tabaco com impossibilidade de revasculari-
zação cirúrgica. O trabalho mostra aumento do ITB > 0,15 em
oito pacientes aos três meses e em 14 pacientes aos seis
meses. Observou a cicatrização total das úlceras isquêmicas
em 15 pacientes (83%) e melhora em três (17%). Houve ampu-
tação de hálux em um paciente. Houve melhora da dor em
repouso em todos os pacientes com suspensão dos analgé-
sicos. Não relata complicações em 16,6 meses de média de
acompanhamento. Apenas 40% suspenderam o tabaco após
a terapia celular.

Já Takeshita76  relatou regressão total da dor isquêmica
em pacientes com TAO em 36% dos 11 membros tratados
com a terapia celular (células mononucleares autógenas da
medula óssea), com cicatrização completa em 88% (sete)  dos
11 membros.

Este trabalho é importante, pois mostra efeitos adver-
sos, a longo prazo, com a terapia celular em metade dos paci-
entes tratados, como a morte súbita, por causa não determi-
nada, de um rapaz de 30 anos, após vinte meses de terapia
celular. Um apresentou piora da úlcera com quatro meses e
outro da dor em repouso com oito meses. Outro paciente
desenvolveu uma fistula arteriovenosa no pé com sete me-
ses, com regressão espontânea após um ano. O envolvimento
das artérias coronárias na TAO é baixo, e o paciente que foi a
óbito possuía a cintilografia miocárdica normal. Há estudos
mostrando a possibilidade de participação de CMMO (células
mononucleares da medula óssea) na aterogênese, como re-
porta Silvestre et al.,77 em seu artigo, que mostra aumento da
placa aterosclerótica em ratos tratados com terapia celular.
Como já foi dito, seria uma modulação inadequada das CTA.26

A formação de fístula arteriovenosa nos leva a pensar
em possível processo de diferenciação e proliferação inde-
sejada. Em relação à piora tardia da úlcera isquêmica, obser-
vou-se o mesmo padrão angiográfico desde o período de
melhora da úlcera, sugerindo outros motivos para a piora.

Devemos questionar se os mecanismos de ação do
transplante celular nas doenças inflamatórias são os mes-
mos da doença aterosclerótica. É por falta deste conheci-
mento que o autor deste trabalho sugeriu monitorização cui-
dadosa, a longo prazo, dos pacientes de doenças arteriais
inflamatórias que, no futuro, receberão transplante de células
mononucleares autógenas de medula óssea.

Nossa impressão é de que o sistema imunológico em
doenças vasculares inflamatórias pode ter reação diferente
da DAOP, com eventuais resultados adversos. Fazem-se ne-
cessárias, portanto, mais pesquisas e observação.

Além desses trabalhos citados, o Instituto Nacional
de Saúde dos Estados Unidos78 tem 666 protocolos clíni-
cos cadastrados em andamento, com uso de células-tronco
para tratamento de doenças hematológicas, autoinumes, car-
díacas, ósseas, inflamatórias, sistema venoso cerebral en-
tre outros.

Com relação às doenças vasculares, há seis protocolos
clínicos em fase I,  com  uso de CTMO: um em pacientes com
claudicação intermitente incapacitante, quatro em isquemia
crítica dos membros inferiores e outro no tratamento de
vasculite com uso da imunoablação, com posterior trans-
plante de células-tronco autógenas da medula óssea.

Vê-se, portanto, um grande interesse por esse tipo de
terapia em patologias diversas de áreas diversas.

Nossa experiência

Em nossa Instituição, com autorização da Conep (Co-
missão Nacional de Ética em Pesquisa - Protocolo nº 12277,
em 14/06/2006), realizamos o autotransplante de células-tronco
da medula óssea em seis pacientes que apresentavam obs-
trução de todas as artérias dos membros em questão. Em
todos os casos havia indicação de amputação menor ou mai-
or e sem possibilidades de revascularização cirúrgica ou me-
lhora somente com tratamento clínico.

Os critérios de inclusão para o protocolo são os se-
guintes:

• Pacientes com isquemia crítica, nos quais já se esgo-
taram todos os meios de tratamento conhecidos e aplicados
com padrões de otimização. São pacientes que não têm ne-
nhuma artéria permeável na perna para receber revascula-
rização (sem run off). Se houver simultaneamente obstrução
aortoilíaca, ela deve ser previamente tratada.

Os critérios para exclusão no protocolo são:
• Diabéticos insulino-dependentes de difícil compen-

sação e já com retinopatia proliferativa.
• Pacientes com evidência de neoplasias nos últimos

cinco anos.
• Pacientes com mais de 80 anos
Após análise destes critérios, os pacientes seleciona-

dos são submetidos a uma rigorosa análise clínica e labora-
torial. São realizados:

• Avaliação vascular completa com determinação do
Índice tornozelo/braço (ITB);

• Avaliação clínica (nefrológica, pneumológica e cardio-
lógica);

• Avaliação oftalmológica;
• Pesquisa de marcadores tumorais para exclusão de

possíveis neoplasias incipientes (CA 15-3, CEA, CA 125, CA
72-4, CA 19-9, alfafetoproteína, PSA, enolase, B-HcG,
calcitonina, tireoglobulina);

•  Inventário laboratorial completo;
•  Estudo com dúplex scan das artérias dos membros

inferiores com determinação da velocidade sistólica de pico
e aferição do índice de velocidade de pico tornozelo/braço;

•  Estudo angiográfico de aorta e artérias dos membros
inferiores;

•  Cintilografia de perfusão dos membros inferiores.
Estes pacientes, sem contra-indicações, são então

encaminhados ao centro cirúrgico e submetidos à coleta
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de células-tronco da medula óssea através de punções na
crista ilíaca póstero-superior, sob anestesia peridural com
cateter.

Utilizamo-nos dos serviços do laboratório de terapia
celular da Instituição, que participa do Estudo Multicêntrico
de Terapia Celular em Cardiopatias do Ministério da Saúde,
em três de seus quatro braços. A técnica de preparação das
células mononucleares foi elaborada pela equipe de Terapia
Celular, método de isolamento de células mononucleares, uti-
lizando-se um meio de densidade (Ficoll).

Após o processamento, no mesmo dia, as células mono-
nucleares são injetadas na musculatura da panturrilha dos
membros isquêmicos através de uma grade demarcada com
quarenta pontos equidistantes, nos quais é injetado 1 mL em
cada ponto. O total de células mononucleares injetadas é de
aproximadamente 3,6x108.(Figura 2)

Realizamos acompanhamento diário de enzimas mus-
culares – creatino fosfoquinase (CPK) – até o sétimo dia e
curativos com adequada terapia antálgica. Em geral há uma
elevação até o terceiro dia quando, então, regride rapidamen-
te ao normal. (Figura 3)

Realizamos, ainda, a comparação de perfusão muscular
da perna antes e após os procedimentos, através de cintilo-
grafia de perfusão, e avaliamos a vascularização local atra-
vés de arteriografias digitais pré e pós-procedimento. O prin-
cípio básico do estudo de perfusão com radioisótopos é a
relação de proporcionalidade da sua concentração no tecido
estudado com o fluxo sanguíneo regional. Utilizamos para a
realização do estudo o traçador Sestamibi (2-metoxi-isobutil-
isonitrila), marcado com 20 mCi do agente radioativo Tecnécio
99m. As imagens dos membros inferiores são adquiridas em
câmara de cintilação Millenium MPR, com processamento
das imagens em estação de trabalho Entegra. São adquiridas
imagens de fluxo na projeção posterior dos membros inferio-
res e, posteriormente, imagens de equilíbrio tardias (até 20
minutos após a injeção), nas projeções anterior e posterior
dos membros inferiores. Após a aquisição, são estabelecidas
regiões a serem estudadas e, então, feitas as análises visual
e quantitativa da captação do traçador nos membros inferio-
res bilateralmente.  São realizados um estudo basal pré-pro-
cedimento e estudos seriados após os procedimentos. (Fi-
gura 4)

Para comprovar a permanência das células-tronco nos
locais (tecidos) em que foram implantadas, realizamos a mar-
cação celular em algumas amostras injetadas e acompanha-
mos com métodos cintilográficos sua possível migração.
As células foram marcadas com Tecnécio 99 Tc 99 e HMPAO
(I-hexamethylpropylene amine oxime). Este último apre-
senta tropismo para células neurais quando livres na cor-
rente sanguínea. Entretanto, quando associamos o Tc99
ligado às células mononucleares injetadas, permaneciam
gerando um foco importante de hipercaptação na muscula-
tura da panturrilha, possivelmente devido à atração das
citocinas liberadas no foco isquêmico. E isto se confirmava
enquanto se mantinha a vida média do Tecnécio99 (aprox.
48 horas).

 Simultaneamente, são determinados o índice tornoze-
lo-braquial (ITB) e a velocidade sistólica de pico dos vasos
da perna através do duplex scan, que é relacionado à veloci-
dade na artéria umeral. Ocorre um aumento de temperatura
local em todo o membro, com diminuição da dor logo nos
primeiros dias, confirmado pela resposta à escala numérica

Figura 4
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Figura 7
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Figura 9

de dor, reduzindo as necessidades de analgésicos potentes
(Figura 5).

Os índices T/B e pico de velocidade sistólica mostram
alterações já no quinto dia, com um aumento importante, que
se mantém (Figuras 6 e 7).

Também observamos um aumento substancial na
vascularização da perna e pé no 30º dia, quando comparamos
as arteriografias digitais pré e pós-procedimento, inclusive
com visualização de artérias de maior calibre, que não eram
visualizadas anteriormente (Figura 8).

Figura 5

Figura 6

Figura 8

Controle Angiográfico

Pré-procedimento                                Controle 35 dias
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Esses dados se mantêm, após 15 meses de seguimen-
to, com cicatrização das lesões e supressão total da dor em
repouso. Apenas em um paciente não conseguimos evitar
amputação, mas conseguimos baixar o nível da amputação
(perna), pois já apresentava necrose praticamente total do
pé, previamente ao procedimento. Os demais cinco pacien-
tes atualmente estão com as lesões completamente cicatriza-
das e sem uso de analgésicos. (Figura 9)

Pelo que se conhece, até agora, a terapia celular repre-
senta, potencialmente, uma boa alternativa de tratamento para
isquemia crítica dos membros inferiores. Obviamente, serão
necessárias mais pesquisas e trabalhos randomizados e du-
plo-cegos para a consolidação deste conceito, que pode se
tornar extremamente valioso para pacientes portadores des-
se tipo de patologia.

Abstract

The authors discuss clinical aspects and conventional treatment of
lower limb critical ischemia and the alternative of therapy with
autogenous bone marrow stem cells in patients who have exhausted,
without success, all the current means of treatment. They comment
on the historical aspects, the sources, animal experiments, clinical
research and, finally, their initial experience with six patients, all of
whom had previous indication of major or minor amputation. For
only one patient amputation could not be avoided. In addition to
excellent results in pain relief and healing of ischemic ulcers, no
deleterious side effects were noted suggesting that this type of cell
therapy is safe and efficient although further research and
randomized studies are needed to make this a standard therapy.
Rev. Bras. Hematol. Hemoter. 2009;31(Supl. 1):128-139.

Key words: Stem cell; critical ischemia; adult stem cells; bone
marrow.
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