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RESUMO 

Introdução:  Tendo em vista que as doenças cardiovasculares constituem uma 
importante causa de morbi-mortalidade, se faz necessário o desenvolvimento de 
novas estratégias terapêuticas na tentativa de diminuir o imenso impacto social e 
econômico. Neste sentido a terapia celular tem demonstrado resultados promissores 
em estudos pré-clínicos e clínicos. As células progenitoras endoteliais (CPE) e as 
células-tronco mesenquimais (CTM) têm se mostrado importantes reguladoras no 
processo de reparo tecidual, na formação de novos vasos e na regeneração de 
regiões isquêmicas. Objetivo:  O objetivo deste trabalho foi comparar o efeito do 
transplante das CPE derivadas do sangue de cordão umbilical humano, das CTM 
derivadas da geléia de Wharton e a associação destes dois tipos celulares no 
tratamento do modelo experimental de miocardiopatia isquêmica (MI) em ratos. 
Metodologia:  Os procedimentos foram realizados com a aprovação do comitê de 
ética da PUCPR. Foram utilizados ratos Wistar (300-350 g) para desenvolver o 
modelo experimental da MI e do transplante celular. Foi realizada a ligadura da 
artéria coronária esquerda e 7 dias após a indução da MI foi realizada a análise 
ecocardiográfica. Os animais com fração de ejeção do ventrículo esquerdo (FEVE) ≤ 
40% foram selecionados para o estudo. No nono dia após a indução da MI os 
animais foram randomizados entre os grupos experimentais e foram injetados com 
uma das seguintes condições em 200µL de meio: (1) 2 x 106 CTM; (2) 2 x 106 CPE; 
(3) 1 x 106 CTM + 1 x 106 CPE; ou (4) meio (controle) . Depois de 30 dias pós-
transplante foi realizada análise ecocardiográfica seguida por eutanásia. Avaliações 
histológicas foram realizadas por meio das colorações de Hematoxilina e Eosina, 
tricrômico de Masson e Picrossírius Red. A localização de células humanas foi feita 
pela metodologia de hibridização in situ por fluorescência (FISH) em cortes 
parafinados do coração dos ratos e foi realizada a quantificação da expressão de 
proteínas angiogênicas humanas no sangue periférico dos ratos. Resultados:  Os 
grupos de ratos que receberam a terapia celular apresentaram um aumento do nível 
de proteínas angiogênicas humanas no sangue periférico, houve menor deposição 
de colágeno nos tecidos cardíacos e uma melhoria global da função cardíaca. Ao 
analisar comparativamente os valores das médias da FEVE nos grupos antes e após 
o transplante observa-se boa correlação na melhora da FEVE entre os grupos que 
receberam a terapia celular. Pequenas quantidades das células transplantadas 
foram detectadas no tecido cardíaco por FISH. Conclusão:  Estes resultados 
sugerem que a terapia celular é importante na atenuação da progressão da 
disfunção ventricular esquerda após a MI. CPE derivadas do sangue de cordão 
umbilical humano e as CTM derivadas da geléia de Wharton podem representar uma 
promissora fonte celular para a cardiomioplastia celular e uma estratégia terapêutica 
eficaz na melhora da função cardíaca após a MI. 

 

Palavras-chave : Cordão umbilical. Sangue de cordão umbilical. Geleia de Wharton. 
Célula-tronco mesenquimal. Célula progenitora endotelial. Infarto do miocárdio. 
 
 



 
 

ABSTRACT 

 
Introduction : Given that cardiovascular disease constitutes an important cause of 
morbidity and mortality, it is necessary to develop new therapeutic strategies in an 
attempt to reduce the immense social and economic impact. Cell therapy has shown 
promising results in several preclinical studies and clinical trials. Endothelial 
progenitor cells (EPC) and mesenchymal stem cells (MSC) have been shown to be 
important in regulating the tissue repair process, the formation of new vessels, and 
regeneration of ischemic regions. Objective : The aim of this study was to compare 
the effect of transplantation of human umbilical cord blood-derived EPC, human 
Wharton's jelly-derived MSC and the combination of these two cell types in the 
treatment of ischemic cardiomyopathy (IC) in a rat model. Methodology : Animal 
procedures were performed with the approval of the PUCPR Animal Care 
Committee. Wistar rats (300-350 g) were used for the infarction and cell 
transplantation model. Left coronary artery ligation procedures were performed and 
baseline echocardiography was performed 7 days after IC induction. The animals 
with left ventricular ejection fraction (LVEF) ≤ 40% were selected for the study. On 
the ninth day after induced IC, animals were randomized into experimental groups 
and injected with one of the following medium: (1) 2 x 106 MSC; (2) 2 x 106 EPC; (3) 
1 x 106 MSC plus 1 x 106 EPC; or (4) medium only (control). Thirty days after 
treatment, an echocardiographic analysis of rat hearts was performed followed by 
euthanasia. Histologic assessments were performed by hematoxylin and eosin, 
Masson’s trichrome, and picrossirius red staining. Localization of human cells in 
paraffin-embedded sections of rat heart tissue was done by fluorescence in situ 
hybridization (FISH) and quantification of angiogenic growth factor protein-expression 
levels in the peripheral rat blood was performed. Results : The groups that received 
cell therapy presented increased levels of human angiogenic growth factors in 
peripheral blood less collagen deposition in heart tissue, and an improved myocardial 
function. Upon comparative analysis between the mean LVEF values for the groups 
before and after transplant, we observed an improvement in cardiac function 
(increase in LVEF) among the groups given cell therapy. In addition, low quantities of 
transplanted cells were detected in myocardial tissue by FISH. Conclusion : Theses 
results suggest that cellular therapy is important in attenuating the progression of left 
ventricular dysfunction after IC. Human umbilical cord blood-derived EPC and human 
Wharton's jelly-derived MSC may represent promising cell sources for cellular 
cardiomyoplasty and an effective therapeutic strategy for improving cardiac function 
in IC.  
 
Key-words:  Human umbilical cord. Human umbilical cord blood. Wharton's jelly. 
Mesenchymal stem cells. Endothelial progenitor cells. Acute myocardial infarction. 
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fator) 

HLA-DR Antígeno leucocitário humano (do Inglês major histocompatibility 

complex, class II, DR) 

HLA-G Antígeno leucocitário humano G (do Inglês human leukocyte 

antigen G) 

IGF-I Fator de crescimento semelhante à insulina (do Inglês insulin-like 

growth factor-I) 

IgG  Imunoglobulina G 

IMDM  Meio de Dulbecco modificado por Iscove’s (do Inglês Iscove’s 

Modified Dulbecco’s Medium) 

LDL Lipoproteínas de baixa densidade (do Inglês Low Density 

Lipoproteins) 

LDL-ox Lipoproteínas de baixa densidade oxidadas (do Inglês oxidized low 

density lipoprotein) 

M Molaridade 

MCP-2 Proteína quimiotática de monócito 2  (do Inglês Monocyte 

Chemotactic Protein-2)  

MCP-3 Proteína quimiotática de monócito 3 (do Inglês Monocyte 

Chemotactic Protein-3) 

mg/kg  miligrama por kilograma 

min.   Minuto(s) 

mL  Mililitro 

NaCl Cloreto de sódio 

Oct-4 Octâmero-4 (do Inglês Octamer-4) 

OMS Organização Mundial da Saúde  

p  Valor de p 



 
 

PBS  Tampão fosfato salina (do Inglês phosphate buffered saline) 

PE  Ficoeritrina (do Inglês Phycoerythrin) 

PerCP  Complexo Proteína Clorofila Peridinina (do Inglês Peridinin-

chlorophyll-protein complex) 

PFA Paraformaldeído 

pH Potencial Hidrogeniônico 

PUCPR Pontifícia Universidade Católica do Paraná 

RDC Resolução da Diretoria Colegiada 

RPM  Rotação por minuto 

SBF  Soro bovino fetal 

Sca-1 Antígeno 1 de células-tronco (do Inglês Stem Cells Antigen-1) 

SCUh Sangue de cordão umbilical humano 

SDF-1 Fator derivado do estroma da medula óssea (do Inglês stromal cell-

derived factor-1) 

SP Sangue Periférico 

SSC  Solução salina sódio-citrato (do Inglês saline-sodium citrate) 

SSEA-4 Antígeno embrionário estágio específico 4 (do Inglês Stage-specific 

embryonic antigen 4) 

TA Tecido Adiposo 

Tx Transplante 

UEA-1-

FITC 

Aglutinina Ulex Europeus tipo 1 conjugada com isotiocianato de 

fluoresceína (do inglês FITC-labeled Ulex europaeus agglutinin I). 

VDFVE Volume diastólico final do ventrículo esquerdo 

VEGF  Fator de crescimento do endotélio vascular (do Inglês Vascular 

endothelial growth factor) 

VSFVE Volume sistólico final do ventrículo esquerdo 

vWF  Fator de von Willebrand (do Inglês von Willebrand Factor) 

y1  Controle isotípico conjugado com FITC 

y2 Controle isotípico conjugado com PE 

y3 Controle isotípico conjugado com PerCP 

y4 Controle isotípico conjugado com APC 
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1 INTRODUÇÃO 

1.1 EPIDEMIOLOGIA DAS DOENÇAS CARDIOVASCULARES  

Segundo dados da Organização Mundial de Saúde (OMS) as doenças 

cardiovasculares (DCV) são responsáveis por 1/3 das mortes em todo o mundo, 

sendo que 80% desses óbitos são registrados em países de baixa e média renda 

(1). No Brasil, as DCV são a principal causa de morte, provavelmente devido a 

associação do aumento da expectativa de vida aliado à ingesta de dietas ricas em 

gorduras saturadas, ao tabagismo e ao estilo de vida sedentário (2). Em nosso País, 

as DCV apresentam três importantes características: altas taxas em faixas etárias 

mais jovens, altas taxas entre mulheres e a hipertensão arterial como fator principal 

na gênese da doença (3). 

Em 2006, as doenças do aparelho circulatório foram responsáveis pelo 

internamento de 1.157.509 pacientes pelo Sistema Único de Saúde (SUS) e por 

29,4% dos óbitos no país, sendo as principais causas de morte, nos homens, as 

doenças isquêmicas do coração e as doenças cerebrovasculares, enquanto nas 

mulheres predominaram as doenças cerebrovasculares (4). 

As doenças isquêmicas do coração são a segunda maior causa de morte e 

em 2006, foram responsáveis por 8,8% do total de óbitos no país (4). Segundo os 

registros oficiais entre 1990 a 2006, na população adulta de 20 a 74 anos, o risco de 

morte por doenças isquêmicas do coração apresentou uma tendência a redução nas 

regiões Sul e Sudeste e um aumento nas regiões Centro Oeste, Nordeste e Norte 

(4) (figura 1). 

Dentre as doenças isquêmicas do coração, o infarto agudo do miocárdio 

(IAM) é a principal causa de óbito na população mundial (5, 6), correspondendo, no 

Brasil, a 6,7% da proporção de óbitos (4). 

O estudo dos Fatores de Risco para Infarto do Miocárdio no Brasil - FRICAS 

(7) realizado entre 1994 e 1995 em 20 centros médicos no Brasil, relacionou como 

fatores de risco para ocorrência de IAM a hipercolesterolemia, hipertensão arterial 

sistêmica, diabetes mellitus, sobrepeso e história familiar positiva. Corroborando com 

o obtido pelo estudo FRICAS, o estudo Avaliação dos Fatores de Risco para Infarto 

Agudo do Miocárdio - AFIRMAR analisou 1.279 pares de pacientes caso-controle 

entre 1997 e 2000. Demonstrou-se neste estudo que os fatores de risco clássicos 
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são os responsáveis pelo aparecimento do IAM na população brasileira (8). Os 

dados obtidos por esses estudos indicam que se faz necessário a aplicação de 

políticas de saúde preventivas no Brasil, uma vez que as DCV constituem um grave 

problema socioeconômico. Com isso, mostra-se imprescindível a realização de 

programas educacionais com o intuito de atenuar, por meio de mudanças 

comportamentais, a exposição do paciente aos fatores de risco. 

 

Figura 1 – Taxas de mortalidade por doença isquêmica do coração para população adulta de 20 a 74 
anos, Brasil e regiões, 1990 e 2006. 

 

 
Fonte: Disponível em http://portal.saude.gov.br/portal/arquivos/pdf/saude_brasil_2008 

_web_20_11.pdf, 2008. 

1.2 INFARTO DO MIOCÁRDIO E TERAPIA CELULAR 

A ocorrência do IAM, resultante em sua maioria devido a doença 

aterosclerótica coronariana, caracteriza uma situação clínica de extrema gravidade e 

com risco de vida. A maioria das mortes por IAM ocorre nas primeiras horas de 
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manifestação da doença, sendo 40%-65% dos casos na primeira hora e, 

aproximadamente, 80% nas primeiras 24 horas (9).  

Ocorre geralmente quando há uma interrupção súbita e intensa do fluxo 

sanguíneo, em uma ou mais artérias coronárias, freqüentemente ocasionado pelo 

trombo gerado na ruptura da placa aterosclerótica (10), instalando-se o processo 

inflamatório na região infartada.  

A aterosclerose é uma doença inflamatória, sendo a disfunção endotelial o 

fator desencadeador da formação da placa. O processo da aterogênese é 

desencadeado por fatores agressores do endotélio. Esta agressão permite uma 

maior passagem de lipoproteínas de baixa densidade (LDL) para o espaço 

subendotelial onde a LDL é oxidada. A partir disso, as células endoteliais (CE) 

expõem as moléculas de adesão na superfície endotelial onde os monócitos são 

aderidos. As proteínas quimiotáticas no subendotélio atraem monócitos que migram 

e se diferenciam em macrófagos no subendotélio. Os macrófagos fagocitam as LDL 

oxidadas (LDL-ox) via receptores scavenger. Estes receptores reconhecem apenas 

as moléculas de LDL-ox. Os macrófagos que fagocitam várias moléculas de LDL-ox 

são denominados de células espumosas e começam a se acumular no espaço 

subendotelial dando início a formação das estrias gordurosas, sendo esta a primeira 

lesão macroscópica da aterosclerose (11). 

A extensão da lesão concebida após o infarto depende da duração e da 

gravidade na falha da perfusão sanguínea (12), podendo gerar uma lesão celular 

irreversível e necrose miocárdica (13). No entanto, o grau de infarto também é 

modulado por uma série de fatores, incluindo o fornecimento de sangue, a 

medicação em uso e o pré-condicionamento isquêmico do tecido (14). A diminuição 

do fluxo sanguíneo para os tecidos, o que define a isquemia, resulta em uma menor 

oferta de substratos necessários, tais como o oxigênio e glicose e um excessivo 

acúmulo de resíduos metabólicos (15). A oclusão da artéria coronária resulta em 

alterações complexas da arquitetura ventricular que evoluem por semanas após o 

evento isquêmico (16). O IAM é, atualmente, uma das mais importantes causas de 

remodelação cardíaca, e contribui, significantemente, para a dilatação ventricular, 

fibrose miocárdica, disfunção ventricular e desenvolvimento de insuficiência cardíaca 

congestiva (17). 

O desconforto associado ao IAM muitas vezes é difuso, não localizado, não 

posicional, não afetado pelo movimento da região, e pode ser acompanhado de 
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dispnéia, sudorese, náuseas ou desmaio. Esses sintomas não são específicos para 

isquemia do miocárdio e, portanto, podem ser mal diagnosticados e atribuídos a 

distúrbios gastrointestinais, neurológicos, pulmonares ou musculares. O IAM 

também pode ocorrer com sintomas atípicos, ou mesmo assintomáticos, sendo 

detectado apenas pelo histórico clínico do paciente, eletrocardiograma, elevações 

nos níveis séricos de biomarcadores ou por imagem (18) para um tratamento rápido 

e eficaz. 

O processo de remodelamento após o IAM pode ser dividido em quatro 

etapas: primeiramente ocorre a morte de células por necrose ou apoptose, 

ocasionando o adelgaçamento das paredes cardíacas com a liberação sistêmica e 

local de mediadores inflamatórios; seguida por inflamação caracterizada pela grande 

quantidade de células inflamatórias (macrófagos, neutrófilos e mastócitos) e 

degradação da matriz extracelular; logo após ocorre a formação de tecido de 

granulação constituído de neovasculatura, macrófagos e miofibroblastos; e por fim 

ocorre a formação da cicatriz tecidual não contrátil com diminuição da função 

ventricular esquerda (19, 20). Na espécie humana, estes eventos se completam 

entre dois e três meses (21). Todas as etapas do remodelamento são reguladas por 

citocinas e fatores de crescimento (22). 

O coração adulto humano possui uma capacidade limitada de regeneração 

(23) mesmo com a presença de células progenitoras residentes cardíacas (24). 

Embora a circulação possa ser restabelecida, as áreas de fibrose não contribuem 

para o desempenho miocárdico global em função da perda das unidades contráteis 

(25).  

Embora grandes avanços tenham sido alcançados no entendimento dos 

mecanismos após o evento isquêmico, nenhuma medicação ou procedimento 

utilizado clinicamente tem demonstrado eficácia na restauração da cicatriz 

miocárdica. Devido a estes fatores surgiu a necessidade do desenvolvimento de 

novas opções terapêuticas para reparar o miocárdio lesado (26), buscando a 

multiplicação de cardiomiócitos funcionais, a formação de neovasos, o controle da 

apoptose e da fibrose, além de modular a resposta inflamatória e aumentar a função 

ventricular esquerda (27). 

Nesse contexto surge a terapia celular com o objetivo de utilizar células-

tronco (CT) no tratamento das DCV. Vários estudos pré-clínicos (28-32) e clínicos 
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(33, 34) têm demonstrado resultados promissores desta estratégia terapêutica no 

tratamento destas graves doenças (35, 36).  

Muitos tipos celulares têm sido estudados na regeneração do miocárdio e o 

potencial terapêutico de células como células mononucleares (CMO) (37-39) 

cardiomiócitos fetais (40), mioblastos esqueléticos (41-46), células 133+ (47, 48) e 

células-tronco mesenquimais (CTM) (49, 50) tem sido extensamente pesquisado 

para esta finalidade. No entanto, diversos fatores devem ser considerados na 

escolha do tipo celular mais adequado para a regeneração cardíaca. Já foi 

demonstrado na literatura que as CMO derivadas da medula óssea (MO) (38) e os 

mioblastos esqueléticos (46) não foram efetivas para a terapia cardíaca.   

 Em especial as células progenitoras endoteliais (CPE) e as CTM têm se 

mostrado importantes reguladoras no processo de reparo tecidual, na formação de 

novos vasos e na regeneração de regiões isquêmicas (51, 52), sendo estes tipos 

celulares o foco do presente estudo. 

 

1.3 CÉLULAS-TRONCO 

As células-tronco (CT) são células indiferenciadas e não especializadas, 

definidas pela sua capacidade de proliferação, auto-renovação e diferenciação 

(figura 2). A divisão pode ocorrer por mitose, onde são originadas duas linhagens de 

células, sendo uma indiferenciada e a outra diferenciada. A auto-renovação ocorre 

por mitose simétrica, onde produzem duas células filhas idênticas e que 

permanecem indiferenciadas, repondo o pool de CT (53).  

O conceito da CT foi proposto em 1961 por Till e McCulloch (54) que 

desenvolveram um ensaio clonogênico in vivo, onde identificaram células 

clonogênicas da medula óssea de murinos com capacidade de auto-renovação e 

multipotencialidade (55). 
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Figura 2 – Propriedades das células-tronco: auto-renovação e capacidade de diferenciação. 

 
Fonte: Adaptado de http://delsold.nas.edu/dels/rpt_briefs/Understanding_Stem_Cells.pdf 

 

  As CT podem ser classificadas pela capacidade de se diferenciar em 

diferentes tecidos. Uma CT é classificada como totipotente quando for capaz de 

originar todos os tecidos do organismo, incluindo os extraembrionários. São as 

células que formam o embrião. Após o desenvolvimento do zigoto é possível obter 

da massa interna do blastocisto as CT pluripotentes. Estas tem a capacidade de se 

diferenciar em células dos três folhetos germinativos, com exceção da placenta e 

dos anexos embrionários e apresentam alta capacidade de proliferação. As CT 

multipotentes podem ser encontradas na maioria dos tecidos do organismo adulto e 

podem diferenciar-se nas células de um dos três folhetos embrionários, dando 

origem a uma limitada variedade de linhagens celulares diferenciadas. Por fim, as 

CT unipotentes podem originar apenas um único tipo celular específico com 

capacidade limitada de auto-renovação (figura 3) (56-58).  
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Figura 3 – Plasticidade das Células-Tronco 

 
Fonte: Adaptado de http://www.biophylaxis.com/en/pages /stem_glossary.php 

 

1.4 CÉLULAS-TRONCO ADULTAS 

As células-tronco adultas (CTA) são indiferenciadas, porém são encontradas 

em tecidos diferenciados (58). Possuem uma menor capacidade de auto-renovação 

quando comparadas com as células-tronco embrionárias (CTE), sendo um dos 

motivos os baixos níveis de telomerase (59). No entanto, são poderosas ferramentas 

no estudo da auto-renovação e diferenciação celular (60).  

A função das CT encontradas em tecidos adultos é atuar na manutenção e 

reparo tecidual. Todos os órgãos e tecidos possuem o seu próprio compartimento de 

CT, sendo estas regiões denominadas de nicho. Nestas as células encontram-se 

quiescentes prontas para serem ativadas, proliferarem e mobilizadas em resposta a 
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liberação de citocinas por ferimentos ou doenças (61). O nicho tem um papel 

fundamental no controle da proliferação celular, além de abrigar outros tipos 

celulares que controlam a diferenciação e apoptose das CT (62). 

O principal mecanismo de ação das CTA é pela secreção de vários fatores 

tróficos e imunorregulatórios, sendo este mecanismo denominado de efeito 

parácrino (63). 

Devido ao envelhecimento do organismo, o número e a capacidade funcional 

das CTA diminui (64), reduzindo o seu potencial de diferenciação e a sua 

capacidade regenerativa (65). Zaim et al. (2012) verificaram se a idade do doador e 

o cultivo por longos períodos afetam o potencial de diferenciação e de proliferação 

das células-tronco mesenquimais derivadas da MO humana. Para isso, 

selecionaram doadores saudáveis de três faixas-etárias: criança (0 a 12 anos), 

adulto (25 a 50 anos) e idoso (acima de 60 anos). Em relação a morfologia, nas 

passagens iniciais as células de todos os doadores apresentaram morfologia 

fusiforme. Durante as passagens celulares as células gradualmente apresentaram 

morfologia achatada e assim permaneceram até o período máximo de expansão. O 

número de células em divisão decresceu em passagens avançadas. Houve 

correlação direta entre a idade do doador e o potencial de diferenciação, onde 

células de doadores mais velhos apresentaram redução no potencial de 

diferenciação adipogênico e osteogênico. Já o potencial de diferenciação 

condrogênico demonstrou-se independente da idade do doador. Diante do exposto, 

conclui-se que as células de doadores adultos perdem as características de CT 

durante a expansão contínua in vitro. Por isso, a idade do doador e o período de 

expansão são parâmetros críticos que afetam a morfologia, o potencial proliferativo e 

a habilidade de diferenciação das CTM. Estes parâmetros devem ser considerados 

na escolha da fonte celular ideal em estudos pré-clínicos e clínicos (66). 

1.4.1 Células-Tronco Mesenquimais 

As CTM representam um tipo de CTA que pode ser facilmente isolada de 

vários tecidos e expandida in vitro (67). Correspondem a uma pequena população 

celular variando, por exemplo, na medula óssea de 0,001% a 0,01% das células 

nucleadas com capacidade multipotencial e de autorrenovação (68). 
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Em recente revisão, Parekkadan e Milwid (2010) fizeram um breve 

levantamento sobre a história da descoberta das CTM. Primeiramente, Cohnheim 

(1867) hipotetizou a origem na medula óssea de fibroblastos envolvidos na 

cicatrização de feridas distais. No início do século XX, Maximow (1924) descreveu a 

relação entre os componentes recém-formados do sangue e da mesoderme durante 

a embriogênese. Inicialmente, ele postulou a importância do tecido estromal da 

medula no apoio do desenvolvimento e da manutenção do sangue e órgãos 

hematopoéticos. Estas observações feitas por Cohnheim e Maximow foram a 

primeira indicação de um reservatório de células estromais na MO envolvidas no 

reparo natural e na hematopoese (69). 

Friedenstein et al. (1968) foram os pioneiros no estudo de células precursoras 

não-hematopoéticas da MO de camundongos. Estas foram caracterizadas por sua 

capacidade de formar colônias aderentes in vitro, que, fenotipicamente, se parecem 

com fibroblastos e, por isso, foram denominadas de unidades formadoras de 

colônias fibroblásticas (CFU-F) (70).  

Durante a década de 80, diversos estudos demonstraram que células isoladas 

pelo método de Friedenstein et al. (1968) possuíam a capacidade de diferenciação 

em células de múltiplas linhagens como osteoblastos, condroblastos, adipócitos e 

mioblastos (71, 72).  

No final de 1980, Maureen Owen e Arnold Caplan elaboraram trabalhos com 

base nos achados iniciais de Friedenstein e propuseram a existência de CTA 

responsáveis pela geração da linhagem mesenquimal. Caracterizaram o estroma da 

medula e demonstraram a heterogeneidade desta população (73, 74). Ao mesmo 

tempo, Caplan et al. (1991) hipotetizaram, em um trabalho de embriogenese de 

aves, que uma subpopulação do estroma medular está ligada ao desenvolvimento 

de tecidos mesenquimais. Além disso, eles identificaram o primeiro conjunto de 

antígenos expressos por CTM que reagem com os anticorpos monoclonais CD105 e 

CD73. Caplan cunhou o termo CTM para descrever este subtipo de célula estromal 

da medula envolvido no processo de geração da linhagem mesenquimal (74). Logo 

após a descoberta dos métodos para isolar e cultivar CTM, o campo começou a 

crescer rapidamente, e muitos grupos iniciaram testes em humanos para avaliar a 

segurança e eficácia da terapêutica (figura 4) (69). 
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Figura 4 – História resumida das células-tronco mesenquimais. 

 
Fonte: Adaptado de Parekkadan e Milwid, 2010 (69). 

 

A MO é composta por uma rede de tecido conjuntivo e uma variedade de 

células estromais, incluindo, CE, adipócitos, macrófagos, células reticulares, 

fibroblastos, osteoprogenitores, CT hematopoéticas (CTH), CTM e CPE (75, 76).  

Dentre as células que compõe a MO há uma rara população celular 

denominada CTM que dá suporte na hematopoese, no crescimento e na 

diferenciação de CT hematopoéticas. Na revisão realizada por Caplan (2007) há 

duas capacidades importantes em relação a este tipo celular. A primeira é a alta 

capacidade de diferenciação em células não-mesenquimais de múltiplas linhagens in 

vitro e in vivo. E a segunda é que estas células secretam uma ampla variedade de 

macromoléculas bioativas que atuam na regulação da resposta do sistema 

imunológico e na estruturação do microambiente regenerativo de áreas lesadas, 

sendo denominada de atividade trófica (77). 

Há diversas denominações na literatura para as CTM: CT estromais (78), 

Células estromais da MO  (79-81) ou como sugerido pela Sociedade Internacional 

de Terapia Celular, Células estromais mesenquimais multipotentes (82). Esta 
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diversidade de nomenclatura pode ser explicada pela diferença nos protocolos de 

isolamento e caracterização celular utilizados por diferentes grupos de pesquisa. 

Estima-se, por meio do ensaio de CFU-F, que o número de CTM presentes na 

MO decresce com a idade (77), sendo encontrada uma a cada 104 células em recém 

nascidos, uma a cada 105 células em adolescentes e uma a cada 106 células em 

adultos (83). Este declínio também ocorre com a densidade vascular, sendo estes 

alguns dos indícios utilizados por Caplan (2009) para demonstrar que as CTM estão 

em contato coordenado com os vasos sanguíneos (83).  

  As CTM encontram-se distribuídas por todo o organismo pós-natal. Já foram 

isoladas de órgãos e tecidos como a parede das artérias (84), o tecido muscular 

esquelético e a derme (85), o tecido adiposo (TA) (86), a membrana sinovial (87), a 

polpa dentária (88), o endotélio e subendotélio da veia umbilical (89), a veia safena 

(90), o rim (91), o sangue de cordão umbilical (SCUh) (92-94), a placenta (95), a MO 

(96), a cartilagem articular (97), o ligamento periodontal (98), o osso trabecular (99), 

o pulmão (100), o sangue menstrual (101), entre outros. 

Essa ampla distribuição por todo o organismo pós-natal foi confirmada por 

Covas et al. (2008), bem como, suas similaridades com pericitos (102). Meirelles, 

Chagastelles e Nardi (2006) têm demonstrado que as CTM são provenientes da 

região perivascular dos vasos sanguíneos, podendo ser responsáveis pela reposição 

celular nos tecidos ou órgãos em que se encontram, sugerindo um modelo em que 

pericitos são CT ao longo de toda vasculatura justificando a ampla distribuição desse 

tipo celular (103).  

O potencial de diferenciação in vitro e in vivo e a expressão de marcadores 

são características similares entre pericitos e CTM. Alguns estudos sugerem que as 

CTM da MO são originárias dos pericitos (104, 105), porém nem todo pericito é uma 

CT. Os pericitos estão em contato direto com as CE e diferem na morfologia, na 

expressão de marcadores e na densidade nos diferentes órgãos do organismo 

(106). 

O perfil fenotípico das CTM quando observadas em microscópio é alongado e 

oblongo, morfologia fibroblastóide alongada, fusiforme e pontiaguda, com núcleo 

eucromático, oval, grande, central e com citoplasma abundante (107).  

Há uma grande divergência nas definições das CTM na literatura. O Comitê 

de CTM e Teciduais da Sociedade Internacional de Terapia Celular estipulou três 

critérios mínimos para definir as CTM, com o objetivo de padronização, a saber: 1) 
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possuir como característica a aderência ao plástico quando mantidas em condições 

padrão de cultivo in vitro; 2) a expressão conjunta dos antígenos de superfície 

CD105, CD73 e CD90 e a não expressão dos antígenos de superfície CD45, CD34, 

CD14 ou CD11b, CD79a ou CD19, e HLA-DR; 3) potencial de diferenciação in vitro 

em osteoblastos, adipócitos e condrócitos (82). 

As CTM não possuem marcadores de superfície exclusivos, por isso são 

definidas por uma combinação de características fenotípicas e funcionais, sendo 

positivas em mais de 95% para os antígenos CD 105, CD 73, CD 90 e selecionadas 

negativamente em menos de 2% para os antígenos CD 45, CD 34, CD 31, CD 14 ou 

CD 11b, CD 79α ou CD 19 e HLA-DR (82).  

As CTM possuem a habilidade de diferenciação em osteoblastos, adipócitos, 

condroblastos (68, 82) e também em fibroblastos, mioblastos, cardiomioblastos (81), 

neurônios, CE vasculares e cardiomiócitos (49, 108) sob condições específicas in 

vitro.  

Existem algumas evidências de que as CTM sejam não imunogênicas ou 

pouco imunogênicas, em virtude de seu imunofenótipo distinto associado à ausência 

de expressão de antígeno de histocompatibilidade (HLA) de classe II (109) e de 

moléculas co-estimuladoras CD40L, CTLA-4, CD 80 e CD86 (110-112), além de 

secretarem fatores que diminuem a resposta dos linfócitos T (113). Estes dados 

sugerem que a CTM podem ser utilizadas terapeuticamente em transplantes 

alogênicos, pois funcionariam em qualquer receptor como uma “célula universal” 

(83). O fato das CTM não estimularem a resposta linfocitária pode ser explicado pela 

ausência das moléculas co-estimulatórias que são essenciais para a proliferação de 

linfócitos T (111, 112). Após a diferenciação das CTM o nível de HLA de classe II 

aumenta, no entanto, a interação com os linfócitos T não aumenta in vitro (110). 

Estas células secretam uma ampla gama de citocinas angiogênicas como 

VEGF, bFGF, fator de crescimento de hepatócitos (HGF), fator de crescimento 

semelhante à insulina (IGF-I), proteína quimiotática de monócito 2 e 3 (MCP-2 e 

MCP-3) (114-119).  

As CTM em cultura sintetizam matriz extracelular (colágeno tipo I, 

fibronectina, colágeno tipo IV e laminina) e uma pequena fração sintetiza antígenos 

associados ao fator VIII (81). 

Em comparação com outros tipos de células, as CTM parecem possuir 

propriedades únicas que permitem uma terapia celular conveniente e altamente 
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eficaz no tratamento de diversas doenças. As CTM estão sendo testadas no 

tratamento de doenças cardíacas (120, 121), lesões ósseas (122), lesões das 

cartilagens (123, 124), lesões dos tendões (125), fibrose pulmonar (126), lesões da 

medula espinhal (127), lesões do sistema nervoso central (128), doença do enxerto 

contra o hospedeiro (GVHD) (129), doenças hepáticas (130), doenças genéticas 

como a osteogênese imperfeita (131) e a síndrome de Hurler (132), com resultados 

encorajadores. Esses primeiros estudos foram importantes porque forneceram 

evidências preliminares da segurança da terapia com CTM, bem como a base para 

os processos de produção em escala clínica. 

Como candidatas para a terapia cardíaca, a utilização de CTM tem fornecido 

abrangentes benefícios funcionais, que incluem a diminuição da área cicatricial e do 

tamanho do infarto, restauração do mecanismo de acoplamento eletro-mecânico, 

melhora da função ventricular regional e global, aumento da densidade vascular e da 

perfusão miocárdica (133, 134). Alguns estudos sugerem que o transplante de 

células da MO possa induzir a angiogênese. Tomita et al. (1999) observaram que as 

células da MO induziram a angiogênese no miocárdio isquêmico (135). Nagaya et al. 

(2004), em um estudo experimental em ratos infartados, demonstraram que as CTM 

injetadas por via intravenosa são capazes de enxertar a área isquêmica e 

diferenciarem-se em cardiomiócitos e CE vasculares, resultando em angiogênese e 

miogênese, com consequente melhora da função cardíaca (117). 

Esta capacidade angiogênica das CTM pode ser devido a diferenciação 

destas em CE (136, 137) ou pelo provável potencial parácrino (118). Observa-se que 

o efeito trófico das CTM é de grande importância na regeneração dos tecidos. Após 

o enxerto, elas poderiam contribuir para a reparação dos tecidos através da 

secreção de uma série de moléculas tróficas que incluem glicoproteínas solúveis da 

matriz extracelular, citocinas e fatores de crescimento (138), além da conexão direta 

célula-célula entre as CTM e o tecido adjacente (139). Tem-se verificado que estas 

moléculas tróficas podem não só reduzir a apoptose, a inflamação e a fibrose 

tecidual, como também estimular a regeneração celular do tecido. Na fase aguda da 

lesão parecem desempenhar o seu papel na regeneração principalmente através de 

sua função trófica (140). 

Até o momento, a MO, o TA, o SCUh e o cordão umbilical (CUh) têm sido 

considerados como as principais fontes de CTM para a regeneração e engenharia 

tecidual (141). No entanto, a obtenção da MO é um procedimento altamente 
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invasivo, trabalhoso e doloroso (142). Além disso, a idade do paciente leva ao 

declínio da capacidade de diferenciação e da viabilidade celular, consequentemente 

o potencial terapêutico também diminui (143). Portanto, é necessária a busca de 

fontes alternativas de CTM para a aplicação clínica. 

 

1.4.2 Células Progenitoras Endoteliais 

As CPE foram primeiramente isoladas por Asahara et al. (1997) a partir do 

sangue periférico (SP). Neste trabalho foi isolada uma população heterogênea de 

células circulantes, que após diferenciação, expressaram marcadores de células 

endoteliais e contribuíram para a formação de novos vasos em modelos animais de 

isquemia, derrubando o dogma de que a diferenciação de células mesodermais em 

angioblastos e posteriormente em células endoteliais ocorre apenas no 

desenvolvimento embrionário (144). Desde então vários estudos têm demonstrado 

que estas células desempenham um papel importante na neovascularização do 

tecido cardíaco isquêmico (145, 146), dos membros inferiores isquêmicos (147, 148) 

e da isquemia cerebral (149).  

As CPE são definidas por terem propriedades análogas aos angioblastos 

embrionários (150). Em geral, são caracterizadas pela expressão dos marcadores 

de superfície CD133, CD34, receptor de fator de crescimento endotelial vascular-2 

(VEGFR2), pela absorção de lipoproteína de baixa densidade-acetilada e pela 

ligação à lectina (32, 144, 151, 152) (tabela 1).  

O termo CPE tem sido utilizado por diversos autores para descrever 

diferentes populações celulares que variam dos hemangioblastos até as CE 

diferenciadas (153-155). Também há divergência entre os marcadores de superfície 

e os métodos de isolamento e cultivo (144, 156-158). Experimentalmente, o pré-

plaqueamento pode ser uma maneira de reduzir a heterogeneidade das CPE 

cultivadas, por excluir rapidamente as células aderentes como monócitos 

diferenciados ou possíveis células endoteliais adultas (156). 
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Tabela 1 – Características utilizadas na identificação das células progenitoras endoteliais. 
 

IDENTIFICADOR DISTRIBUIÇÃO FUNÇÃO 
CD45 Leucócitos Molécula de sinalização que regula a 

diferenciação e proliferação de leucócitos 
CD14 Monócitos, macrófagos, 

alguns neutrófilos 
Receptor de endotoxinas que regula a 

produção de citocinas inflamatórias, como o 
TNF por monócitos 

CD115 Monócitos, macrófagos Receptor de macrófago-colônia estimulante 
fator regulador da proliferação e 

diferenciação mielóide 
CD117 (c-Kit) Células-tronco 

hematopoiéticas e 
células progenitoras 

hematopoéticas 

Receptor do fator de célula-tronco; estimula 
a proliferação celular 

CD133 Células-tronco 
hematopoiéticas e 

células progenitoras 
hematopoéticas 

Desconhecida 

CD34 Células-tronco 
hematopoiéticas, 

células progenitoras 
hematopoéticas e 

endotélio de capilar 

Molécula de adesão intercelular; liga as 
selectinas-E e -L e regula as interações 

leucócitos/ células endoteliais 

CD31 Leucócitos, plaquetas, 
endotélio 

Molécula de adesão que parecem ser 
importantes para a migração celular 

transendotelial para sites na inflamação 
aguda 

Absorção de 
lipoproteína de 

baixa densidade 
acetilada 

Macrófagos, monócitos, 
endotélio 

Não disponível; processo fagocitário 
ocorrendo em células mielóides e endoteliais 

Ligação a 
Lectina 

Macrófagos, monócitos, 
endotélio 

Não disponível; coloração histoquímica 

CD105 Endotélio, macrófagos 
ativados, 

músculo liso 

Constituinte do receptor do fator de 
crescimento transformador beta-1; 

importante regulador da angiogênese 
CD141 Endotélio, músculo liso, 

monócitos, 
e neutrófilos 

Liga-se a trombina, ativa a proteína C e 
inicia a via anticoagulante 

Fator de von 
Willebrand 

Endotélio, plaquetas Hemostasia 

Tie-2 (CD202) Endotélio, monócitos, 
células-tronco 

Receptor de angiopoietina-1; regula o 
remodelamento e mantém a integridade 

vascular 
CD146 Endotélio, células de 

melanoma, 
células dendríticas 

Molécula de adesão intercelular 

E-selectin 
(CD62E) 

Endotélio Molécula de adesão que regula as 
interações leucócito/célula endotelial e do 
tráfico de célula para locais de inflamação 

CD144 Endotélio Molécula de adesão intercelular reguladora 
da permeabilidade e proliferação endotelial 

VEGFR-2 
(CD309, KDR, 

Flk1) 

Endotélio Regulação da adesão e sinalização 
endotelial, essencial para o desenvolvimento 

embrionário vascular 
Óxido nítrico 

sintase endotelial 
Endotélio Geração enzimática de óxido nítrico 

 
Hematopoético 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Endotelial 
 

Fonte: Adaptado de Padfield, Newby e Mills, 2010 (159). 
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Vários autores diferem em relação à descrição das CPE (144, 157, 158). No 

entanto, Hur et al. em 2004 sugeriram a existência de dois diferentes tipos de CPE 

encontradas no sangue periférico que diferem na morfologia, na taxa de proliferação, 

no comportamento e na expressão gênica. Estes dois tipos foram denominados de 

CPE “precoce” e CPE “tardia” devido ao tempo que aparecem na cultura. O primeiro 

tipo apresenta tempo de vida curto de 3 a 4 semanas e morfologia fusiforme (160). O 

número da população de CPE “precoce” CD133+/CD34+/VEGFR-2+ no sangue 

periférico em humanos saudáveis é de 0,002% do total de células mononucleares, 

correspondendo de 70 a 210 células/mL (161). Gradualmente perdem a expressão 

de CD45 e CD31 e passam a expressar baixos níveis de KDR (kinase insert domain 

receptor) e VE-caderina, porém após a 3ª semana perdem estes marcadores e 

morrem. Esta população é semelhante a descrita por Asahara et al. (1997). Já o 

segundo tipo aparece entre a 2ª e a 4ª semana após o plaqueamento, apresenta 

tempo de vida longo, rápida proliferação, morfologia pavimentosa, longos e altos 

níveis de expressão gênica de VE-caderina, Flt-1, KDR, e-NOS e vWF. Esta 

população é semelhante as células obtidas nos trabalhos de Lin et al. (2000) e 

Reyes et al. (2002). Hur et al. (2004) propõem diferentes papéis na vasculogênese 

para as CPE “precoces” e CPE “tardias”. As CPE “precoces” contribuem para a 

vasculogênese por meio da secreção de citocinas angiogênicas e no recrutamento, 

indução da proliferação e sobrevivência das células endoteliais adultas. Já as CPE 

“tardias” proporcionam um número suficiente de células endoteliais devido ao seu 

alto potencial de proliferação (figura 5) (160). Ambos os subtipos podem induzir a 

neovascularização em animais e podem atuar sinergeticamente (162), não apenas 

pela incorporação das CPE aos neovasos, mas também pela liberação de citocinas 

pró-angiogênicas que atuam de forma parácrina. 
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Figura 5 – Caracterização das CPE precoces e tardias por marcadores de superfície celular. 

 
Fonte: Adaptado de Shantsila et al. 2008. 

 

No aspecto funcional, as CPE demonstram algumas propriedades tanto das 

células hematopoéticas quanto das endoteliais. Uma importante característica 

funcional destas células é a sua capacidade em formar unidades formadoras de 

colônias (64), sendo este comportamento típico de células de origem hematopoética 

(150). Além disso, as CPE demonstram algumas características funcionais de CE 

como a formação de túbulos capilares e a produção de óxido nítrico (153, 163). Em 

cultivos prolongados apresentam a morfologia cobblestone típica de CE adultas 

(157, 164). 

As CPE representam uma população celular heterogênea de múltiplas origens 

e fenótipos distintos, sendo capazes de originar células endoteliais funcionais. Na 

hierarquia estabelecida no sistema hematopoético, as células progenitoras têm um 

menor potencial de diferenciação quando comparadas com as células-tronco. No 

entanto, CPE possuem um grau de “tronquicidade” (stemness) que inclui a auto-

renovação, clonogenicidade e capacidade de diferenciação (165). 

A MO, o SP e o SCUh contêm células progenitoras que são capazes de se 

diferenciar em CE adultas, contribuindo para a re-endotelização e a 

neovascularização (144, 154, 160, 166-169). Este tipo celular também tem sido 

isolado do tecido adiposo (161, 170). Diversos estudos sugerem que outras 

populações celulares, além das CT hematopoéticas, também originam CE (figura 6). 

CT/progenitoras derivadas da MO adulta e as células progenitoras adultas 

multipotentes têm se diferenciado em células da linhagem endotelial. CT tecido 
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residente foram isoladas do coração e também demonstraram capacidade em se 

diferenciar em células da linhagem endotelial (158, 171, 172). 

 

Figura 6 – Esquema retratando o potencial de origem e diferenciação das células progenitoras 
endoteliais a partir de células-tronco hematopoéticas e células não hematopoéticas. 

 
Fonte: Adaptado de Urbich e Dimmeler. Circulation Resource. 2004; 95: 343-353. 

 

A quantidade limitada de CPE na circulação periférica tem sido um dos 

principais obstáculos nos estudos clínicos (173). Vários autores têm tentado 

expandir estas células ex vivo para obter um produto homogêneo para a terapia 

celular (173, 174). Estudos pré-clínicos sugerem que seria necessário coletar mais 

de 10 litros de sangue periférico autólogo para isolar um número de CPE efetivo na 

neovascularização (148, 175). 

CPE isoladas da MO representam células mais imaturas quando comparadas 

com as isoladas do sangue periférico, expressando o marcador hematopoético 

CD133 (176). O fenótipo destas células geralmente é CD133+/CD34+/VEGFR-2+/VE-

caderina- (153, 161). A expressão do CD133 distingue as CPE das células 

endoteliais maduras e dos monócitos. 

Há cada vez mais evidências de que as CT são mobilizadas a partir da MO 

para a circulação, diferenciam-se em células progenitoras endoteliais circulantes 

(CPEC) e em locais de isquemia contribuem para a formação de novos vasos 

sanguíneos. Quando migram para a circulação sistêmica as CPE gradualmente 
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perdem a propriedade progenitora e começam a expressar marcadores endoteliais 

adultos. Portanto, a perda do CD133 reflete a transformação das CPEC em células 

com características de endoteliais mais maduras. VEGF e fator derivado do estroma 

da medula óssea (SDF-1) são produzidos em áreas isquêmicas e têm um papel 

importante na mobilização das CPE (153, 166, 177-179). O VEGF induz a 

diferenciação de células progenitoras CD34+ (144), CD133+ (153) e CMO do SP em 

CE (151, 180). 

Múltiplos fatores associados a idade estão envolvidos na diminuição do 

número e da função das CPE no organismo (181). Alguns estudos têm descrito a 

influência das condições patológicas, como a hipertensão arterial, diabetes, 

hiperlipidemia, do uso de medicamentos, sedentarismo e tabagismo e por outros 

fatores de risco cardiovasculares (64, 182). Por isso, as CPE têm sido amplamente 

estudadas como um marcador biológico de doenças cardiovasculares (64, 182, 183). 

Um dos fatores de risco cardiovascular mais importantes é a hiperlipidemia, 

ou seja, o nível elevado de LDL colesterol. In vitro a LDL-oxidada reduziu o número 

de CPE, prejudicando a capacidade de proliferação, migração, adesão e 

vasculogenese (184), além de aumentar a taxa de senescência celular (185). 

In vivo o número de CPE apresenta redução significante em pacientes com 

hipercolesterolemia (64). O número de células CD34/KDR+ está correlacionado 

negativamente com o nível de LDL colesterol no soro (186). Diabetes mellitus reduz 

a quantidade e tem efeito prejudicial nas funções das CPE (187, 188).  

O número de CPEC também pode ser influenciado pela falência crônica renal 

(189, 190). Fumantes também têm baixos níveis de CPE (191, 192) e reduzida 

atividade funcional destas células (192). No entanto, Wang et al. (2004) 

demonstraram em um estudo experimental que baixas concentrações de nicotina 

aumentam o número e a atividade de CPE, enquanto que altos níveis foram 

associados a citotoxicidade (193).                

DCV também modificam o número e a função de CPEC. Pacientes com 

doença coronária arterial estável têm um número reduzido de CPE, de células 

CD34+ e dano na função de CPE (186, 194). Hill et al. (2003) demonstraram uma 

forte correlação entre o número de CPE circulantes e o índice de risco de 

Framingham (64). Na insuficiência cardíaca a mobilização ocorre de forma bifásica, 

com um aumento no número de CPE durante a fase inicial e uma diminuição durante 
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a fase avançada (195). No entanto, um aumento significativo no número de CPE é 

observado em pacientes com IAM (196).  

Outros fatores de risco associados à redução do número de CPE e ao dano 

nas funções celulares incluem o histórico familiar de doença arterial coronariana, 

sedentarismo e o nível de proteína C reativa (186, 197). 

Até o presente momento não foi definido qual é o melhor fator para aumentar 

os níveis de CPE na circulação periférica. Vários fatores estão sendo estudados em 

modelos animais e em humanos, como o fator de estimulação de colônia por 

granulócito (G-CSF), o fator estimulante de colônias de granulócitos e macrófagos 

(GM-CSF) (147), a eritropoietina (EPO) (198), SDF-1 e o VEGF-165 (199).  

Alguns fármacos que atuam de forma ateroprotetora têm demonstrado 

relação direta no aumento do número e na funcionalidade de CPE in vitro, em 

camundongos (151, 200) e em pacientes com doença coronária arterial estável (151, 

152, 200). As estatinas aumentam a proliferação, a migração, a atividade funcional e 

previnem a senescência e a apoptose (151, 152, 200, 201). O estrogêneo e o 

exercício físico também tiveram a mesma atuação nas CPE (202-204). 

Em um estudo clínico foram utilizadas CPE originárias de SP e da MO no 

tratamento do infarto do miocárdio. As células de ambas as fontes tiveram 

resultados efetivos na melhora da viabilidade e contratilidade miocárdica (201), 

porém o pequeno número de CPE encontradas no SP é fator limitante para a sua 

aplicação clínica (205), sendo necessário buscar formas de aumentar a quantidade 

destas células. 

Vários estudos vêm demonstrando que tanto as CT quanto as progenitoras 

isoladas a partir de tecidos adultos têm o potencial para aumentar a 

neovascularização e regeneração do miocárdio infartado (29, 30, 115, 135, 144, 171, 

206). Senegaglia et al. (2008) demonstraram que as células CD133+ do cordão 

umbilical diferenciadas in vitro têm função semelhante à das células endoteliais, 

sendo este tipo celular uma ferramenta atrativa para a regeneração de tecidos 

isquêmicos (174). 
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1.5 MODELO EXPERIMENTAL 

Para melhor compreender a fisiopatologia da insuficiência cardíaca, bem 

como desenvolver novas formas de tratamento, os pesquisadores têm desenvolvido 

modelos animais que simulem a doença humana. A escolha do modelo animal é 

importante, porque, embora seja possível induzir a hipertrofia cardíaca e a 

insuficiência cardíaca com uma variedade de intervenções em diferentes animais, 

para que o modelo experimental seja útil, a fisiopatologia deve ser a mais próxima 

possível do que ocorre em humanos (207). 

O modelo de ligadura da artéria coronária em ratos é amplamente utilizado 

para estudar o infarto do miocárdio, o remodelamento ventricular e a insuficiência 

cardíaca congestiva (207), devido a grande similaridade com a fisiopatologia 

humana (208). A progressão para insuficiência cardíaca nos ratos é semelhante ao 

que acontece quando um paciente sofre um infarto do miocárdio de grande 

extensão, sobrevive, desenvolve insuficiência cardíaca, sem a ocorrencia de outro 

evento isquêmico. Tanto em humanos quanto em ratos, o tecido viável após o infarto 

não consegue compensar a função global para impedir o desenvolvimento da 

insuficiência cardíaca. Além de ser um bom modelo experimental da fisiopatologia, 

as respostas às intervenções farmacológicas em ratos tem sido úteis em predizer o 

que vai acontecer em humanos com o mesmo tratamento (207). Por fim, o custo 

relativamente baixo do modelo de infarto em ratos o torna economicamente atraente. 

Após a ligadura da artéria coronária ocorre o adelgaçamento e distensão de 

todo o miocárdio. Posteriormente, ocorre a hipertrofia da área infartada na proporção 

do tamanho do infarto, o que envolve até 20% do ventrículo, e consequentemente a 

substituição do tecido por cicatriz. Há um aumento na pressão ventricutar diastólica 

final e um deslocamento para a direita do ventrículo esquerdo na relação 

pressão/volume (209). A dilatação ventricular progressiva ocorre entre 3 a 4 meses 

após o infarto e o débito cardíaco começa a diminuir em 6 meses (210). A forma do 

coração é alterada de elipsoidal para esférica (211). 

A taxa de mortalidade esta diretamente ligada a extensão do infarto, uma vez 

que Pfeffer et al. (1985) verificaram que quanto maior o comprometimento da fração 

de ejeção maior é a taxa de mortalidade (212). 

Em relação ao sistema imune do hospedeiro há evidencias de que o animal 

imunocompetente é essencial para o efeito benéfico de CTA após isquemia 
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miocárdica. Tolar et al. (2007) verificaram que a recuperação da função do ventrículo 

esquerdo após a infusão de CTA em um modelo murino de IAM é altamente 

dependente da presença de um sistema imunológico intacto. Estes autores foram os 

primeiros a demonstrar que a competência imune do receptor modula o impacto 

terapêutico da infusão de CTA na lesão do IAM, mesmo com as células 

permanecendo por mais tempo nos animais imunossuprimidos (213). 

São inúmeros os estudos pré-clínicos desenvolvidos para o modelo 

experimental do IAM. Alguns dos trabalhos que demonstraram desfecho positivo 

utilizaram CMO do SP (171), CMO c-Kit+ (214), CMO da MO (215), CTM da MO (49, 

216). Diante deste panorama, vários estudos clínicos já foram realizados para o 

tratamento do IAM, sendo a fração mononuclear da MO de longe a mais utilizada 

(33, 38, 217-223). No entanto, os resultados obtidos na melhora da FEVE não foram 

tão efetivos quanto o obtido nos estudos pré-clínicos, razão pela qual os ensaios 

pré-clínicos focados na cardiomioplastia celular ainda tem como objetivo entender a 

fisiopatologia, definir o melhor tipo celular, a janela terapêutica, a melhor via de 

aplicação, as melhores formas de avaliação e se as metodologias desenvolvidas 

podem ser transpostas para a prática clínica. 

1.5.1 Terapia celular em modelos experimentais utilizando  CTM e CPE 

As CTM e as CPE possuem propriedades diferentes. No entanto o potencial 

sinérgico da aplicação conjunta destes tipos celulares no tratamento cardíaco ainda 

não foi extensamente estudado. 

Estudos recentes têm demonstrado que a formação de uma rede vascular 

robusta e funcional requer o co-transplante de CTM e CPE (224-226).       

No trabalho de Zhang et al. (2008) ratas foram induzidas a lesão miocárdica 

pela aplicação de isoproterenol. Após 4 semanas 5 grupos receberam o transplante 

de salina, meio, CPE, CTM, CPE e CTM, respectivamente. A avaliação dos 

resultados demonstrou que o grupo que recebeu o transplante da associação de 

CPE e CTM apresentou uma melhora na função cardíaca, pois aumentou a fração 

de ejeção e a fração de encurtamento e reduziu a pressão diastólica final do 

ventrículo esquerdo, quando comparado com os demais grupos. Interessantemente, 

o transplante das CPE combinado com CTM pode representar uma nova estratégia 

terapêutica na melhora do fluxo sanguíneo e da função cardíaca no miocárdio (225).                      
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Traktuev et al. (2009) demonstraram pela primeira vez a capacidade de dois 

tipos celulares não modificados geneticamente, células estromais do TA e CE 

isoladas do sangue do cordão e da veia umbilical, da placenta e tecido adiposo de 

adultos, atuando simultaneamente na formação de redes vasculares em matrizes de 

colágeno (226).  

Melero-Martin et al. (2008) mostraram que a associação de CPE e CTM 

humanas de diferentes fontes, têm uma capacidade vasculogênica inerente que 

pode ser explorada para criar redes de microvasos funcionais in vivo. Usando 

Matrigel® como matriz, as CPE obtidas da fração mononuclear do SCUh e do SP 

foram co-implantadas com CTM provenientes da fração mononuclear provenientes 

da MO e do SCUh na região dorsal de ratos imunodeficientes. Após 1 semana o 

transplante resultou na formação de extensas redes vasculares. A presença de 

lumens contendo hemácias em toda a região dos implantes indicou não apenas um 

processo de vasculogênese dos dois tipos celulares, mas também de comunicação 

funcional com o sistema circulatório do receptor (224). 

Suuronen et al., (2007) realizaram um estudo comparando os efeitos do 

transplante homólogo das CTM, CPE e a combinação dos dois tipos na regeneração 

do miocárdio infartado e da função cardíaca de ratos sprague-dawley. Os animais 

foram infartados por ligadura da artéria coronária, 14 dias após foram analisados por 

ecocardiografia, receberam o transplante 21 dias após o infarto do miocárdio e após 

28 dias do transplante foi realizada uma nova análise ecocardiográfica. Os 

resultados demonstraram que o grupo que recebeu o transplante isolado de CPE 

apresentou aumento da densidade arteriolar na região de transição, resultando em 

uma melhora na neovascularização e aumento da fração de ejeção do ventrículo 

esquerdo e da fração de encurtamento quando comparados com os outros grupos 

(146). 

Diante do exposto se faz necessário definir o tipo celular ideal para cada 

patologia, possibilitando aplicações mais efetivas na medicina regenerativa. 

 

1.6 CORDÃO UMBILICAL 

O cordão umbilical humano (CUh) é um tecido conectivo de origem 

extraembrionária, que conecta o feto à placenta. É desenvolvido durante a quinta 
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semana da embriogênese e, em gestações normais, atinge um comprimento final 

entre 60 a 65 cm, pesa aproximadamente 40 gramas e tem um diâmetro médio de 

1,5 cm. A estrutura do CUh compreende duas artérias e uma veia, imersas em um 

tecido demoninado de geléia de Wharton e fechado por um simples epitélio 

amniótico (figura 7) (227).  

A geléia de Wharton (GW) é um tecido conjuntivo mucóide abundante em 

proteoglicanos e ácido hialurônico, que isola e protege os vasos umbilicais de 

torção, compressão ou flexão. Assim, assegura um fluxo sanguíneo constante entre 

feto e placenta (228). O sangue remanescente da veia umbilical, após o nascimento, 

é uma fonte rica em células hematopoéticas e células progenitoras, e tem sido uma 

fonte alternativa bem sucedida na cura de uma variedade de doenças pediatricas, 

imunológicas, hematológicas e distúrbios oncológicos. Além disso, o sangue do 

cordão é rico em CT não-hematopoéticas, como células endoteliais e CTM (229). 

 

Figura 7 – Estrutura do cordão umbilical: composto por duas artérias, uma veia cercada pela geléia 
de Wharton e pelo epitélio amniótico. 

 
Fonte: Adaptado de Ilie et al., (2011)(227). 

 

A obtenção de CTM provenientes da GW é um processo relativamente novo 

(230-232), por isso, diferentes metodologias são empregadas no isolamento, cultivo 

e caracterização deste tipo celular (Tabela 2).  

Nos últimos anos, vários pesquisadores publicaram protocolos de isolamento 

das CTM a partir do tecido do cordão umbilical. O primeiro passo para o 

procedimento de isolamento é representado pela remoção da artéria e veia umbilical 

seguida pela divisão do cordão em segmentos menores que são posteriormente 

digeridos por enzimas (233). Outra técnica envolve método de isolamento, sem 

digestão enzimática ou remoção dos vasos, por explante (234). Outro método foi 
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descrito para o isolamento das células do tecido perivascular ou subendotélio da 

veia umbilical (figura 8 e tabela 2) (89).  

 
Tabela 2 – Características das diferentes metodologias de isolamento das CTM provenientes da GW. 

Autores Método Reagentes Nº de células isoladas Ref erência 

TSAGIAS et al., (2011)  Enzimático 

colagenase tipo I 

hialuronidase 

Tripsina 

9,5 × 106 (235) 

MEYER et al. (2008)  Enzimático 

colagenase tipo I 

hialuronidase 

Tripsina 

DNAse 

7,28 × 105 (236) 

MONTANUCCI et al. (2011)  Enzimático 

BSA, 

NaCl 

hialuronidase 

Liberase 

1,5-3x105/cm de cordão (237) 

LU et al. (2006) Enzimático 
colagenase tipo II  

tripsina 
2,6×107 (238) 

KARAHUSEYINOGLU et al. (2007) Enzimático colagenase tipo B 3,6×106 (239) 

colagenase 

tripsina 
5x103/ cm de cordão 

colagenase 

tripsina 
2,5x103/ cm de cordão 

hialuronidase  

SALEHINEJAD et al., (2012) 
Enzimático 

 

Tripsina 1x103/ cm de cordão 

(240) 

DE BRUYN et al. (2010) 

 
Explante N.A. 2,8×106 (241) 

Legenda: N.A. = Não se aplica 

 

Comumente, as células isoladas exibiram grande potencial proliferativo. Por 

pelo menos 20 passagens, as células podem ser expandidas sem perder a 

capacidade proliferativa e a viabilidade. Após 50 passagens torna-se comum o 

processo de senescência replicativa (227). 
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Figura 8 – Representação esquemática dos protocolos utilizados para a obtenção de células-tronco 
mesenquimais derivadas do cordão umbilical. 

 
Fonte: Adaptado de Ilie et al.. (2011) (227).  

 

O potencial de diferenciação das CTM derivadas do CUh tem sido testado 

para as linhagens derivadas das três camadas germinativas, como cardiomiócitos 

(242), células endoteliais (243, 244), células neurais (245), células hepáticas (246), 

células musculares esqueléticas (247), condrócitos, adipócitos e osteoblastos (248).  

 

1.6.1 Terapia Celular com Sangue de Cordão Umbilical  

O SCUh pode ser usado como uma fonte de CT hematopoéticas e células 

progenitoras pluripotentes na aplicação clínica para reconstituir o sistema 

hematopoético ou para restaurar a função imunológica in vivo (249). Tem sido usado 

com sucesso como uma alternativa ao transplante de MO e de sangue periférico 

(SP) para o tratamento de pacientes pediátricos e adultos com doenças oncológicas 

(250), hematológicas (251), imunológicas (252) e hereditárias (253, 254). O primeiro 

transplante para reconstituição da MO utilizando o SCUh foi realizado em 1988 em 

uma paciente com anemia de Fanconi que recebeu as células congeladas da irmã 

(255). Após obter resultados promissores com doadores relacionados, o SCUh 

passou a ser melhor estudado com doadores não relacionados (252, 256). 

O SCUh possui propriedades atrativas em comparação a MO e ao SP, como 

uma menor probabilidade de induzir a doença do enxerto contra o hospedeiro 

(DECH) aguda e crônica, mesmo quando a tipagem HLA não é totalmente 

compatível com a do receptor, aparentemente mantém o efeito enxerto versus 

leucemia e um menor índice de infecções causadas por Vírus Epstein Barr e 

Citomegalovírus (257, 258). 

Um terço de todos os pacientes que precisam de transplantes de MO não 

encontram doadores com compatibilidade imunológica (259). Diante desta situação, 
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o SCUh representa uma valiosa alternativa (249) tanto para doadores relacionados 

(255), como para doadores não relacionados (252, 256). 

Amostras de SCUh armazenadas têm sido utilizadas para transplantes em 

crianças e adultos com doenças malignas ou não-malignas (260). No entanto, o fator 

limitante para o uso do SCUh é o número limitado de células, o que compromete a 

pega do enxerto, tornando o transplante mais arriscado com maior necessidade de 

uso de antibióticos e suporte hemoterápico. Pacientes que têm massa corporal 

elevada também não encontram unidades disponíveis com facilidade. São 

realizados transplantes quando o número de antígenos HLA incompatíveis é igual ou 

menor que dois (261) e o número de células é superior a 2,5x107 por quilo de peso 

do receptor (249).  

Cada unidade de SCUh contém, em média, 1x109 células nucleadas totais 

(262). Geralmente o uso de mais de uma unidade de SCUh é necessária para o 

transplante em adultos, o que parece levar a um melhor resultado. No entanto, 

ocorre uma maior incidência de DECH aguda após o transplante de duas unidades 

de SCUh (263). 

Os resultados preliminares em estudos clínicos demonstram avanços 

significativos no uso de CT do SCUh em humanos e, por isso, esta é uma atrativa 

fonte celular no campo emergente da medicina regenerativa (249). 

 

1.7 FONTES CELULARES ALTERNATIVAS PRESENTES NO SANGUE E NO 

CORDÃO UMBILICAL 

O SCUh como fonte alternativa de CT pode oferecer várias vantagens 

importantes, incluindo a ausência de riscos para a gestante e o neonato, 

disponibilidade imediata para uso, manipulação mínima das células e redução nos 

aspectos éticos (249). O estudo de outros tipos celulares presentes no SCUh se faz 

necessário para o desenvolvimento de novas estratégias terapêuticas em diferentes 

patologias. Além das CT hematopoéticas, o SCUh contém células progenitoras 

endoteliais, células-tronco mesenquimais, células T-reguladoras, células dendríticas 

e células natural killer (264). 

Estudos experimentais demonstram que estes tipos de células podem se 

tornar uma importante ferramenta da medicina regenerativa, permitindo opções de 
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tratamento para doenças como lesão cerebral (265), acidentes vasculares cerebrais 

(266), mal de Parkinson (267), mal de Alzheimer (268), de Huntington (269) e 

esclerose lateral amiotrófica (268). Outras doenças em estágios iniciais de 

investigação incluem distúrbios hepáticos (270), diabetes (271), infarto do miocárdio 

(272), aplicações ortopédicas para reparar a cartilagem e a fusão da coluna vertebral 

(273, 274). No entanto, pouco é conhecido sobre os mecanismos responsáveis por 

esta melhora funcional. 

Dentre as células presentes no SCUh há uma população com alto potencial 

proliferativo, que foi denominada por Ingram et al. (2004) de colônias formadoras de 

células endoteliais (154). O transplante destas colônias em matriz resultou na 

formação de vasos funcionais em camundongos, quando as células foram 

protegidas ao estresse oxidativo (275). Senegaglia et al. (2008) demonstraram que 

aproximadamente 0,64% das células mononucleares presentes no SCUh são 

CD133+ e que as CPE podem ser isoladas do SCUh, expandidas em até 70 vezes e 

diferenciadas ex vivo em células endoteliais adultas funcionais. Em contrapartida, os 

resultados de Pinho-Ribeiro et al. (2010) não demonstraram melhora na função e na 

prevenção do remodelamento cardíaco de ratos Wistar infartados após o tratamento 

com células mononucleares, a fresco ou congeladas, provenientes do SCUh (276). 

Até o momento, não está definido se a eficácia terapêutica ocorre pela 

substituição das células comprometidas, ou devido à liberação de fatores de 

crescimento e citocinas pelas células infundidas, ou devido a 

estimulação/regeneração das CT do própio paciente (249). 

Outra fonte que tem sido bastante investigada é a GW presente no CUh. Este 

tecido conjuntivo mucoso derivado do mesoderma extraembrionário foi 

primeiramente descrito por Thomas Wharton em 1656 (277). 

McElreavey et al. (1991) reportaram a existência de células semelhantes a 

fibroblasto na GW (278). Desde então, vários estudos demonstraram as 

possibilidades de isolar, proliferar e diferenciar as CTM derivadas do CUh (279-281). 

Wang et al. (2004) descreveram uma metodologia eficiente para isolamento, cultivo 

e caracterização de CTM da GW (279). 

Estudos demonstram que as CTM presentes na GW apresentam perfil 

morfológico, imunofenotípico e com potencial de diferenciação semelhantes às CTM 

da MO (93, 279, 280).  
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Segundo Sarugaser et al. (2005) as CTM presentes no CUh são positivas em 

98% ou mais para os antígenos CD 105, CD 73, CD 90, CD 44, em 75% para MHCI 

e em 15% para CD 117, e com valores menores ou iguais a 1,5% para os antígenos 

CD 45, CD 34, CD 106, CD 235a, MHCII, D123 (IL-3) (232). 

Em relação ao potencial de diferenciação in vitro foi observado capacidade 

para diferenciação em osteoblastos, adipócitos e condrócitos (232). 

Para verificar as propriedades imunológicas, Yoo et al. (2009) compararam a 

capacidade imunomoduladora das CTM da MO com as CTM da GW, TA e SCUh. 

Neste trabalho os autores verificaram que as fontes analisadas possuem potencial 

imunossupressor, pois inibiram a proliferação dos linfócitos T quando CMO do SP 

ativadas com fitoemaglutinina foram co-cultivadas com CTM em diferentes 

concentrações. Essa supressão foi dependente da concentração celular utilizada no 

co-cultivo e da presença dos agentes imunomodulatórios, INF-γ e TNF-α, que atuam 

na ativação da produção da enzima indolamina-2,3-dioxigenase pelas CTM (282). 

Secco et al. (2008) demonstraram que o CUh é uma fonte mais rica em CTM 

do que o SCUh. A frequência de CTM no SCUh é de 1 em 200 milhões, enquanto 

que no CUh é de 1 em trezentas (281). Sarugaser et al. (2005) demonstraram uma 

eficiência de 100% no isolamento de CTM da GW (232), enquanto que KOGLER et 

al. (2004) obtiveram sucesso em 40,3% dos isolamentos de CTM do SCUh (283), 

corroborando com Rebelatto et al. (2008) onde obtiveram apenas 30% de sucesso 

no isolamento de CTM do SCUh (284). 

Diante do exposto, se faz necessário o desenvolvimento de estudos que 

abordem os tipos celulares presentes no SCUh e no CUh para o desenvolvimento de 

novas estratégias terapêuticas em diferentes patologias uma vez que estas fontes 

celulares possuem potencial terapêutico e são comumente descartadas após o 

nascimento. 
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2 JUSTIFICATIVA 

Tendo em vista que as DCV constituem uma importante causa de morbi-

mortalidade, se faz necessário o desenvolvimento de novas estratégias terapêuticas 

na tentativa de diminuir o imenso impacto social e econômico causados na 

sociedade moderna.  

Neste panorama, surge a terapia celular, que tem como objetivo aumentar o 

número de células funcionais, sendo de relevante papel na medicina regenerativa. 

Neste contexto, estudos para a utilização de tecidos adultos como fonte de células 

são de valor significativo para esse tipo de terapia. 

Os recentes trabalhos experimentais e clínicos que demonstram o importante 

papel das CT na melhora funcional do miocárdio mostram que estas células são um 

alvo importante para novas terapias a serem desenvolvidas. Além disso, a pesquisa 

da angiogênese representa um campo de investigação de grande importância 

clínica, visto a sua efetividade terapêutica em modelos animais de isquemia 

coronária ou de membros inferiores. 

Diversas fontes têm sido pesquisadas para a terapia celular, dentre elas o 

SCUh, que tem sido amplamente estudado, armazenado e utilizado como fonte 

alternativa de CT hematopoéticas para o tratamento de doenças hematológicas, 

oncológicas, hereditárias e imunológicas. Outra fonte com potencial para a terapia 

celular é o CUh, que demonstrou ser uma rica fonte de CTM.  

Neste projeto foram escolhidas as CTM oriundas do CUh pela sua capacidade 

de diferenciação em vários tecidos e pela capacidade parácrina no estímulo a 

angiogênese, bem como as CPE oriundas do SCUh pela sua capacidade de 

diferenciação em CE.  

A caracterização morfológica, molecular, fenotípica e funcional destas células 

tanto in vitro quanto in vivo é de suma importância para elucidar o seu potencial 

terapêutico. 

A hipótese deste trabalho é que a associação de CTM com CPE aumente a 

capacidade funcional e pró-angiogênica de corações com miocardiopatia isquêmica. 

Assim, co-transplantes destes tipos celulares terão um efeito benéfico maior que 

transplantes de tipos celulares individuais. Neste sentido, estudos pré-clínicos são 

necessários para comprovar a eficácia e a efetividade terapêutica das células 

presentes no SCUh e no CUh na miocardiopatia isquêmica.  
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3 OBJETIVOS 

3.1 OBJETIVO GERAL 

Estudar in vivo a capacidade das células-tronco mesenquimais e células 

progenitoras endoteliais provenientes do cordão e sangue umbilical humano na 

melhora funcional e pró-angiogênica no tratamento da miocardiopatia isquêmica.  

 

3.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS  

a) Isolar as CTM do cordão umbilical humano e as CPE do sangue de 

cordão umbilical humano. 

b) Caracterizar as CTM e as CPE por análise morfológica, 

imunofenotípica e funcional. 

c) Localizar nas CTM e CPE proteínas específicas por imunofluorescência 

indireta. 

d) Realizar ensaios pré-clínicos em modelo de ratos Wistar infartados com 

fração de ejeção igual ou menor a 40%, transplantando CTM e CPE 

isoladamente ou em conjunto. 

e) Analisar por ecocardiografia a fração de ejeção dos ratos Wistar pré e 

pós-transplante.  

f) Analisar histologicamente o grau de deposição de colágeno no tecido 

isquêmico. 

g) Verificar se as células humanas estão presentes no tecido cardíaco dos 

ratos 30 dias após o transplante. 

h) Identificar se há proteínas humanas no sangue periférico dos ratos 30 

dias após o transplante. 
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4 PROCEDIMENTOS METODOLÓGICOS 

4.1 LOCAL DO ESTUDO 

O estudo foi realizado no Laboratório Experimental de Cultivo Celular e no 

Laboratório de Cirurgia Experimental do Núcleo de Tecnologia Celular da Pontifícia 

Universidade Católica do Paraná e no Instituto Carlos Chagas/Fiocruz - Paraná. O 

projeto foi submetido e aprovado pelo Comitê de Ética em Pesquisa da PUCPR com 

o número de registro 2788/08 e pelo Comitê de Ética no Uso de Animais com o 

número de registro 401. 

4.2 TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO 

A montagem do termo de consentimento livre e esclarecido atendeu as 

diretrizes e normas regulamentadoras de pesquisas, envolvendo seres humanos, 

contidas na resolução nº. 196, de 10 de outubro de 1996 (285) e resolução de nº 

251, de 07 de agosto de 1997 do Conselho Nacional de Saúde (286). 

Os indivíduos receberam informações claras e objetivas dentro de sua 

compreensão, afim de que fossem esclarecidas as finalidades, os propósitos, bem 

como os riscos e benefícios direitos da pesquisa com a qual contribuíram. 

4.3 OBTENÇÃO DO SANGUE DE CORDÃO UMBILICAL E PLACENTÁRIO 

HUMANO 

O SCUh foi coletado no Hospital e Maternidade Victor Ferreira do Amaral, de 

parturientes que voluntariamente concordaram em participar da pesquisa e 

assinaram o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido, respeitando-se os 

seguintes critérios de inclusão e exclusão estabelecidos na RDC Nº 56, de 16 de 

dezembro de 2010 (287). 

4.3.1 Critérios de inclusão 

• Idade materna acima de 18 anos e que tenha se submetido há, no mínimo, 

duas consultas pré-natais documentadas. 

• Idade gestacional igual ou superior a 35 semanas; 

• Bolsa rota há menos de 18 horas; 
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• Trabalho de parto sem anormalidade; 

• Ausência de processo infeccioso e ou doença durante a gestação que 

possa(m) interferir na vitalidade placentária e 

• Crianças nascidas a termo, de parto normal ou cesárea, cujas mães não 

apresentaram patologias gestacionais. 

4.3.2 Critérios de exclusão 

• Sofrimento fetal grave; 

• Feto com anormalidade congênita; 

• Temperatura materna igual ou superior a 38°C duran te o trabalho de parto; 

• Gestante com situação de risco acrescido para infecções transmissíveis pelo 

sangue; 

• Presença de processo infeccioso e doença durante o trabalho de parto, que 

possam interferir na vitalidade placentária; 

• Gestante em uso de hormônios ou drogas que se depositam nos tecidos; 

• Gestante com história pessoal de doença sistêmica autoimune ou de 

neoplasia;  

• Gestante e seus familiares, pais biológicos e seus familiares ou irmãos 

biológicos do recém-nascido com história de doenças hereditárias do sistema 

hematopoético, tais como, talassemia, deficiências enzimáticas, esferocitose, 

eliptocitose, anemia de Fanconi, porfiria, plaquetopatias, neutropenia crônica 

ou outras doenças de neutrófilos, bem como com história de doença 

granulomatosa crônica, imunodeficiência, doenças metabólicas ou outras 

doenças genéticas. 

• Gestante incluída nos demais critérios de exclusão visando à proteção do 

receptor, descritos nas normas técnicas vigentes para doação de sangue. 

 

Após o nascimento, o CUh foi clampeado com o auxílio de uma pinça 

hemostática na porção justafetal o mais próximo possível ao recém-nascido e 

seccionado pelo obstetra. A placenta foi posicionada sobre a mesa auxiliar com 

campo estéril. Após realizar a antissepsia com gaze embebida em álcool 70%, a 

veia umbilical foi puncionada, no terço distal do cordão umbilical, a cerca de 3 a 4 

cm da ligadura do cordão. Os vasos sanguíneos do cordão e da placenta foram 
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puncionados em porção justafetal com auxílio de uma agulha 40x16 (BD) drenando 

o sangue para uma seringa de 20 mL (BD) com 2,5 mL de solução anticoagulante 

para aférese (JP indústria farmacêutica S.A, SP, BR) e imediatamente 

acondicionado em tubo cônico de polipropileno de 50 mL (TPP®, Zurique, Suíça), 

contendo 19 mL de meio de cultura Iscove´s Modified Dulbecco´s (IMDM) (Gibco®, 

Invitrogen™, NY, USA) suplementado com 1 mL de solução anticoagulante para 

aférese e 1% de antibiótico penicilina/estreptomicina (Gibco®, Invitrogen™, NY, 

USA) que foi delicadamente homogeneizado por inversão manual (Figura 9). O 

material foi transportado para o Laboratório Experimental de Cultivo Celular dentro 

de caixa térmica a temperatura ambiente.  

 
Figura 9 – Principais etapas da coleta de sangue do cordão umbilical e placentário.  

 

 
Fonte: a autora, 2012. 
Legenda: (A) Clampeamento do cordão umbilical (B) Antissepsia com gaze embebida em álcool 70% 
(C) Punção dos vasos sanguíneos do cordão e da placenta (D) Transferência do sangue para o tubo 
com meio+anticoagulante. 
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4.4 ISOLAMENTO DE CÉLULAS MONONUCLEARES DO SANGUE DE 

CORDÃO UMBILICAL E PLACENTÁRIO HUMANO 

O isolamento das CMO do SCUh foi realizado conforme descrito por 

Senegaglia et al. (2008) com algumas modificações (174). O SCUh foi diluído na 

proporção de 1:3 em meio IMDM (Gibco®). O volume de 25 mL de SCUh diluído foi 

colocado sob 20 mL do gradiente de densidade Ficoll-Hypaque® (densidade 1.077 

g/mL) (Sigma Chemical, St. Louis, USA). As CMO foram isoladas por centrifugação a 

400g durante 30 minutos a temperatura ambiente, sem aceleração e sem freio. O 

anel de CMO formou-se na interfase entre o gradiente de densidade e o plasma e, 

desta forma, foi possível separar os eritrócitos e granulócitos presentes na amostra. 

O anel foi coletado com o auxílio de pipeta de 10 mL (Corning inc., NY, USA) e 

transferido para um tubo cônico de polipropileno de 50 mL. As CMO foram lavadas 

duas vezes com meio IMDM a 400g por 10 minutos (figura 10). A concentração 

celular final foi obtida em câmera de Neubauer (Boeco, Alemanha). 

 
Figura 10 – Ilustração das principais etapas do isolamento de CMO provenientes do SCUh.  

 
Fonte: a autora, 2012. 
Legenda: (A) Amostra total; (B) Amostra diluída; (C) Amostra sob gradiente de densidade; (D) 
Composição da amostra após centrifugação; (E) Lavagem por centrifugação; (F) Células 
mononucleares. 

 

4.5 PURIFICAÇÃO DE CPE OBTIDAS DO SANGUE DE CORDÃO UMBILICAL E 

PLACENTÁRIO HUMANO 

O isolamento das células CD133+ obtidas das CMO provenientes do SCUh foi 

realizado conforme metodologia descrita por Senegaglia et al. (2008) (174). A 

suspensão de CMO foi centrifugada a 438g por 10 minutos e ressuspendida em 10 
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mL de PBS (Gibco®, Invitrogen™, NY, USA) suplementado com 5% de SBF e 2mM 

de EDTA. As CMO foram filtradas em cell strainer de 40µm (BD Falcon), 

centrifugadas a 438g por 10 minutos e ressuspendidas em 300µL de PBS 

suplementado. A purificação das CPE foi realizada com o kit de separação células 

MACS® (Miltenyi Biotec). A separação das células CD133+ foi feita por meio da 

ligação com o anticorpo anti-CD133 humano ligado às micropérolas magnéticas. 

Para isso, foram adicionados 100 µL de solução bloqueadora (Miltenyi Biotec) e 

100µL do anticorpo anti-CD133 puro ligado às micropérolas magnéticas (Miltenyi 

Biotec). O material foi homogeneizado com o auxílio de uma pipeta estéril de 5mL 

(Corning inc., NY, USA) e incubado a quatro graus centígrados por 30 minutos. Após 

a incubação, as células foram lavadas com 10mL de PBS suplementado e 

centrifugadas a 438g por 10 minutos. O sobrenadante foi desprezado, as células 

foram ressuspendidas em 1mL de PBS suplementado e foram mantidas em banho 

de gelo. A coluna de separação foi acoplada ao suporte magnético e umedecida 

com 3mL de PBS suplementado. Após o esvaziamento da coluna foi colocada a 

suspensão celular, e foram realizadas quatro lavagens com 3mL com PBS 

suplementado. Durante esta etapa, as células ligadas as micropérolas magnéticas 

permaneceram na parede da coluna devido ao campo magnético. Para obter a 

população purificada de células CD 133+ a coluna foi removida do suporte magnético 

e foram adicionados 5mL de PBS suplementado. O êmbolo foi colocado na parte 

superior da coluna e empurrado até o completo esvaziamento em um tubo cônico de 

prolipopileno de 50mL (figura 11). A concentração celular final foi obtida em câmera 

de Neubauer.  
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Figura 11 – Ilustração das principais etapas do isolamento das células CD133+ provenientes do 
SCUh.  

 
Fonte: a autora, 2012. 
Legenda: (A) Adição do anticorpo anti-CD133 humano (B) Incubação a 4ºC por 30 minutos (C) 
Células passam pela coluna de separação (D) Retirada das células presas à coluna com auxílio do 
êmbolo (E) População final de células CD 133+. 
 

4.5.1 Cultivo de CPE  

As células foram plaqueadas em frascos de cultura de 12,5 cm2 (Falcon®, BD, 

NJ, USA) a 37ºC em atmosfera contendo 5% de CO2 e 95% de ar umidificado. O 

meio endotelial basal EBM®-2 (Clonetics®, Lonza, MD, USA) foi suplementado com o 

kit EGM®-2MV (Lonza) composto por hEGF, hidrocortisona , Gentamicina,  

Anfotericina-B,  soro bovino fetal,  VEGF, hFGF-B, R3-IGF-1, ácido ascórbico, além 

de 10% de soro bovino fetal (Gibco®). 

4.5.2 Manutenção do cultivo de CPE  

A primeira troca do meio foi realizada após 7 dias, e as demais foram 

realizadas a cada 2 dias. Quando o cultivo apresentou confluência acima de 50% foi 

realizada a dissociação celular. 
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4.5.3 Dissociação de CPE  

Para que as células percam a sua adesão à superfície de crescimento é 

necessário fazer um tratamento com enzima. O meio foi retirado dos frascos que 

foram lavados duas vezes com 3 mL de PBS para retirar o SBF, o cálcio e o 

magnésio e, com isso, afrouxar a ligação célula/célula e permitir o acesso da enzima 

à superfície celular. Foram adicionados 5 mL de tripsina-EDTA 0,25% (GibcoTM 

Invitrogen, NY, USA) e os frascos foram colocados por 5 minutos em estufa a 37 ºC. 

Após este período, os frascos foram observados em microscópio para verificar se 

ocorreu a dissociação celular. Foram adicionados 200 µL de SBF para inativar a 

ação da tripsina e 1 mL de meio. A suspensão celular foi centrifugada a 438g por 10 

minutos, ressuspendida em 5 mL de meio EBM®-2  e a concentração celular final foi 

obtida em câmera de Neubauer. As células foram replaqueadas em frascos de 75 

cm2 (TPP®) para expansão celular e incubadas a 37 ºC, 5% de CO2 e 95% de ar 

umidificado. 

 

4.6 ISOLAMENTO DE CÉLULAS-TRONCO MESENQUIMAIS DA GELÉIA DE 

WHARTON PROVENIENTES DO CORDÃO UMBILICAL HUMANO  

O isolamento das CTM obtidas da GW provenientes do CUh foi adaptado da 

metodologia descrita por Young-Jin Kim (2007) (288). 

O CUh foi colocado em uma placa de Petri estéril e lavado duas vezes com 

10 mL de PBS para retirar o sangue. O comprimento do CUh  foi medido com o 

auxílio de uma régua. Foram realizados cortes transversais de 3 a 5 cm com auxílio 

de uma lâmina de bisturi. Os segmentos foram cortados longitudinalmente e os 

vasos sanguíneos removidos. A GW foi separada com auxílio de uma pinça e 

tesoura estéreis. Os segmentos da GW foram acondicionados em uma placa de 

Petri com PBS e macerados com auxílio de duas lâminas de bisturi em pedaços de 1 

a 3 mm. O material foi colocado em tubo cônico de polipropileno de 50 mL com 

auxílio de uma espátula estéril. O tubo foi centrifugado a 438g por 10 minutos, o 

sobrenadante foi retirado e a GW pesada em balança analítica. Foram 

acrescentados 10 mL da solução enzimática de colagenase tipo I (Gibco®) (0,0149g/ 

10 mL de PBS) para cada grama de GW. A amostra foi homogeneizada 
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manualmente e incubada em estufa a 37ºC por 16 horas. Após o período da 

digestão enzimática foram adicionados 30 mL de PBS e o tubo foi centrifugado a 

438g por 10 minutos. O sobrenadante foi retirado com o auxílio de uma pipeta estéril 

de 10 mL e as células foram ressuspendidas em 10 mL de meio IMDM 

suplementado com 1% de ATB e 15% SBF e, por fim, as células foram filtradas em 

cell strainer de 100 µm para auxiliar na remoção dos detritos celulares. A 

concentração celular final foi obtida em câmera de Neubauer e as células foram 

plaqueadas na concentração de 30.000 células/cm2. 

 

Figura 12 – Ilustração das principais etapas do isolamento de CTM provenientes da GW.  

 
Fonte: a autora, 2012. 
Legenda: A) Cordão umbilical B) Cortes transversais C) Separação da geleia de Wharton D) Geleia 
de Wharton E) Dissociação enzimática F) Filtragem após dissociação. 

4.6.1 Manutenção do cultivo de CTM 

A manutenção do cultivo foi realizada com troca de meio de cultura após 5 

dias e depois a cada 2 dias até obter 80% de confluência. O meio utilizado foi o 

IMDM suplementado com 1% de solução de antibiótico e 15% de SBF. Quando o 

cultivo apresentou confluência acima de 80% foi realizada a dissociação celular com 

tripsina-EDTA 0,25% (Gibco®, Invitrogen™, NY, USA). 

 

4.6.2  Dissociação de CTM 

Para que as células percam à sua adesão a superfície de crescimento é 

necessário fazer um tratamento com enzima. O meio foi retirado dos frascos que 

foram lavados duas vezes com 5 mL de PBS para retirar o SBF, o cálcio e o 

magnésio e, com isso, afrouxar a ligação célula/célula e permitir o acesso da enzima 

à superfície celular. Foram adicionados 7 mL de tripsina-EDTA 0,25% (GibcoTM 
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Invitrogen, NY, USA) e os frascos foram colocados por 8 minutos em estufa a 37ºC. 

Após este período, os frascos foram observados em microscópio para verificar se 

ocorreu a dissociação celular. Foram adicionados 1 mL de SBF para inativar a ação 

da tripsina e 5 mL de meio. A suspensão celular foi centrifugada a 438g por 10 

minutos, ressuspendida em 5 mL de meio IMDM e a concentração celular final foi 

obtida em câmera de Neubauer. As células foram replaqueadas em frascos de 150 

cm2 (TPP®) para expansão celular e incubadas a 37°C, 5% de C O2 e 95% de ar 

umidificado. 

 

4.7 CARACTERIZAÇÃO CELULAR  

4.7.1 Análises morfológicas  

Análises morfológicas das CTM e CPE em cultura foram realizadas 

rotineiramente utilizando microscopia de fase em microscópio invertido (DMIL LED, 

Leica) acoplado a uma câmera digital com programa de captura e processamento de 

imagens (LAS V3.6, Leica). 

4.7.2 Imunofenotipagem  

A técnica de imunofenotipagem foi utilizada para realizar a caracterização, 

quantificação e análise da viabilidade das CTM que foram analisadas pelo painel de 

anticorpos monoclonais conjugados com fluorocromo: anti-CD 14 (BD-

PharmingenTM), anti-CD 29 (BD-PharmingenTM), anti-CD 31 (BD-PharmingenTM), 

anti-CD 34 (BD-PharmingenTM), anti-CD 44 (BD-PharmingenTM), anti-CD 45 (BD-

PharmingenTM), anti-CD 73 (BD-PharmingenTM), anti-CD 90 (BD-PharmingenTM), 

anti-CD 105, anti-CD 117 (BD-PharmingenTM), anti-CD 166 (BD-PharmingenTM); e as 

CPE que foram analisadas pelo seguinte painel: anti-CD 14 (BD-PharmingenTM), 

anti-CD 31 (BD-PharmingenTM), anti-CD 34 (BD-PharmingenTM) anti-CD 45 (BD-

PharmingenTM), anti-CD 105 (eBioscience®) e anti-CD 133 (Miltenyi Biotec®). O 

corante 7-AAD (BD-PharmingenTM) foi utilizado para determinar a viabilidade celular. 

Os controles isotípicos y1FITC (BD-PharmingenTM), y2PE (BD-PharmingenTM), 

y3PerCP (BD-PharmingenTM) e y4APC (BD-PharmingenTM) foram utilizados para 

ajustar os parâmetros de fluorescência.  
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As células na terceira passagem foram dissociadas conforme descrito 

anteriormente. Foram adicionadas 200.000 células por tubo de citometria (BD 

Falcon™, MA, USA) e 500µL de PBS. As células foram centrifugadas a 438g por 5 

minutos, o sobrenadante foi removido e foi adicionado 5µL de cada anticorpo, 

conforme especificado nas tabelas 2 e 3. As amostras foram homogeneizadas por 

agitação manual e incubadas por 30 minutos ao abrigo da luz. Após este período, as 

células foram centrifugadas a 438g por 5 minutos, ressuspendidas em 500µL de 

PBS+2% de paraformaldeído e armazenadas ao abrigo da luz até o momento da 

aquisição.  

A análise das células foi realizada em citômetro de fluxo FACSCalibur (Becton 

e Dickinson®) e a análise dos dados foi realizada utilizando-se o software FlowJo 

(Flowjo®). 

Tabela 3 – Anticorpos utilizados para caracterização imunofenotípica das CTM. 
 FITC PE PerCP APC 

Tubo 1 y1 y2 y3 y4 

Tubo 2 Controle autólogo = células + PBS 

Tubo 3 90 73 106 - 

Tubo 4 44 34 45 14 

Tubo 5 31 166 7AAD 29 

Tubo 6 19 105 HLA-DR 117 

 

Tabela 4 – Anticorpos utilizados para caracterização imunofenotípica das CPE. 
 FITC PE PerCP APC 

Tubo 1 y1 y2 y3 y4 

Tubo 2 Controle autólogo = células + PBS 

Tubo 3 31 166 309 105 

Tubo 4 45 133 7AAD 34 

Tubo 5 144 201 106 117 

Tubo 6 - 146 - 29 

 

4.7.3 Imunofluorescência indireta  

Foram realizados ensaios de imunofluorescência indireta das CPE e das 

CTM, para verificar a expressão de alguns antígenos presentes em células 

endoteliais e mesenquimais. As CPE foram coradas com anticorpo primário anti-von 

Willebrand humano (Dako®), anti-CD31 humano (BD-Pharmingen™), anti-CD106 
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humano (BD-PharmingenTM), anti-VEGF humano (eBioscience™) e os núcleos com 

4’-6-Diamidino-2-phenylindole (DAPI) (Sigma-Aldrich®). As CTM foram coradas com 

anticorpo primário anti-vimentina, anti-CD105 humano (BD-Pharmingen™) e os 

núcleos com DAPI. 

 As células foram plaqueadas em placas de 24 poços sob lamínulas 

circulares de vidro (Glastécnica®) com 13 mm de diâmetro, estéreis, na 

concentração de 10.000 células por poço e cultivadas durante 48 horas. Após este 

período, as células foram lavadas 3 vezes com PBS e fixadas com PBS + 2% de 

paraformaldeído (Sigma-Aldrich) durante 30 minutos a temperatura ambiente. Para 

remover o fixador foram realizadas 3 lavagens com 500 µL de PBS. Para reduzir a 

autofluorescência provocada pela exposição ao paraformaldeído foram adicionados 

500 µL de PBS + 0,1M de glicina e incubado por 10 minutos. Para permeabilizar as 

células foram adicionados 500 µL de PBS + 0,2% de triton X-100 e incubado por 10 

minutos. Para bloquear ligações inespecíficas foi adicionado PBS + 1% de albumina 

de soro bovino (BSA) por 20 minutos. Foram adicionados os anticorpos primários 

diluídos em PBS + 0,2% de BSA e incubados por 3 horas a temperatura ambiente. A 

concentração de cada anticorpo está especificada na tabela 4. Após este período 

foram realizadas 5 lavagens com 1 mL de PBS para retirar o anticorpo não ligante 

excedente. A reação foi bloqueada com PBS + BSA 0,2% por 20 minutos. Foram 

adicionados os anticorpos secundários diluídos em PBS + 0,2% de BSA e incubados 

por 30 minutos a temperatura ambiente no escuro. Após este período foram 

realizadas 5 lavagens com PBS. Para evidenciar os núcleos foi adicionado 150µL de 

DAPI (Sigma-Aldrich®) e incubado por 5 minutos. Após esta etapa, com o auxílio de 

uma pinça, as lamínulas foram mergulhadas em um béquer contendo água MilliQ. 

As lâminas (Erie Scientific Company) foram montadas com meio de montagem 

(Dako®) e após 24 horas seladas com esmalte. 

 O controle desta reação foi realizado com a incubação de apenas o 

anticorpo secundário, sem a incubação com o anticorpo primário. Desta maneira foi 

possível verificar se a reação do anticorpo secundário não foi inespecífica. 

 As lâminas foram analisadas em microscópio de fluorescência (Leica 

DM4000) acoplado a uma câmera digital (Leica DFC 345FX) com programa de 

captura e processamento de imagens (Leica LAS AF). 
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Tabela 5 – Relação dos anticorpos utilizados em ensaios de imunofluorescência indireta das CPE e 
CTM. 

Anticorpos 

Primários 

[ ] Diluição Anticorpos 

Secundários 

[ ] Diluição 

Mouse anti humano 

CD 31 

62,5 

µg/mL 

1:100 Texas red X goat 

anti mouse 

2 mg/mL 1:1500 

Monoclonal mouse 

anti-humano Von 

Willebrand 

240 mg/L 1:200 Texas red X goat 

anti mouse 

2 mg/mL 1:1500 

Policlonal rabbit 

anti-human Von 

Willebrand 

3,1g/L 1:200 FITC anti-rabbit 

IgG 

1.1 mg/mL 1:80 

Mouse anti humano 

CD 105 

0,5 mg/ml 1:100 Texas red X goat 

anti mouse 

2 mg/mL 1:1500 

Mouse anti humano 

CD 106 

0,5 mg/ml 1:100 Texas red X goat 

anti mouse 

2 mg/mL 1:1500 

Cabra anti 

Vimentina puro 

200 ug/mL 1:50 Alexa Fluor 488 

rabbit anti goat 

2 mg/mL 1:1500 

Mouse anti humano 

VEGF 

 

200 ug/mL 1:50 Texas red X goat 

anti mouse 

2 mg/mL 1:1500 

 

4.7.4 Dupla marcação fluorescente direta de CPE com UEA-1 -FITC e DIL-AC-

LDL  

Foi avaliado o potencial das CPE incorporarem Lipoproteína de baixa 

densidade acetilada marcada com 1,1’-dioctadecil-3,3’,3’-tetrametilindocarbocianina 

(Dil-acLDL) e se ligarem a lectina de Ulex europaeus (UEA-1-FITC). 

As CPE foram dissociadas, conforme descrito anteriormente, na segunda 

passagem e plaqueadas em placas de 24 poços sob lamínulas circulares de vidro 

com 13 mm de diâmetro e mantidas em cultura a 37ºC e 5% de CO2 até obter 

confluência de aproximadamente 80%. Após, as células foram lavadas 1 vez com 

1000 µL de PBS, foi adicionado 2µg de Dil-acLDL (Molecular Probes, Invitrogen) 

diluído em 1000 µL de meio IMDM e foram incubadas por 1 hora em estufa a 37ºC e 

5% de CO2. Após este período, o sobrenadante foi retirado e as células foram 

lavadas 1 vez com 1000 µL de PBS. A fixação foi realizada com 1000 µL de PBS + 

4% de paraformaldeído por 10 minutos. As células foram lavadas 1 vez com 1000 µL 
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de PBS e foi adicionado 10µg de UEA-1-FITC (Sigma) diluído em 500µL de PBS. As 

células foram incubadas por 1 hora a temperatura ambiente ao abrigo da luz. Após 

esta etapa, foi realizada a lavagem com 1000 µL de PBS e adicionado 500 µL de 

DAPI por 5 minutos.  

A lamínula foi montada sobre lâmina de vidro com meio de montagem (Dako) 

e após 24 horas selada com esmalte incolor. As lâminas foram analisadas em 

microscópio de fluorescência (Leica DM4000) acoplado a uma câmera digital com 

programa de captura e processamento de imagens (Leica LAS AF). 

4.8 CARACTERIZAÇÃO FUNCIONAL  

4.8.1 Ensaios de diferenciação adipogênica e osteogênica  

As CTM foram dissociadas na segunda passagem e plaqueadas em triplicata 

em placas de 24 poços (TPP®) com área de 1,91cm2, contendo lamínulas de vidro 

com 13 mm de diâmetro, com uma densidade 2x103
 células/poço. As células foram 

cultivadas em meio IMDM suplementado com 1% de ATB e 15% de SBF em estufa a 

37ºC com atmosfera contendo 5% de CO2 e 95% de ar umidificado. A indução à 

diferenciação foi iniciada quando as células atingiram 80% de confluência utilizando-

se meios comerciais enriquecidos com indutores celulares específicos (StemPro, 

Gibco®) durante 21 dias. A troca do meio foi realizada três vezes na semana.  

A diferenciação osteogênica das CTM foi detectada pela observação de 

depósitos de cálcio nas culturas, através da coloração com Alizarina Red S (Fluka). 

A detecção da diferenciação adipogênica das CTM foi evidenciada pelos vacúolos 

de gordura corados por Oil Red O (Sigma-Aldrich).  

O controle negativo foi realizado com as CTM da GW cultivadas com meio 

IMDM + 15% SBF + 1% ATB pelo mesmo período e o controle positivo foi realizado 

com CTM da medula óssea cultivadas com os mesmos meios de indução pelo 

mesmo período. 

4.8.2 Ensaio de diferenciação condrogênica  

Para a diferenciação condrogênica foram formadas micromassas de 500.000 

células através de centrifugação a 438g durante 10 minutos em tubos cônico de 

polipropileno de 15mL (TPP®). A troca do meio foi realizada a cada três dias. Após 



 
 

66 

21 dias de indução com meio de diferenciação condrogênico (StemPro, Gibco®), as 

micromassas foram coradas em Azul de Toluidina e emblocadas em parafina para 

confecção de lâminas permanentes. O controle negativo foi realizado com as CTM 

da GW cultivadas com meio IMDM + 15% SBF + 1% ATB pelo mesmo período.  

Os condroblastos secretam uma matriz extracelular rica em 

glicosaminoglicanos sulfatados, que serão corados com Azul de Toluidina. Foram 

confeccionadas lâminas permanentes para possibilitar a captura das imagens em 

microscópio óptico. As lâminas foram analisadas em microscópio (Leica DM2000) 

acoplado a uma câmera digital (Leica DFC 295) com programa de captura e 

processamento de imagens (Leica LAS V3.6). 

4.8.3 Ensaio de formação de túbulos capilares in vitro 

O MatrigelTM (BD-Biosciences®) é um composto comercial rico em proteínas 

de matriz extracelular que permite a formação de uma estrutura tridimensional. O 

potencial vasculogênico das CPE foi avaliado pelo ensaio de formação de túbulos 

capilares in vitro.   

Foram adicionados em uma placa de 24 poços 250µL de Matrigel por poço 

que foi acondicionada em estufa a 37ºC por 30 minutos para polimerizar. As células 

foram dissociadas e plaqueadas na concentração de 20.000 células/poço. A placa 

foi acondicionada em estufa a 37ºC com 5% de CO2 e 95% de ar umidificado. Os 

ensaios foram realizados em triplicata. O controle positivo foi realizado com células 

endoteliais provenientes da veia safena humana e o controle negativo com 

fibroblastos da linhagem L929. 

As observações foram realizadas nos tempos de 1, 3 e 24 horas em 

microscópio invertido (DMIL LED, Leica) acoplado a uma câmera digital com 

programa de captura e processamento de imagens (LAS V3.6, Leica). 

4.9 ENSAIOS PRÉ-CLÍNICOS  

4.9.1 Aspectos éticos nos cuidados com animais 

Todos os procedimentos seguiram, rigorosamente, a regulamentação 

existente sobre experimentação com animais do Comitê de Ética no Uso de Animais 
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(CEUA) da Pontifícia Universidade Católica do Paraná e obedecendo às disposições 

postuladas pelo Colégio Brasileiro de Experimentação Animal (COBEA). 

4.9.2 Desenho experimental 

 Foram utilizados 440 ratos machos (Rattus Norvegicus), da linhagem 

Wistar, adultos, com 4 meses de idade, pesando entre 350 a 400 gramas 

provenientes do biotério da Pontifícia Universidade Católica do Paraná. 

 A manipulação dos animais seguiu as diretrizes de Waynforth e Flecknell 

(1992) e, também, de Wolfensohn e Lloyd (1995), obedecendo às disposições 

postuladas pelo Colégio Brasileiro de Experimentação Animal (COBEA,1991) quanto 

à criação e ao uso de animais para atividade de ensino e pesquisa. 

Os animais foram alocados em gaiolas plásticas em grupos de cinco e 

mantidos em condição padrão de laboratório climatizado e com períodos 

claro/escuro de 12/12 horas durante toda a duração do experimento. Foi fornecida 

água ad libitum e ração padronizada para a espécie Nuvilab CR-1 (Nuvital). 

Os animais foram divididos em quatro grupos. O controle foi composto pelo 

grupo transplante de meio. Os grupos de tratamento foram compostos por três 

grupos: transplante de CTM; transplante de CPE e transplante de CTM + CPE. 

O grupo transplante de meio foi submetido a ligadura da artéria coronária 

descendente anterior esquerda, os animais com FE igual ou abaixo de 40% foram 

selecionados e receberam o transplante de 200µL de meio.  

Três tipos diferentes de tratamento foram testados e os grupos foram 

compostos da seguinte maneira: o grupo CTM foi submetido à ligadura da artéria 

coronária descendente anterior esquerda e os animais com FE igual ou abaixo de 

40% receberam o transplante de 2x106 CTM; o grupo CPE foi submetido à ligadura 

da artéria coronária descendente anterior esquerda e os animais com FE igual ou 

abaixo de 40% receberam o transplante de 2x106 CPE; o grupo CTM+CPE foi 

submetido à ligadura da artéria coronária descendente anterior esquerda e os 

animais com FE igual ou abaixo de 40% receberam o transplante de 1x106 CTM + 

1x106 CPE. 
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Figura 13 – Fluxograma da composição dos grupos.  

 

Fonte: a autora, 2012. 
Legenda: Grupo I (controle): Animais infartados tratados com meio; Grupo II (tratamento): Animais 
infartados tratados com CTM; Grupo III(tratamento): Animais infartados tratados com CPE e Grupo 
IV(tratamento): Animais infartados tratados com CTM+CPE. 
 
 
 
 
Figura 14 – Fluxograma dos ensaios pré-clínicos.  

 
Fonte: a autora, 2012. 
Legenda: Dia 0: Indução da miocardiopatia isquêmica; Dia 7: Avaliação ecocardiográfica pré-
transplante; Dia 9: Transplante e Dia 39: Avaliação ecocardiográfica pós-transplante. 
 
 

4.9.3 Indução da miocardiopatia isquêmica  

No pré-operatório foi fornecida ração padronizada e água ad libitum, até 2 

horas antes da anestesia. Os animais foram pesados antes de serem submetidos ao 

procedimento cirúrgico para calcular a dose da medicação anestésica. Os animais 

foram numerados e marcados na cauda com auxílio de caneta. 
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Os animais foram pré-medicados com analgésico opióide meperidina 20mg/kg 

associada a sulfato de atropina 40 µg/kg administrados por via intramuscular (IM) 10 

minutos antes da cirurgia. A indução anestésica foi feita por inalação de vapor de 

halotano em campânula de vidro fechada. O monitoramento foi realizado através da 

frequência respiratória, frequência cardíaca e presença de reflexos protetores 

(reflexo palpebral, reflexo fotooculomotor, reflexo podal e reflexo de deglutição).  

Os animais foram tricotomizados com o auxílio do aparelho de tricotomia 

(Andis AGI) com lâmina nº 40 na região dorsal. A cirurgia foi iniciada quando os 

animais ficaram em plano anestésico cirúrgico.  

Os animais foram posicionados sobre prancha rígida de madeira revestida por 

fórmica, forrada com campo cirúrgico, em decúbito dorsal, com os membros 

superiores estendidos fixados por esparadrapo e a cabeça alinhada ao tronco. Em 

seguida, foi realizada antissepsia da região dorsal com gaze embebida em solução 

alcoólica de glucanato de cloroxidina a 2%.  

A metodologia de indução à miocardiopatia isquêmica (MI) foi realizada 

conforme Johns e Olson (1954) (289) e Capriglione et al. (2012) (290). Foi realizada 

uma pequena toracotomia lateral esquerda entre o quinto e sexto espaço intercostal. 

Neste momento o animal recebeu ventilação pulmonar manual por meio de um 

respirador adaptado na narina. A anestesia foi mantida com o halotano administrado 

por meio de um tubo facial. Foi feita uma sutura em bolsa da pele e dos músculos da 

região, deixando o nó aberto até o término da cirurgia. Após a abertura, o coração foi 

exteriorizado manualmente e foi feita a ligadura da artéria descendente anterior com 

um fio de seda 4.0 por meio de um nó duplo entre a via de saída da artéria pulmonar 

e o átrio esquerdo. Em seguida, o coração foi reposicionado, a bolsa de sutura foi 

fechada e quando os animais apresentassem movimentos respiratórios espontâneos 

foi cessada a ventilação pulmonar manual (Figura 15).  
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Figura 15 – Principais etapas da indução da miocardiopatia isquêmica. 

Fonte: a autora, 2012. 
Legenda: (A) Posicionamento do animal em decúbito dorsal (B) Toracotomia lateral esquerda (C) 
Sutura em bolsa da pele e dos músculos (D) Sutura em bolsa (E) Exteriorização manual do coração 
(F) Passagem da agulha por trás da artéria coronária descendente anterior (G) Oclusão da artéria 
coronária descendente anterior (H) Reposicionamento do coração (I) Fechamento da sutura em 
bolsa. 

 

Após o período operatório, os animais foram acondicionados em mesa 

aquecida com máscara de oxigênio posicionada na face e foram observados pela 

condição clínica pós-cirúrgica e pós-anestésica. Após a completa recuperação, 

foram recolocados em suas caixas, alojados no biotério e mantidos com água e 

ração ad libitum.  

Durante todo o período pós-operatório foi realizada avaliação clinica diária 

dos animais, a fim de monitorar a evolução, bem como reforçar a numeração na 

cauda. A ferida cirúrgica foi limpa diariamente com auxílio de gaze e solução 

fisiológica 0,9% até completa cicatrização. Os animais receberam para controle da 

dor analgésico opióide morfina 2mg/kg duas vezes ao dia no pós-operatório imediato 

(24 horas), anti-inflamatório não esteroidal flunexim meglumine 2,5mg/kg duas vezes 
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ao dia durante 4 dias e antibiótico terapia com enrofloxacina 10mg/kg uma vez ao 

dia durante 4 dias via IM. 

4.9.4 Avaliação por ecocardiografia da função cardíaca ap ós a indução da 

miocardiopatia isquêmica  

 No sétimo dia após a indução da MI por ligadura da artéria descendente 

anterior foi realizada a avaliação ecocardiográfica pelo equipamento de 

ecocardiografia (SONOS 55, Agilent Technologies, Inc. Massachusetts, USA), com o 

uso de transdutores de alta frequência e alta resolução. 

 Os animais foram anestesiados via injeção intramuscular entre o músculo 

semitendinoso e semimembranoso no membro pélvico com cloridrato de ketamina 

(König) 50 mg/kg e cloridrato de xylazina 5 mg/kg. Foram recolocados nas caixas e 

acompanhado o estado anestésico sem que se observe qualquer reação do animal. 

 Após os animais foram tricotomizados com o auxílio do aparelho de tricotomia 

na região ventral do abdômen e do tórax e foram acondicionados na mesa. 

 Foi realizado o monitoramento dos animais nas derivações periféricas com três 

eletrodos pediátricos, obtendo-se a frequência cardíaca com visibilização 

cardioscópica.  

 O transdutor foi colocado na porção ântero-lateral esquerda da parede torácica, 

as imagens foram vistas em duas dimensões, e as câmaras ventriculares 

observadas em dois cortes, o transversal e o longitudinal.  

 Foram analisados os parâmetros: fração de ejeção (FE), volume diastólico final 

do ventrículo esquerdo (VDVE), volume sistólico final do ventrículo esquerdo 

(VSVE), área diastólica final do ventrículo esquerdo (ADVE) e área sistólica final do 

ventrículo esquerdo (ASVE) e o tipo de contratilidade nas paredes do ventrículo 

esquerdo (normal, hipocinesia, acinesia ou discinesia) em três ciclos cardíacos 

consecutivos. A imagem foi visualizada no monitor e registrada em fita videocassete 

(Figura 16).  

 A área do ventrículo esquerdo, o comprimento e o volume foram medidos pelo 

método de Simpson, utilizando o software do computador, tanto na sístole como na 

diástole, o comprimento sempre em seu maior eixo (da base para o ápex) e a área 

por delimitação das paredes do ventrículo esquerdo.  
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 Somente foram incluídos no estudo os animais que apresentaram FE menor 

que 40%, justamente para caracterizar disfunção ventricular.  

 Todas as medidas foram feitas no mesmo aparelho e foram realizadas três 

vezes pelo mesmo profissional, que desconhecia a procedência dos animais e os 

grupos experimentais aos quais eles pertenciam, sendo considerada a média como 

resultado final. 

Figura 16 – Análise ecocardiográfica.  

Fonte: a autora, 2012 
Legenda: (A) Visão geral do procedimento. (B) Animal no momento do exame (C) Imagem gerada. 

4.9.5 Transplante de células  

 A indução anestésica foi feita por inalação de vapor de halotano, conforme 

descrito anteriormente. O animal foi posicionado para receber a medicação pré-

anestésica via injeção intramuscular na face interna da pata direita de sulfato de 

atropina 40µg/kg, cloridrato de Petidina 10 mg/kg, cloridrato de cetamina 12,9 mg/kg 

e Diazepam 1,25 mg/kg.  

A intubação endotraqueal foi realizada sob visão direta com auxílio de cateter 

de látex. A partir dessa etapa, a ventilação do animal foi por via endotraqueal 

controlada em sistema de ventilação circular fechado (Harvard® Inc., Massachusetts, 

USA) com volume minuto de 150 mL/min e frequência respiratória de 60 a 80 ciclos 

por minuto.  
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 Foi realizada uma nova incisão da pele, seguida do divulsionamento dos 

músculos da região e toracotomia ântero-lateral no 3º espaço intercostal esquerdo. 

Após a colocação do afastador autostático, o coração foi exposto e foi visualizada a 

área infartada pela diferença na coloração, na contratilidade e com aspecto 

cicatricial. No centro desta área, foi realizada uma injeção de 2 x 106 células diluídas 

em 200 µL de meio de cultura IMDM, através de uma seringa de 1mL e agulha 

13x0,38. Em seguida, foi realizada a sutura da musculatura intercostal com fio 

cirúrgico de prolipopileno 5-0 e a pele com fio cirúrgico de Nylon 4-0 e o animal foi 

extubado (Figura 17). Os cuidados pós-cirúrgicos e pós-anestésicos foram os 

mesmos descritos para a miocardiopatia isquêmica, além da aplicação intramuscular 

de antibiótico. 

 
Figura 17 – Principais etapas do transplante. 

 
Fonte: a autora, 2012 
Legenda: (A) intubação endotraqueal (B) manutenção anestésica (C) incisão da pele (D) 
divulsionamento dos músculos da região (E) toracotomia ântero-lateral no 3º espaço intercostal 
esquerdo (F) exposição do coração (G) transplante (H) sutura (I) mesa aquecida. 
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4.9.6 Avaliação por ecocardiografia da função cardíaca ap ós o transplante  

Após 30 dias da realização do transplante a função cardíaca foi avaliada por 

ecocardiografia, onde foram analisados os mesmos parâmetros para o procedimento 

ecocardiográfico descrito anteriormente. 

4.9.7 Eutanásia  

No trigésimo dia pós-transplante, após a realização da avaliação 

ecocardiográfica, os animais foram submetidos à eutanásia por perfusão 

transcardíaca, onde os corações foram fixados e retirados para análise 

histopatológica. 

Os animais foram sedados via injeção intramuscular entre o músculo 

semitendinoso e semimembranoso no membro pélvico de cloridrato de ketamina 300 

mg/Kg e cloridrato de xylazina 30 mg/kg.  

O sistema de perfusão foi constituído por um banho de gelo no intuito de 

manter as soluções de perfusão refrigeradas, uma bomba peristáltica de 3 canais 

(Minipuls 3, Gilson Medical Electronics, França) e tubo peristáltico de PVC. 

O animal foi colocado em uma bandeja de inox, foi realizada uma nova 

incisão da pele, seguida do divulsionamento dos músculos da região e toracotomia 

ântero-lateral. O coração foi exposto e uma agulha de 13mm x 0,45mm foi inserida 

no ventrículo esquerdo.  

Primeiramente foi feita a infusão de 300 mL de solução isotônica de cloreto de 

sódio 0,9% por 10 minutos para remover o sangue, preservando ao máximo a 

estrutura dos vasos sanguíneos. O fluxo foi ajustado para 30 mL por minuto com 

rotação de 35 RPM. Em seguida foi realizada perfusão de 300 mL da solução de 

paraformaldeído a 4% diluído em tampão fosfato por 15 minutos que proporcionou a 

fixação dos tecidos. O fluxo foi ajustado para 20 mL por minuto com rotação de 32 

RPM. Após a finalização do procedimento o coração foi cuidadosamente removido 

do tórax com auxílio de tesoura e pinça e foi acondicionado em tubo com solução de 

formol a 10% (Figura 18). 
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Figura 18 – Eutanásia por perfusão transcardíaca.  

 

Fonte: a autora, 2012. 
Legenda: (A) Visão geral do procedimento (B) Aspecto do coração antes da perfusão. Seta azul: nó 
cirúrgico da oclusão; seta branca: área infartada. (C) Aspecto do coração durante a perfusão (D) 
Aspecto do coração após o procedimento de perfusão. 
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Tabela 6 – Relação da medicação utilizada nos procedimentos de indução da miocardiopatia 
isquêmica, ecocardiografia pré e pós-transplante, transplante e eutanásia. 

Procedimento Etapa Medicamento Função Dose/via Temp o 
Medicação pré-

anestésica 
Meperidina Analgésico opióide 10 mg/kg/IM - 

Medicação pré-
anestésica 

Sulfato de 
atropina 

Inibir estimulação vagal 
e bradicardia, reduzir 

secreções 
traqueobrônquica, 
broncodilatação 

 

40 µg/kg/IM - 

Indução e manutenção 
anestésica 

Halotano Anestésico Geral 
Inalatória 

Conforme 
necessidade para 

obter plano 
anestésico-cirúrgico 

- 

Analgesia pós-
operatória 

Morfina Analgésico opióide 3 mg/kg/SC 8 horas por 
48 horas 

Analgesia pós-
operatória 

Flunexim 
meglumine 

Anti-inflamatório, 
analgesia 

2,5 mg/kg/SC 12 horas 
por 48 
horas 

Indução do Infarto 
do Miocárdio 

 

Antibióticoterapia Enrofloxacina Antibiótico 10 mg/kg/IM uma vez 
ao dia por 

4 dias 
Sedação Cloridrato de 

ketamina 
Contenção química 50 mg/kg/IM - Ecocardiografia 

Pré e Pós-
Transplante Sedação Cloridrato de 

xylazina 
Contenção química 5 mg/kg/IM - 

Medicação pré-
anestésica 

Sulfato de 
atropina 

Inibir estimulação vagal 
e bradicardia, reduzir 

secreções 
traqueobrônquica, 
broncodilatação 

 

40 µg/kg/IM - 

Medicação pré-
anestésica 

Meperidina Analgésico opióide 10 mg/kg/IM - 

Medicação pré-
anestésica 

Cloridrato de 
cetamina 

Anestesia dissociativa, 
analgesia; 

12,5 mg/kg/IP - 

Medicação pré-
anestésica 

Diazepam Ansiolítico, 
tranquilizante, 

miorrelaxante, amnésia 

1,25 mg/kg/IP - 

Indução e manutenção 
anestésica 

Halotano Anestésico Geral 
Inalatória 

Conforme 
necessidade para 

obter plano 
anestésico-cirúrgico 

- 

Analgesia pós-
operatória 

Flunexim 
meglumine 

Anti-inflamatório, 
analgesia 

2,5 mg/kg a cada 12 
horas por 
48 horas 

Morfina Analgésico 
opióide 

Analgesia pós-
operatória 

3 mg/kg/SC a cada 8 
horas por 
48 horas 

Transplante 

Antibióticoterapia Enrofloxacina Antibiótico 10 mg/kg/IM uma vez 
ao dia por 

4 dias 
Anestesia Cloridrato de 

ketamina 
Plano anestésico 

profundo 
300 mg/kg/IM - 

Anestesia Cloridrato de 
xylazina 

Plano anestésico 
profundo 

30 mg/kg/IM - 

Promover total 
inconsiência 

Halotano Plano anestésico 
profundo 

Administração até 
assistole 

- 
Eutanásia 

Assitole Cloridrato de 
Potássio 

Inibi a despolarização 
celular 

2 mL/IP - 
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4.10 ANÁLISE HISTOLÓGICA  

 Após a realização da fixação por perfusão de paraformaldeído, os corações 

foram clivados com o auxílio de uma navalha de aço em quatro partes por cortes 

paralelos da base ao ápice. Os cortes foram acondicionados em cassetes para 

histologia.  

 O processamento histológico foi realizado pelo Laboratório de Patologia 

Experimental da PUCPR. O processamento foi realizado no equipamento 

histotécnico (Leica TP1020) onde foi realizada a desidratação dos tecidos em banho 

de álcool 70º, álcool 80º e álcool 90º. Em seguida foi realizado o processo de 

diafanização em três banhos de xilol. Em seguida foram realizadas três trocas de 

parafina líquida aquecida a 65°C. Para confeccionar  o bloco de parafina utilizou-se o 

equipamento Inclusor (Leica EG1160). Após a inclusão foi realizada a microtomia 

dos blocos no micrótomo (Leica RM2145). Os cortes histológicos foram seccionados 

com espessura entre 4 e 5 micras, colocados em banho histológico a 50°C, 

posicionados na lâmina, que foram secadas em estufa a 60°C por uma hora. 

 

Figura 19 – Blocos de parafina contendo os fragmentos do coração. 

 
Fonte: a autora, 2012 

 

As lâminas foram usadas para verificar, comprovar a extensão do infarto e 

comparar os resultados obtidos na área infartada dos grupos quanto a deposição de 

colágeno no tecido isquêmico. 

 

4.10.1 Hematoxilina-Eosina 

Os cortes corados pelo hematoxilina-eosina foram usados para identificação 

da área afetada com ou sem afilamento de suas paredes ou até mesmo hipertrofia 
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compensatória. Os núcleos foram corados em azul e o citoplasma, as fibras 

colágenas e elásticas em rosa. 

4.10.2 Tricrômio de Masson 

Os cortes corados com Tricrômio de Masson foram utilizados para 

identificação da região infartada por sua especificidade para observação do 

colágeno. A área do infarto nos diferentes grupos experimentais foi calculada em 

cortes submetidos à coloração de tricrômio de masson e definida como porcentagem 

do ventrículo esquerdo positivo para marcação de colágeno, indicando a presença e 

a extensão de zona cicatricial em relação à área total do ventrículo esquerdo. A 

coloração das lâminas em tricrômio de Masson foi feita conforme metodologia do 

fabricante (EasyPath®). Resumidamente, as lâminas foram desparafinizadas em 

xilol, em seguida foram hidratadas em álcool e lavadas com água destilada. O corte 

foi coberto com hematoxilina de Weigert por 10 minutos, a lâmina foi lavada e foi 

adicionado ácido pícrico por 6 minutos. A lâmina foi lavada e foi adicionado Fucsina 

por 4 minutos. A lâmina foi novamente lavada e foi adicionado ácido fosfomolíbdica 

por 5 minutos, seguida da solução de azul de anilina. Após, as lâminas foram 

lavadas, desidratadas em série de álcool ascendente até o xilol e montadas com 

meio de montagem e lamínula. As fibras colágenas foram coradas em azul e o 

restante do tecido em vermelho. 

 

4.10.3 Picrossírius red 

 Para a quantificação dos diferentes tipos de colágeno foi utilizado a coloração 

de Picrosirius Red, um composto aniônico que distingue a espessura e densidade 

das fibras de colágeno pela coloração emitida sob a luz polarizada. Enquanto as 

fibras finas dissociadas típicas do colágeno tipo III são esverdeadas, as fibras mais 

grossas fortemente associadas do colágeno tipo I emitem cores com comprimento 

de ondas maiores, como vermelho e amarelo (291, 292). 

 A coloração das lâminas em picrosírius red foi feita conforme metodologia do 

fabricante (EasyPath®). Resumidamente, as lâminas foram posicionadas em berço 

de coloração e submetidas aos processos de desparafinização em xilol, em seguida 

foram hidratadas em álcool e lavadas com água destilada. O corte foi coberto com a 
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coloração de picrosírius por 1 hora. Em seguida as lâminas foram lavadas e foi 

adicionado hematoxilina de Carrazzi por 4 minutos. Após, as lâminas foram lavadas, 

desidratadas em série de álcool ascendente até o xilol e montadas com meio de 

montagem e lamínula.  

 As lâminas foram avaliadas sob microscopia de luz normal e luz polarizada em 

microscópio optico com objetiva de 20 vezes (Olympus®). Após a observação do 

campo na área da lâmina corada pelo Picrosirius red foi realizada a polarização para 

quantificação de colágeno, assim como sua classificação quanto à maturação. 

Realizou-se a análise das imagens por morfometria mediante o aplicativo Image Pro-

Plus versão 4.5 para Windows (RGB), em computador da linha Pentium III 733MHz. 

Nesse programa foi possível identificar o tipo de colágeno baseado em cores. 

Vermelho e amarelo correspondem a colágeno tipo I (maduro), enquanto o verde 

corresponde ao colágeno tipo III (imaturo). De cada lâmina corada em Picrosirius 

Red foram obtidas 10 imagens digitalizadas em microscópio de luz com objetiva 

planacromática de 20x, utilizando-se de filtros de luz polarizada e em campo claro. A 

quantidade de fibras avermelhadas, amareladas e esverdeadas presentes nos 

cortes histológicos permitiu a realização do cálculo do percentual da área do campo 

examinado ocupada por estas fibras. O valor de colágeno total correspondeu à soma 

dos valores das áreas vermelhas, amarelas e verdes. A análise das imagens obtidas 

em campo claro possibilitou o cálculo da quantidade total de colágeno presente no 

tecido cardíaco. 

 

4.11 LOCALIZAÇÃO DAS CÉLULAS TRANSPLANTADAS POR HIBRIDIZAÇÃO 

IN SITU POR FLUORESCÊNCIA  

A localização das células transplantadas foi realizada por meio da técnica de 

FISH (do inglês fluorescence in situ hibridization) que detecta sequências 

específicas de ácidos nucléicos em cromossomos, células e tecidos 

morfologicamente preservados, utilizando sonda de DNA marcada com 

fluorescência. A sonda de DNA reconhecerá e se hibridizará com sua sequência 

complementar no cromossomo das células humanas. 
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O protocolo para realização do FISH foi realizado com adaptações ao 

preconizado pelo fabricante da sonda, bem como pelo proposto por Henegariu (293, 

294). 

Foram realizados cortes de 3 a 5 µm em lâminas silanizadas. As lâminas 

ficaram 2 horas na estufa a 60ºC para ajudar a fixar o corte. Foi realizada a 

desparafinização em banho com xilol por 15 minutos, seguido por banho em solução 

de xilol / álcool absoluto por 10 minutos e por último banho com álcool absoluto por 

10 minutos a temperatura ambiente. A digestão enzimática do tecido foi realizada 

em banho com a solução de proteinase K a 50ºC por 25 minutos. Após a lâmina foi 

lavada em PBS por 3 minutos e foi desidratada com álcool 70% por 5 minutos e com 

álcool absoluto por 5 minutos a temperatura ambiente. Foi adicionado 10µL da 

sonda pan-centromérica humana em vermelho (Kreatech KBI-20000R) na área de 

interesse e a co-desnaturação foi realizada em banho-maria a 90ºC por 10 minutos. 

As lâminas foram acondicionadas em hibridizador a 37ºC overnight. Durante esse 

período, a sonda ligou-se à região alvo do cromossomo e ocorreu a hibridização. 

Após a hibridização a lâmina foi colocada em banho-maria a 73ºC por 2 minutos em 

solução de 2xSSC + 0,3 de igepal. As lavagens pós-hibridização foram realizadas 

em solução 2xSSC + 0,1 de igepal a temperatura ambiente para retirar o excesso de 

sonda. A contra coloração foi feita com DAPI por 10 minutos. Após, as lâminas 

foram lavadas com 2x água destilada, centrifugadas a 438g por 10 minutos e a 

montagem foi feita com meio de montagem e uma lamínula retangular.  

As lâminas foram analisadas em microscópio de fluorescência (Leica 

DM4000) acoplado a uma câmera digital com programa de captura e processamento 

de imagens (Leica LAS AF). 

 

4.12 ANÁLISE DAS PROTEÍNAS ANGIOGÊNICAS NO SANGUE PERIFÉRICO 

POR ARRANJOS DE ANTICORPOS  

A presença de fatores de crescimento e citocinas angiogênicas humanas no 

sangue periférico dos animais transplantados foi analisada por meio de arranjo de 

anticorpos (RayBio™Raybiotech). O controle negativo foi feito com o sangue 

periférico de animais sadios e o controle positivo com o sangue periférico humano. 
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Resumidamente, as membranas foram bloqueadas por 30 min em uma 

solução contendo 5% de BSA, 0,01 M de Tris com 0,15M NaCl (pH7,6). Em seguida 

foram incubadas por 2h com 1mL do soro em temperatura ambiente. Após lavagem, 

as membranas foram incubadas por 15h com anticorpos anti-citocinas e anti-fatores 

de crescimento conjugados a biotina à 4ºC. As membranas foram novamente 

lavadas e incubadas por 2h com estreptavidina conjugada com peroxidase em 

temperatura ambiente. Mais uma vez foram repetidas as etapas de lavagem e em 

seguida as membranas foram incubadas com 1mL de reagente de detecção 

(preparado com volumes iguais de buffer de detecção A e B) por 5-10 min. Em 

seguida, as membranas foram expostas ao filme Kodak x-omat (Kodak®) para 

revelação dos spots (Figura 20). 

As análises da expressão foi realizada pelo programa de análise de Imagem 

ImageJ® (National Institutes of Health, Bethesda, MD, EUA). 

Para a análise e normalização dos resultados, as membranas possuem spots 

correspondentes a controles positivos, controles negativos e spots “vazios” para 

determinar os valores de background. 

Os filmes foram escaneados e as imagens em TIFF foram copiadas para um 

software (ScanAlyze versão 2,5- www.graphics.stanford.edu/software/scanalyze) que 

mede a intensidade dos spots. 

Os valores das intensidades dos spots foram importados do ScanAnalyze 

para o software de análise fornecido pelo próprio fabricante dos arranjos (Raybio® 

Analyzis Tool Software). 

Os dados foram alinhados de acordo com o mapa, e os cálculos realizados 

pelo software consistem em subtrair os valores de backgrounds e calcular em 

relação à média do controle positivo. 
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Figura 20 – Principais etapas da metodologia de arranjo de anticorpos. 

 

Fonte: RayBiotech™. Adaptado de: http://www.raybiotech.com/manual/antibody%20array/AAH-ANG-

G.pdf 

4.13 ANÁLISE ESTATÍSTICA 

Os resultados obtidos no estudo foram expressos por médias, medianas, 

valores mínimos, valores máximos e desvios padrões. Para a comparação dos 

grupos em relação às variáveis quantitativas avaliadas no momento pré, foi 

considerado o modelo de análise de variância com um fator (ANOVA). Para as 

comparações dos grupos em relação às avaliações pós e em relação às diferenças 

ocorridas entre pré e pós, foi usado o modelo de análise de covariância (ANCOVA) 

incluindo a avaliação pré como covariável. Para a comparação dos momentos de 

avaliação pré e pós, foi usado o teste t de Student para amostras pareadas. Valores 

de p<0,05 indicaram significância estatística. Os dados foram analisados com o 

programa computacional Statistica v.8.0. 
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5 RESULTADOS 

5.1 COLETA DE SANGUE E CORDÃO UMBILICAL HUMANO  

Foram coletados 37 cordões umbilicais. Para estabelecer o protocolo do 

isolamento de CPE e CTM foram utilizados 12 cordões. Dois cordões foram 

descartados por baixo volume, totalizando 23 utilizados para a realização dos 

experimentos.  

O comprimento dos segmentos coletados foi, em média, 21,10 ± 4,52 

centímetros. A idade média das doadoras foi de 31±7,01 anos. O SCUh foi coletado 

no volume médio de 94,4 ± 42,30 mL. 

 

Tabela 7 – Dados da coleta de CUh e SCUh. 

Nº Cordão Doadora Tamanho (cm) Volume (mL) 
13 MGPB 17 45 
14 MGPB 16 40 
15 BCS 21 120 
17 DSL 19 90 
18 KRL 19 90 
19 RMD 17 90 
20 RSA 21 150 
21 ACFP 22 170 
22 PFS 27 142,5 
24 VGS 21 165 
25 DRD 20 82 
26 RA 27 177 
27 DM 25 75 
28 MASM 15 116 
29 AGP 18 60 
30 GAR 31 69 
31 APA 11,5 44 
32 SAO 21 41 
33 ACEC 20 81 
34 MTSC 24 116 
35 SR 26 90 
36 DFS 26 92,5 
37 EAM 21 119 

Legenda: cm = centímetro; mL = mililitro. 
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5.2 ISOLAMENTO DE CÉLULAS MONONUCLEARES PROVENIENTES DO 

SANGUE DE CORDÃO UMBILICAL HUMANO 

O processamento foi iniciado em, no máximo, 12 horas após a coleta. As 

células mononucleares foram obtidas do SCUh. Foram realizados 23 isolamentos 

que resultaram em média 26,74x106±19 células mononucleares. 

 

Tabela 8 – Dados dos isolamentos de células mononucleares provenientes do SCUh. 

Nº Cordão Nº de Células x10 6 
13 3,4 
14 1,8 
15 64 
17 41 
18 18,5 
19 70 
20 21 
21 25 
22 10,5 
24 17,7 
25 44,5 
26 6,5 
27 48 
28 12,25 
29 35,25 
30 12,5 
31 28 
32 25,5 
33 48,5 
34 28 
35 13,5 
36 34,25  
37 13 
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5.3 ISOLAMENTO DE CÉLULAS PROGENITORAS ENDOTELIAIS 

PROVENIENTES DO SANGUE DE CORDÃO UMBILICAL HUMANO 

Após obter a fração de células mononucleares foi iniciado o isolamento de 

células 133+ que resultou em média 17,26x105±19,67. 

 

Tabela 9 – Dados dos isolamentos de células 133+ provenientes do SCUh. 

Nº Cordão Nº de Células 133 + x105 
13 2,3 
14 2,2 
15 62,5 
17 32,5 
18 5 
19 37,5 
20 7,6 
21 15 
22 5 
24 6,5 
25 27,5 
26 2 
27 20 
28 7 
29 10 
30 5 
31 12,5 
32 14 
33 16,5 
34 8 
35 6 
36 80 
37 12,5 

 

 

Testou-se a hipótese nula de que não existe correlação entre as duas 

variáveis avaliadas, versus a hipótese alternativa de que existe correlação. Os 

resultados são apresentados na tabela abaixo. 

 

Tabela 10 – Análise da correlação das variáveis do isolamento das células provenientes do SCUh. 
 n Coeficiente de correlação 

de Spearman 
Valor de 

p 
Volume (mL) X Nº de Células mononucleares (x106) 23 -0,07 0,761 

Volume (mL) X Nº de Células 133+ (x105) 23 0,00 0,998 
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5.4 ISOLAMENTO DE CÉLULAS-TRONCO MESENQUIMAIS DA GELÉIA DE 

WHARTON PROVENIENTES DO CORDÃO UMBILICAL HUMANO 

Foram obtidas, em média, 2,9 gramas da GW e foram isoladas, em média, 

5,26 x106 células. Para cada grama de GW foram obtidas, em média, 1,8 x106 

células. 

 

Tabela 11 – Dados dos isolamentos de CTM provenientes do CUh. 
Nº Cordão Peso da GW (g) Nº de Células x106 

13 3,99 1,35 
14 2,62 0,9 
15 2,187 0,7 
17 18 2,0 
18 2,764 1,7 
19 1,679 1,9 
20 2,262 2,1 
21 0,825 0,5 
22 2,626 1,5 
24 0,98 0,82 
25 2,339 4,5 
26 3,961 6,0 
27 1,45 1,7 
28 2,1 3,7 
29 1,877 3,5 
30 1,569 10 
31 0,68 7,2 
32 2,064 16 
33 4,494 4,0 
34 1,913 11 
35 2,682 7,5 
36 1,184 27,25 
37 1,648 5,75  

Legenda: g = grama 

 

Testou-se a hipótese nula de que não existe correlação entre as duas 

variáveis avaliadas, versus a hipótese alternativa de que existe correlação. Os 

resultados são apresentados na tabela abaixo. 

 

Tabela 12 – Análise da correlação das variáveis do isolamento das células provenientes do CUh. 
 n Coeficiente de correlação de 

Spearman 
Valor de 

p 
Tamanho (cm)  x  Peso da GW (g) 23 -0,11 0,621 

Tamanho (cm)  x  Nº de Células (x106) 23 0,27 0,217 

Legenda: g = grama; cm = centímetro 
 

 



 
 

87 

5.5 CARACTERIZAÇÃO CELULAR 

5.5.1 Análise morfológica das células progenitoras endote liais 

Após 24 horas do plaqueamento foram visualizadas pequenas colônias 

aderidas ao fundo do frasco de cultura (Figura 21A e 21B). No sexto dia já foi 

possível identificar colônias com características de células endoteliais (Figura 21C e 

21D). No 15º dia, quando as células estavam confluentes, apresentaram morfologia 

poligonal característica de cobblestone ou “calçada de petit-pavé” em passagem 0 

(P0) (Figura 21E e 21F). 

Figura 21 – Fotomicrografia de contraste de fase da cultura primária de CPE derivadas do SCUh. 

 
Legenda: Morfologia celular das células aderentes após o isolamento no 1º dia (A e B), no 6º dia (C e 
D) e no 15º dia (E e F). As setas indicam as colônias formadas no início do cultivo. As 
fotomicrografias são de uma área representativa dos frascos de cultivo. Barra da escala (A, C e E) = 
500µm; Barra da escala (B, D e F) = 200µm. 
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5.5.2 Análise morfológica das células-tronco mesenquimais  

Após 24 horas do plaqueamento poucas células estavam aderidas e havia 

presença de debris celulares devido ao processo de isolamento (Figura 22 A e B), 

no 6º dia o cultivo apresentou um aspecto homogeneo (Figura 22 C e D), e no 15º 

dia o cultivo atingiu 90% de confluência (Figura 22 E e F). As células aderentes 

apresentaram morfologia fibroblastoide, semelhantes as CTM de MO em passagem 

0 (P0). 

 
Figura 22 – Fotomicrografia de contraste de fase da cultura primária de células-tronco mesenquimais 
derivadas da geleia de Wharton do CUh.  

 

Legenda: Morfologia celular das células aderentes após o isolamento no 1º dia (A e B), no 6º dia (C e 
D) e no 15º dia (E e F). As fotomicrografias são de uma área representativa dos frascos de cultivo. 
Barra da escala (A, C e E) = 500µm; Barra da escala (B, D e F) = 200µm. 
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5.5.3 Imunofenotipagem de CPE e CTM 

As CPE e as CTM cultivadas foram analisadas por citometria de fluxo para 

quantificar a expressão de antígenos de superfície. Foram realizados 5 

experimentos independentes na P3 para as CTM e 3 experimentos independentes 

na P3 para as CPE. Para cada análise foram adquiridos 100.000 eventos. 

Os resultados obtidos por citometria de fluxo estão expressos em percentual 

da média de células positivas para cada anticorpo (Tabela 13 e 14). A viabilidade 

das células analisadas pelo corante vital 7AAD foi de 94,95% para as CTM e 91,7% 

para as CPE. 

 O padrão de expressão das células obtidas do SCUh e do CUh sugere a 

presença de células com imunofenótipos de populações CE e CTM. 

 

Tabela 13 – Perfil imunofenotípico das CTM da GW analisado por citometria de fluxo. 
Marcador Cordão 19 Cordão 27 Cordão 25 Cordão 15 Co rdão 11 Média 

CD 14 0,013 1,08 2,46 0,057 0,052 0,7324 
CD 34 1,32 0,15 0,19 2,67 5,66 1,998 
CD 44 87 96,4 73,9 95,2 94,5 89,4 
CD 45 0,049 5 13,7 0,13 2,53 4,2818 
CD 73 98,8 99 98,5 98 99,1 98,68 
CD 90 99,6 96,8 91,4 99,5 99,9 97,44 

CD 106 30,6 0,2 11,2 4,9 56,9 20,76 
CD 19 2,46 0,24 0,1 4,13 0,59 1,504 

CD 105 99,7 - - 98,3 95,7 97,9 
CD 117 65,6 99,8 99,9 0,66 1,06 53,404 
HLADR 0,58 0,073 0,19 0,66 1,38 0,5766 
7AAD 2,62 3,6 8,6 5,47 4,94 5,046 
CD 29 97,5 98,7 97,3 98 98 97,9 
CD 31 0,49 0,37 0,049 0,39 1,26 0,5118 

CD 166 99,1 89,4 87,6 95 96,7 93,56 
Legenda: Valores expressos em percentual.  
 
Tabela 14 – Perfil imunofenotípico das CPE do SCUh analisado por citometria de fluxo. 

Marcador Cordão 19 Cordão 27 Cordão 25 Média 
CD 106 6,97 19,7 12,3 12,99 
CD 117 4,43 11,9 5,32 7,21 
CD 144 5,34 4,55 5,6 5,16 
CD 201 10,9 44,8 75,4 43,7 
CD 31 70,2 55,4 61,2 62,26 

CD 105 97,6 99,8 99,2 98,86 
CD 166 62,8 62,9 75,3 67 
CD 309 1,33 1,48 4,38 2,39 
CD 29 87,3 97 98,5 94,26 

CD 146 71,3 88,6 92,4 84,1 
7AAD 10,7 9,73 4,49 8,30 
CD 34 0,27 7,4 24,8 10,82 
CD 45 1,17 - 0,56 0,865 

CD 133 1,70 8,41 6,51 5,54 
CD 44 - 0,41 - 0,41 

Legenda: Valores expressos em percentual.  
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Gráfico 1 – Quantificação por amostra da expressão em percentual de moléculas presentes nas CTM 
da GW por imunofenotipagem. 

 
Legenda: Valores expressos em percentual 
 
 
Gráfico 2 – Quantificação média da expressão em percentual de moléculas presentes nas CTM da 
GW por imunofenotipagem. 

 
Legenda: Valores expressos em percentual  
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Gráfico 3 – Quantificação por amostra da expressão em percentual de moléculas presentes nas CPE 
por imunofenotipagem. 

 
Legenda: Valores expressos em percentual  
 

Gráfico 4 – Quantificação média da expressão em percentual de moléculas presentes nas CPE por 
imunofenotipagem. 

 
Legenda: Valores expressos em percentual  
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5.5.4 Imunofluorescência indireta de CPE 

A imunofluorescência indireta com dupla marcação demonstrou que as CPE 

obtidas do SCUh apresentam o fator de Von Willebrand e a molécula de adesão das 

células endoteliais e plaquetárias (CD31). A reação com o anticorpo primário 

monoclonal de coelho anti-Von Willebrand humano foi evidenciada por meio do 

anticorpo secundário ligado à molécula fluorescente FITC. A reação com o anticorpo 

primário monoclonal de camundongo anti-CD31 humano foi evidenciada por meio do 

anticorpo secundário Texas Red X.  Os núcleos foram corados com DAPI. O controle 

negativo desta reação foi realizado com a incubação de apenas o anticorpo 

secundário, sem a incubação com o anticorpo primário. Desta maneira verificou-se 

que a reação do anticorpo secundário não é inespecífica, pois apenas os núcleos 

foram corados. 

Figura 23 – Imunofluorescência indireta com dupla marcação para vWF e CD31 de células 
progenitoras endoteliais de sangue de cordão umbilical humano em cultura.  

 
Legenda: (A) vWF FITC (B) CD31 Texas Red (C) vWF+CD31+DAPI (D) Detalhe. Barra da escala= 

10µm. 
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A imunofluorescência indireta com dupla marcação demonstrou que as CPE 

obtidas do SCUh apresentam a molécula de adesão das células endoteliais e 

plaquetárias (CD31). A reação com o anticorpo primário monoclonal de coelho anti-

CD 31 humano foi evidenciada por meio do anticorpo secundário ligado a molécula 

fluorescente FITC. A reação com o anticorpo primário monoclonal de camundongo 

anti-VEGF humano foi evidenciada por meio do anticorpo secundário Texas Red X.  

Os núcleos foram corados com DAPI. O controle negativo desta reação foi realizado 

com a incubação de apenas o anticorpo secundário, sem a incubação com o 

anticorpo primário. Desta maneira verificou-se que a reação do anticorpo secundário 

não é inespecífica, pois apenas os núcleos foram corados. 

 
 
Figura 24 – Imunofluorescência indireta com dupla marcação de células progenitoras endoteliais de 
sangue de cordão umbilical humano em cultura.  

   

 
Legenda: (A) CD31; (B) VEGF e (C) CD31 + VEGF + DAPI (D) Detalhe. Barra da escala = 50µm. 
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5.5.5 Dupla marcação fluorescente direta de CPE com UEA-1 -FITC e DIL-

ACLDL 

As CPE foram avaliadas funcionalmente pela capacidade de internalização de 

Dil-acLDL e ligação a UEA-1-FITC. Todas as células aderentes foram positivas para 

dupla marcação pela absorção de Dil-acLDL e pela ligação a UEA-1-FITC. Os 

núcleos foram corados com DAPI. 

 

Figura 25 – Dupla marcação positiva CPE para UEA-1-FITC e Dil-acLDL. 
 

 
Legenda: (A) UEA-1 FITC; (B) Dil-acLDL TRITC e (C) UEA-1 + Dil-acLDL + DAPI (D) Detalhe. 
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5.5.6 Imunofluorescência indireta de CTM 

A imunofluorescência indireta demonstrou que as CTM obtidas de CUh são 

positivas para vimentina e CD105. Os núcleos foram corados com DAPI. O controle 

negativo desta reação foi realizado com a incubação de apenas o anticorpo 

secundário, sem a incubação com o anticorpo primário. Desta maneira verificou-se 

que a reação do anticorpo secundário não é inespecífica, pois apenas os núcleos 

foram corados. 

 
 
Figura 26 – Imunofluorescência indireta para vimentina e CD105 de CTM em cultura.  

 
Legenda: (A) Vimentina (B) CD105 (C e D) controle negativo. Barra da escala = 20µm. 
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5.6 CARACTERIZAÇÃO FUNCIONAL 

5.6.1 Ensaios de diferenciação adipogênica, osteogênica e  condrogênica 

As CTM provenientes da GW apresentaram potencial de diferenciação em 

adipócitos, osteoblastos e condrócitos com características morfológicas típicas de 

células especializadas quando tratadas por 21 dias com meio indutor na 3ª 

passagem. O controle positivo destes ensaios foi feito com CTM provenientes da MO 

humana. Foi detectada a diferenciação adipogênica das CTM pela coloração Oil Red 

O que evidencia os vacúolos de gordura. A diferenciação osteogênica das CTM foi 

detectada pela observação de depósitos de cálcio nas culturas, através da coloração 

com Alizarina Red S. Os condroblastos secretam uma matriz extracelular rica em 

glicosaminoglicanos sulfatados, que foram corados com Azul de Toluidina. 

 
Figura 27 – Ensaios de Diferenciação Adipogênica, Osteogênica e Condrogênica. 

 
Legenda: (A) CTM coradas em corante Oil Red O, (B) CTM coradas em Alizarina Red S, (C) CTM 
coradas em Azul de Toluidina, (D, E, F) Controles negativos, (G, H, I) Controles positivos. Barra da 
escala = 20µm. 
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5.6.2 Ensaio de formação de túbulos capilares in vitro 

O ensaio de formação de túbulos capilares permitiu verificar a habilidade das 

células progenitoras endoteliais provenientes do SCUh formarem estruturas com 

características de vasos sanguíneos em matriz tridimensional. 

 Foram realizados intervalos de observação de 1, 3 e 24 horas. Com 1 hora 

foi possível verificar estruturas com características de túbulos capilares. Com 3 

horas de observação os túbulos capilares foram formados e permaneceram até as 

24 horas de observação. Nos 3 experimentos realizados foram obtidos os mesmos 

resultados. As células endoteliais (CE) obtidas de veia safena humana foram 

utilizadas como controle positivo e a linhagem de fibroblastos L929 foi utilizada como 

controle negativo. 

 

Figura 28 – Ensaio de formação de túbulos capilares. Barra da escala= 500µm. 

 
Legenda: (A) CPE em 1 hora, (B) CE em 1 hora, (C) L929 em 1 hora, (D) CPE em 3 horas, (E) CE em 
3 horas, (F) L929 em 3 horas, (G) CPE em 24 horas, (H) CE em 24 horas, (I) L929 em 24 horas. 
Barra da escala = 500µm. 
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5.7 ENSAIOS PRÉ-CLÍNICOS 

5.7.1 Indução da miocardiopatia isquêmica 

Foram utilizados 440 animais para o procedimento de indução da MI. O peso 

médio dos animais foi de 361,21 ± 8,03 gramas. A duração do procedimento foi de 

4,16±0,42 minutos. A isquemia foi confirmada pela rápida mudança de coloração e 

acinesia na região. O tempo de recuperação no pós-operatório imediato foi 

10,37±4,34 minutos. A taxa de mortalidade durante o procedimento foi de 30%, no 

pós-cirúrgico 15,90% e após 24 horas 3,64%, totalizando 218 óbitos. 

5.7.2 Avaliação por ecocardiografia da função cardíaca ap ós a indução da 

miocardiopatia isquêmica 

Foi realizada a avaliação ecocardiográfica em 222 animais, destes 62 

apresentaram FE igual ou abaixo de 40% e foram randomizados entre os seguintes 

grupos: 

• Transplante Meio: N = 18 

• CTM: N = 17 

• CPE: N = 13 

• CTM+CPE: N = 14 

 

A taxa de efetividade da indução da MI com fração de ejeção igual ou abaixo 

de 40% foi de 27,93%. 

 

Tabela 15 – Média das variáveis ecocardiográficas no 7º dia após indução da MI. 

Grupo N ADF1 VDF1 ASF1 VSF1 FEVE1 

Transplante Meio 18 1,27978 0,78800 1,05002 0,56387 27,95333 

CTM 17 1,3227 0,8675 1,0887 0,6509 26,2100 

CPE 13 1,2403 0,7672 0,9590 0,5133 32,4167 

CTM+CPE 14 1,2427 0,7757 0,9661 0,5361 32,8633 

Legenda: ADF1: área diastólica final; VDF1: volume diastólico final; ASF1: área sistólica final; VSF1: 
volume sistólico final; FEVE1: fração de ejeção do ventrículo esquerdo. 
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5.7.3 Transplante de células 

O transplante de células foi realizado no nono dia após a indução da MI em 

62 animais, sendo 18 para o grupo transplante de meio, 17 para o grupo CTM, 13 

animais para o grupo CPE e 14 animais para o grupo CTM+CPE. A duração do 

procedimento foi de 19,8±1,71 minutos e o tempo de recuperação no pós-operatório 

imediato foi 3,85±3,75 minutos. A taxa de mortalidade durante ou após o transplante 

foi de 27,41%, sendo 7 animais para o grupo CTM, 3 animais para o grupo CPE, 4 

animais para o grupo CTM+CPE e 3 animais para o grupo transplante de meio. Os 

grupos finalizaram o estudo com os seguintes números de animais: 

• Transplante Meio: N = 15 

• CTM: N = 10 

• CPE: N = 10 

• CTM+CPE: N = 10 

5.7.4 Avaliação por ecocardiografia da função cardíaca ap ós 30 dias do 

transplante 

Foi realizada a segunda avaliação ecocardiográfica em 45 animais após 30 

dias do transplante. 

 

Tabela 16 – Média das variáveis ecocardiográficas no 30º dia após o transplante. 

Grupo N ADF2 VDF2 ASF2 VSF2 FEVE2 

Transplante Meio 15 1,45422 1,02113 1,19371 0,74927 27,71556 

CTM 10 1,3640 0,9249 1,0065 0,5910 37,9833 

CPE 10 1,3530 0,9018 0,9673 0,5408 40,3267 

CTM+CPE 10 1,3510 0,9220 0,9737 0,5712 40,0567 

Legenda: ADF2: área diastólica final; VDF2: volume diastólico final; ASF2: área sistólica final; VSF2: 
volume sistólico final; FEVE2: fração de ejeção do ventrículo esquerdo. 
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Figura 29 – Organograma do comportamento dos animais no estudo. 
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Os grupos foram comparados dois a dois testando-se a hipótese nula de que 

a probabilidade de óbito é igual para os dois grupos sob comparação, versus a 

hipótese alternativa de probabilidades diferentes. Na tabela 17 são apresentadas 

frequências e percentuais de acordo com os grupos e o desfecho de óbito. Também 

são apresentados os valores de p dos testes estatísticos na tabela 18. 

 

Tabela 17 – Taxa de mortalidade nos diferentes grupos após o transplante.  
Óbito Tx meio CTM CPE CTM+CPE 
Não 15 (83,3%) 10 (58,8%) 10 (76,9%) 10 (71,4%) 
Sim 3 (16,7%) 7 (41,2%) 3 (23,1%) 4 (28,6%) 
Total 18 17 13 14 

 
 

Tabela 18 – Estudo de correlações feito entre os grupos. 
Grupos sob comparação Valor de p 

Tx meio x CTM 0,146 
Tx meio x CPE 0,676 

Tx meio x CTM+CPE 0,669 
CTM x CPE 0,440 

CTM x CTM+CPE 0,707 
CPE x CTM+CPE 1 

 
 

Na tabela 19 são apresentadas frequências e percentuais para o grupo Tx 

meio e o grupo de CTM, CPE, CTM+CPE (tratados) e o desfecho de óbito.  

 

Tabela 19 – Comparação do percentual de mortalidade do grupo controle com os grupos que 
receberam o transplante celular. 

Óbito Tx meio Tratados (CTM, CPE, CTM+CPE) 
Não 15 (83,3%) 30 (68,2%) 
Sim 3 (16,7%) 14 (31,8%) 
Total 18 44 

Valor de p = 0,348 
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5.8 ANÁLISE HISTOLÓGICA 

Primeiramente foi realizada uma análise macroscópica dos corações onde 

ficou demonstrado que os animais que passaram pela indução da miocardiopatia 

isquêmica apresentam o mesmo padrão anátomo-patológico: morfologia oval, 

presença de extensa área de cicatriz na região ântero-lateral, e ventrículo esquerdo 

dilatado. O controle sadio apresentou padrão anatômico normal: morfologia elíptica, 

sem aumento das cavidades. Observa-se que a espessura do ventrículo esquerdo 

dos animais tratados com células é maior em relação ao controle. O adelgaçamento 

da parede infartada durante o processo de formação da cicatriz é também 

observado no remodelamento ventricular (figura 30).  

 

Figura 30 – Demonstração histológica da espessura da cicatriz do ventrículo esquerdo após 
alterações morfológico-estruturais que ocorrem após 30 dias do infarto corados em HE.  

 
Legenda: seta = região isquêmica ântero-apical do ventrículo esquerdo. 

 

5.8.1 Hematoxilina-Eosina 

A avaliação microscópica do tecido cardíaco foi realizada em cortes corados 

com hematoxilina-eosina (HE) com o intuito de evidenciar a área infartada do 

ventrículo esquerdo, bem como observar a organização geral do tecido. Nesta 

coloração os núcleos foram corados em azul e o citoplasma, as fibras colágenas e 

elásticas em tons de rosa. As amostras fixadas com formalina 10% e embebidas em 

parafina foram seccionadas em cortes de 4 µm para exames histológicos com a 

coloração HE. 

Observa-se pela coloração em HE que o tecido miocárdico sofreu 

modificações anátomo-patológicas pela extensão da lesão e processo cicatricial, 

pela hipertrofia da parede do ventrículo esquerdo e aumento da cavidade ventricular. 
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Ocorreram degeneração e morte das fibras musculares cardíacas, evidenciada pela 

perda das estriações e dos núcleos. As imagens são de um animal representativo de 

cada grupo. 

 

Figura 31 – Secções histológicas da região do ventrículo esquerdo de corações de ratos obtidas 30 
dias após o transplante coradas por HE. 

 

Legenda: Visualização das secções histológicas com magnitude de 100x (A, D, G, J, M) 200x (B, E, 

H, K, N) e 400x (C, F, I, L, O). 
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5.8.2 Tricrômio de Masson 

A coloração com tricrômio de Masson revelou a presença de fibrose 

intersticial em todos os grupos. A área cicatricial dos diferentes grupos foi definida 

como porcentagem do ventrículo esquerdo positivo para marcação de colágeno 

(azul), indicando a presença e a extensão de zona cicatricial. A avaliação da relação 

ventrículo esquerdo / cicatriz foi feita a partir da área total do ventrículo esquerdo e 

da área relativa à cicatriz. Os núcleos foram corados em azul escuro, o músculo, os 

eritrócitos e o citoplasma das células em vermelho e o colágeno em azul. 

 

Figura 32 – Cortes histológicos na região do ventrículo esquerdo corados por tricrômio de Masson.  

 
Legenda: Visualização das secções histológicas com magnitude de 100x (A, C, E, G) Barra da escala 
= 200µm e 400x (B, D, F, H) Barra da escala = 50µm. 
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Para % total de colágeno e % total de tecido sadio, testou-se a hipótese nula 

de que os resultados são iguais nos 3 grupos, versus a hipótese alternativa de que 

pelo menos um dos grupos tem resultados diferentes dos demais. Na tabela 20 são 

apresentados os resultados obtidos. Considerando-se que a soma dos dois 

percentuais é igual a 100%, o valor de p é o mesmo para os dois testes estatísticos. 

 

Tabela 20 – Valores medianos do percentual de colágeno e de tecido sadio nos diferentes grupos 
corado por Tricrômio de Masson. 

Variável Grupo n Média Mediana Mínimo Máximo Desvio 
padrão 

Valor 
de p* 

% Total de Colágeno CTM 46 28,6 14,1 0,1 98,2 32,9  
 CPE 51 18,6 4,6 0,1 92,3 27,6  
 CTM+CPE 51 33,6 20,6 0,1 98,8 37,2  
 Tx meio 91 52,7 50,8 40,2 69,2 6,1 <0,001 
% Total de Tecido 
Sadio CTM 

46 71,4 85,9 1,8 99,9 32,9  

 CPE 51 81,4 95,4 7,7 99,9 27,6  
 CTM+CPE 51 66,4 79,4 1,2 99,9 37,2  
 Tx meio 91 47,3 49,2 30,8 59,8 6,1 <0,001 

Legenda: *Teste não-paramétrico de Kruskal-Wallis, p<0,05 
 

Considerando-se que houve diferença significativa entre os 4 grupos, estes 

foram comparados dois a dois. Na tabela abaixo são apresentados os valores de p 

dessas comparações. 

 

Tabela 21 – Valores de p da comparação dois a dois entre os quatro grupos experimentais 
 

Grupos comparados Valor de p 
CTM x  CPE 0,117 
CTM x  CTM+CPE 0,229 
CTM x  Tx meio <0,001 
CPE x CTM+CPE 0,005 
CPE x  Tx meio <0,001 
CTM+CPE x  Tx meio <0,001 
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Gráfico 5 – Percentual de colágeno e de tecido sadio nos diferentes grupos corado em tricrômio de 
Masson. 
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Legenda: Vermelho = percentual de tecido sadio; Azul = percentual de colágeno total. 

 
 
 
Gráfico 6 – Valores expressos por médias, medianas, valores mínimos, valores máximos nos 
diferentes grupos. 
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Legenda: Vermelho = percentual de colágeno total; Azul = percentual de tecido sadio. 
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5.8.3 Picrossírius red 

A avaliação morfométrica pela coloração de Picrossírius red possibilitou a 

quantificação de colágeno tipo I e tipo III na área infartada. Quando um tecido é 

lesado os fibroblastos proliferam, migram para a ferida e produzem grandes 

quantidades de matriz rica em colágeno que ajuda a isolar e reparar o tecido. A 

hipótese testada para esta análise é que os animais que receberam o transplante 

celular apresentem uma quantidade menor de colágeno quando comparados com os 

animais que recebereram apenas o transplante de meio. 

Para cada uma das variáveis de colágeno detectado pela coloração 

Picrossírius red, testou-se a hipótese nula de que os resultados são iguais nos 3 

grupos, versus a hipótese alternativa de que pelo menos um dos grupos tem 

resultados diferentes dos demais.  

Na tabela abaixo são apresentados os resultados obtidos para campo claro.  

Considerando-se que a soma dos dois percentuais é igual a 100%, o valor de p é o 

mesmo para os dois testes estatísticos. 

 

Tabela 22 – Valores medianos do percentual de colágeno e de tecido sadio por Picrossírius red em 
campo claro. 

 

Variável Grupo n Média Mediana Mínimo Máximo 
Desvio 

padrão 

Valor 

de p* 

% total de Tecido 

Sadio -  
CTM 70 65,1 65,7 22,8 93,6 16,7  

Campo claro CPE 80 75,6 78,5 32,0 96,7 12,1  

 CTM+CPE 51 47,7 43,8 6,4 95,7 22,1  

 Tx meio 93 35,5 35,8 11,5 53,2 10,0 <0,001 

% Total de Colágeno -  CTM 70 34,9 34,3 6,4 77,2 16,7  

Campo claro CPE 80 24,4 21,5 3,3 68,0 12,1  

 CTM+CPE 51 52,3 56,2 4,3 93,6 22,1  

 Tx meio 93 64,5 64,2 46,8 88,5 10,0 <0,001 
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Considerando-se que houve diferença significativa entre os grupos, estes 

foram comparados dois a dois. Na tabela abaixo são apresentados os valores de p 

dessas comparações. 

 

 
Tabela 23 – Comparação entre os grupos dos valores de p para o percentual de colágeno e tecido 
sadio por Picrossírius red em campo claro. 
 

Grupos comparados 
% total de Tecido Sadio  

Campo claro 

% Total de Colágeno  

Campo claro 

CTM x  CPE <0,001 <0,001 

CTM x  CTM+CPE <0,001 <0,001 

CTM x  Tx meio <0,001 <0,001 

CPE x CTM+CPE <0,001 <0,001 

CPE x  Tx meio <0,001 <0,001 

CTM+CPE x  Tx meio <0,001 <0,001 

 

 

Gráfico 7 – Percentual de colágeno e de tecido sadio nos diferentes grupos corado em Picrossírius 

red analisado em campo claro 
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Legenda: Vermelho = percentual de tecido sadio; Azul = percentual de colágeno total. 

 

Identificação de colágeno tipo I e colágeno tipo III após polarização 

demonstrando área de fibrose intersticial devido a substituição das fibras musculares 

cardíacas por tecido conjuntivo (Figura 33). 
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Figura 33 – Fotomicrografias de corte histológico do ventrículo esquerdo corado por Picrossírius red.  

 
 
Legenda: (A) Tx de meio em luz polarizada, (B) Tx de meio em campo claro, (C) CTM em luz 
polarizada, (D) CTM em campo claro, (E) CPE em luz polarizada, (F) CPE em campo claro, (G) 
CTM+CPE em luz polarizada, (H) CTM+CPE em campo claro. Barra da escala = 100µm. 
 
. 
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Nas tabelas abaixo são apresentados os resultados obtidos para luz 
polarizada.   
 
Tabela 24 – Valores do percentual de colágeno vermelho, amarelo e verde por Picrossírius red 
analisado em luz polarizada. 

Variável Grupo n Média Mediana Mínimo Máximo 
Desvio 

padrão 

Valor 

de p* 

CTM 70 6,7 2,5 0,0 72,4 11,7  

CPE 80 6,9 3,6 0,0 80,0 12,2  

CTM+CPE 51 18,4 7,1 0,2 90,2 23,8  

% de Colágeno  

Vermelho 

Luz polarizada 
Tx meio 93 38,0 38,5 20,3 54,2 5,6 <0,001 

CTM 70 85,8 88,3 24,0 99,0 13,3  

CPE 80 82,4 86,0 19,7 99,4 15,4  

CTM+CPE 51 67,1 71,5 5,7 98,3 24,7  

% de Colágeno  

Verde 

Luz polarizada 
Tx meio 93 41,9 41,9 28,2 52,5 4,4 <0,001 

CTM 70 7,5 4,7 0,2 32,8 6,8  

CPE 80 10,8 8,4 0,3 52,8 9,5  

CTM+CPE 51 14,5 12,0 0,4 42,2 11,0  

% de Colágeno  

Amarelo   

Luz polarizada 
Tx meio 93 20,1 20,2 -0,4 40,5 6,7 <0,001 

Legenda: *Teste não-paramétrico de Kruskal-Wallis, p<0,05; Amarelo = percentual de colágeno 
tipo I (maduro); Vermelho = percentual de colágeno tipo I (maduro); Verde = percentual de 
colágeno tipo III (imaturo). 

 

Considerando-se que houve diferença significativa entre os grupos, estes 

foram comparados dois a dois. Na tabela abaixo são apresentados os valores de p 

dessas comparações. 

 

Tabela 25 – Comparação dos valores de p do percentual de colágeno vermelho, amarelo e verde por 
Picrossírius red analisado em luz polarizada. 
 

Grupos comparados 

% de Colágeno 

Vermelho – Luz 

polarizada 

% de Colágeno 

Verde –  

Luz polarizada 

% de Colágeno 

Amarelo –  

Luz polarizada 

CTM x  CPE 0,513 0,101 0,015 

CTM x  CTM+CPE <0,001 <0,001 0,011 

CTM x  Tx meio <0,001 <0,001 <0,001 

CPE x CTM+CPE <0,001 <0,001 <0,001 

CPE x  Tx meio <0,001 <0,001 <0,001 

CTM+CPE x  Tx meio <0,001 <0,001 <0,001 
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Gráfico 8 – Percentual dos diferentes tipos de colágeno nos diferentes grupos corado em Picrossírius 
red analisado em luz polarizada. 
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Legenda: Amarelo = percentual de colágeno tipo I (maduro); Vermelho = percentual de colágeno tipo I 
(maduro); Verde = percentual de colágeno tipo III (imaturo). 

 

 

 

Gráfico 9 - Valores expressos por médias, medianas, valores mínimos, valores máximos nos 
diferentes grupos. 

Mediana; 25% - 75%; min-max
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Legenda: Amarelo = colágeno tipo I (maduro); Vermelho = colágeno tipo I (maduro); Verde = 
colágeno tipo III (imaturo). 
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5.9 LOCALIZAÇÃO DAS CÉLULAS TRANSPLANTADAS POR HIBRIDIZAÇÃO 

IN SITU POR FLUORESCÊNCIA (FISH) 

Por meio da técnica de hibridação in situ por fluorescência foi possível 

localizar as células 30 dias após o transplante por meio da sonda de DNA que 

reconheceu e se hibridizou com sua sequência complementar no cromossomo das 

células humanas. Na figura A e B mostra o controle positivo em uma lâmina de 

medula óssea e células-tronco mesenquimais derivadas da MO, respectivamente. 

Com estes controles foi possível identificar o padrão de expressão. Não foi possível 

quantificar o número de células humanas presentes no tecido cardíaco dos animais, 

pois foram raramente visualizadas. 

Figura 34 – Localização das células transplantadas por hibridização in situ por fluorescência.  

 
Legenda: (A) Controle positivo – Medula óssea; (B) Controle positivo – CTM-MO; (C) CTM+CPE; (D) 
CTM; (E) CPE; (F) Controle negativo. Barra da escala = 20µm. 
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5.10 ANÁLISE DAS PROTEÍNAS ANGIOGÊNICAS NO SANGUE PERIFÉRICO 

POR ARRANJOS DE ANTICORPOS 

Para verificar a especificidade da membrana foi utilizado como controle 

positivo o soro humano e como controle negativo o soro de rato sadio. 

 

Figura 35 – Citocinas e fatores de crescimento presentes no sangue periférico humano e de rato 
sadio. 
 

 

 

 

 

 

 

 

Após verificar a especificidade da membrana foi feita a análise em triplicata do 

soro dos animais nos 4 grupos experimentais. 

 

Figura 36 – Citocinas e fatores de crescimento presentes no sangue periférico dos animais 
transplantados 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

Ao analisar a intensidade dos spots, nas imagens das membranas dos 

arranjos, entre o controle positivo (soro humano), controle negativo (soro de animal 

sadio) (Figura 35) com os grupos que receberam o transplante (Figura 36) foi 

observado que de fato existia na circulação dos ratos fatores parácrinos humanos 

relacionados à angiogênese. 

Soro humano  Rato sadio  

1 s 5 s 1 s 5 s 

C
on

tr
ol

e 
+

 

C
on

tr
ol

e 
-

 

T
x 

m
ei

o
 

C
T

M
 

C
P

E
 

C
T

M
 +

 C
P

E
 

5 s 



 
 

114 

Figura 37 – Mapa da membrana de arranjo de anticorpos das citocinas e fatores de crescimento. 

 
Legenda: POS: controle positivo; NEG: controle negativo; VEGF: Fator de crescimento endotelial 
vascular; bFGF: Fator de crescimento básico de fibroblastos; PDGF: Fator de crescimento derivado 
de plaqueta; TIMP1: Inibidor da metaloproteinase 1; TIMP2: Inibidor da metaloproteinase 2; PIGF: 
Fator de crescimento placentário; EGF: Fator de crescimento epidermal; GRO: Regulador do 
crescimento de oncogene; INFγ: interferon gama; IGFI: fator de crescimento semelhante a insulina do 
tipo 1; IL-6 Interleucina-6; IL-8: Interleucina-8; LEPTIN: Leptina; MCP-1: proteína 1 quimioatrativas de 
monócitos; RANTES: Citocina expressa e secretada por linfócitos T; Angiogenin: Angiogenina; 
ENA78: ativador neutrofílico derivado do epitélio; Thrombopoietin: Trombopoietina; VEGF-D: Fator de 
crescimento endotelial vascular-D; TGF-ß: fator de crescimento transformador-ß e BLANK: em 
branco. 
 
Tabela 26 – Valores da média de expressão das citocinas e fatores de crescimento humanos 
presentes no sangue periférico dos animais nos diferentes grupos experimentais. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 Meio CTM CPE CTM+CPE 
 Média 

POS 841,7 841,7 841,7 841,7 
NEG 13,4 6,1 4,7 19,7 

Angiogenina  18,7 8,7 7,9 88,1 
EGF 145,9 108,2 127,0 186,3 

ENA-78 79,0 59,6 40,9 227,1 
bFGF 109,1 49,7 9,1 187,2 
GRO 24,3 40,6 45,1 162,1 

IFN-gama 11,4 29,1 32,6 158,5 
IGF-I 48,7 75,9 81,9 239,2 
IL-6 1,0 5,0 8,1 235,0 
IL-8 7,4 16,3 15,4 24,6 

Leptina 12,6 18,0 18,1 120,6 
MCP-1 23,3 15,9 10,7 156,8 

PDGF-BB 70,7 57,5 54,5 182,8 
PlGF 29,9 39,8 40,9 189,5 

RANTES 111,8 140,4 154,6 325,0 
TGF-beta 1 22,7 26,8 24,9 41,0 

TIMP-1 6,7 17,8 10,1 39,2 
TIMP-2 13,1 23,8 23,6 60,9 

Trombopoietina  5,6 19,5 14,9 94,0 
VEGF 11,3 17,7 12,8 46,4 

VEGF-D 50,7 47,4 36,7 217,2 
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Para os fins de analises, foram considerados somente aqueles fatores que 

estivessem aumentados por um fator igual ou maior que dois nos grupos que 

receberam o transplante celular em relação aos controles negativos. Foi utilizada a 

seguinte fórmula:  

Coeficiente = Média Grupo Tratamento 
                  Média Grupo Controle 

 

Das 20 citocinas e fatores de crescimento possíveis de serem detectados pelo 

arranjo de anticorpos o interferon gama, a interleucina-6, a interleucina-8 e a 

trombopoietina, cumpriram com estes critérios nos três grupos experimentais.  

 

Tabela 27 – Coeficiente da expressão das citocinas e fatores de crescimento humanos presentes no 
sangue periférico dos animais nos diferentes grupos. 

 CTM CPE CTM+CPE 
Angiogenina  0,5 0,4 4,7 

EGF 0,7 0,9 1,3 
ENA-78 0,8 0,5 2,9 
bFGF 0,5 0,1 1,7 
GRO 1,7 1,9 6,7 

IFN-gama 2,5 2,9 13,9 
IGF-I 1,6 1,7 4,9 
IL-6 5,0 8,1 235,0 
IL-8 2,2 2,1 3,3 

Leptina 1,4 1,4 9,6 
MCP-1 0,7 0,5 6,7 

PDGF-BB 0,8 0,8 2,6 
PlGF 1,3 1,4 6,3 

RANTES 1,3 1,4 2,9 
TGF-beta 1 1,2 1,1 1,8 

TIMP-1 2,7 1,5 5,9 
TIMP-2 1,8 1,8 4,6 

Trombopoietina  3,5 2,6 16,7 
VEGF 1,6 1,1 4,1 

VEGF-D 0,9 0,7 4,3 
Legenda: Vermelho: Índice maior que 2 nos três grupos 
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5.11 ANÁLISE ESTATÍSTICA 

5.11.1 Comparação entre os grupos CPE+CTM, CTM, CPE e TX M EIO 

Para cada uma das variáveis, testou-se a hipótese nula de que a média é 

igual nos grupos comparados, versus a hipótese alternativa de que pelo menos um 

grupo tem média diferente dos demais. No caso de rejeição da hipótese nula, ou 

seja, de diferença significativa entre os grupos, estes foram comparados dois a dois. 

Na tabela abaixo são apresentadas estatísticas descritivas das avaliações pré, pós e 

da diferença entre pré e pós. Também são apresentados os valores de p dos testes 

estatísticos. 

 

Tabela 28 – Análise estatística dos parâmetros ecocardiográficos dos grupos CPE+CTM, CTM, CPE 
e Tx Meio. 

Variável Grupo n Média Mediana  Mínimo Máximo Desvio 
padrão 

Valor de 
p* 

ADF1 CPE+CTM 10 1,24 1,26 0,92 1,37 0,13  

 CTM 10 1,32 1,31 1,14 1,70 0,16  

 CPE 10 1,24 1,19 1,07 1,58 0,15  

 Tx meio 15 1,28 1,28 1,19 1,39 0,06 0,415 

ADF2 CPE+CTM 10 1,35 1,32 1,12 1,71 0,17  

 CTM 10 1,36 1,33 1,07 1,63 0,16  

 CPE 10 1,35 1,34 1,19 1,53 0,12  

 Tx meio 15 1,45 1,44 1,22 1,72 0,14 0,242 

Dif ADF CPE+CTM 10 0,11 0,15 -0,17 0,49 0,20  

 CTM 10 0,04 0,05 -0,40 0,49 0,25  

 CPE 10 0,11 0,11 -0,22 0,41 0,18  

 Tx meio 15 0,17 0,16 0,03 0,36 0,11 0,242 

VDF1 CPE+CTM 10 0,78 0,81 0,48 0,89 0,12  

 CTM 10 0,87 0,84 0,69 1,29 0,17  

 CPE 10 0,77 0,74 0,62 1,09 0,15  

 Tx meio 15 0,79 0,78 0,66 0,91 0,08 0,300 

VDF2 CPE+CTM 10 0,92 0,88 0,66 1,42 0,23  

 CTM 10 0,92 0,90 0,64 1,22 0,18  

 CPE 10 0,90 0,88 0,75 1,09 0,13  

 Tx meio 15 1,02 1,01 0,65 1,29 0,18 0,339 

Dif VDF CPE+CTM 10 0,15 0,18 -0,22 0,71 0,25  

 CTM 10 0,06 0,06 -0,43 0,54 0,28  

 CPE 10 0,13 0,11 -0,18 0,44 0,17  

 Tx meio 15 0,23 0,21 -0,01 0,53 0,16 0,339 

ASF1 CPE+CTM 10 0,97 0,98 0,68 1,16 0,14  

 CTM 10 1,09 1,05 0,87 1,51 0,19  

 CPE 10 0,96 0,93 0,84 1,23 0,12  
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 Tx meio 15 1,05 1,02 0,92 1,30 0,10 0,102 

ASF2 CPE+CTM 10 0,97 0,96 0,68 1,43 0,21  

 CTM 10 1,01 1,00 0,65 1,49 0,24  

 CPE 10 0,97 1,01 0,80 1,15 0,12  

 Tx meio 15 1,19 1,18 0,90 1,59 0,20 0,029 

Dif ASF CPE+CTM 10 0,01 0,02 -0,44 0,43 0,24  

 CTM 10 -0,08 -0,05 -0,62 0,61 0,34  

 CPE 10 0,01 0,04 -0,28 0,18 0,14  

 Tx meio 15 0,14 0,18 -0,17 0,33 0,16 0,029 

VSF1 CPE+CTM 10 0,54 0,54 0,31 0,71 0,12  

 CTM 10 0,65 0,59 0,48 1,05 0,17  

 CPE 10 0,51 0,49 0,38 0,75 0,10  

 Tx meio 15 0,56 0,57 0,43 0,78 0,09 0,075 

VSF2 CPE+CTM 10 0,57 0,56 0,29 1,06 0,22  

 CTM 10 0,59 0,57 0,29 1,07 0,23  

 CPE 10 0,54 0,57 0,41 0,67 0,10  

 Tx meio 15 0,75 0,73 0,43 1,08 0,20 0,041 

Dif VSF CPE+CTM 10 0,04 -0,02 -0,34 0,55 0,24  

 CTM 10 -0,06 -0,04 -0,58 0,57 0,32  

 CPE 10 0,03 0,05 -0,16 0,19 0,11  

 Tx meio 15 0,19 0,23 -0,09 0,43 0,15 0,041 

FE1 CPE+CTM 10 32,86 33,18 25,63 39,70 4,67  

 CTM 10 26,21 27,45 18,33 32,00 5,35  

 CPE 10 32,42 32,03 25,00 38,53 5,20  

 Tx meio 15 27,95 30,03 11,37 35,90 7,56 0,036 

FE2 CPE+CTM 10 40,06 39,25 25,27 56,67 9,59  

 CTM 10 37,98 37,90 12,50 53,57 12,66  

 CPE 10 40,33 39,67 34,00 47,27 4,43  

 Tx meio 15 27,72 27,20 15,77 43,00 8,15 0,006 

Dif FE CPE+CTM 10 7,19 7,38 -9,57 27,27 9,86  

 CTM 10 11,77 13,68 -15,07 27,80 14,05  

 CPE 10 7,91 7,67 0,73 14,90 4,52  

 Tx meio 15 -0,24 0,50 -12,80 20,47 8,18 0,006 

Legenda: *ANOVA para as avaliações pré e ANCOVA para as avaliações pós e diferenças (avaliação 
pré como covariável), p<0,05; ADF1: área diastólica final no 7º dia após indução da MI; ADF2: área 
diastólica final no 30º dia após transplante; Dif ADF: Diferença da ADF2-ADF1; VDF1: volume 
diastólico final no 7º dia após indução da MI; VDF2: volume diastólico final no 30º dia após 
transplante; Dif VDF: Diferença do VDF2-VDF1; ASF1: área sistólica final no 7º dia após indução da 
MI; ASF2: área sistólica final no 30º dia após transplante; Dif ASF: Diferença da ASF2-ASF1; VSF1: 
volume sistólico final no 7º dia após indução da MI; VSF2: volume sistólico final no 30º dia após 
transplante; Dif VSF: Diferença do VSF2-VSF1; FE1: fração de ejeção do ventrículo esquerdo no 7º 
dia após indução da MI; FE2: fração de ejeção do ventrículo esquerdo no 30º dia após transplante; Dif 
FE: Diferença da FE2-FE1. 
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Na comparação dos grupos dois a dois foi encontrada diferença significativa 

entre os valores de FE nos três grupos de tratamento versus o grupo controle 

(transplante de meio). No entanto, não foi encontrada difereça significativa na 

comparação dos grupos de tratamento entre si. 

 

 

Tabela 29 – Comparação das variáveis ecocardiográficas que apresentaram valor de p<0,05 
Valor de p Grupos comparados 

ASF2 Dif ASF VSF2 Dif VSF FE1 FE2 Dif FE 

CPE+CTM  x  CTM 0,715 0,320 0,819 0,277 0,018 0,606 0,257 

CPE+CTM  x  CPE 0,943 0,994 0,726 0,930 0,870 0,946 0,858 

CPE+CTM  x  Tx meio 0,010 0,103 0,029 0,064 0,053 0,002 0,048 

CTM  x  CPE 0,663 0,316 0,563 0,317 0,027 0,560 0,338 

CTM  x  Tx meio 0,027 0,008 0,051 0,003 0,484 0,007 0,002 

CPE  x  Tx meio 0,008 0,104 0,012 0,052 0,078 0,001 0,031 

Legenda: ASF2: área sistólica final no 30º dia após transplante; Dif ASF: Diferença da ASF2-ASF1; 
VSF2: volume sistólico final no 30º dia após transplante; Dif VSF: Diferença do VSF2-VSF1; FE1: 
fração de ejeção do ventrículo esquerdo no 7º dia após indução da MI; FE2: fração de ejeção do 
ventrículo esquerdo no 30º dia após transplante; Dif FE: Diferença da FE2-FE1. 
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5.11.2  Comparação entre as avaliações pré e pós dentro de  cada grupo 

A análise ecocardiográfica demonstrou que houve melhora da FE nos grupos 

de terapia celular 30 dias após o transplante. O grupo transplante de meio (controle) 

não apresentou melhora em relação aos valores iniciais. 

 

Tabela 30 – Comparação entre os valores da área diastólica final pré e pós-transplante dentro de 
cada grupo 

Grupo Avaliação  n Média Desvio 
padrão 

Diferença 
média 

Valor de 
p* 

CPE+CTM ADF1  1,24 0,13   
 ADF2 10 1,35 0,17 0,11 0,116 

CTM ADF1  1,32 0,16   
 ADF2 10 1,36 0,16 0,04 0,615 

CPE ADF1  1,24 0,15   
 ADF2 10 1,35 0,12 0,11 0,074 

Tx meio ADF1  1,28 0,06   
 ADF2 15 1,45 0,14 0,17 <0,001 

Legenda: *Teste t de Student para amostras pareadas, p<0,05; ADF1 = área diastólica final no 7º dia 
após indução da MI; ADF2 = área diastólica final no 30º dia após transplante. 
 
Gráfico 10 – Média da área diastólica final pré e pós-transplante dentro de cada grupo 

 
Legenda: Aval 1 = área diastólica final no 7º dia após indução da MI; Aval 2 = área diastólica final no 
30º dia após transplante. 
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Tabela 31 – Comparação entre os valores do volume diastólico final pré e pós-transplante dentro de 
cada grupo 

Grupo Avaliação  n Média Desvio 
padrão 

Diferença 
média 

Valor de 
p* 

CPE+CTM VDF1  0,78 0,12   
 VDF2 10 0,92 0,23 0,15 0,099 

CTM VDF1  0,87 0,17   
 VDF2 10 0,92 0,18 0,06 0,526 

CPE VDF1  0,77 0,15   
 VDF2 10 0,90 0,13 0,13 0,031 

Tx meio VDF1  0,79 0,08   
 VDF2 15 1,02 0,18 0,23 <0,001 

Legenda: *Teste t de Student para amostras pareadas, p<0,05; VDF1 = volume diastólico final no 7º 
dia após indução da MI; VDF2 = volume diastólico final no 30º dia após transplante. 
 
 
 
 
Gráfico 11 – Média do volume diastólico final pré e pós-transplante dentro de cada grupo 

 

Legenda: Aval 1 = volume diastólico final no 7º dia após indução da MI; Aval 2 = volume diastólico 
final no 30º dia após transplante. 
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Tabela 32 – Comparação entre os valores da área sistólica final pré e pós-transplante dentro de cada 
grupo 

Grupo Avaliação  n Média Desvio 
padrão 

Diferença 
média 

Valor de 
p* 

CPE+CTM ASF1  0,97 0,14   
 ASF2 10 0,97 0,21 0,01 0,924 

CTM ASF1  1,09 0,19   
 ASF2 10 1,01 0,24 -0,08 0,465 

CPE ASF1  0,96 0,12   
 ASF2 10 0,97 0,12 0,01 0,854 

Tx meio ASF1  1,05 0,10   
 ASF2 15 1,19 0,20 0,14 0,003 

Legenda: *Teste t de Student para amostras pareadas, p<0,05; ASF1 = área sistólica final no 7º dia 
após indução da MI; ASF2 = área sistólica final no 30º dia após transplante. 
 

 
 
 

Gráfico 12 – Média da área sistólica final pré e pós-transplante dentro de cada grupo 

 

Legenda: Aval 1 = área sistólica final no 7º dia após indução da MI; Aval 2 = área sistólica final no 30º 
dia após transplante. 
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Tabela 33 – Comparação entre os valores do volume sistólico final pré e pós-transplante dentro de 
cada grupo. 

Grupo Avaliação  n Média Desvio 
padrão 

Diferença 
média 

Valor de 
p* 

CPE+CTM VSF1  0,54 0,12   
 VSF2 10 0,57 0,22 0,04 0,652 

CTM VSF1  0,65 0,17   
 VSF2 10 0,59 0,23 -0,06 0,564 

CPE VSF1  0,51 0,10   
 VSF2 10 0,54 0,10 0,03 0,433 

Tx meio VSF1  0,56 0,09   
 VSF2 15 0,75 0,20 0,19 <0,001 

Legenda: *Teste t de Student para amostras pareadas, p<0,05; VSF1 = volume sistólico final no 7º dia 
após indução da MI; VSF2 = volume sistólico final no 30º dia após transplante. 

 

 

 

Gráfico 13 – Média do volume sistólico final pré e pós-transplante dentro de cada grupo. 

 

Legenda: Aval 1 = volume sistólico final no 7º dia após indução da MI; Aval 2 = volume sistólico final 
no 30º dia após transplante. 
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Tabela 34 – Comparação entre os valores da fração de ejeção pré e pós dentro de cada grupo. 

Grupo Avaliação  n Média Desvio 
padrão 

Diferença 
média 

Valor de 
p* 

CPE+CTM FE1  32,86 4,67   
 FE2 10 40,06 9,59 7,19 0,047 

CTM FE1  26,21 5,35   
 FE2 10 37,98 12,66 11,77 0,026 

CPE FE1  32,42 5,20   
 FE2 10 40,33 4,43 7,91 <0,001 

Tx meio FE1  27,95 7,56   
 FE2 15 27,72 8,15 -0,24 0,912 

Legenda: *Teste t de Student para amostras pareadas, p<0,05; FE1 = fração de ejeção do ventrículo 
esquerdo no 7º dia após indução da MI; FE2 = fração de ejeção do ventrículo esquerdo no 30º dia 
após transplante. 
 

 

Gráfico 14 – Média da fração de ejeção pré e pós-transplante dentro de cada grupo. 

 
Legenda: Aval 1 = fração de ejeção do ventrículo esquerdo no 7º dia após indução da MI; Aval 2 = 
fração de ejeção do ventrículo esquerdo no 30º dia após transplante. 
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6 DISCUSSÃO 

Dentre as doenças isquêmicas do coração, o infarto agudo do miocárdio é a 

principal causa de óbito na população mundial. Apesar dos avanços farmacológicos, 

das intervenções intravasculares para a colocação de stents, tratamentos 

intervencionistas e cirurgia de revascularização, nenhum é eficaz para substituir o 

tecido isquêmico por cardiomiócitos funcionais. Frente a este quadro, se faz 

necessário a busca de novas terapias para o reparo do miocárdio. 

A terapia celular tem sido proposta na cardiologia para evitar o afinamento da 

parede miocárdica e a expansão da lesão isquêmica. A descoberta de células-tronco 

cardíacas residentes (172), células c-kit+ (24), células derivadas de cardioesferas 

(295), células islet-1+ (296), associado à demonstração de que as células-tronco 

derivadas da medula óssea são mobilizadas para o tecido cardíaco e se 

transdiferenciam em cardiomiócitos (297), demonstram a ocorrência e a importância 

da auto-renovação miocárdica. No entanto, o coração não consegue regenerar 

totalmente o tecido lesado por ações patológicas (23).  

Até o momento, a maioria dos estudos experimentais e clínicos utilizaram 

células-tronco adultas após o infarto agudo do miocárdio e demonstraram uma 

melhora global da função cardíaca. O uso terapêutico de células não selecionadas 

derivadas da medula óssea foi uma das primeiras abordagens clínicas da terapia 

celular para aplicação na cardiologia (298). Vários estudos clínicos investigaram o 

uso de células derivadas da medula óssea para o tratamento do infarto agudo do 

miocárdio (33, 217, 299, 300), bem como o de linhagens específicas, como as 

células 133+ (301), células 34+ (302), células-tronco mesenquimais (303) e células-

tronco cardíacas residentes (304). No entanto, os resultados obtidos são 

conflitantes. 

O modelo experimental utilizado neste estudo mostrou-se de fácil execução e 

boa reprodutibilidade. Os nossos dados corroboram com Minicucci et al. (2010) que 

relataram em animais infartados a presença de maiores diâmetros do átrio esquerdo 

e maior cavidade do ventrículo esquerdo na diástole e na sístole, além de 

desenvolverem hipertrofia na parede do ventrículo esquerdo e alteração da forma 

elíptica para esférica (305). A partir dos trabalhos Pfeffer et al. (1985) demonstrou-se 

que 50% dos animais evoluem a óbito quando o ventrículo esquerdo está 

comprometido em 5 a 19,9%; já para infartos considerados moderados, entre 20 a 
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39,9%, 75% dos animais evoluem a óbito e, para grandes infartos, com 

comprometimento acima de 40%, 85% dos animais evoluem a óbito em um período 

de 12 meses (212). Zornoff et al. (2009), em artigo de revisão, citam que a 

mortalidade verificada nas primeiras 24 horas após a indução da miocardiopatia 

isquêmica situa-se comumente entre 40 e 60% (306).  

No presente trabalho foram utilizados 440 animais para a indução da 

miocardiopatia isquêmica. A mortalidade durante o procedimento de indução da MI 

foi de 132 animais, no pós-cirúrgico foi de 70 animais e após 24 horas foi de 16 

animais, totalizando 49,6% de óbitos. A primeira análise ecocardiográfica foi 

realizada em 222 animais, destes apenas 62 (27,9%) apresentaram fração de ejeção 

igual ou inferior a 40%, sendo este o critério de inclusão no estudo. No nono dia 

após a indução da MI os animais foram randomizados entre os quatro grupos 

experimentais, sendo 18 para o grupo controle, 17 para o grupo CTM, 13 para o 

grupo CPE e 14 para o grupo CTM+CPE. A mortalidade durante ou após o 

transplante foi de 3 animais para o grupo controle, 7 animais para o grupo CTM, 3 

animais para o grupo CPE e 4 animais para o grupo CTM+CPE, totalizando 45 

animais vivos até o 30º dia após o transplante. Justifica-se, desta maneira, o grande 

número de animais necessários para o desenvolvimento dos ensaios pré-clínicos. 

Goldman e Raya (1995) citam que o grande atrativo deste modelo experimental é a 

similaridade com as alterações fisiopatológicas que ocorrem após o infarto em 

humanos, além de ser reprodutível e viável economicamente (207). 

Nós optamos em desenvolver o modelo de MI em animais imunocompetentes 

e que não fossem submetidos a imunossupressão. O trabalho de Tolar et al. (2007) 

indica que o uso da imunossupressão nas terapias celulares alogênicas ou 

xenogênicas para o infarto agudo do miocárdio deve ser visto com cautela, pois 

pode impedir os efeitos terapêuticos das células-tronco, uma vez que a função 

ventricular esquerda melhorou apenas em camundongos com sistema imunológico 

intacto (213). 

A via de administração escolhida foi a intracardíaca que apresenta como 

vantagem a visualização da aplicação das células na área de interesse. No entanto, 

este procedimento implica em uma nova cirurgia com a necessidade de toracotomia, 

que, neste estudo, resultou em uma taxa de mortalidade de 27,4%. Novos estudos 

devem ser realizados para verificar se a infusão das células pela via caudal ou pela 
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jugular não trariam os mesmos benefícios sem a necessidade dos animais já 

comprometidos fisiologicamente passarem por uma cirurgia de grande porte.  

A utilização em conjunto das CTM e CPE para a terapia celular em 

cardiopatias foi pouco explorada na literatura. O trabalho de Suuronen et al. (2007) 

utilizou ratos Sprague-Dawley no modelo experimental de infarto por ligadura da 

artéria coronária utilizando células homólogas. Foram transplantadas 1x106 células 

em 3 diferentes grupos: células-tronco mesenquimais derivadas da medula óssea, 

células progenitoras endoteliais derivadas do sangue periférico e a associação dos 

dois tipos celulares. O único grupo que apresentou melhora da fração de ejeção foi o 

que recebeu células progenitoras endoteliais (146).  

Em outro modelo experimental, Zhang et al. (2008) induziram ratas a lesão 

miocárdica pela aplicação de isoproterenol. As células foram obtidas da fração 

mononuclear da medula óssea de ratos machos. Após 4 semanas foram 

transplantadas 2x106 células por animal entre os seguintes grupos: CPE, CTM, CPE 

e CTM. Os grupos para controle receberam 200µL de salina e 200µL de meio EGM-

2. A avaliação dos resultados demonstrou que o grupo que recebeu o transplante da 

associação de CPE e CTM apresentou uma melhora na função cardíaca, pois 

aumentou a fração de ejeção e a fração de encurtamento e reduziu a pressão 

diastólica final do ventrículo esquerdo quando comparado com os demais grupos 

(225).  

No entanto, os dados obtidos no nosso estudo diferem dos relatados por 

Suuronen et al. (2007) e por Zhang et al. (2008) e podem ser atribuídos a diversos 

fatores. Primeiramente, no nosso estudo foram utilizadas células-tronco 

mesenquimais derivadas da geléia de Wharton de cordão umbilical humano e 

células progenitoras endoteliais derivadas do sangue de cordão umbilical humano. 

Os trabalhos de Zhang et al (2008) e Suuronen (2007) utilizaram células da medula 

de ratos. Nos dois trabalhos as células não foram devidamente caracterizadas pela 

morfologia, imunofenotipo e funcionalidade. No nosso estudo o número de células 

injetadas foi de 2x106 por animal, sendo que o grupo CTM+CPE recebeu 1,0x106 de 

cada tipo celular, corroborando com o trabalho de Zhang et al (2008). No trabalho de 

Suuronen et al (2007) o número de células foi de apenas 1x106 por animal. Os três 

trabalhos utilizaram o volume de 200 µL para a injeção das células e do meio/PBS.  

Com os resultados obtidos pela avaliação ecocardiográfica, confirma-se a 

efetividade da terapia celular na melhora da função cardíaca, onde a diferença do 
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percentual da função ventricular esquerda, 30 dias pós-transplante, do percentual da 

função ventricular esquerda pré-transplante, foi de 7,19% no grupo CTM+CPE, 

7,91% no grupo CPE e 11,77% no grupo CTM. Já o grupo controle não apresentou 

melhora, pois a diferença entre a FEVE após 30 dias e da FEVE no 7º dia após 

indução da MI foi de -0,23%. Ao analisar comparativamente os grupos que 

receberam o transplante de células constata-se que não houve diferença 

significativa entre os diferentes tipos de tratamento. Todos os grupos de terapia 

celular, independentemente do tipo celular, apresentaram efeitos benéficos na 

função do ventrículo esquerdo em animais com fração de ejeção ≤ 40%. Entretanto, 

ocorreu diferença significativa na comparação dos grupos tratamento com o grupo 

controle. No trabalho de Suuronen et al (2007) não foi utilizada a fração de ejeção 

como parâmetro de elegibilidade e, ao se comparar as análises ecocardiográficas da 

fração de ejeção do ventrículo esquerdo, observou-se uma redução após 4 semanas 

do transplante nos grupos que receberam PBS de 69±11,7% para 49,6±9,5%, no 

grupo CTM de 68,3±18,9% para 53±6%, no grupo CTM+CPE de 69,4±7,4% para 

55±11,1% e o grupo que recebeu CPE permaneceu estável de 66,4±17,6% para 

68,3±9,8%. O grupo que recebeu a associação dos dois tipos celulares não 

apresentou melhora, possivelmente pelo efeito dose-resposta (146). No presente 

estudo esperava-se que o grupo que recebeu a associação dos dois tipos celulares 

apresentasse uma melhor resposta frente aos grupos que receberam apenas um 

tipo celular, no entanto, não houve diferença significativa ao analisar a fração de 

ejeção do ventrículo esquerdo entre os diferentes grupos de tratamento. Já no 

estudo de Zhang et al. (2008) as ratas que apresentaram redução de 20% na fração 

de ejeção do ventrículo esquerdo após a indução com isoproterenol foram 

selecionadas para o estudo. O valor da FEVE pré-indução foi de 77,47±1,97%, após 

a indução foi reduzida para 56,16±4,23%. Após 12 semanas do tratamento os 

grupos apresentaram os seguintes valores para a fração de ejeção de ventrículo 

esquerdo: PBS 55,68±3,34%; Meio EGM-2 55,04±3,53%; CTM 62,85±4,84%; CPE 

63,43±4,49% e CTM+CPE 68,23±2,69%. O grupo que recebeu a associação dos 

dois tipos celulares apresentou uma melhor resposta frente aos demais (225). No 

entanto, o modelo experimental difere do presente estudo como também do estudo 

de Suuronen et al (2007). Outra grande divergência é o valor basal da fração de 

ejeção, que nos dois trabalhos citados foi superior ao utilizado neste estudo.  
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Ao transpor estes resultados para os estudos clínicos demonstra-se a 

efetividade das células no tratamento, pois Assmus et al. (2006) realizaram uma 

metanálise de estudos clínicos e relataram um aumento significativo de 3,66% da 

FEVE nos pacientes que receberam o transplante de células-tronco derivadas da 

medula óssea (307, 308). O mesmo foi observado na revisão realizada por Gersh et 

al (2009) onde o resultado obtido em 4 diferentes estudos clínicos demonstrou um 

aumento de, aproximadamente, 3% na FEVE (309). 

A análise do sangue periférico pelo arranjo de anticorpos demonstrou que 

citocinas humanas estavam presentes na circulação periférica após 30 dias do 

transplante. Assim, estima-se que algumas células transplantadas estavam 

presentes e funcionais, secretando fatores tróficos que atenuam o remodelamento 

ventricular, induzem a neovascularização e promovem a regeneração tecidual (115, 

310, 311). 

Na análise por FISH foram encontradas evidências de que as células 

humanas transplantadas fusionaram-se ao tecido isquêmico nos três grupos 

experimentais, corroborando com Zhang et al (2008) que encontraram células de 

ratos machos transplantadas em ratas após 12 semanas do transplante nos 3 

grupos: CTM; CPE e CTM+CPE (225). Foi relatado por Hirata et al. (2005), em ratos 

Wistar machos induzidos ao IAM que receberam 2x105 células CD34+ injetadas via 

intramiocárdica derivadas do sangue de cordão umbilical, que as células 

transplantadas sobreviveram, foram localizadas ao redor dos vasos do tecido 

isquêmico e melhoraram a vascularização, mas apenas 1% das células injetadas foi 

incorporada aos vasos cardíacos. Alvarez-Dolado et al. (2003) concluíram que a 

fusão das células mononucleares aos cardiomiócitos parece ser um fenômeno 

bastante raro (312). Nossos resultados vão de encontro ao apresentado por estes 

autores, uma vez que as células transplantadas foram encontradas em baixa 

frequência após 30 dias do transplante.  

Na análise histológica pode-se evidenciar pela coloração de tricrômio de 

Masson, redução das estriações e dos núcleos, decorrente da degeneração e morte 

das fibras musculares cardíacas e, conseqüentemente, substituição por tecido 

conjuntivo. No entanto, a avaliação morfométrica dos grupos que receberam o 

transplante de células demonstrou redução nas taxas de colágeno quando 

comparados ao grupo controle. O mesmo foi demonstrado por Zhang et al. (2008), 

onde os grupos que receberam o transplante demonstraram uma menor taxa de 
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deposição de colágeno, sendo de 31,81% para o grupo CTM, 30,28% para o grupo 

CPE e 25,59% para o grupo CTM+CPE (225).  

A análise quantitativa e qualitativa de colágeno pela coloração de picrossírius 

red demonstrou que os animais que receberam o transplante de células 

apresentaram menor deposição de colágeno quando comparados com os animais 

que receberam o transplante de meio, vindo de encontro aos resultados observados 

na função ventricular. Dados semelhantes foram observados por Hu et al. (2006), 

onde o grupo de ratos infartados que recebeu o transplante de células 

mononucleares do SCUh apresentou menor densidade de colágeno no ventrículo 

esquerdo (313). Desta forma, demonstra-se que as células transplantadas atenuam 

o processo de remodelamento cardíaco. 

Em conjunto, os dados obtidos demonstraram melhora nos parâmetros 

cardíacos funcionais e histopatológicos dos animais que receberam o transplante de 

CTM, CPE ou CTM+CPE. No entanto, a retenção das células no coração foi 

bastante reduzida. 

Inicialmente acreditava-se que o mecanismo de ação das células 

transplantadas ocorresse por transdiferenciação. O estudo pioneiro realizado por 

Orlic et al. (2001) demonstrou que células mononucleares da medula óssea de 

camundongos machos foram capazes de regenerar o músculo cardíaco de 

camundongos fêmeas quando injetadas na cicatriz do infarto. Após nove dias do 

IAM foram localizadas na região do infarto células endoteliais, células musculares e 

células endoteliais com o cromossomo Y (214). Em outro estudo foi observado que 

as CTM após o tratamento com 5-azacitidina poderiam se diferenciar em 

cardiomiócitos quando injetadas em ratos infartados por criolesão e melhorar a 

função ventricular (135). No entanto, há relatos na literatura que a transdiferenciação 

não ocorre in vivo. Outros pesquisadores quando transplantaram células-tronco 

hematopoéticas derivadas da medula óssea não encontraram células 

transdiferenciadas (28, 314), indo contra ao apresentado por Tomita et al. (1999) 

(135) e Orlic et al. (2001) (214). 

A fusão também foi proposta como mecanismo de ação das células-tronco 

(312, 315). No entanto, foi relatado com baixa frequência, o que reduz a 

possibilidade deste mecanismo ser o principal fator de efetividade da terapia celular. 

Nós não investigamos o mecanismo de ação das células, no entanto acredita-

se que o potencial parácrino e imunomodulador sejam os principais responsáveis 
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pelos efeitos benéficos da terapia celular, já que as isquemias começam com 

processos inflamatórios. Existe um número crescente de evidências que suportam a 

hipótese de que o mecanismo parácrino mediado pela liberação de fatores pelas 

células-tronco adultas desempenha um papel essencial no processo de reparação 

observado após a mobilização ou transplante de células-tronco no infarto do 

miocárdio (316). Tem sido demonstrado que as células-tronco adultas, 

particularmente as CTM, produzem e secretam uma grande variedade de citocinas, 

quimiocinas e fatores de crescimento que podem estar potencialmente envolvidos na 

reparação cardíaca (317). Concentrações teciduais de proteínas, tais como VEGF, 

bFGF, HGF, IGF-I, e adrenomedulina estão aumentadas significativamente nos 

tecidos cardíacos isquêmicos tratados com CTM ou células-tronco multipotentes 

derivadas da medula óssea (162, 318).  

Alguns pesquisadores propuseram que os benefícios funcionais observados 

após o transplante de células-tronco em modelos animais de lesão cardíaca podem 

estar relacionados à secreção de fatores solúveis que, agindo de forma parácrina, 

protegem o coração, atenuando o remodelamento ventricular, induzindo a 

neovascularização, e promovendo a regeneração tecidual (115, 310). Assim, os três 

principais mecanismos de ação das células-tronco adultas na reparação cardíaca 

seriam: a regeneração dos cardiomiócitos, a vasculogênese e as ações parácrinas 

(316). 

Estudos experimentais dão um forte suporte ao mecanismo parácrino na 

reparação cardíaca. Resultados encorajadores foram obtidos em ensaios 

experimentais em que a administração de meio condicionado proveniente de 

células-tronco adultas é capaz de repetir os efeitos benéficos observados após 

terapia celular. Foi demonstrado que o meio condicionado de CTM, particularmente 

das CTM geneticamente modificadas para a superexpressão do gene Akt-1, 

exercem proteção dos cardiomiócitos isquêmicos e, através dos meios de cultura 

condicionados para hipóxia, são capazes de reduzir a apoptose e a necrose de 

cardiomiócitos de ratos expostos a baixas tensões de oxigênio (310, 311). Esses 

dados comprovaram que as CTM exercem seu efeito protetor no miocárdio pela 

liberação de fatores parácrinos e que a ativação da via de Akt potencializa a 

produção e a liberação desses fatores.  

Uma das abordagens em outros trabalhos do nosso grupo foi que a eficácia 

dos transplantes de CTM seria melhorada se houvesse uma pré-diferenciação 
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destas em cardimiócitos in vitro antes dos transplantes in vivo como estratégia para 

prevenir a diferenciação intramiocárdica das CTM. Rebelatto et al. (2009) 

demonstraram que o tratamento de CTM derivadas da MO e do TA com doadores 

de óxido nítrico aumenta a expressão dos níveis de VEGF in vitro (319). Berardi et 

al. (2011) utilizaram CTM derivadas do TA pré-comissionadas para o fenótipo 

cardíaco. Foi desenvolvido o modelo de IAM em ratos Wistar em 3 grupos: Tx de 

meio, Tx de CTM e Tx de CTM+SNAP (doador de óxido nítrico). Após 30 dias do 

transplante os animais que receberam as células tratadas in vitro com SNAP 

apresentaram aumento significativo da fração de ejeção, tendência de menor 

remodelamento, aumento da expressão de marcadores musculares cardíacos e de 

neovascularização (320). Schittini et al. (2010) investigaram o potencial dos fatores 

solúveis liberados no meio, através de explante cardíaco humano, sobre as CTM 

derivadas da medula óssea. Níveis aumentados do mRNA de VEGF, conexina-43, 

troponina I e troponina T foram observados nas CTM cultivadas com meio 

condicionado quando comparadas com o controle. Os resultados sugerem que o 

meio condicionado de explantes cardíacos humanos talvez funcione como um 

modelo in vitro para estudar fatores de diferenciação cardíaca com potencial para 

aplicações clínicas futuras (321). 

Neste trabalho as concentrações plasmáticas de IL-6, IL-8, trombopoietina e 

interferon-gama humana em todos os grupos de terapia celular indicaram que 

algumas das células transplantadas permaneceram vivas e ativas nos ratos após um 

mês de transplante liberando, pelos menos, estes quatro fatores parácrinos. A 

liberação de fatores de crescimento e citocinas pelas células transplantadas pode ter 

auxiliado no processo de regeneração cardíaca. A produção local ou sistêmica de 

mediadores inflamatórios talvez influencie não somente a migração das CTM aos 

tecidos danificados (322, 323), mas também a proliferação, diferenciação (324) e a 

integração das células exógenas aos tecidos danificados (325). Além disso, as 

células podem secretar fatores importantes na regulação da angiogênese (326). A 

IL-6 é uma citocina responsável pelo crescimento celular, apoptose, sobrevivência e 

diferenciação em vários tipos celulares e órgãos, inclusive o coração (327). Ainda, 

IL-6 é conhecida não somente pela modulação dos processos inflamatórios, mas 

também pela modulação na angiogenese. A IL-8 e Gro trabalham conjuntamente na 

ativação de neutrófilos ao tecido danificado com infarto do miocárdio (328), além de 

participarem no processo de angiogênese (329). Várias pesquisas básicas e clínicas 
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têm sugerido que o principal regulador da produção de plaquetas, trombopoietina 

(TPO) (330), desempenha um papel vital na auto-renovação e expansão de células-

tronco hematopoéticas (331), atua na formação hemangioblastos (332) e na síntese 

e secreção de VEGF (333). Amano et al. (2005) demonstraram em um modelo 

experimental de terapia gênica em ratos que os efeitos da TPO em resposta à 

isquemia aguda são, provavelmente, mediados pela liberação de fatores 

angiogênicos pelas plaquetas para o tecido isquêmico (334). Segundo Kuby et al. 

(1999), o INF-γ contribui na resposta inflamatória aguda e principalmente na crônica, 

atraindo macrófagos e aumentando o número de células fagocitárias no local da 

inflamação (335). Interessantemente, o grupo transplantado com os dois tipos 

celulares juntos apresentou um maior número de fatores parácrinos, mas estes 

fatores foram tanto pró-angiogênicos quanto anti-angiogênicos. Isto poderia explicar, 

pelo menos parcialmente, os resultados das avaliações funcionais dos corações dos 

ratos transplantados, ainda que não existam diferenças significativas entre os 

grupos. 

A efetividade do transplante de células-tronco é inquestionável, mas algumas 

questões permanecem em aberto, como qual é a melhor via para o transplante no 

miocárdio, qual é o número de células ideal para a efetividade do transplante, qual é 

o mecanismo de ação das células transplantadas, qual é a melhor fonte celular e 

como fazer para que as células sobrevivam por mais tempo. 

A busca pela fonte celular ideal é uma constante na área da terapia celular. A 

possibilidade de utilizar células derivadas do SCUh e do CUh aumenta com o 

desenvolvimento de estudos pré-clínicos e clínicos. São muitas as vantagens destas 

fontes celulares frente a medula óssea: a coleta não oferece risco ao recém-nascido 

e a parturiente, as células apresentam alta capacidade proliferativa, alto potencial de 

diferenciação, baixa imunorrelatividade, baixa possibilidade de transmissão de 

doenças infecciosas por vírus latentes, são fontes de CTH, CPE, CTM e de 

linhagens multi/pluripotentes de células-tronco. Já a medula óssea apresenta como 

fator complicador a dificuldade de encontrar doadores de medula óssea compatíveis 

com os receptores, agravado pela grande variabilidade genética e alta miscigenação 

da população brasileira, além do procedimento ser altamente invasivo, trabalhoso e 

doloroso. A aplicação autóloga das células derivadas da medula óssea evita o 

problema de rejeição, mas a idade do paciente influencia no potencial de auto-
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renovação, proliferação e diferenciação celular (66, 143), pesando diretamente na 

efetividade da terapia. 

Outra abordagem deste estudo foi padronizar a obtenção de CTM derivadas 

do CUh. Uma vez que a obtenção das CTM a partir da MO apresentam os 

problemas citados anteriormente, as CTM derivadas do CUh são uma fonte 

alternativa para a aplicação clínica visto que são abundantes e de fácil acesso. 

Outra vantagem referente a este tipo celular é que os pacientes que forem 

transplantados terão um menor índice de rejeição em comparação a outras fontes 

celulares, uma vez que estas células apresentam baixa expressão de moléculas do 

complexo de histocompatibilidade principal humano tipo I (HLA-ABC) e ausência da 

expressão de moléculas do complexo de histocompatibilidade principal humano tipo 

II (HLA-DR), caracterizando baixa imunogenicidade, o que favorece o uso destas 

células em terapias alogênicas (238). Além disso, o SCUh pode fornecer CPE de um 

mesmo doador, possibilitando aplicações mais abrangentes na medicina 

regenerativa. A obtenção das CPE derivadas do SCUh já foi padronizada no nosso 

grupo de pesquisa pelo trabalho de  Senegaglia et al. (2008, 2010) (174, 336). 

O trabalho realizado por Salehinejad et al., (2012) demonstrou que a 

utilização de colagenase e tripsina proporciona melhores resultados em relação a 

conservação das características celulares quando comparado ao isolamento por 

colagenase/hialuronidase/tripsina e explante (240). No entanto, independente do 

método escolhido, é necessário cultivar as células antes da utilização, pois devido 

ao isolamento enzimático há muitos debris celulares que são eliminados durante o 

cultivo. 

Atualmente, há um enorme interesse no estabelecimento e desenvolvimento 

de bancos de sangue do cordão umbilical. Em todo o mundo, mais de 400 mil 

unidades de sangue do cordão umbilical estão disponíveis em mais de 50 bancos 

(227). No entanto, há uma polêmica entre as opções de bancos para 

armazenamento de SCUh: público e privado. Os bancos públicos dispõem as 

unidades de SCUh para o transplante alogênico, utilizando o material de doadores 

voluntários. Antes da inclusão no registro, as amostras são examinadas com base 

no volume, número e tipos de células, histórico de saúde e doenças infecciosas. Por 

outro lado, os bancos de sangue privados armazenam o SCUh para uso autólogo da 

criança sob a tutela dos pais. Neste serviço as amostras são mais onerosas tanto na 

coleta como na manutenção. A maior crítica aos bancos privados é que o doador 
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para quem o sangue foi congelado, provavelmente nunca vai precisar do SCU 

armazenado e o mesmo não é acessível ao público em geral (337). Ballen et al. 

(2008) estimaram que a chance de um indivíduo desenvolver uma doença tratável 

com o seu próprio SCUh, até a idade de 20 anos, é de 0,04% a 0,005%, na hipótese 

de transplante hematopoético (338). Johnson (1997) relatou que a proporção de 

indivíduos que seriam candidatos para usar transplantes autólogo ou alogênico entre 

irmãos, é de 1/2.700 e 1/1.400, respectivamente (339). Por isso, é necessária a 

otimização do SCUh e do CUh para a obtenção de diferentes tipos celulares como 

fontes alternativas para a aplicação clínica.  

No esforço de superar doenças incuráveis, pode ser apenas uma questão de 

tempo até as células-tronco mesenquimais derivadas do cordão umbilical e as 

células progenitoras endoteliais derivadas do sangue do cordão umbilical serem 

utilizadas com sucesso em aplicações de engenharia clínica e tecidual. 

Como relatado acima, estudos randomizados com o objetivo de avaliar a 

utilização terapêutica de células-tronco adultas no miocárdio isquêmico têm gerado 

diferentes resultados. Embora seja concebível que estas observações conflitantes 

são causadas pela utilização de diferentes técnicas, tipos de células, fontes 

celulares, da dose celular e da via de aplicação, não há um consenso na literatura 

quanto às seguintes questões:  

• Qual é a dose, a via e o tempo de transplante celular terapeuticamente ideal? 

• Quais são os potenciais benefícios terapêuticos das células no 

restabelecimento funcional do órgão-alvo? 

• As CTM e CPE derivadas do CUh e do SCUh, respectivamente são seguras e  

viáveis? 

• O transplante realizado imediatamente após o infarto (cenário agudo) é mais 

efetivo aos realizados vários dias após o infarto (cenário crônico)? 

• Há uma forma de melhorar a retenção e sobrevida das células 

transplantadas? 

• Qual o tempo de duração dos benefícios da terapia com células-tronco?  

• Será possível a re-injeção de células-tronco no mesmo paciente? 
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7 CONCLUSÃO 

Com base nos resultados apresentados pode-se concluir que: 

 

O isolamento das CTM provenientes da geléia de Wharton do cordão umbilical 

humano foi efetivo; 

 

O isolamento das CPE provenientes do sangue de cordão umbilical humano foi 

efetivo; 

 

Foi possível caracterizar as CTM e as CPE por meio de análise morfológica, 

fenotípica e por ensaios funcionais; 

 

O ensaio de imunofluorescência indireta permitiu analisar a expressão de proteínas 

específicas pelas CTM e CPE; 

 

Foi estabelecido o modelo de indução a miocardiopatia isquêmica em ratos Wistar;  

 

A análise ecocardiográfica demonstrou que o transplante celular dos três grupos foi 

efetivo na melhora funcional do modelo experimental de miocardiopatia isquêmica 

desenvolvido em ratos Wistar;  

 

A análise histológica pela coloração de tricrômio de Masson e Picrossírius red 

demonstrou que os animais que receberam o transplante celular reduziram a área 

de colágeno no tecido isquêmico; 

 

A análise por FISH demonstrou poucas células humanas fusionadas ao tecido 

isquêmico; 

 

A análise do sangue periférico dos animais 30 dias após o transplante demonstrou a 

presença de fatores angiogênicos humanos. 
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APÊNDICE B – FOLHA DE ROSTO PARA PESQUISA ENVOLVEND O SERES 
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APÊNDICE C – TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARE CIDO 
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ANEXO A – PARECER DO COMITÊ DE ÉTICA NO USO DE ANIM AIS 
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ANEXO B – PARECER CONSUBSTANCIADO DE PROTOCOLO DE P ESQUISA 

ENVOLVENDO SERES HUMANOS 
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ANEXO C – ARTIGO PUBLICADO EM REVISTA INDEXADA 
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ANEXO D – ARTIGO PUBLICADO EM REVISTA INDEXADA 
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ANEXO E – ARTIGO PUBLICADO EM REVISTA INDEXADA 
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ANEXO F – ARTIGO PUBLICADO EM REVISTA INDEXADA 
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ANEXO G – ARTIGO PUBLICADO EM REVISTA INDEXADA 
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ANEXO H – ARTIGO PUBLICADO EM REVISTA INDEXADA 
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ANEXO I – ARTIGO PUBLICADO EM REVISTA INDEXADA 
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ANEXO J – RESUMO APRESENTADO EM CONGRESSO 

RESUMO APRESENTADO NO VI CONGRESSO BRASILEIRO DE CÉ LULAS-

TRONCO E TERAPIA CELULAR – SALVADOR, BAHIA – 28 DE SETEMBRO A 01 

DE OUTUBRO DE 2011. 
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ANEXO K – RESUMO APRESENTADO EM CONGRESSO 

RESUMO APRESENTADO NO 9TH INTERNATIONAL CONGRESS ON 

CORONARY ARTERY DISEASE  – VENEZA, ITÁLIA – 23 A 26 DE OUTUBRO DE 

2011. 
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ANEXO L – RESUMO APRESENTADO EM CONGRESSO 

RESUMO APRESENTADO NO WORLD CORD BLOOD CONGRESS III  – ROMA, 

ITÁLIA – 27 A 29 DE OUTUBRO DE 2011. 

 

 


