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Terapias celulares do miocárdio com células da medula óssea: critérios de
qualidade e perspectivas
Myocardial cell therapy with bone marrow cells: criteria for quality and future perspectives
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A terapia celular pode ser uma nova opção terapêutica para pacientes cardíacos,
modificando o processo de remodelamento cardíaco e prevenindo a falência cardía-
ca pós-infarto. Estudos clínicos até o presente usaram células mononucleadas de
medula óssea, isoladas por centrifugação em gradiente de densidade a partir de
aspirados de medula óssea da crista ilíaca. Embora esta nova estratégia revolucio-
nária pareça ser segura e melhorar a função cardíaca, resultados negativos surgi-
ram desafiando o futuro de terapias baseadas em células para o reparo cardíaco.
Aqui discutimos alguns resultados laboratoriais que podem explicar, pelo menos
parcialmente, as diferenças obtidas em protocolos similares. Uma análise da corre-
lação entre a composição celular da fração mononuclear do aspirado da medula
óssea e o êxito clínico da terapia indicou que os linfócitos não favorecem o reparo do
miocárdio. Uma seleção negativa eliminando as linhagens do sistema imunitário
pode ser proposta para melhorar a terapia celular do miocárdio. Rev. Bras. Hematol.
Hemoter. 2009;31(Supl. 1):82-86.
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Introdução

A terapia celular tem se mostrado uma nova opção para
tratar as cardiopatias relacionadas à isquemia do miocárdio
pós-infarto. A terapia celular mais amplamente usada é o trans-
plante de medula óssea, na qual o tecido colhido reconstitui o
mesmo no recipiente, seja autólogo ou heterólogo. Extensas
seleções ou manipulações do material celular são raramente
indicadas e usadas, e a preocupação essencial é a proteção
das células manipuladas de estresse e de agressão física ou
química.  No caso de terapias celulares do miocárdio, na gran-
de maioria dos casos, a fonte de células transplantadas não é
o tecido cardíaco. A escolha e a manipulação das células re-
presentam, portanto, desafios grandes, para os quais as pro-
postas ainda estão longe de consenso científico e médico.

Modelos experimentais têm demonstrado que a infu-
são de diferentes tipos celulares pode contribuir para a me-
lhora da função cardíaca após infarto agudo ou isquemias
cardíacas crônicas. Entre os diferentes tipos celulares estu-
dados, infusão de progenitores endoteliais isolados do san-
gue periférico ou medula óssea,1,2,3,4 células mesenquimais
da medula óssea 5,6,7 ou do tecido adiposo8 ou células-tron-
co residentes expandidas in vitro, como as células-tronco
do miocárdio9,10 ou do epicárdio,11 foram capazes de esti-
mular a revascularização do miocárdio, melhorando sua
função.

No entanto, a maioria dos estudos clínicos tem-se res-
trito, até o momento, à infusão, por diferentes vias, de células
mononucleares isoladas de aspirados da medula óssea por
centrifugação em gradiente de densidade.12-17 Esta opção re-
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flete dois fatos. O conhecimento da coleta e manipulação de
células da medula óssea é embasado em ampla experiência.
Por outro lado, é consenso atual que a medula óssea contém
progenitores hematopoéticos, endoteliais e mesenquimais, e
que todos podem participar direta ou indiretamente na
revascularização e estabilização da árvore vascular coro-
nariana e, potencialmente, na regeneração de tecido muscu-
lar próprio.

Embora uma metanálise dos resultados publicados na
literatura tenha sugerido que haja uma melhora da função
cardíaca, esta é discreta e é inegável que em alguns casos
não se observou qualquer efeito.18 Por exemplo, em estudo
randomizado, duplo-cego, com o grupo controle dos paci-
entes recebendo placebo, e a infusão por via intracoro-
nariana de células mononucleares de medula óssea, verifi-
cou-se uma melhora da fração de ejeção nos pacientes que
receberam as células.19 Outro estudo, também randomizado,
duplo-cego com placebo controlado, onde células mono-
nucleares de medula óssea foram também injetadas por via
intracoronariana, não registrou melhora no quadro clínico
dos pacientes.20 Em seu conjunto, os estudos heterogêne-
os com diferentes resultados podem levar a severas críti-
cas, comprometendo a aplicação de terapias celulares. É
importante, portanto, identificar os motivos destes resulta-
dos discrepantes.

A importância do método de isolamento e da
caracterização das células

Apesar das variações quanto ao número de células
injetadas, a via de administração e o período pós-infarto
agudo em que as células foram injetadas, resultados recen-
tes sugerem que possíveis diferenças no método de isola-
mento das células poderiam alterar propriedades funcio-
nais destas e, portanto, a qualidade do material inoculado,
o que levaria às diferenças observadas no resultado final.
Seeger e colaboradores21 demonstraram que diferenças na
forma de armazenamento, na solução de coleta e armazena-
gem, e mesmo no gradiente de densidade podem alterar a
purificação e função de células derivadas de aspirados da
medula óssea. Os autores mostraram diferenças significati-
vas na recuperação celular, especificamente de progenito-
res hematopoéticos (CD45+ CD34+ e CD45+CD133+), e na
capacidade funcional, incluindo a habilidade de induzir
revascularização no modelo de isquemia de membros inferi-
ores, entre células mononucleares obtidas por centrifugação
em Ficoll ou Lymphoprep. Além disso, a estocagem
overnight a 4ºC em solução salina fisiológica com plasma
autólogo heparinizado resultou em dimiuição da migração
das células em resposta à quimiocina CXCL12 ,também co-
nhecida como SDF-1α (Stromal Derived Factor-1α), quan-
do comparado com a estocagem em meio de cultura (ex vivo)
contendo soro autólogo. Estes achados constituem uma
grande contribuição para a área de terapias celulares não

só em cardiopatias isquêmicas, e indicam claramente a im-
portância dos métodos de obtenção das células e da carac-
terização fenotípica e funcional da população isolada.

Caracterização fenotípica e funcional da
população mononuclear isolada de aspirados
de medula óssea de cardiopatas

Em estudos do nosso grupo, a injeção transendo-
cárdica de células mononucleadas de medula óssea em pa-
cientes com isquemia crônica promoveu redução da área
isquêmica e melhora significativa em aproximadamente seis
meses dos sintomas e da capacidade funcional do mio-
cárdio.13,15  Ela foi sustentada por período muito mais longo,
e a recente revisão dos pacientes, cinco anos após a tera-
pia, mostra a manutenção da melhora clínica e de qualidade
de vida em todos os paciente (Dohmann HFR et al., 2008,
observações não publicadas). Neste estudo, aspirados da
crista ilíaca do paciente, coletados com heparina de baixo
peso molecular (Liquemine, Roche) foram imediatamente pro-
cessados. O gradiente de centrifugação para obtenção do
anel de células mononucleadas foi realizado com Ficoll-
Paque PlusTM (Pharmacia, GE Life Science). As células fo-
ram diluídas em soro fisiológico contendo 3% de albumina
humana e imediatamente transportadas, em ambiente refri-
gerado, para injeção nos pacientes. Portanto, o intervalo de
tempo entre a obtenção da fração mononuclear e a injeção
não excedeu quatro horas.

Numerosas provas funcionais e de caracterização feno-
típica da população celular a ser injetada foram realizadas
com o objetivo de comprovar a capacidade funcional das
células.

A recuperação celular após gradiente de Ficoll foi de
aproximadamente 25% (12%-38,6%), e as características
fenotípicas desta população foram avaliadas por citometria
de fluxo (Tabela 1). Utilizou-se o marcador CD45 para deter-
minar a população de leucócitos (leucogate) e o percentual
de progenitores hematopoéticos (CD34+) com baixa expres-
são de CD45 (CD45Lo) foi quantificado utilizando-se o méto-
do de Ishage.22 A expressão de HLA-DR na população
CD34+CD45Lo foi verificada, pois está correlacionada com a
diferenciação dos mesmos. Ou seja, os progenitores
hematopoéticos mais primitivos são negativos para HLA-
DR.23 O porcentual de linfócitos T (CD3+), CD4 e CD8, e de
linfócitos B (CD19+) foi determinado na leucogate, assim como
o de monócitos (CD14+) e de células CD56+, entre as quais se
encontram as células NK.

Embora a análise por exclusão de corante (azul trypan)
demonstrasse que mais de 95% das células eram viáveis,
ensaios clonogênicos para verificar a capacidade de prolife-
ração de progenitores hematopoéticos e de células mesen-
quimais do estroma foram realizados. A frequência de células
mesenquimais do estroma da medula óssea, também denomi-
nadas de células-tronco mesenquimais pela sua capacidade
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de se diferenciar nas linhagens osteogênica, condrogênica e
adipogênica,24 foi determinada pelo ensaio de formação de
colônia de células fibroblastoides (CFU-F, Fibroblast-Colony
Forming Unit) como descrito anteriormente.25 Já a capacidade
de proliferação e diferenciação dos progenitores hema-
topoéticos foi avaliada pela formação de colônia em meio
semissólido (soft-agar) na presença de fatores de crescimento
(CFU-GM, Granulocyte-Macrophage Colony Forming Unit).

A dispersão do número de CFU-F foi semelhante à dis-
tribuição das células CD45LoCD34+ (Figura 1A). O número de
CFU-GM correlacionou-se diretamente (R2 = 0,72) com o
porcentual de progenitores hematopoéticos (CD45LoCD34+)
(Figura 1B). Esta correlação indica que aproximadamente uma
em trinta células CD45LoCD34+ (33,9 ± 10,7) é capaz de formar
uma colônia de células mielóides em meio semissólido. Esta
correlação é ainda mais estreita com a população mais indi-
ferenciada, pois verificou-se que cada (1,4 ± 0,5) célula

CD45LoCD34+HLA-DRLo/- é capaz de formar uma colônia. Por-
tanto, o método de isolamento não afetou a capacidade
proliferativa destas células.

Correlação da quantidade e do fenótipo de
células injetadas com o êxito da terapia

Os mecanismos da participação das diferentes frações
de células mononucleares obtidas e usadas na terapia do
miocárdio não são claros. Entretanto, o conhecimento deta-
lhado da composição da população celular injetada em cada
um dos pacientes, junto com o acompanhamento clínico e
estudos dos parâmetros funcionais após a terapia permitiram
uma análise post hoc das correlações entre estes parâmetros.
A Tabela 2 cita os dois conjuntos de dados submetidos à
análise de correlação, e a Tabela 3 as correlações detecta-
das.26,27 Nota-se uma clara correlação entre o número total
de células e o bom êxito da terapia. O conjunto de linfócitos
não mostra uma correlação favorável, e as células CD3+CD8+
e CD56+ mostram um efeito claramente desfavorável. Como a
quantidade de células injetadas numa intervenção transendo-
cárdica é limitada, uma seleção negativa de linfócitos pode
ter dois efeitos interessantes: permitir o aumento de células
que se mostram favoráveis à regeneração do miocárdio, e
eliminar as populações não desejadas. A possibilidade de
seleção negativa esta atualmente em estudo. Por outro lado,
as células que mostraram a correlação positiva pertencem
aos progenitores mais precoces, que representam uma parte
muito pequena da população mononuclear total. O efeito fa-
vorável durador, melhorando o quadro clínico do paciente
durante pelo menos 8-12 semanas, sugere uma capacidade
de proliferação destas células, ou desencadeamento de
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CD34+CD34+HLA-DR-       CFU-F Nº CFU-GM / 106 células

Figura 1. Características da população mononuclear de medula óssea injetadas por via transendocárdica. (A) Número de progenitores
hematopoéticos (CD34+ e CD34+HLA-DR-) e de progenitores mesenquimais (CFU-F) na fração mononuclear de medula óssea; (B) Correlação
entre o número de colônias de granulócitos e macrófagos e o porcentual de células CD45loCD34+ na fração mononuclear de medula óssea.
As células mononucleares foram obtidas por centrifugação em Ficoll. O porcentual de células CD45loCD34+ foi determinado por citometria de
fluxo e o número de colônias
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fenômenos autossustentados no tecido receptor. Este acha-
do sugere a possibilidade de tentar expandir estas popula-
ções antes da injeção. Para os CFU-F que correspondem apro-
ximadamente às células-tronco mesenquimais, isto é tecnica-
mente viável, em condições rigorosamente controladas.28 Esta
linha de pesquisa está sendo também atualmente prosseguida
em vários grupos.

Em conclusão, as terapias celulares do miocárdio mos-
tram em seu conjunto resultados promissores, porém pouco
claros em termos de mecanismos envolvidos. A maioria dos
cientistas concordaria hoje que a questão não é mais se as
terapias celulares devem ser aplicadas, mas como devem ser
aplicadas.29 O conhecimento detalhado de células usadas e
de potenciais mecanismos que desencadeiam a evolução fa-
vorável das cardiopatias graves é um desafio para os próxi-
mos anos.

Abstract

Cell therapy may provide a novel therapeutic option for cardiac
patients, modifying myocardium remodeling processes and
preventing post-infarction heart failure. Currently clinical studies
predominantly use bone marrow mononuclear cells isolated by
density gradient centrifugation of iliac crest bone marrow aspirates.
Although this revolutionary new strategy seems to be safe and to
improve myocardial function, negative data have emerged
challenging the future of cell-based therapy for heart repair. Here
we discuss some laboratory data that might explain, at least in part,
variations in outcomes using similar protocols. Analysis of the
correlation between the cell composition of the mononuclear fraction
of bone marrow aspirates and the clinical outcome of the therapy
has indicated that cells of the lymphocyte lineage are not beneficial
in myocardial regeneration. A proposal of selection to eliminate
these cells may improve cell therapy of infarcted myocardium. Rev.
Bras. Hematol. Hemoter. 2009;31 (Supl. 1):82-86.

Key words: Stem cell; bone marrow; heart; myocardium; cell
therapy.
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