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RESUMO 

 

A angiogênese terapêutica tem surgido como uma promissora terapia desenvolvida 

para tratar isquemias teciduais pela promoção da proliferação de vasos colaterais. 

Células progenitoras endoteliais (EPC) e células-tronco da medula óssea (MSC-MO) 

mostraram ser capazes de aumentar eficientemente o fluxo sanguíneo e a 

revascularização após a isquemia tecidual. Contudo, essa abordagem terapêutica 

requer um alto número de células e como conseqüência grandes quantidades de 

aspirados medulares. O desenvolvimento de uma rede capilar é requerido para o 

remodelamento do tecido adiposo, evidenciando uma ligação crucial entre 

adipogênese e angiogênese. Deste modo, a proposta desse estudo é verificar e 

comparar o potencial angiogênico das BM-MSC e células-tronco de tecido adiposo 

(MSC-TA) em um modelo murino de isquemia de membros. Células isoladas do tecido 

adiposo subcutâneo murino foram testadas quanto a capacidade de diferenciação in 

vitro para as linhagens adipogênica e osteogênicas, e, em seguida seu potencial 

angiogênico foi analisado no modelo murino de isquemia de membros inferiores. 

Ambas as células promoveram angiogênese, embora apenas o Grupo TA foi capaz de 

aumentar a densidade arteriolar. No entanto, enquanto 80% dos animais tratados com 

as AT-MSC (Grupo TA) apresentaram necrose no membro, apenas 20% dos animais 

tratados com MSC-MO (Grupo MO) apresentaram a mesma aparência. Não houve 

recuperação da força contrátil do músculo e observou-se a presença de adipócitos 

intramusculares, fibras musculares degeneradas e cicatriz tecidual. Os resultados 

sugerem que as MSC-TA murina estimulam a angiogênese, contudo não é suficiente 

para proteger e promover o reparo do tecido isquêmico. 
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ABSTRACT 

 

Therapeutic angiogenesis has emerged as one of the most promising therapies 

developed to treat tissue ischemia by promoting the proliferation of collateral vessels. 

Endothelial progenitor cells (EPC) and bone marrow mesenchymal stem cells (MSC-

MO) were shown to efficiently increase blood flow and revascularization after tissue 

ischemia. However, this therapeutic approach requires high number of cells and the 

consequent need of large amounts of bone marrow aspirates. Development of the 

capillary network is required for adipose tissue remodeling, underlining a crucial link 

between adipogenesis and angiogenesis. Thus, the purpose of this study is to verify 

and compare the angiogenic potential of MSC-MO and adipose tissue- mesenchymal 

stem cells (MSC-TA) in a mouse model of hindlimb ischemia. Cells derived from 

murine subcutaneous fat tissue were tested in relation to their potential to differentiate 

in vitro towards the adipogenic and osteogenic lineages and then their angiogogenic 

potential were evaluated in a mouse model of hindlimb ischemia. Both cells promoted 

angiogenesis although just AT-MSC increased arteriolar density. However, while 80% 

of the animals treated with MSC-TA (TA Group) showed limb necrosis, only 20% of the 

animals treated with MSC-MO (MO Group) showed the same appearance. There was 

no recovery of the muscular force. and intramuscular adipocytes, degenerated 

muscular fibers and tissue scar were observed. The results suggest that murine MSC-

TA stimulate angiogenesis that is not sufficient to protect and promote repair of 

ischemic tissues.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 ix 

LISTA DE ABREVIATURAS 
 
α-SMA = Alfa- Actina de Músculo Liso, Alpha-Smooth Muscle Actin 

Ang 1 = Angiopoietina 1 

BMC = Célula de Medula Óssea, Bone Marrow Cell 

BMP-2 = Proteína Morfogenética Óssea, Bone Morfogenetic Protein 

CMN-MO = Células Mononucleares de Medula Óssea 

CXCR4 = Receptor 4 de Quimiocinas CXC , CXC Chemokine Receptor 4 

EC = Células Endoteliais, Endothelial Cell 

EDTA= Ácido etilenodiamino tetra-acético, Ethylenediamine Tetraacetic Acid 

EGF = Fator de Crescimento Epidérmico, Epidermal Growth Factor  

EGFR = Receptor de EGF, EGF Receptor  

EPC = Célula Progenitora Endotelial, Endothelial Progenitor Cell  

FGF = Fator de Crescimento de Fibroblastos, Fibroblast Growth Factor 

G-CSF = Fator Estimulador de Colônia de Granulócito, Granulocyte -Colony Stimulator 

Factor 

GM-CSF = Fator Estimulador de Colônia de Granulócito/Macrófago, 

Granulocyte/Macrofage -Colony Stimulator Factor 

HGF = Fator de Crescimento de Hepatócito, Hepatocyte Growth Factor  

HIF = Fator Indutor de Hipóxia, Hypoxia Inducible Factor 

IBMX= Isobutil-metil-xantina  

IGF-1 = Fator de Crescimento similar a Insulina, Insulin-Like Growth Factor 

MCP-1 = Proteína Quimioatratora de Monócitos - 1, Monocyte Chemoattractant 

Protein-1 

MMP = Metaloproteinases de Matriz, Matrix Metalloproteinases 

MO = Medula Óssea 

MSC = Células Tronco Mesenquimais, Mesenchymal Stem Cells 

NCS= Soro Bovino de Recém Nato, Newborn Calf Serum 

ON = Óxido Nítrico 

PAX 3; 7 = Gene Pareado- 3;7, Paired Box- 3; 7 

PBS= Solução Salina Tamponada com Fosfato, Phosphate Buffered Saline 

PDGF = Fator de Crescimento Derivado de Plaquetas, Platelet-derived Growth Factor 



 

 x 

PPARγ1; 2 = Receptor Ativado por Proliferadores de Peroxissomos - Gama 1; 2, 

Peroxisome Proliferator- Activated Receptor- Gamma 1; 2 

SDF-1 = Fator Derivado de Células Estromais – 1, Stromal Cell- derived Factor-1 

SMC = Célula Muscular Lisa, Smooth Muscle Cell 

SOX 9 = Região Y determinante do Sexo – Gene 9, Sex Determining Region Y- Box 9 

TA = Tecido Adiposo 

TGF-α = Fator de Crescimento Trasformador – Alfa, Transforming Growth Factor – 

Alpha 

VEGF = Fator de Crescimento Vascular Endotelial, Vascular Endothelial Growth Factor 

vWF = Fator de Von Willebrand, Von Willebrand Factor 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 xi 

SUMÁRIO 
 
 

1. Introdução:.................................................................................................................1 

1.1. Reparo Tecidual.......................................................................................................2 

1.1.1.Tecido Muscular e Regeneração.........................................................................2 

1.1.1.a. Células Satélites......................................................................................3 

1.1.1.b. Medula Óssea e Reparo Muscular..........................................................6 

1.1.2. Reparo Tecidual e Neovascularização...............................................................7 

1.1.2.a. Estrutura Vascular...................................................................................7 

1.1.2.b. Angiogênese..........................................................................................10 

1.1.2.b.i. Processo Angiogênico...............................................................11 

1.1.2.b.ii. Moléculas Reguladoras da Angiogênese.................................12 

1.1.2.c. Arteriogênese.........................................................................................14 

1.1.2.c.i. Moléculas Reguladoras da Arteriogênese.................................14 

1.1.2.d. Vasculogênese......................................................................................15 

1.1.2.d.i. Fatores Reguladores da Vasculogênese..................................16 

1.2. EPCs e Reparo Tecidual .......................................................................................17 

1.3. Doenças Vasculares Periféricas.............................................................................18 

1.4. Medula Óssea e Células-Tronco Mesenquimais....................................................19 

1.4.1. Potencial Angiogênico das Células de Medula Óssea.....................................22 

1.5. Tecido Adiposo e as Células-Tronco Mesenquimais.............................................23 

1.5.1. Potencial Angiogênico das Células de Tecido Adiposo....................................24 

 

2. Objetivos:.................................................................................................................26 

 

3. Metodologia:............................................................................................................27 

3.1. Animais...................................................................................................................27 

3.2. Isolamento e Cultura de Células............................................................................27 

3.2.1. Obtenção de Células Mesenquimais de Medula Óssea...................................27 

3.2.2. Obtenção de Células Mesenquimais de Tecido Adiposo.................................28 

3.3 Diferenciação Para as Vias Osteogênica e Adipogênica.......................................28 



 

 xii 

3.3.1. Para a Via Osteogênica....................................................................................28 

 3.3.2. Para a Via Adipogênica....................................................................................29 

3.4. Modelo Murino de Isquemia Unilateral de Membro Inferior....................................29 

3.5. Avaliação do Grau de Integridade do Membro Isquêmico e Determinação da Força 

Muscular........................................................................................................................30 

3.6. Histopatologia.........................................................................................................31 

3.6.1 Análises Histológicas.........................................................................................31 

3.6.2 Análise Histoquímica.........................................................................................32 

3.7. Quantificação da Angiogênese...............................................................................32 

3.8 Quantificação de Área de Gordura Intramuscular...................................................34 

3.9 Quantificação de Fibras Musculares Necróticas.....................................................34 

3.10 Análise Estatística.................................................................................................35 

 

4. Resultados:..............................................................................................................36 

4.1. As MSC de TA murino são capazes de se diferenciar nas linhagens adipogênica e 

osteogênica...................................................................................................................36 

4.2. As MSC de TA murino estimulam a angiogênese pós-

isquemia........................................................................................................................36 

4.3. Efeito do transplante in vivo de MSC de TA ou MO...............................................39 

4.4. Os animais tratados com MSC de MO ou TA apresentam redução do peso do 

músculo isquêmico........................................................................................................40 

4.5. Após quatro semanas, os animais tratados com MSC de MO ou TA murino 

possuem função muscular semelhante aos animais isquêmicos não tratados.............42 

4.6. Presença de células adiposas intramusculares nos músculos isquêmicos dos 

animais tratados com as MSC-TA e –MO.....................................................................42 

4.7. Os animais isquêmicos tratados com MSC de TA apresentaram maior número de 

fibras musculares degeneradas do que os animais tratados com MSC de 

MO.................................................................................................................................45 

4.8. As MSC de TA e MO são capazes de promover a regeneração das fibras 

musculares no membro isquêmico lesado....................................................................47 



 

 xiii 

4.9. Presença de tecido conjuntivo cicatricial nos animais tratados com as MSC 

derivadas de TA ou de MO............................................................................................48 

 

5. Discussão:...............................................................................................................51 

 

6. Conclusões:.............................................................................................................61 

 

7. Considerações Finais:............................................................................................62 

 

8. Referências:.............................................................................................................63 

 

9. Anexos:....................................................................................................................82 

9.1. Colorações.............................................................................................................82 

9.1.1. Colorações Especiais.....................................................................................82 

     9.1.1.a. Von Kossa..........................................................................................82 

     9.1.1.b. Oil Red O...........................................................................................83 

      9.1.2. Colorações Histológicas................................................................................84 

     9.1.2.a Hematoxilina e Eosina........................................................................84 

     9.1.2.b. Tricrômico de Masson........................................................................85 

     9.1.2.c. Vermelho de Pricrossirius..................................................................87 

9.2 Comitê de Ética em Pesquisa.................................................................................89 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 xiv 

LISTA DE ILUSTRAÇÕES 

FIGURA 1 - Corte histológico de língua corado por HE..................................................3 

FIGURA 2 - Localização das Células Satélites...............................................................4 

FIGURA 3 - Interação pericito/células endoteliais nos microvasos.................................8 

FIGURA 4 - Representação esquemática da arteriogênese, angiogênese e 

vasculogênese...............................................................................................................10 

FIGURA 5 - Algumas vias de diferenciação das MSC de MO......................................20 

FIGURA 6 - Fluxograma representativo da metodologia utilizada para obtenção das 

culturas de MSC de TA murino induzidas para as vias osteogênica e adipogênica.....30 

TABELA 1 - Classificação dos membros isquêmicos segundo o grau de necrose......31 

FIGURA 7 - Determinação da força muscular...............................................................33 

TABELA 2 - Classificação dos músculos isquêmicos segundo o número de fibras 

necróticas......................................................................................................................34 

FIGURA 8 - Fluxograma representativo da metodologia utilizada para a avaliação do 

efeito das MSC de MO e TA na isquêmica de membros posteriores............................35 

FIGURA 9 - MSC-TA são capazes de se diferenciar in vitro para as linhagens 

osteogênica e adipogênica............................................................................................37 

FIGURA 10 - Imagem representativa de imunohistoquímica para lectina BSL-1 nos 

músculos isquêmicos....................................................................................................38 

FIGURA 11 - As MSC-TA e MSC-MO são capazes de estimular a angiogênese no 

músculo isquêmico........................................................................................................39 

FIGURA 12 - As MSC de TA apresentam menor capacidade de recuperação da atrofia 

do membro que as MSC de MO....................................................................................41 

TABELA 3 - Peso dos animais e dos músculos isquêmicos após quatro semanas.....41 

TABELA 4 – Correlação entre a força muscular e o peso dos músculos 

isquêmicos.....................................................................................................................42 

FIGURA 13 - Efeito das MSC de TA e MO na função muscular...................................43 

FIGURA 14 - Histopatologia dos músculos isquêmicos dos animais experimentais 

após quatro semanas da injeção das células................................................................44 

FIGURA 15 - Quantificação da área de tecido adiposo no músculo esquelético após 

quatro semanas de isquemia........................................................................................45 



 

 xv 

FIGURA 16 - Animais tratados com MSC-TA ou -MO apresentam fibras musculares 

degeneradas..................................................................................................................46 

FIGURA 17 - Quantificação das fibras degeneradas presentes do músculo esquelético 

isquêmicos após quatro semanas de isquemia.............................................................47 

FIGURA 18- As MSC de TA ou MO são capazes de promover a regeneração de fibras 

musculares esqueléticas...............................................................................................49 

FIGURA 19 - Os animais isquêmicos tratados com MSC-TA ou –MO apresentam 

tecido cicatricial intramuscular.......................................................................................50 



 1 

1. INTRODUÇÃO: 
 

Doenças vasculares periféricas são um dos maiores problemas de saúde em 

uma sociedade que está envelhecendo. Em estágios avançados estas enfermidades 

resultam em hipoperfusão tecidual, gangrena e amputação do membro afetado. A 

revascularização do órgão isquêmico é essencial para a restauração da função 

fisiológica (KIM et al., 2007). Como a cirurgia vascular, tratamento usado atualmente 

para essas enfermidades, não é eficaz em todos os casos, estratégias terapêuticas 

usando terapias celulares se tornaram promissoras. 

As células-tronco mesenquimais (MSC, Mesenchymal Stem Cells) além de 

presentes em vários tecidos, incluindo a medula óssea (MO), possuem capacidade de 

se diferenciarem em células da linhagem mesenquimal, musculares esqueléticas e 

endotelias (PITTENGER et al., 1999; ZUK et al., 2001; REYES et al., 2002). É 

considerada uma fonte ideal para terapias celulares, uma vez que, seu isolamento é 

considerado simples, apresenta capacidade de expansão e multipotencialidade 

(PITTENGER et al., 1999; MOON et al., 2006). Ensaios pré-clinicos mostraram que as 

MSC de MO (MSC-MO) são capazes de induzir a revascularização em modelo de rato 

de isquemia de membros inferiores (AL-KHALDI et al., 2004). 

As MSC de tecido adiposo (TA) possuem propriedades semelhantes a sua 

correspondente medular (LEE et al., 2004; KIM et al., 2005), porém maior freqüência 

tecidual, assim foram eleitas importante fonte alternativa as células da MO (revisado 

em BAPTISTA et al., 2007). As MSC de TA (MSC-TA) também demonstraram efeitos 

pró-angiogênicos em modelo murino de isquemia de membros inferiores (PLANAT-

BENARD et al., 2004).  

É importante ressaltar que não há trabalhos onde as MSC-TA e MO são 

comparadas quanto ao potencial angiogênico in vivo, além da maior parte dos 

trabalhos utilizarem células humanas em modelo de xenoenxerto. A proposta deste 

estudo foi comparar diretamente o efeito da aplicação in vivo de MSC-TA e MO 

murinas em modelo de isquemia de membros inferiores.  
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1.1. Reparo Tecidual 

 Os tecidos em geral possuem atividade regenerativa intrínseca, responsável por 

renovar continuamente as células mortas, mantendo a homeostasia tecidual. Em 

tecidos como o linfo-hematopoético e aqueles expostos a agressões externas 

contínuas, como os epitélios intestinal e cutâneo, a taxa de renovação celular é 

constante. Em outros tecidos como o muscular estriado e o nervoso esta renovação 

celular parece ocorrer raramente.  

Após uma lesão, células responsáveis pelo restabelecimento da homeostase do 

tecido, que hoje, acredita-se sejam as células tronco adultas, tecido-específicas (SUN 

et al., 2003, DA SILVA-MEIRELLES, CHAGASTELLES & NARDI, 2006) são ativadas, 

reconstituindo a área lesada. Freqüentemente, este processo ocorre em associação 

com a ativação do tecido conjuntivo-vascular. Este processo, denominado reparo 

tecidual, nos casos de tecidos onde há menor capacidade de regeneração, como o 

tecido muscular estriado, se desenvolvem com formação principalmente de uma 

cicatriz fibrosa (ROBBINS & COTRAN, 1999; MONACO & LAURENCE, 2003).  

Para que haja um reparo eficiente de qualquer tecido vascularizado, além das 

células que o compõem, é necessário que haja o restabelecimento do suprimento 

sanguíneo normal pela formação de novos vasos funcionais. Este processo é 

denominado revascularização. Os aspectos desse processo serão descritos 

detalhadamente mais adiante.    

 

1.1.1. Tecido Muscular e Regeneração 

No indivíduo adulto, existem três tipos de tecido muscular, classificados de 

acordo com as suas características morfológicas e funcionais, são eles: músculo 

estriado cardíaco, e esquelético e músculo liso.  

O músculo cardíaco é formado por células alongadas, com estriações 

transversais e ramificadas, que se unem através de estruturas denominadas discos 

intercalares.  Esta classe de tecido muscular possui capacidade de regeneração 

limitada. Na ocorrência de estresse isquêmico, o músculo cardíaco ativa mecanismos 

de sobrevivência celular resultando em condições fisiológicas de adaptação a isquemia, 

conhecida como miocárdio hibernante (RASHED & DEPRE, 2006).  



 3 

O músculo esquelético, por sua vez, é formado por feixes de células cilíndricas, 

longas e multinucleadas, com presença de estriações transversais (Fig. 1). Esta classe 

de tecido muscular possui capacidade regenerativa que parece ser dependente das. 

células satélites (revisado em CHARGE & RUDINICKI, 2004).  

 
Figura 1. Corte histológico de língua corado por HE. Fibras musculares estriadas 
esqueléticas seccionadas transversal e longitudinalmente. Observar as estriações, no corte 
longitudinal, e a disposição periférica dos núcleos das fibras musculares, no corte transversal. 
(JUNQUEIRA & CARNEIRO, 2004). 
 

Já o músculo liso é um tecido formado por células fusiformes não estriadas. 

Neste, a resposta regenerativa é mais eficiente. No caso da musculatura da parede dos 

vasos sanguíneos, as células murais, que parecem estar intimamente ligadas aos 

pericitos, atuam ativamente auxiliando na regeneração do tecido. A identidade dos 

pericitos e seu papel no reparo tecidual serão discutidos posteriormente. 

 

1.1.1.a. Células Satélites 

As células satélites foram primeiramente identificadas por microscopia eletrônica 

pela sua posição anatômica única, situada entre a lâmina basal e a membrana celular 
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das fibras musculares adultas (MAURO, 1961) (Fig. 2). No músculo adulto, a 

renovação de mionúcleos raramente ocorre, desta maneira as células satélites se 

encontram em estado de quiescência. Uma vez ativadas, elas proliferam, iniciam sua 

diferenciação para a linhagem miogênica se tornando mioblastos, que se fundem 

formando miofibras nascentes. Posteriormente, essas miofibras se unem entre si ou 

com outros mioblastos dando origem a miofibras maduras, que promovem o reparo do 

tecido (PARTRIDGE, 2004; EHRHARDT & MORGAN, 2005;). 

 
 
 
 
 
 
Figura 2. Localização das 
Células Satélites. (A) 
Esquema representativo da 
localização das células 
satélites em associação com 
as fibras musculares. 1- 
Célula satélite, 2- Depressão 
na membrana da fibra 
muscular, 3- endomísio 
envolvendo as fibras 
musculares e suas células 
satélites.(http://www.aps.uogu
elph.ca/~swatland/ch7_6.htm) 
(B) Fotomicrografia eletrônica 
de uma célula satélite em um 
músculo inervado. Notar a 
íntima associação entre as 
fibras musculares e as 
células satélites. Aumento 
6000X. (CAMILLO, ROCHA & 
CHOPARD, 2004). 

 

A ativação das células satélites é um processo complexo. O primeiro passo é o 

resgate do estado celular de quiescência, ou seja, passagem do estágio G0 para o G1 

do ciclo celular (DHAWAN & RANDO, 2005). Fatores extrinsícos atuam nesse processo.  

O fator de crescimento de hepatócito (HGF, Hepatocyte Growth Factor) parece 

ser crucial nos estágios iniciais de regeneração (HAYASHI et al., 2004), sendo 

expresso na sua forma inativa na matriz celular circundante as células satélites 

(CORNELISON & WOLD, 1997; TATSUMI et al., 1998). Atua no aumento da 
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quimiotaxia dos precursores musculares (BANDOW et al., 2004; KAWAMURA et al., 

2004; VILENA & BRANDAN, 2004). Mioblastos C2C12 tratados com HGF reorganizam 

seu citoesqueleto de actina, desenvolvem um formato celular polarizado (KAWAMURA 

et al., 2004) e mostram migração direcional e não-direcional ao gradiente de HGF 

(KAWAMURA et al., 2004; VILENA & BRANDAN, 2004). 

Outros fatores, tanto in vivo quanto in vitro, estimulam a ativação das células 

satélites podendo servir como um caminho adicional ao HGF. Diferentes membros da 

família de fatores de crescimento de fibroblastos (FGF, Fibroblast Growth Factor) estão 

presentes no músculo e podem ser liberados na ocorrência da lesão (JOHNSON & 

ALLEN, 1995), e vários receptores de FGF, principalmente FGF-R1 e –R4, são 

expressos nas células satélites (KASTNER et al., 2000; CORNELISON et al., 2001), 

estando envolvidos na sua ativação, proliferação e diferenciação. A isoforma 2 do FGF 

parece ser tão potente quanto o HGF em resgatar as células satélites da quiescência 

fazendo-as entrar na fase proliferativa (YABLONKA-REUVENI, SEGER & RIVERA, 

1999). A expressão de FGF-6 nas células C2C12 induz mudanças morfológicas, 

diferenciação e reduz a adesão celular (ISRAELI et al, 2004). 

 A ativação da via de sinalização de Notch é também um potente ativador das 

células satélites. A inibição da via de Notch previne as células de ativarem e 

proliferarem (CONBOY & RANDO, 2002). Em resposta a injúria, ocorre a 

superexpressão do ligante de Notch, Delta 1, ativando o receptor Notch e induzindo a 

proliferação celular (DHAWAN & RANDO, 2005).  

 Trabalhos recentes mostram que o fator de crescimento vascular endotelial 

(VEGF, Vascular Endothelial Growth Factor) também atua na regeneração muscular. A 

injeção de um adeno-vírus associado codificando VEGF-A, melhora significativamente 

a regeneração muscular (ARSIC et al., 2004). 

Uma vez que entrem no ciclo celular, as células satélites progridem para um 

estado progenitor altamente proliferativo (WATT, 1998; SANCHO, BATLLE & 

CLEVERS, 2004), caracterizado por altos níveis de Pax 3 (Paired Box- 3), que 

juntamente com Pax 7 (Paired Box- 7) controla a ativação do gene Myo D, gene master 

da diferenciação miogênica (CONBOY & RANDO, 2002, RELAIX et al., 2006). Em 

seguida chegam ao estado de mioblasto, completando a progressão de um progenitor 
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indiferenciado para a célula que irá continuar diferenciação miogênica (DHAWAN & 

RANDO, 2005). 

Durante a regeneração, as modificações decorrentes da ativação das células 

satélites se refletem na morfologia do tecido. As fibras musculares necróticas 

severamente danificadas que não são capazes de se recuperarem, tanto 

funcionalmente quanto morfologicamente, são fagocitadas e posteriormente 

substituídas. Em algumas fibras observa-se presença de gotas lipídicas intra-

citoplasmáticas (ALLBROOK, BAKER & KIRKALDY-WILLIS, 1966). Em modelo 

experimental em ratos foi mostrado que, dentro de doze horas, ocorre a invasão de 

neutrófilos polimorfonucleares, células com capacidade fagocítica, do sistema vascular 

para a área danificada (BINTLIFF & WALKER, 1960). De quatro a seis dias após a 

invasão dessas células, o músculo lesionado, agora livre de debris celulares, apresenta 

mioblastos arranjados em colunas, com citoplasma basofílico e núcleo grande, 

características de células em atividade regenerativa (MUIR, KANJI & ALLBROOK, 

1965). Em poucos dias, as miofibrilas se arranjam ao redor de um núcleo central, 

formando os miotubos, que se mantém até catorze dias após a lesão.  Ao fim de três 

semanas, as fibras em regeneração apresentam aparência e tamanho normais 

(ALLBROOK, BAKER & KIRKALDY-WILLIS, 1966). 

 

1.1.1.b. Medula Óssea e Reparo Muscular 

 O status das células satélites como únicas células-tronco musculares tem sido 

posto a prova pela demonstração que células da MO podem contribuir para regenerar 

as fibras musculares esqueléticas (FERRARI et al., 1998; GUSSONI et al., 1999). 

 Artigos recentes demonstram uma variável contribuição das células derivadas da 

MO na regeneração muscular. Para que haja migração das células de medula, 

circulantes (SHERWOOD et al., 2004) ou diretamente injetadas (BOSSOLASCO et al., 

2004) para o músculo, é necessário que este esteja lesado (SHERWOOD et al., 2004). 

Em 2004, Doyonnas e colaboradores demonstraram que precursores mielóides jovens, 

mas não células hematopoéticas maduras, possuem a habilidade de contribuir para a 

regeneração muscular (DOYONNAS et al., 2004).   
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O mecanismo pelo qual a contribuição das células da MO se dá tem sido uma 

área de intensa pesquisa. Inicialmente, acreditava-se que as células da MO 

contribuíam através da transdiferenciação direta em células satélites (FUKADA et al., 

2002; LABARGE & BLAU, 2002), porém estudos mais recentes indicaram que na 

verdade ocorre fusão das células hematopoéticas com as fibras musculares lesadas 

(CAMARGO et al., 2003; DOYONNAS et al., 2004; SHERWOOD et al., 2004).  

Ao se considerar o mecanismo pelo qual os precursores mielóides jovens se 

fundem as células musculares, é importante lembrar que normalmente os mioblastos 

têm a habilidade de se fundir uns aos outros ou com fibras lesadas multinucleadas 

(WAGERS & CONBOY, 2005). Assim, os macrófagos e outras células inflamatórias, 

capazes de se infiltrar no tecido lesado, estão, certamente, expostas a estímulos 

fisiológicos de fusão (STAUBER et al., 1988). Notadamente, os macrófagos por si só já 

sofrem o processo de fusão celular tanto fisiologicamente, para gerar osteoclastos, 

quanto patologicamente, para gerar células gigantes multinucleadas (VIGNERY, 2000).  

 

1.1.2. Reparo Tecidual e Neovascularização 

Conforme mencionado anteriormente, a neovascularização possui um papel 

importante, tanto na fisiologia do tecido, quanto no reparo de lesões teciduais e 

alterações deste processo encontram-se na base de diversas doenças (VAN WEEL et 

al., 2008).  Por exemplo, a insuficiência no crescimento vascular está associada a 

doenças isquêmicas do coração, membro ou cérebro; a neurodegeneração; a 

preeclampsia; e a osteoporose (CARMELIET, 2003). 

Para compreender melhor o processo de neovascularização é necessário 

primeiramente conhecer os componentes e a estrutura dos vasos sanguíneos, peça 

chave deste processo. 

   

1.1.2.a. Estrutura Vascular 

Os vasos sanguíneos são formados por células endoteliais arranjadas em 

estruturas tubulares entorno da qual a parece vascular se organiza. A estrutura da 

parede vascular é variável, dependente do calibre do vaso. Os de pequeno calibre e 

capilares possuem uma parede vascular formada por células denominadas pericitos 
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(Fig. 3), enquanto que as paredes vasculares das artérias e veias são formadas por 

algumas camadas de células musculares lisas (KARAMYSHEVA, 2008).  

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 3. Interação pericito/células 
endoteliais nos microvasos. (A) 
Esquema representativo de pericitos ao 
redor das células endoteliais, 
compartilhando da mesma membrana 
basal. O contato direto dos pericitos 
com as células endoteliais é 
estabelecido por complexos juncionais 
denominados “peg-socket” onde não há 
membrana basal (adaptado de 
ARMULIK, ABRAMSSON & 
BETSHOLTZ, 2005); (B) Microscopia 
eletrônica de varredura mostrando a 
localização dos pericitos ao redor de 
um vaso. Seta evidenciando um pericito. 
Barra de aumento 5µm. (PEPPIATT et 
al., 2006). 

 

Os pericitos não têm ainda a ontogenia bem esclarecida. Inicialmente, 

acreditava-se que sua origem fosse exclusivamente mesenquimal, contudo, estudos 

recentes mostraram que há pericitos, originários da crista neural no timo adulto 

(MULLER et al., 2008). Possuem capacidade de diferenciação em vários tipos celulares 

mesenquimais, como células musculares lisas, fibroblastos e osteoblastos 

(GERHARDT & BETSHOLTZ, 2003).  
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Diferem das células musculares lisas vasculares por sua localização relativa ao 

endotélio, sua morfologia e, em alguns casos, por seus marcadores de superfície 

(ARMULIK, ABRAMSSON & BETSHOLTZ, 2005), porém também possuem a capacidade 

de se diferenciar neste tipo celular (NEHLS & DRECKHAHN, 1993). Alguns 

marcadores, dentre eles α-SMA (Alpha-Smooth Muscle Actin), desmina, NG-2, são 

usados para  a identificação de pericitos, contudo nenhum deles é absolutamente 

especifico ou é capaz de reconhecer os pericitos de todos os órgãos (HELLSTROM et 

al., 1999; GERHARDT & BETSHOLTZ, 2003; CHAN-LING et al., 2004; HUGHES & 

CHAN-LING, 2004).  

Os pericitos têm grande relevância na angiogênese, atuando no reconhecimento 

da presença do estímulo angiogênico e das forças hemodinâmicas dentro do vaso; 

depositando e degradando matriz extracelular; controlando a proliferação e 

diferenciação das células endoteliais dependentes do contato célula-célula e efeito 

parácrino; além de integrar os sinais ao longo do comprimento do vaso, devido aos 

seus numerosos contatos com as células endoteliais (GERHARDT & BETSHOLTZ, 

2003) (Fig. 3B).  

As células endoteliais e pericitos são interdependentes, assim fatores liberados 

pelas primeiras têm conseqüências nos segundos (ARMULIK, ABRAMSSON & 

BETSHOLTZ, 2005). Por exemplo, o endotélio é uma fonte crítica de fator de 

crescimento derivado de plaquetas-B (PDGF-B, Platelet-derived Growth Factor-B), 

inicialmente isolado em plaquetas, mas queratinócitos, fibroblastos e outros tipos 

celulares também o expressam em certas condições. A expressão deste fator leva ao 

recrutamento de células murais PDGFR-B-positivas, como demonstrado pela ablação 

específica de PDGF-B no endotélio, que leva a deficiência de pericitos (ENGE et al., 

2003; BJARNEGÅRD et al., 2004;). Já a deleção desta molécula em neurônios e 

células hematopoéticas, não tem efeito na vasculatura (BUETOW & COSTER 2001; 

ENGE et al., 2003). 

Vários mecanismos atuam na formação de vasos sanguíneos tanto na fase 

adulta quanto no período embrionário. Didaticamente, a neovascularização foi dividida 

em 3 diferentes aspectos que atuam em um processo integrado, que são: angiogênese, 

arteriogênese e vasculogênese (Fig. 4).  
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Figura 4. Representação esquemática da arteriogênese, angiogênese e vasculogênese. 
(A) arteriogênese, (B) angiogênese, (C) vasculogênese; CE= Células endoteliais; CMO= 
Células de Medula Óssea; CML= Células Musculares Lisas. (adaptado de VAN WEEL et al., 
2008). 
 

1.1.2.b. Angiogênese  

A angiogênese, dos 3 processos, é o mais bem conhecido e descrito na 

literatura. É o processo pelo qual ocorre formação de novos vasos capilares a partir de 

uma rede preexistente. Complexo, envolve ativação, migração e proliferação de células 

endoteliais (TOMANEK & SCHATTEMAN, 2000) (Fig. 4B). É essencial tanto para a 

reprodução, o desenvolvimento e o reparo, quanto para o desenvolvimento de doenças 

angiogênicas, como artrite, psoríase, hemangiomas e retinopatia diabética (TOMANEK 

& SCHATTEMAN, 2000).  

É um processo decorrente, na maioria dos casos, de uma isquemia local. A 

diminuição da tensão de oxigênio local induz a expressão de genes induzidos pela 

hipóxia, como o fator de transcrição fator induzível pela hipóxia-1 (HIF-1, Hypoxia 
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Inducible Factor -1), que por sua vez, leva a superexpressão de um grande número de 

genes pro-angiogênicos, como VEGF e seu receptor VEGF-R2; fator derivado de 

células estromais -1 (SDF-1, Stromal Cell- derived Factor) e seu receptor CXCR4 (CXC 

Chemokine Receptor); Angiopoietina -2 (Ang-1) e Eritropoietina (VAN WEEL et al., 

2008). 

 

1.1.2.b.i. Processo Angiogênico 

O processo angiogênico, por sua vez, é um complexo processo biológico que 

requer a atuação precisa dos diferentes tipos celulares componentes dos vasos 

sanguíneos, seguindo uma cascata rígida de acontecimentos. Sua regulação se dá 

pelo balanço de uma variedade de moléculas efetoras agonistas e antagonistas. 

O primeiro passo na angiogênese é a vasodilatação dos vasos preexistentes e o 

oxido nítrico (ON) possui papel importante nesse processo (CARMELIET, 2000). O 

VEGF induz a atividade da ON sintase nas células endoteliais, aumentando sua 

permeabilidade. Como resultado, o aumento do nível do ON leva ao relaxamento das 

células musculares lisas. Em conseqüência, o transporte de proteínas plasmáticas, 

como fibrinogênio e plasminogênio, da corrente sanguínea para os tecidos 

circundantes aumenta, atuando como arcabouço para a migração das células 

endoteliais (DISTLER et al., 2003). 

O segundo passo é a degradação da membrana basal endotelial e 

remodelamento do estroma perivascular. Os maiores efetores nesses processos são a 

angiopoietina 2 e as metalo-proteínases de matriz (MMP, Matrix Metalloproteinases) 

(MOSES, 1997). O tipo de protease ativada durante a angiogênese depende da 

composição da matriz extracelular que circunda o vaso (STETLER-STEVENSON, 

1999). 

O terceiro passo é a migração e proliferação das células endoteliais, 

conseqüência da atuação de moléculas angiogênicas. Estas incluem membros da 

família do VEGF e FGF, angiopoietina 1 e 2, angiogenina, fator de crescimento 

epidérmico (EGF, epidermal growth factor), CXC-quimiocinas e fator de crescimento 

semelhante a insulina-1 (IGF-1, Insulin-Like Growth Factor-1). VEGF e angiopoietinas 

atuam como fatores específicos para as células endoteliais, enquanto os FGF, 
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angiogenina, EGF, CXC-quimiocinas e IGF-1 induzem a proliferação de uma variedade 

de tipos celulares (DISTLER et al., 2003). As células endoteliais proliferativas migram 

obedecendo a um gradiente dessas moléculas. 

O quarto e último passo é a formação do lúmen e estabilização dos vasos. 

Quando atingem a área com reduzida densidade vascular, as células endoteliais se 

arranjam em monocamada, que, posteriormente, tem suas extremidades unidas para 

formar a estrutura tubular. Finalmente, o tubo vascular tem que ser estabilizado pelas 

células murais. Para isso, as células mesenquimais dos tecidos circundantes proliferam 

e migram para a face abluminal dos vasos prematuros, dando origem aos pericitos, 

localizados internamente a membrana basal, ou as células vasculares musculares lisas, 

localizadas externamente a membrana basal (KURTZ, 2000). 

 

1.1.2.b.ii. Moléculas Reguladoras da Angiogênese 

O brotamento angiogênico é controlado por um delicado balanço entre 

moléculas pro e anti-angiogênicas (KOCH, 1998; CARMELIET, 2000). Fatores solúveis 

ou ligados à membrana, interação célula-matriz e efeitos hemodinâmicos, como 

pressão sanguínea, estão envolvidos na regulação da angiogênese.  

De todos os indutores de angiogênese, o VEGF é o melhor caracterizado e 

provavelmente a molécula mais importante. Um defeito em um único alelo em 

camundongos, resultando em uma redução de 50% da expressão de VEGF, causa um 

defeito grave na vasculatura e resulta na morte do embrião (KOCH, 1998; CARMELIET, 

2000). 

O splicing alternativo desse gene produz seis isoformas (VEGF121, VEGF145, 

VEGF165, VEGF183, VEGF189, VEGF206), que diferem em suas propriedades e funções. 

VEGF189 e VEGF206 estão normalmente associadas com a superfície celular ou matriz 

extracelular devido suas afinidades com heparan sulfato, enquanto VEGF121 continua 

livre no fluido extracelular (HOUCK et al., 1992). Além disso, estas isoformas podem 

apresentar efeitos contrários no diâmetro do vaso durante sua formação. 

VEGF está envolvido na regulação de múltiplos passos da angiogênese. 

Conforme mencionado anteriormente, VEGF contribui para a vasodilatação inicial pelo 

ON e aumenta a permeabilidade das células endoteliais pelo aumento do transporte via 
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organelas vesiculo-vasculares (KOHN et al., 1992). Além disso, VEGF induz a síntese 

de ativadores de plasminogênio e MMP-1 em células endoteliais (PEPPER et al., 1991) 

e dessa maneira atua no remodelamento da matriz perivascular. O VEGF também 

induz a proliferação das células endoteliais in vitro, estimulando a sua migração e 

prevenindo a apoptose (CONNOLLY et al., 1989; GERBER et al., 1999; DIMMELER et 

al., 2000). 

Outro fator atuante na angiogênese é o PDGF. Atua na proliferação in vitro das 

células endoteliais, sendo expresso por células endoteliais não-angiogênicas 

(BATTEGAY et al., 1994). No momento em que são estimuladas a formar estruturas 

tubulares, as células endoteliais não-angiogênicas deixam de expressar PDGF-B e 

passam a expressar seu receptor, PDGFR-B (BATTEGAY et al., 1994). Além disso, 

PDGF-BB é um mitógeno para células musculares lisas e pericitos (EDELBERG et al., 

1998), induz a expressão de VEGF e VEGF-R2 nas células endoteliais cardíacas 

(BATTEGAY et al., 1994) e quando injetado em modelos de isquemia de membro 

promove a angiogênese (DISTLER et al., 2003).  

Camundongos deficientes em PDGF-B ou na subunidade β do receptor PDGF 

morrem de edema e hemorragia logo após o nascimento, causada pela ausência de 

células vasculares murais, indicando que PDGF é essencial para a estabilização dos 

vasos (LINDAHL et al., 1997). 

Por fim, ambos os fatores EGF e TGF-α (TGF-α, Transforming Growth Factor – 

Alpha) se ligam ao receptor de EGF (EGFR, EGF receptor) e atuam na angiogênese . 

A ativação da sinalização do EGFR em células cancerosas está relacionado com o 

aumento da proliferação, angiogênese e metástase, além de redução da apoptose 

(BASELGA, 2002). Ainda em células cancerosas, a estimulação com EGF resulta em 

um aumento de VEGF concentração-dependente em diferentes linhagens de câncer de 

próstata (RAVINDRANATH et al., 2001). Além desse efeito indireto, as moléculas EGF 

e TNF-α são mitogênicas para as células endoteliais e demonstraram ser capazes de 

promover angiogênese in vivo (SCHREIBER, WINKLER & DERYNCK, 1986).  

Várias outras moléculas estão ligadas a angiogênese, mas seus papéis ainda 

não estão totalmente caracterizados.  
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1.1.2.c. Arteriogênese 

Em 2001, a arteriogênese foi descrita por Schaper e colaboradores como o 

desenvolvimento de artérias colaterais a partir de uma rede pré-existente (VAN ROYEN 

et al., 2001). É um mecanismo natural que ocorre ao redor da artéria ocluída, na região 

proximal da oclusão (Fig. 4A). Comparativamente a angiogênese e a vasculogênese, a 

arteriogênese parece ser estimulada por estímulos mecânicos e não pela hipóxia (VAN 

WEEL et al., 2008). Forças longitudinais, circunferenciais e radiais na parede dos vasos, 

causados pelo aumento da pressão sanguínea, desencadeiam a proliferação das 

células musculares lisas formadoras da parede arteriolar (SCHEEL et al., 1979).  

De fato, em experimentos com coelhos, angiografias mostram que o crescimento 

de colaterais em artérias não está associado com a produção de metabólitos 

intermediários indicativos de isquemia ou expressão de genes induzidos pela hipóxia, 

como VEGF ou HIF-1 (DEINDL et al., 2001; HERSHEY et al., 2001). O curso temporal 

entre o crescimento de capilares e arteríolas, por sua vez, foi distinto. Capilares se 

formaram 5 dias depois da remoção da artéria, estando associado com o aumento de 

lactato no sangue e expressão de VEGF no músculo. Já as arteríolas se formaram 10 

dias após a remoção da artéria, sem os sinais de isquemia mencionados (DEINDL et 

al., 2001; HERSHEY et al., 2001).  

 

1.1.2.c.i. Moléculas Reguladoras da Arteriogênese 

 Especialmente importante na mediação da arteriogênese, estão um grupo de 

genes heterogêneos relacionados com quimio-atração e infiltração de células 

circulantes. Sharper e colaboradores descreveram a ligação de monócitos ao endotélio 

dos vasos colaterais e ainda notaram a acumulação de macrófagos no espaço 

perivascular (SCHAPER et al., 1976).  

 Uma das mais potentes citocinas pro-arteriogênicas é o MCP-1 (MCP-1, 

Monocyte Chemoattractant Protein-1). Ito e colaboradores infundiram-na localmente na 

circulação colateral em crescimento, após a ligação da artéria femoral (ITO et al., 1997). 

Como resultado obtiveram um significativo aumento da condutância colateral, 

comparado com o grupo controle. Esses achados renderam ao MCP-1, tanto como a 

outras CC-quimiocinas com potencial arteriogênico, potencial uso para clinica. 
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 Outro grupo de citocinas que exercem efeito na arteriogênese são os fatores 

estimuladores de colônia de granulócito/macrófago e de granulócito (GM- e G-CSF, 

Granulocyte/Macrofage- e Granulocyte -Colony Stimulator Factor). Diferentemente do 

MCP-1, cuja eficácia é dependente de infusão intra-arterial, tanto a aplicação 

intravascular (BUSCHMANN et al., 2001) quanto a subcutânea (SCHNEELOCH et al., 

2004) tiveram efeito na arteriogênese de animais experimentais. Devido a possibilidade 

de uma rota de administração sistêmica, ensaios clinicos aplicando GM-CSF em 

pacientes com doenças na artéria coronária e doenças vasculares periféricas foram 

iniciados (ZBINDEN et al., 2005; VAN ROYEN et al., 2005).  

 Outro fator atuante na arteriogênese é a família do fator FGF. Durante o 

crescimento arteriolar colateral, os macrófagos peri-vasculares, fonte importante para a 

isoforma 2 de FGF, estimulam a proliferação das células vasculares lisas via ativação 

do receptor FGF-R1 (DEINDL et al., 2003).  

 Além de fatores diretos, outras estratégias são capazes de estimular a 

arteriogênese. A mais curiosa é o exercício físico (NIEBAUER et al., 1995; PRIOR et al., 

2003). Zbinden e colaboradores demonstraram que o exercício proporciona 

crescimento colateral da coronária em corredores saudáveis de maratona (ZBINDEN et 

al., 2004). Em 2007, o mesmo grupo verificou efeito semelhante em pacientes com 

doenças arteriolares coronárias, demonstrando uma relação de dose-resposta entre 

ganho na capacidade de exercício e aumento do fluxo sanguíneo colateral (ZBINDEN 

et al., 2007).  

 

1.1.2.d. Vasculogênese  

 A emergência do sistema sanguíneo vascular, também conhecida como 

vasculogênese, é um dos eventos primordiais da embriogênese. Durante o 

desenvolvimento embrionário, as células mesodermais se diferenciam em 

hemangioblastos, progenitores tanto da linhagem hematopoética quanto endotelial, que 

posteriormente darão origem aos vasos sanguíneos. Em seguida, a vasculogênese é 

completada com a formação do plexo vascular primário, e todas as transformações 

seguintes que acontecem na rede vascular seriam conseqüência do processo 

angiogênico (KARAMYSHEVA, 2008).  
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Até alguns anos atrás, pensava-se que não ocorria vasculogênese no adulto e a 

formação de vasos na vida pós-natal era conseqüência apenas da angiogênese. 

Contudo, estudos recentes sugerem a persistência de precursores endoteliais na vida 

adulta, que contribuiriam para a revascularização (ASAHARA et al., 1997). Estes 

precursores endoteliais, denominados células progenitoras endoteliais (EPC, 

Endothelial Cell Progenitor), tem sido isolados da MO e do sangue periférico circulante 

(PEICHEV et al., 2000). A incorporação substancial de EPC na parede de vasos é 

raramente reportada (HATTORI et al., 2001; GARCIA-BARROS et al., 2003) e, 

freqüentemente, tem uma contribuição mínima (WAGERS et al., 2002; RAJANTIE et al., 

2004; ZIEGELHOEFFER et al., 2004; PETERS et al., 2005), levando a crer que sua 

atuação seja através da secreção de fatores angiogênicos (KINNAIRD et al., 2004; 

URBICH & DIMMELER, 2004) (Fig. 4C). 

 

1.1.2.d.i. Fatores Reguladores da Vasculogênese 

 Didaticamente, os fatores reguladores da vasculogênese podem ser divididos 

em duas classes: os que a regulam durante a embriogênese e os que a regulam 

durante a vida adulta. 

 Durante a vasculogênese embrionária, a ativação de FGF-2, a isoforma A de 

VEGF e seus receptores, VEGF-R1 e –R2, possuem papel decisivo (RISAU & 

FLAMME, 1995; FLAMME et al., 1997). O FGF-2 secretado pelas células endodermais 

é responsável por induzir, no mesoderma vizinho, sua diferenciação para 

hemangioblasto e a expressão de VEGF-R2 (RISAU & FLAMME, 1995; WILTING & 

CHRIST, 1996; FLAMME et al., 1997). VEGF-R2 é o mais específico e o mais 

anteriormente expresso marcador e mediador para a determinação de células 

mesodermais em angioblastos (RISAU & FLAMME, 1995; NISHIKAWA et al., 1998; 

SAHA, COX & SIPE, 2004). Tem alta afinidade pelo VEGF-A, expresso pelo 

mesoderma e endoderma do embrião durante o crescimento, levando ao aumento de 

sua expressão nos progenitores endoteliais (KOTCH et al., 1999; MIQUEROL et 

al.,1999; EMA et al., 2003).  

O sistema VEGF-A/ VEGR-R2 tem papel importante na expansão e migração de 

angioblastos, sua diferenciação em células endoteliais e manutenção da integridade do 
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endotélio vascular (FERRARA, 1999; HIDAKA et al., 1999; SCHUH et al., 1999; 

VOKES & KRIEG, 2002). Outros fatores, como TGFs, moléculas de matriz extracelular 

e de adesão estão envolvidas na vasculogênese pré-natal (PATAN, 2000; GORDON & 

BLOBE, 2008). 

 O conhecimento acerca dos mecanismos que controlam a vasculogênese no 

adulto é ainda bastante restrito. No desenvolvimento de certas desordens, como 

cardiopatias, doenças arteriais obstrutivas e reparo tecidual, tem sido observada a 

presença rápida de progenitores endoteliais na circulação associados com a expressão 

de fatores de crescimento, como VEGF e SDF-1 (ASAHARA et al., 1999; CAPLICE & 

DOYLE, 2005; LUTTUN, CARMELIET & CARMELIET, 2002; EGUCHI et al., 2007). 

O VEGF-A é um fator chave na cinética de progenitores endoteliais da MO, sua 

presença controla, em diferentes níveis, a expressão de VEGF-R2 e neutropilina 1 nas 

células progenitoras da MO (PEICHEV et al., 2000; TORDJMAN et al., 2001; 

RABBANY et al., 2003), levando, através da ligação com seu receptor, a proliferação e 

migração destas células.  

Já o G-CSF é um potente mobilizador de células-tronco derivadas da MO e 

mostrou ser capaz de reduzir danos no miocárdio e disfunção ventricular, ambos 

conseqüências do infarto (IWANAGA et al., 2004). Estudos em pacientes reportaram 

que, após a injeção de G-CSF, há melhora da função ventricular esquerda, efeito 

benéfico que foi corroborado por 3 diferentes estudos independentes (ENGELMANN et 

al., 2006; RIPA et al., 2006; ZOHLNHOFER et al., 2006). 

 Recentemente foi descoberto que o estrogênio tem capacidade de 

neovascularização e mobilização das células progenitoras endoteliais (STREHLOW et 

al., 2003; SUGAWARA et al., 2005; MASUDA et al., 2007). Sua secreção atinge o 

máximo no período pré-ovulatório, e induz a proliferação e migração de células 

progenitoras endoteliais, além de protegê-las da apoptose (IWAKURA et al., 2003).  

 

1.2. EPCs e Reparo Tecidual  

A contribuição de EPCs para a neovascularização no adulto tem sido 

documentada em vários estudos. Atuando, por exemplo, na isquemia, cicatrização, 
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aterosclerose e vascularização tumoral (CARMELIET, 2004; KHAKOO & FINKEL, 

2005).  

Apesar de amplamente demonstrados no sangue periférico, ainda existe alguma 

controvérsia quanto à identificação e origem dos EPC (INGRAM et al., 2004; 

ELSHEIKH et al., 2005; FADINI et al., 2005; WALENTA, FRIEDRICH & SEHNER, 2005; 

YODER et al., 2007).  Esta controvérsia se deve ao fato de que diferentes populações 

celulares, presentes na fração mononuclear do sangue periférico ou MO, são capazes 

de aderir ao plástico e, quando cultivadas em meios seletivos podem adquirir o fenótipo 

endotelial (URBICH & DIMMELER, 2004). No entanto, este aspecto não impediu o 

desenvolvimento de estratégias terapêuticas com este tipo celular visando a 

neovascularização de tecidos isquêmicos. 

Em 1997, Asahara e colaboradores, além de isolar e expandir in vitro EPCs a 

partir de sangue periférico humano, testaram, com sucesso, o potencial dessas células 

na indução da revascularização de tecidos isquêmicos em modelo de isquemia crítica 

de membros (ASAHARA et al., 1997; KALKA et al., 2000). Este modelo é bastante 

utilizado e elucidativo, uma vez que, os resultados são nítidos e bem definidos, 

culminando ou com a amputação do membro, como ocorre nos pacientes, ou com a 

recuperação do mesmo (IWAI, 2004).  

O sucesso obtido com os EPCs expandidos in vitro, levou a se propor a 

utilização destas células como terapia angiogênica, porém devido a sua raridade no 

sangue periférico, sua aplicação clínica é limitada (TATEISHI-YUYAMA et al., 2002).  

 

1.3. Doenças Vasculares Periféricas 

Doenças vasculares periféricas são o maior problema de saúde em uma 

sociedade que está envelhecendo. Caracteriza-se por dor forte e persistente em 

repouso, que, em estágios tardios, pode se acompanhar de úlceras ou mesmo 

gangrena de dedos e pés. Freqüentemente, o processo evolui para a necessidade de 

amputação em 1/3 dos pacientes (OURIEL, 2001).   

 A principal causa de isquemia periférica é a obstrução arterial, em geral como 

conseqüência da aterosclerose, ou seja, deposição de placas de gordura, que 

frequentemente levam à trombose e consequente obstrução da luz do vaso 
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(NICOLAIDES, 2000). Não existem muitos dados sobre a incidência desta afecção, 

principalmente no Brasil, mas a claudicação, sintomas associados a esta doença, é 

observada em 1,8% dos pacientes acima de 60 anos, tornando-se mais comum nas 

idades mais avançadas. Doenças como diabetes e obesidade, que pode levar a 

diabetes resistente a insulina, além de maus hábitos, como o tabagismo, podem 

triplicar a incidência desta enfermidade (MATSI et al., 1993; IWAI, 2004).  

Com o progressivo envelhecimento da população mundial, aliado ao aumento da 

incidência de diabetes e obesidade, deve-se imaginar que esta patologia poderá afetar 

um número considerável de pacientes, com perda da qualidade de vida e freqüentes 

complicações associadas, além de um grande ônus para o governo.  

Os tratamentos convencionais não são eficazes em todos os casos, em função 

disto, inúmeros protocolos de terapia gênica e medicina regenerativa têm sido 

propostos (IWAI, 2004).  

 

1.4. Medula Óssea e Células-Tronco Mesenquimais 

Na medula óssea, co-existem e cooperam ao menos dois tipos de células-tronco: 

as células-tronco hematopoéticas e as MSC sendo estas responsáveis pela 

manutenção da população celular não hematopoética que constitui o estroma da 

medula. In vivo, as células hematopoéticas são continuamente formadas, enquanto que 

as células estromais estão mais quiescentes (BIANCO & ROBEY, 2000). 

O estroma medular é composto de vários tipos celulares, que incluem 

osteoblastos, células reticulares ou adventiciais, células acumuladoras de gordura, 

miofibroblastos, células endoteliais, células musculares lisas da parede vascular, 

células dendríticas e macrófagos (VERFAILLIE, 2000; BIANCO et al., 2001). As MSCs, 

também chamadas de células-tronco estromais, também residem na fração estromal da 

MO, possuem capacidade proliferativa, de auto-renovação e de diferenciação para 

fenótipos terminalmente diferenciados, como osteoblastos, condrócitos, adipócitos, 

neurônios, células musculares esqueléticas, células endoteliais e células musculares 

lisas vasculares (WAKITANI, SAITO & CAPLAN, 1995; PITTENGER et al., 1999; 

MINGUELL, ERICES & CONGET, 2001; REYES et al., 2002). Algumas das vias de 
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diferenciação das MSCs, além das moléculas reguladoras da diferenciação nestas 

linhagens celulares, estão representadas na Fig. 5. 

 

Figura 5. Algumas vias de diferenciação das MSC de MO. A ativação de proteínas 
regulatórias chave, por fatores de crescimento, citocinas e componentes da matriz extracelular, 
leva ao comprometimento das células estromais para linhagens celulares específicas 
(adaptado de ROBBINS & COTRAN, 1999). 

 

Ainda não há um consenso entre os pesquisadores sobre a definição e 

localização da MSC ou sobre como elas devem ser isoladas e expandidas in vitro. 

(HERZOG et al., 2003). O fato das MSC estarem presentes em todos os tecidos e 

órgãos sugere uma localização perivascular, como os pericitos, que foi recentemente 

confirmada (SACCHETTI et al., 2007; CRISAN et al., 2008; SHI & GRONTHOS, 2003; 

DA SILVA-MEIRELLES, CHAGASTELLES & NARDI, 2006; DA SILVA-MEIRELLES, 

CAPLAN & NARDI, 2008).  
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Sachetti e colaboradores demonstraram a existência na MO de um tipo celular 

que expressa CD146, marcador característico de células perivasculares, além das 

propriedades de auto-renovação e multipotencialidade, características das MSCs 

(SACCHETTI et al., 2007). Assim, a associação das MSC aos vasos faria delas uma 

fonte para reparo e regeneração de lesões locais (DA SILVA-MEIRELLES, 

CHAGASTELLES & NARDI, 2006; DA SILVA-MEIRELLES, CAPLAN & NARDI, 2008).  

A atuação das MSC/pericitos no reparo de um tecido lesado, seria não apenas 

pela reposição de células diferenciadas, mas também pela liberação de fatores (DA 

SILVA-MEIRELLES, CAPLAN & NARDI, 2008). Tais fatores contribuiriam para 

promoção de sobrevivência e proliferação de células locais (MAHMOOD, LU & CHOPP, 

2004), indução de angiogênese (SHYU et al., 2006), e redução da apoptose  (HUNG et 

al., 2007). Contudo, somente para MSC de MO e polpa dendária (SHI & GRONTHOS, 

2003), sistema nervoso central (DORE-DUFFY et al., 2006) e TA (TRAKTUEV et al., 

2008; ZANNETTINO et al., 2008) o nicho perivascular foi descrito.  

Observações recentes sugerem que as MSCs não só estariam presentes no 

nicho perivascular como na verdade teriam identidade de pericitos, que, como 

mencionado anteriormente tem papel importante na angiogênese (HIRSCHI & 

D’AMORE, 1996; LU et al., 2008). Estes achados recentes estão de acordo com as 

observações de que pericitos isolados de microvasculatura de retina bovina 

apresentam, além do potencial de sustentar a hematopoese (TINTUT et al., 2003), 

capacidade de diferenciação em osteoblastos (SCHOR et al., 1990), condroblastos e 

adipócitos (FARRINGTON-ROCK et al., 2004). Para Caplan (2008), o fato de células 

de diversos órgão expressarem marcadores de células mesenquimais e de pericitos, 

além do potencial de diferenciação osteo-, condro- e adipogênico leva a conclusão que 

MSC são pericitos (CRISAN et al., 2008).  

Assim, a sua capacidade de diferenciação, intrínseca relação com vasos 

sanguíneos e participação no reparo de tecidos fizeram das MSC fontes promissoras 

para uso em protocolos de terapia celular (BAPTISTA et al., 2007).  
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1.4.1. Potencial Angiogênico das Células de Medula Óssea 

As primeiras aplicações das células de MO em tecidos isquêmicos foram 

realizadas com as células mononucleares de MO (CMN-MO) autólogas, que levaram a 

reperfusão do membro isquêmico, tanto em estudo pré-clinico (IBA et al., 2002), quanto 

em pacientes, onde se verificou cicatrização das lesões ulcerativas (TATEISHI-

YUYAMA et al., 2002). Desta maneira, as CMN-MO foram estabelecidas como 

ferramentas para a terapia celular para esses tipos de enfermidades. 

Contudo, são requeridas grandes quantidades de células da MO, que no 

momento da obtenção do aspirado medular, poderia ocasionar complicações severas, 

como isquemia do miocárdio, falha cardíaca, doenças cerebrais ou falha renal; logo 

outros tipos celulares com a capacidade semelhante foram investigados. (IWASE et al., 

2005).  Além disso, as CMN-MO são uma população heterogênea não se podendo 

precisar qual tipo celular foi o responsável pelo fenômeno observado. 

Como já referido anteriormente, os EPCs persistem da vida adulta, podendo 

circular, diferenciar e contribuir para a formação de novos vasos (ASAHARA et al., 

1997; PELOSI et al., 2002). O desencadeamento da neovascularização se inicia pelo 

recrutamento de EPCs. Apesar dos trabalhos anteriores apontarem as EPCs como 

prováveis responsáveis pelo efeito angiogênico observado e a lesão do tecido ser um 

ambiente permissivo necessário para o recrutamento de EPCs, a introdução de 

progenitores exógenos podem facilitar a revascularização (MOON et al., 2006). 

Em 2003, o potencial das MSC-MO de promover revascularização foi testado em 

modelo de isquemia de membros inferiores, obtendo grande sucesso (AL-KHALDI et al., 

2003). Posteriormente, um estudo pré-clínico comparativo do potencial angiogênico das 

CMN-MO e MSC-MO, mostrou que estas promoviam melhor reperfusão, bem como 

maior densidade capilar, e reduzida necrose e auto-amputação do membro (IWASE et 

al., 2005). 

As MSC são pouco freqüentes na MO, porém possuem técnicas simples de 

isolamento, alta expansitividade em cultura e pluripotência (KIM et al., 2007). 

Entretanto, para se obter número suficiente de células pra transplantes, são 

necessários grandes volumes de aspirado medular, além de longo tempo de 
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manipulação ex vivo. Sendo assim, a investigação sobre fontes alternativas as MSC-

MO se fez necessária.  

 

1.5. Tecido Adiposo e as Células-Tronco Mesenquimais  

  O tecido adiposo (TA) branco é um tecido especializado no armazenamento 

energético (HAHN & NOVAK, 1975) e, hoje em dia tem sido considerado também um 

órgão endócrino (CASTEILLA & DANI, 2006). Seu desenvolvimento em humanos tem 

início no segundo terço do período gestacional com a agregação de uma densa massa 

de células mesenquimais indiferenciadas, orquestrada com o início da organização 

vascular. As células desses agregados diferenciam-se para células adiposas primitivas, 

adjacentes a capilares. Estágios mais avançados do desenvolvimento do TA estão 

relacionados ao crescimento dos agregados e a maturação das células adiposas 

(HAUSMAN & RICHARDSON, 2004).  

A fração estromal oriunda do TA é constituída de pré-adipócitos (precursores 

dos adipócitos), células endoteliais, macrófagos e fibroblastos (WELLEN & 

HOTAMISLIGIL, 2003; CASTEILLA & DANI, 2006), além de células-tronco 

mesenquimais com propriedades semelhantes as da MO, dentre elas a capacidade de 

diferenciação em fenótipos mesenquimais (Fig. 5). Assim, este tecido se torna uma 

excelente alternativa para terapias celulares, embora raros trabalhos tenham conduzido 

experimentos controlados comparando o potencial das células isoladas da MO com as 

do TA (BAPTISTA et al., 2007).  

Agravante é o fato de que, assim como as MSC-MO, as MSC do TA (MSC-TA) 

são isoladas pela sua propriedade de adesão ao plástico e deve-se, portanto, 

considerar que esta população aderente é heterogênea, pois pelo menos dois tipos 

celulares estariam presentes: pré-adipócitos, com limitada capacidade de auto-

renovação e de diferenciação, e células mesenquimais multipotentes e capazes de se 

auto-renovar ilimitadamente (CASTEILLA & DANI, 2006). O procedimento cirúrgico 

simples, o fácil acesso ao TA subcutâneo, assim como a baixa complexidade para seu 

isolamento, fazem das MSC-TA uma fonte atrativa para a pesquisa e a clínica 

(CASTEILLA et al., 2005) 
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       Alguns pesquisadores acreditam que essas células são bastante semelhantes as 

MSC-MO (ZUK et al., 2001; WAGNER et al., 2005; IZADPANAH et al., 2006; KERN et 

al., 2006), porém outros crêem em suas propriedades únicas, principalmente em 

relação ao potencial adipogênico (CASTEILLA et al., 2005; BAPTISTA et al., 2007; LIU 

et al., 2007) 

        A localização das MSC-MO é perivascular, podendo ser chamados de pericitos 

especializados (BIANCO et al., 2001; SACCHETTI et al., 2007). Este nicho perivascular 

também foi descrito para as MSC-TA (ZANNETTINO et al., 2008) e de todos os órgãos 

no organismo adulto (DA SILVA-MEIRELLES, CHAGASTELLES & NARDI, 2006). Esta 

localização é de importância capital no momento da lesão tecidual, facilitando a 

mobilização das MSC para o sitio do reparo tecidual (DA SILVA-MEIRELLES, 

CHAGASTELLES & NARDI, 2006; LAMAGNA & BERGERS, 2006).  

 

1.5.1. Potencial Angiogênico das Células de Tecido Adiposo 

       O requerimento do desenvolvimento de uma rede de capilares para o 

remodelamendo do tecido adiposo (CASTELLOT, 1990; BOULOUMIE et al., 1998) e o 

fato de agentes anti-angiogênicos promoverem a perda do mesmo (RUPNICK et al., 

2002), nos faz crer numa ligação crucial entre as células adiposas e a rede vascular 

circundante.  

As MSC-TA são produtoras de potentes fatores angiogênicos, como VEGF e 

HGF (DOBSON et al., 1990; BOULOUMIE et al., 1998; SIERRA-HONIGMANN, NATH 

& MURAKAMI, 1998), além de capacidade de diferenciação em células endoteliais. De 

fato, Casteilla e colaboradores, em 2004, demonstraram, que as MSC-TA humanas se 

diferenciavam espontaneamente em células com fenótipo endotelial, que formavam 

estruturas tubulares em Matrigel (PLANAT-BENARD et al., 2004).  

Em 2005, Cao e colaboradores mostraram que células isoladas da fração 

estromal do TA subcutâneo humano, quando injetadas no músculo isquêmico de 

camundongos, apresentavam grande potencial angiogênico (CAO et al., 2005). 

Curiosamente, comparando-se seu potencial com o de CMN-MO, os autores 

observaram que apesar da maior densidade capilar no músculo injetado com as MSC-

TA, a reperfusão foi significativamente maior no injetado com CMN-MO (MIRANVILLE 
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et al., 2004). Resultado diferente foi obtido por Sumi e colaboradores, mostrando que 

as CMN-MO proporcionam perfusão semelhante as MSC-TA e maior que os adipócitos 

maduros. O mesmo foi observado quanto a densidade capilar (SUMI et al., 2007). 

Foi proposto que o estimulo angiogênico promovido pelas MSC-TA se devia a 

uma regulação parácrina, com secreção de fatores angiogênicos, como VEGF, Ang -1 

e -2, HGF e FGF (REHMAN et al., 2004; NAKAGAMI et al., 2005) e foi demonstrado 

que o meio condicionado destas células era capaz de aumentar a proliferação e manter 

a viabilidade de células endoteliais maduras (REHMAN et al., 2004; MOON et al., 2006). 

O meio condicionado das MSC-TA, quando mantidas em condições de hipóxia, se 

mostrou mais eficiente, demonstrando aumento da produção de fatores angiogênicos 

(REHMAN et al., 2004), o que mostra que estas células são capazes de responder às 

condições de oxigenação dos tecidos. Assim, essas células se tornam ainda mais 

interessantes para aplicação clínica no tratamento de isquemias. 

Considerando-se estes aspectos, as MSC-TA podem ser vistas como uma 

excelente fonte para terapias que visem a revascularização de tecidos, não somente 

pelas suas propriedades pró-angiogênicas, mas também por serem relativamente mais 

freqüentes que sua correspondente da MO, a saber, 5.000 CFU-F por grama de tecido 

adiposo, enquanto a medula óssea tem 100- 1000 CFU-F por mililitro de aspirado 

medular (STREM et al., 2005); possuir fácil acesso e sua obtenção promove 

desconforto mínimo para o paciente (ZUK et al., 2001). 
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2. OBJETIVOS: 

 

• Principal. 

 

Verificar e comparar o potencial angiogênico de células mesenquimais derivadas do 

estroma da medula óssea e do tecido adiposo murinos em modelo de isquemia de 

membros posteriores. 

 

• Intermediários. 

 

1) Investigar a multipotencialidade de células mesenquimais de tecido adiposo inguinal 

murino. 

 

2) Comparar o potencial angiogênico in vivo das células mesenquimais murinas 

derivadas da medula óssea e do tecido adiposo em modelo murino de isquemia de 

membros posteriores. 

 

3) Comparar o potencial de MSC de TA e de MO na recuperação da força contrátil dos 

músculos cronicamente isquêmicos.  

 

3) Avaliar, através de histopatogia, a capacidade das MSC de MO e de TA de proteger 

as fibras musculares da degeneração e da necrose pós-isquemia, de promover 

regeneração muscular ou de formar cicatriz fibrosa. 
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3. METODOLOGIA:  

3.1. Animais 

 Foram utilizados camundongos machos Balb/c de 10-12 semanas de vida, 

mantidos nos biotérios da Universidade Federal de São Paulo - UNIFESP, São Paulo, 

SP ou no Departamento de Histologia e Embriologia – ICB/UFRJ, Rio de Janeiro, RJ. 

Os procedimentos foram aprovados pelo comitê de ética em pesquisa (CEP) do 

Hospital São Paulo – número 0729/08 (Item 9.2 dos anexos).  

 

3.2. Isolamento e Cultura de Células 

3.2.1. Obtenção de Células Mesenquimais de Medula Óssea 

Os camundongos tiveram seus fêmures e tíbias dissecados íntegros. Em 

seguida, suas epífises foram cortadas para a realização da lavagem do canal medular 

com meio de Eagle modificado por Dulbecco (DMEM, Dulbecco`s Modified Eagle`s 

Medium) (LGC, Cotia, SP). A suspensão celular foi centrifugada a 375 g por 10 minutos.  

O sedimento resultante foi ressuspenso em DMEM suplementado com 15% de 

soro fetal bovino (SFB; Cultilab, Campinas, SP), 100U/mL de Penicilina sódica (Gibco 

BRL, Rockville, MD) e 100µg/mL Estreptomicina (Sigma Chemical Co., St. Louis, 

Missouri), para a quantificação em hemocitômetro. Em seguida, foram distribuídas em 

garrafas de cultura na concentração de 6-8 x 105 células/cm2 e mantidas em estufa 

úmida nas condições padrão, 37°C com 5% de CO2, de um dia para o outro. 

 Após esse período, as células não aderentes foram removidas pela lavagem 

com solução salina tamponada com fosfato (PBS, phosphate buffered saline) e 

mantidas na estufa de cultura nas condições anteriores. Quando as células aderentes 

atingiram a confluência foram retiradas enzimaticamente, pela utilização de uma 

solução de Tripsina 0,125% (Gibco) e 0,78mM de EDTA (Ethylenediamine tetraacetic 

acid, Invitrogen, Gibco), e posteriormente redistribuídas em garrafas de cultura para 

proliferação. Este processo foi denominado passagem (#). Nos experimentos que se 

seguem as células foram utilizadas nas # 3 ou #4. 
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3.2.2. Obtenção de Células Mesenquimais de Tecido Adiposo 

O tecido adiposo subcutâneo da região inguinal foi retirado e cortado com auxílio 

de bisturi em pequenos fragmentos de 1-2 mm2, como descrito (PLANAT-BENARD et 

al., 2004). Resumidamente, os fragmentos de tecido adiposo foram dissociados 

enzimaticamente, adicionando-se 1mL de uma solução de Colagenase tipo II (Sigma 

Chemical Co.) 2mg/mL, para cada grama de tecido. O material foi incubado, sob 

agitação orbital, em banho-maria a 37°C por 20 minutos. 

Após esse período, adicionou-se DMEM F12 (LGC) suplementado com 10% de 

soro bovino de recém nato (NCS, Newborn Calf Serum, Cultilab) e antibióticos, sendo, 

em seguida, centrifugado a 280 g por 10 minutos. O sedimento resultante foi 

ressuspenso novamente em DMEM F12 suplementado, em seguida, a suspensão 

celular foi filtrada em malha de nylon de poro de 150µm. As células foram quantificadas 

em hemocitômetro e distribuídas em garrafas de cultura na concentração de 0,8-1,2 x 

105 células/cm2 e mantidas nas condições padrão, de um dia para o outro. 

Após esse período, as células não aderentes foram removidas pela lavagem com 

PBS e mantidas na estufa de cultura nas mesmas condições anteriores. Quando as 

células aderentes atingiram a confluência foram retiradas enzimaticamente, pela 

utilização de uma solução de Tripsina 0,125% e 0,78mM de EDTA, quantificadas e 

redistribuídas em garrafas de cultura para expansão. Este processo foi denominado 

passagem (#). Nos experimentos que se seguem as células foram utilizadas nas # 3 ou 

#4. 

 

3.3. Diferenciação Para as Vias Osteogênica e Adipogênica 

3.3.1. Para a Via Osteogênica 

As MSC-TA em semi-confluência foram induzidas por 3 semanas com meio 

osteogênico, contendo DMEM F12 suplementado com 10% de NCS, 250µM de Ácido 

Ascórbico (Sigma Chemical Co.), 10mM de β-glicerofosfato (Sigma Chemical Co.), 

2,5µM de Ácido Retinóico all-trans (Sigma Chemical Co.) e antibióticos. O meio foi 

trocado a cada 3 dias.  

Foram realizados controles pareados, mantendo as células em meio não indutor 

(DMEM F12 suplementado com 10% NCS e antibióticos). A diferenciação foi 
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acompanhada pela revelação de depósitos de cálcio, através da coloração de Von 

Kossa, observada em microscópio óptico (Leica DC300). O preparo dos reagentes e a 

metodologia utilizada estão descritos no item 9.1.1.a. dos anexos.  

 

3.3.2. Para a Via Adipogênica 

As MSC-TA em semi-confluência foram induzidas por 3 dias com meio indutor 

adipogênico, contendo DMEM F12 suplementado com 10% de NCS, 10µg/mL de 

Insulina (Biohulin®, Montes Claros, MG), 1µM de Dexametasona (Sigma Chemical Co.), 

0,5µM de Isobutil-metil-xantina (IBMX, Sigma Chemical Co.), 200µM de Indometacina 

(Sigma Chemical Co.) e antibióticos. Em seguida, o meio foi trocado para o meio de 

manutenção adipogênica, contendo DMEM F12 suplementado com 10% de NCS, 

1µg/mL de Insulina e antibióticos, até completar 3 semanas. O meio foi trocado a cada 

3 dias. 

Foram realizados controles pareados mantidos em meio não indutor de 

composição igual ao descrito do item anterior. A diferenciação foi acompanhada pela 

presença de acúmulos lipídicos citoplasmáticos, através da coloração de Oil Red O, 

observada em microscópio óptico (Leica DC300). O preparo dos reagentes e a 

metodologia utilizada estão descritos no item 9.1.1.b. dos anexos. 

 

3.4. Modelo Murino de Isquemia Unilateral de Membro Posterior 

A cirurgia de indução de isquemia foi realizada em camundongos machos 

anestesiados intraperitonialmente com uma solução de ketamina (66 mg/kg) e xilazina 

(33 mg/kg).  

O modelo de isquemia foi estabelecido pela remoção completa da artéria femoral 

direita e pelo fechamento de suas ramificações (artérias femoral profunda, epigástrica, 

safena e poplítea). Logo após a cirurgia, foi realizada a injeção intramuscular de 5x105 

MSC de TA ou de MO em tampão PBS estéril. O tempo médio de cirurgia foi de 30 

minutos.   

Animais não-isquêmicos e isquêmicos, injetados com PBS estéril sem a 

presença de células, foram considerados como controle dos experimentos. O número 
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de animais utilizados foi de 10 por grupo, exceto para o grupo isquêmico não-tratado 

com células, em que foram utilizados 5 animais. 

 
Figura 6. Fluxograma representativo da metodologia utilizada para obtenção das culturas 
de MSC de TA murino induzidas para as vias osteogênica e adipogênica. O tecido adiposo 
inguinal dos animais foi dissociado mecânica e enzimaticamente. A suspensão celular 
resultante foi centrifugada, o sedimento foi ressuspenso em meio de cultura suplementado e as 
células foram colocadas em cultura para a proliferação. Após 3 passagens, as células foram 
quantificadas e separadas em dois grupos para a indução para as vias osteogênica e 
adipogênica. Ao término de 3 semanas, as induções foram avaliadas por Von Kossa e Oil Red 
O, respectivamente. 
 

3.5. Avaliação do Grau de Integridade do Membro Isquêmico e Determinação da 

Força Muscular 

Quatro semanas após a cirurgia, os animais foram analisados visualmente para 

avaliação do grau de necrose do membro isquêmico, seguindo classificação já descrita 

na literatura (SACRAMENTO et al., 2009). Os resultados foram expressos como 

número de animais por escala. Foram adotados quatro níveis de classificação, sendo 1 

o maior, onde há hipofuncionalidade do membro sem necrose, e 4 o menor nível, onde 

há atrofia total do mesmo. Os níveis estão descritos na tabela 1. 
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Tabela 1. Classificação dos membros isquêmicos segundo o grau de necrose. 
 

Escala   
1 Hipofuncional sem necrose 
2 Necrose falangeal 
3 Necrose acima do tornozelo 
4 Atrofia total 

 

Para avaliação da força muscular, foi utilizado método já descrito na literatura 

(SACRAMENTO et al., 2009). Resumidamente, os animais foram anestesiados 

conforme descrito anteriormente e o músculo gastrocnêmico dissecado (Fig. 7A). Em 

seguida o tendão de aquiles foi seccionado e ligado a um a fio inextensível que será 

conectado a um transdutor de força (iWorx/CB Science, Inc. Dover, USA) (Fig. 7B e C). 

O nervo ciático foi isolado e colocado em contato com um eletrodo ligado a um 

estimulador (Grass S88, Grass Instruments, Quince, Mass, USA), a estimulação seguiu 

um protocolo de 3 estímulos de 3 volts com freqüência de 60 hertz (Fig. 7D). Em 

seguida, houve novo estiramento do músculo e nova estimulação elétrica até o 

momento que a redução do acoplamento actino-miosina ocasione a diminuição da 

força mensurada. 

No final do experimento, todos os animais foram submetidos à eutanásia por 

deslocamento cervical para mensuração do peso total do animal e do músculo 

gastrocnêmico. Os resultados foram expressos pela média ± desvio padrão da força, 

em gramas, realizada por cada grupo. 

Para as análises histopatológicas, os músculos gastroquinêmicos foram fixados 

em formol 10% tamponado por 24 horas à temperatura ambiente. 

 

3.6. Histopatologia 

3.6.1. Análises Histológicas 

Os fragmentos de músculo fixados foram desidratados em gradientes crescentes 

de álcool etílico (Vetec), clarificados em xilol (Vetec), sendo então impregnados com 

parafina purificada 54-56 °C (Vetec). Os cortes foram obtidos em micrótomo (LUPE, 

820 Spencer) na espessura de 5µm e foram corados pelos protocolos estabelecidos de 

Hematoxilina-Eosina (H-E), Tricrômico de Masson (TC), para observação das fibras 
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musculares degeneradas, e Vermelho de Picrossírius (PS) modificado (DOLBER & 

SPACH, 1993), para a visualização de fibras colágenas. O preparo dos reagentes e a 

metodologia utilizada estão descritos item 9.1.2. dos anexos. 

Foram avaliadas cerca de 5 secções histológicas de cada animal, sendo 

realizada a análise nos cortes histológicos com maior superfície de lesão. 

 

3.6.2. Análise Histoquímica 

Os cortes obtidos por microtomia foram desparafinizados, em banhos sucessivos 

de xilol, e hidratados, em banhos decrescentes de álcool etílico. Em seguida, as 

lâminas foram sujeitas à recuperação antigênica, a 98°C em tampão citrato 0,1M (pH 

6.0), por 20 minutos em panela à vapor. O bloqueio das ligações inespecíficas foi 

realizado pela incubação com PBS-BSA 5%: leite molico 4% por uma hora. 

A biotina endógena foi bloqueada pelo kit de bloqueio avidina/biotina da Vector 

(Vector Laboratories, Burlingame, CA, USA, Cat. SP-2001). As células endoteliais 

vasculares foram identificadas pela reação com Lectina BSL-1 (1:150, Vector), já ligada 

à biotina, a 4°C por 12-16 horas. A revelação foi realizada pela reação com o 

cromógeno diaminobenzidina (DAB) (Dako Cytomation, Glostrup, DK). 

Em seguida, os cortes foram contracorados com hematoxilina de Harris, 

desidratados em banho crescentes de álcool etílico, clarificados em banhos de xilol e 

selados com Entellan para posterior análise ao microscópio óptico (Zeiss Axioplan). 

 

3.7. Quantificação da Angiogênese 

A densidade dos vasos sanguíneos foi determinada em duas diferentes seções 

transversais do músculo isquêmico, separadas por 50 µm entre elas. O número de 

capilares e arteríolas foram determinados pela quantificação dos vasos Lectina BSL-1+ 

em quinze campos de cada seção, documentados utilizando-se o microscópio ótico 

(Zeiss Axioplan) acoplado a uma câmera digital (Evolution MP 5.0). 

Para a obtenção da área de cada campo foi utilizado o programa Image-Pro Plus. 

A diferenciação entre capilares e arteríolas foi realizada morfologicamente. Os 

resultados foram expressos como a média ± desvio padrão entre o número de vasos 

por área da fotografia, nas duas diferentes seções de cada músculo. 
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Figura 7. Determinação da força muscular. (A) Dissecção do músculo gastroquinêmico do 
membro isquêmico; (B) Secção do tendão de Aquiles; (C) Conexão ao transdutor de força; (D) 
Estimulação do nervo Ciático.   
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3.8 Quantificação de Área de Gordura Intramuscular 

A área de gordura intramuscular foi determinada em duas diferentes seções 

transversais do músculo isquêmico, separadas por 50 µm e coradas pela H-E. 

Utilizando o programa Image-Pro Plus, foram mensuradas as áreas de tecido adiposo 

intramuscular e de fibras musculares em cada uma dos vinte campos documentados 

usando microscópio óptico (Zeiss Axioplan) acoplado a uma a câmera digital (Evolution 

MP 5.0). 

Os resultados foram expressos como média ± desvio padrão da razão entre a 

área de tecido adiposo e a área das fibras musculares, nas duas diferentes secções de 

cada músculo. 

 

3.9 Quantificação de Fibras Musculares Necróticas 

O número de fibras necróticas foi determinado nas secções coradas pela 

metodologia de Tricrômico de Masson. A diferenciação das fibras musculares 

necróticas foi possível devido a sua afinidade tintorial diferenciada, ficando coradas em 

azul pálido enquanto as não-necróticas em vermelho intenso.  

Os resultados foram expressos como número de animais por categoria. Foram 

adotadas quatro categorias, sendo 3 a pior, onde há mais de 40 fibras degeneradas por 

campo, e 0 a melhor, onde não há fibras musculares degeneradas. As diferentes 

categorias estão descritas na tabela 2. Foi utilizada a amplificação de 200X para a 

classificação. 

 
Tabela 2. Classificação dos músculos isquêmicos segundo o número de fibras 
necróticas.  
 
 

 

 

 

 

 

 

Categoria   
0 Sem fibras degeneradas 
1 Menos de 20 fibras degeneradas 
2 De 20 a 40 fibras degeneradas 
3 Mais de 40 fibras degeneradas 
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3.10 Análise Estatística 

Comparações entre grupos foram realizadas pelo uso do teste não-paramétrico, 

não-pareado, ANOVA, seguido pelo pós-teste de Tukey. Valores de p<0,05 foram 

considerados significativos. 

A correlação entre as variáveis força e peso do músculo isquêmico foi obtida pelo 

uso do teste de correlação de Pearson. Valores do coeficiente de correlação (r) 

próximos a 1 ou -1 indicam forte correlação positiva ou negativa, respectivamente. 

Valores próximos de 0, tanto positivos quanto negativos, indicam fraca correlação.  

Todas os gráficos e as análises estatísticas foram realizados usando o programa 

Prism 3.0. 

 
Figura 8. Fluxograma representativo da metodologia utilizada para a avaliação do efeito 
das MSC de MO e TA na isquêmica de membros posteriores. Na ocasião da indução da 
isquemia foi realizada a injeção intramuscular de PBS, MSC de MO ou de TA. Após 30 dias, foi 
realizada a avaliação macroscópica do membro isquêmico, seguida da determinação da força 
muscular. Posteriormente, os animais foram eutanasiádos para a medição do peso total e do 
músculo isquêmico que, em seguida, foi fixado, processado para inclusão em parafina e 
microtomizado. Parte do material foi utilizada na análise histopatológica, pelas colorações de H-
E, Tricrômico de Masson e Picrossirius, e a outra parte foi utilizada na histoquímica para 
células endoteliais vasculares, Lectina BSL-1+, seguindo-se da quantificação dos vasos.   
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4. RESULTADOS: 

4.1. As MSC de TA murino são capazes de se diferenciar nas linhagens 
adipogênica e osteogênica. 
 
  Uma das condições para uma população celular ser denominada de célula- 

tronco mesenquimal é a sua capacidade de diferenciação para linhagens 

mesenquimais, como adipócitos, osteoblastos e condrócitos, dentre outros (MINGUELL 

et al., 2001). Para nos certificarmos de que a população celular aderente derivada do TA 

inguinal de camundongos Balb/c apresentava propriedade de célula tronco 

mesenquimal, esta foi induzida por três semanas in vitro para as linhagens 

mesenquimais osteogênica e a adipogênica.  

  Verificou-se que estas células são capazes de se diferenciar para ambas as 

linhagens testadas (Fig. 9). Contudo, poucos depósitos de cálcio foram observados nas 

culturas induzidas para a linhagem osteogênica (Fig. 9B, seta branca). Vacúolos 

lipídicos intracitoplasmáticos foram observados nas culturas induzidas para a via 

adipogênica (Fig. 9C, seta) e em menor proporção nas culturas induzidas para a via 

osteogênica (Fig. 9B, seta preta) e nas culturas controle, não induzidas (Fig. 9A, seta), 

sugerindo que a população celular isolada do tecido adiposo subcutâneo murino 

apresenta comprometimento para a via adipogênica e limitada capacidade de 

diferenciação para a via osteogênica. 

 

4.2. As MSC de TA murino estimulam a angiogênese pós-isquemia. 

  A análise imunohistoquímica dos músculos isquêmicos dos Grupos MO e TA 

demonstrou que ambos os tipos celulares são capazes de promover aumento do 

número de vasos sanguíneos (Fig. 10 e 11), o mesmo não ocorrendo nos animais que 

não receberam tratamento com células (Grupo Isquêmico - ISQ) (Fig. 10 e 11) 

   Embora o número de capilares no músculo dos animais tratados fosse 

semelhante, notou-se uma tendência no Grupo TA de apresentar maior número de 

capilares (Fig. 11A), porém a diferença encontrada não foi significativa. Curiosamente, 

o Grupo TA apresentou um número significativamente maior de arteríolas que o Grupo 

MO (Fig. 11B).   
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Figura 9. MSC de TA são capazes de se diferenciar in vitro para as linhagens 
osteogênica e adipogênica. As células foram mantidas por três semanas com meio controle 
não indutor (CTRL, A), osteogênico (OSTEO, B) ou adipogênico (ADIPO, C). A seta branca 
evidencia depósitos de cálcio e as setas pretas evidenciam lipídios intracitoplasmáticos. Notar a 
presença de acúmulos lipídicos nos grupos controle e induzido para a via osteogênica. Von 
Kossa e Oil Red O. Barra de aumento 50 µm. (n=3). 
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Figura 10. Imagem representativa de imunohistoquímica para lectina BSL-1 nos 
músculos isquêmicos. Barra de aumento 50 µM. Grupo controle isquêmico (ISQ, A), grupo 
tratado com MSC-MO (MO, B) e grupo tratado com MSC-TA (TA, C). Notar a ocorrência de 
arteríolas, evidenciadas pelas setas pretas, nos três grupos experimentais, com destaque para 
maior quantidade nos animais tratados com as MSC de TA. 
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Figura 11. As MSC-TA e MSC-MO são capazes de estimular a angiogênese no músculo 
isquêmico. Quantificação do número de capilares (A) e arteríolas (B) por área de tecido. 
Barras de erro representam desvio padrão da média. (n=5) * p<0,01, em relação ao grupo ISQ. 
 

4.3. Efeito do transplante in vivo de MSC de TA ou MO. 

  Após quatro semanas da cirurgia e injeção das células, os membros dos animais 

foram avaliados macroscopicamente, uma vez que, como conseqüência da isquemia, o 

membro necrosa e atrofia, o que se acompanha de autoamputação. Os animais foram 

classificados segundo a tabela 1 do item 3.5 da metodologia, novamente representada 

na Fig. 12. 
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  No grupo tratado com as MSC de MO (Grupo MO), 80% dos animais obtiveram 

classificação 1, enquanto que no grupo tratado com as MSC-TA (Grupo TA), 80% dos 

animais obtiveram classificação 2 e 3, distribuídos equitativamente entre os dois níveis 

(Fig. 12). Apenas 10% dos animais do Grupo TA apresentaram classificação máxima 1. 

Nenhum dos animais do Grupo MO apresentou a classificação mínima 4, que foi 

observada no Grupo TA, onde 10% dos animais obtiveram esta classificação (Fig. 12).  

 Já no grupo isquêmico não tratado com células (Grupo Isquêmico - ISQ), 50% 

dos animais obtiveram classificação 3, enquanto que 30% obtiveram classificação 2 e 

20% classificação 1. Nenhum dos animais do Grupo ISQ obteve classificação mínima 4 

(Fig. 12).  

  Curiosamente, os valores obtidos no Grupo TA se assemelharam aos obtidos no 

Grupo isquêmico não tratado com células. Portanto, as MSC de TA parecem não ter a 

mesma capacidade que as MSC de MO de proteger o músculo isquêmico da 

autoamputação, embora fossem capazes de promover, em grau comparável, a 

angiogênese pós-isquemia (Fig.11).  

 

4.4. Os animais tratados com MSC de MO ou TA apresentaram redução do peso 

do músculo isquêmico.  

A análise do peso dos animais e dos músculos isquêmicos, após quatro 

semanas, mostrou que, embora o peso dos animais de todos os grupos fosse 

semelhante, o dos seus músculos isquêmicos variou, notando-se uma diminuição 

principalmente nos animais que receberam MSC de TA ou de MO (Tab. 3). Nos 

animais tratados com MSC de TA, o peso do músculo isquêmico era significativamente 

menor do que o dos animais que não receberam células ou que receberam MSC de 

MO (Tab. 3).   
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Figura 12. As MSC de TA apresentam menor capacidade de recuperação da atrofia do 
membro que as MSC de MO. Avaliação visual dos membros isquêmicos dos animais 
experimentais, quatro semanas após a injeção das células. Grupo isquêmico (ISQ), Grupo MO 
(MO) e Grupo TA (TA) (n=10).  
 
 
 

Tabela 3. Peso dos animais e dos músculos isquêmicos após quatro semanas de 
isquemia. 

 

* Significativamente diferente (p<0,05) 

 

 

 

Escala   
1 Hipofuncional sem necrose 
2 Necrose falangeal 
3 Necrose acima do tornozelo 
4 Atrofia total 

Peso 
Grupo 

NÃO-ISQ 
Grupo 

ISQ 
Grupo 

MO 
Grupo 

TA 

Total (g) 24,75 ± 2,31 25,29 ± 1,03 
 

23,46± 1,65 
 

24,09 ± 0,65 

Músculo 
Isquêmico (mg) 

176,29 ± 23,83 100,34 ± 29,37 79,95± 24,54 69,90 ± 16,62 * 
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4.5. Após quatro semanas, os animais tratados com MSC de MO ou TA murino 

possuem função muscular semelhante aos animais isquêmicos não tratados. 

A análise funcional do músculo isquêmico mostrou que não houve recuperação 

da força tensora nos animais tratados com MSC de TA ou de MO (Fig. 13). A redução 

da tensão foi semelhante à observada no grupo que sofreu isquemia, mas não recebeu 

tratamento com células.  

Para se obter a relação linear entre a força tensora e o peso dos músculos 

isquêmicos foi realizada a correlação de Pearson. Os valores do coeficiente de 

correlação (r) obtidos pelos grupos NÃOISQ e MO foram 0,47 e 0,73, respectivamente, 

indicando uma correlação positiva forte, com valores de r próximo a 1 (Tab. 4). Já os 

Grupos TA e ISQ apresentaram valores de r iguais a 0,07 e -0.12, respectivamente, 

indicando uma correlação fraca entre as variáveis. Curiosamente, o Grupo ISQ 

apresentou valor de r negativo, ou seja, as variáveis apresentam correlação inversa, 

quando uma aumenta a outra diminui (Tab. 4). 

 

Tabela 4. Correlação entre a força muscular e o peso dos músculos isquêmicos. 
 

 
 
 
 
 
 
 

 

 

4.6. Presença de células adiposas intramusculares nos músculos isquêmicos dos 

animais tratados com as MSC de TA ou MO. 

A atrofia muscular pós-isquemia frequentemente está associada a degeneração 

gordurosa, ou infiltração adiposa (revisado em WAGATSUMA, 2007). Com o intuito de 

verificar se a injeção de MSC modificou o grau de degeneração adiposa, foi realizada 

análise histopatológica e a relação entre a área de adipócitos maduros e de fibras 

musculares foi determinada como descrito anteriormente. 

A histopatologia do músculo isquêmico mostrou, em todos os grupos 

experimentais, inúmeros adipócitos maduros, univacuolares, de permeio às fibras 

 Coeficiente de Pearson (r) 
Grupo ISQ -0.12 
Grupo NÃO-ISQ 0.47 
Grupo MO 0.73 
Grupo TA 0.07 



 43 

musculares esqueléticas (Fig. 14). Embora os animais do grupo TA tendessem a 

apresentar uma relação maior entre área ocupada por adipócitos e área muscular 

esquelética do que os animais do grupo MO, esta diferença não foi significativa (Fig. 

15).  A presença de tecido adiposo é compatível com a diminuição do peso e da tensão 

do músculo dos animais que receberam estas células (Tab.3 e Fig. 14).  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
Figura 13. Efeito das MSC de TA e MO na função muscular. Após quatro semanas de 
isquemia, o músculo gastrocnêmico foi dissecado e a força muscular, em gramas, determinada.  
Grupo isquêmico (ISQ), Grupo não-isquêmico (NÃOISQ), Grupo MO (MO) e Grupo TA (TA). 
Barras de erro representam desvio padrão da média. (n=10) *p<0,05, em relação a todos os 
grupos; **p>0,05.  
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Figura 14. Histopatologia dos músculos isquêmicos dos animais experimentais após 
quatro semanas da injeção das células. Grupo Isquêmico (ISQ, A), Grupo MO (MO, B) e 
Grupo TA (TA, C). As imagens à direita (D, E e F) representam a ampliação das áreas 
demarcadas nas imagens à esquerda (A, B e C, respectivamente). Notar a grande quantidade 
de adipócitos permeando as fibras musculares nos Grupos MO (B, E) e TA (C, F), e menor 
quantidade no Grupo ISQ (A, D). Hematoxilia e Eosina. Barra de aumento 50 µm. 
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Figura 15. Quantificação da área de tecido adiposo no músculo esquelético após quatro 
semanas de isquemia. A razão entre a área de adipócitos e a área de fibras musculares em 
cada grupo experimental é apresentada. Grupo isquêmico (ISQ), Grupo MO (MO) e Grupo TA 
(TA). Barras de erro representam desvio padrão da média. (n=5) 
 

4.7. Os animais isquêmicos tratados com MSC de TA apresentaram maior número 

de fibras musculares degeneradas do que os animais tratados com MSC de MO.   

A presença de maior número de adipócitos de permeio às fibras musculares 

esqueléticas nos animais dos grupos TA e MO sugeriu uma incidência maior de 

necrose ou degeneração das fibras musculares nestes animais.  Efetivamente, foi 

observada a presença de inúmeras fibras musculares degeneradas (Fig. 16). As fibras 

degeneradas foram quantificadas e os animais separados em categorias, de acordo 

com a tabela 2 do item 3.9 da metodologia (Fig. 16 e 17). Após quatro semanas de 

isquemia, enquanto na maioria (60%) dos animais isquêmicos não tratados, o número 

de fibras musculares degeneradas era elevado (mais de 40 por campo), a maioria dos 

animais tratados com MSC de MO ou TA (100% e 80%, respectivamente) apresentou 

pouco ou nenhum sinal de degeneração muscular. Contudo, 20% dos animais que 

receberam MSC-TA apresentaram se distribuíram nas categorias 2 e 3, ou seja, com 

mais de 20 fibras degeneradas por campo, fato que não foi observado em nenhum dos 

animais tratados com MSC-MO (Fig. 17).  



 46 

 

Figura 16. O animais tratados com MSC de TA ou MO apresentam fibras musculares 
degeneradas. Imagens representativas das quatro diferentes categorias utilizadas na 
classificação. (A) Categoria 1, inserto demonstrativo da categoria 0, (B) Categoria 2, (C) 
Categoria 3. As imagens à direita (D, E e F) representam a ampliação das áreas demarcadas 
nas imagens à esquerda (A, B e C, respectivamente). Tricrômico de Masson. Barra de aumento 
50µm. 
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Figura 17. Quantificação das fibras degeneradas presentes do músculo esquelético 
isquêmicos após quatro semanas de isquemia. Os animais experimentais foram 
classificados segundo o número de fibras degeneradas apresentadas. Grupo isquêmico (ISQ), 
Grupo MO (MO) e Grupo TA (TA) (Grupo ISQ, n=5; Grupo MO ou TA, n=10). 
 
 
4.8. As MSC de TA e MO são capazes de promover a regeneração das fibras 

musculares no membro isquêmico lesado. 

 Uma vez que a degeneração muscular era observada em menor grau nos 

animais tratados, levantou-se a hipótese de que, embora não tivesse sido observada 

uma recuperação marcante da força muscular, as MSC de TA e de MO poderiam estar 

não só protegendo as fibras de lesão, mas estimulando sua regeneração. De fato, em 

associação às células adiposas maduras que permeavam as fibras musculares, foram 

observadas áreas que apresentavam fibras musculares em processo regenerativo (Fig. 

Categoria  
0 Sem fibras degeneradas 
1 Menos de 20 fibras degeneradas 
2 De 20 a 40 fibras degeneradas 
3 Mais de 40 fibras degeneradas 
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18). Nessas zonas de regeneração, as fibras musculares eram menores com núcleo 

centralizado, características presentes em miofibras nascentes (Fig. 18, setas).  

 Embora não tenha sido feita uma análise quantitativa, após quatro semanas, as 

zonas de regeneração eram mais evidentes no músculo dos animais tratados com 

MSC derivadas da MO (Fig. 18B) ou de TA (Fig. 18C), do que no dos animais 

isquêmicos que não receberam tratamento com células (Fig. 18A). 

 

4.9. Presença de tecido conjuntivo cicatricial nos animais tratados com as MSC 

derivadas de TA ou de MO.  

Além da ocorrência de adipócitos e fibras musculares necróticas, os animais 

experimentais também apresentaram tecido conjuntivo cicatricial (Fig. 19). Embora não 

tenha sido feita uma análise quantitativa, as fibras colágenas eram mais evidentes no 

músculo dos animais tratados com MSC derivadas da MO (Fig. 19B) ou de TA (Fig. 

19C) do que dos animais que não receberam tratamento com células (Fig. 19A).  
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Figura 18. As MSC de TA ou MO são capazes de promover a regeneração de fibras 
musculares esqueléticas. Grupo Isquêmico (ISQ, A), Grupo MO (MO, B), Grupo TA (TA, C). 
As setas indicam fibras musculares recém formadas. Notar a grande quantidade deste tipo de 
fibra nos animais tratados com MSC de MO (B) ou TA (C). Hematoxilia e Eosina. Barra de 
aumento 50 µm. 
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Figura 19. Os animais isquêmicos tratados com MSC de TA ou MO apresentam tecido 
cicatricial intramuscular. Grupo Isquêmico (A), Grupo MO (B) e Grupo TA (C).  Notar a 
grande quantidade de fibras colágenas densas, evidenciadas pelas setas pretas, presentes 
entre as fibras musculares dos Grupos MO e TA e, em menor proporção, no Grupo isquêmico 
não tratado. Vermelho de Picrosirius. Barra de aumento 50µm. 
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5. DISCUSSÃO: 
 

As MSC de MO tem sido, desde a descrição de seu potencial de diferenciação 

para diversas linhagens mesodérmicas (PITTENGER et al., 1999), amplamente 

utilizadas em protocolos de terapia celular. Uma vez que nestes protocolos o número 

de células pode ser um fator de restrição na utilização deste tipo celular, fontes 

alternativas de MSC foram identificadas, entre elas, as isoladas de TA, que forma 

apresentadas como potencialmente semelhantes às de MO (ZUK et al., 2001) No 

entanto, raros estudos compararam diretamente o potencial das MSC de MO e de TA 

em protocolos de terapia. 

O presente estudo analisou a capacidade das MSC-TA de murino de promover a 

angiogênese no modelo murino de isquemia de membros inferiores, comparando-a às 

de MO. Os resultados sugerem que ambas as populações são capazes de estimular a 

angiogênese no tecido lesado. No entanto, diferenças quanto ao potencial de promover 

a recuperação funcional do músculo isquêmico foram observadas.  

O método de isolamento das MSC-TA, assim como da MO, é baseado em sua 

capacidade de adesão ao plástico e multipotencialidade, ou seja, sua capacidade de 

diferenciação nas linhagens mesenquimais, incluindo osteoblastos, condrócitos, 

adipócitos, células endoteliais, entre outros (WAKITANI, SAITO & CAPLAN, 1995; 

PITTENGER et al., 1999; MINGUELL, ERICES & CONGET, 2001; REYES et al., 2002). 

Sendo assim, a população mesenquimal obtida do TA subcutâneo murino foi testada 

quanto ao potencial de diferenciação para duas linhagens mesenquimais: a linhagem 

osteogênica e adipogênica.  

As MSC-TA mostraram serem capazes de se diferenciar para ambas as 

linhagens (Fig. 9B-C), sendo que a indução para a linhagem adipogênica foi mais 

pronunciada (Fig. 9C), além de terem sido observados acúmulos lipídicos mesmo nas 

células que não foram submetidas a nenhum estímulo indutor (Fig. 9A). Uma das 

explicações para o fato pode ser a variedade de tipos celulares presentes no TA. Uma 

vez que não há marcadores específicos para as MSC e o método de isolamento é 

baseado na adesão ao plástico de cultura, leva-se a crer que a população obtida não 

seja homogênea. 
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A fração estromal oriunda do TA é constituída de pré-adipócitos (precursores 

dos adipócitos), células endoteliais, macrófagos e fibroblastos (WELLEN & 

HOTAMISLIGIL, 2003; CASTEILLA & DANI, 2006). Devido a predisposição a 

diferenciação adipogênica, supõe-se que a população celular isolada tenha 

contaminação de pré-adipócitos.  

Aliado a isso, a explicação para o potencial de diferenciação observado poderia 

ser o método de indução utilizado. A indução osteogênica com meio indutor padrão 

para células humanas, contendo soro fetal bovino, ácido ascórbico, β-glicerofosfato e 

antibióticos, não foi capaz de induzir diferenciação das MSC-TA murinas para esta via 

(dados não mostrados e WAN et al., 2006). Apenas com adição de ácido-retinóico e/ou 

BMP-2 (Bone Morfogenetic Protein), a esse meio indutor padrão, é observada 

diferenciação (WAN et al., 2006). O efeito indutor é potencializado pela adição dos 2 

fatores ao mesmo tempo. O ácido-retinóico e o BMP-2 atuam promovendo a expressão 

de moléculas reguladoras da osteogênese, como Cbfa1/Runx2, osterix, fosfatase 

alcalina, osteopontina, entre outros (revisado em OKI et al., 2008). Assim, a reduzida 

indução osteogênica obtida, pode ser devido a utilização de apenas um dos fatores 

mencionados acima, e não a obtenção de uma população diferente. 

As MSC-TA foram então testadas quanto a sua capacidade de promover 

angiogênese em modelo de isquemia de membros inferiores, comparando-se o seu 

potencial com o de MSC isoladas da MO. Verificou-se que, embora as MSC de TA 

fossem capazes de estimular a angiogênese pós-isquemia de forma semelhante as 

MSC de MO (Fig. 10 e 11A), são capazes também de promover um aumento da 

densidade de arteríolas no tecido (Fig. 10, setas, e 11B), que não foi observado no 

grupo tratado com MSC-MO.  

Relatos na literatura, apesar de não compararem diretamente MSC-MO e -TA, 

mostraram que ambas as células têm potencial angiogênico. O grupo de Planat-Benard 

e colaboradores, em 2004, mostrou, por angiografia, que as MSC-TA são capazes de 

aumentar a densidade dos vasos no membro isquêmico, porém a quantificação do 

número de capilares não foi realizada (PLANAT-BENARD et al., 2004). No ano 

seguinte, Iwase e colaboradores demonstraram que a injeção de MSC de MO promove 

uma angiogênese mais evidente, com maior densidade de capilares do que a injeção 
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de células mononucleadas de MO (CMN-MO) (IWASE et al., 2005). Já Sumi e 

colaboradores, em 2007, mostraram que as MSC-TA e as CMN-MO têm capacidades 

semelhantes de induzirem neoformação capilar (SUMI et al., 2007). Em 2007, Kim e 

colaboradores foram os primeiros a analisar a capacidade de revascularização das 

MSC-TA de forma comparada com as MSC-MO, porém os pesquisadores não 

quantificaram capilares no tecido isquêmico, mas apenas a taxa de reperfusão, 

ressaltando-se ainda que o modelo utilizado foi de xenoenxerto de células humanas em 

animal imunodeficiente (KIM et al., 2007).  

Assim, o presente trabalho é inovador na medida que analisa comparativamente 

a capacidade das MSC de MO e de TA murinas de induzir neocapilares. Além disso, foi 

quantificada, neste estudo, a densidade de arteríolas no tecido isquêmico tratado com 

as diferentes populações celulares. Como falado anteriormente, as MSC-TA 

promoveram um aumento signifcativo (p<0,01; Fig. 11B) do número de arteríolas, 

sugerindo que estas células, ao contrário das MSC-MO, são capazes de promover 

vasculogênese, com estímulos e moléculas reguladoras próprias (VAN WEEL et al., 

2008).   

Curiosamente, apesar de promoverem uma angiogênese comparável a induzida 

pelas MSC-MO, estas resgataram 80% dos animais da autoamputação, enquanto que 

apenas 10% dos animais tratados com as MSC-TA tiveram seus membros recuperados. 

Deve ser ressaltado que nenhum dos animais tratados com as MSC-MO apresentou 

atrofia total do membro, enquanto que 10% dos animais tratados com MSC-TA a 

apresentaram (Fig. 12). 

Atrofia e autoamputação do membro isquêmico foram somente relatadas por 

Iwase e colaboradores, utilizando modelo experimental em ratos. Os autores 

observaram que, enquanto somente 20% dos animais isquêmicos tratados, com células 

mononucleadas obtidas de MO apresentavam necrose e autoamputação do membro 

lesado, este percentual era de 10% naqueles tratados com MSC de MO (IWASE et al., 

2005), um valor muito semelhante ao obtido em nosso estudo. No entanto, não existem 

relatos sobre a ocorrência deste fenômeno em animais tratados com MSC-TA. Além 

disto, uma classificação segundo o grau de atrofia e necrose não foi relatada 
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anteriormente, sendo este o primeiro estudo comparando o efeito in vivo de MSC de TA 

e MO murinas no grau de recuperação do membro isquêmico. 

O passo seguinte foi observar se o tratamento com MSC de TA ou de MO era 

capaz restabelecer a função muscular. Para tal, foi utilizada a metodologia de medição 

da força muscular. Os animais tratados com as MSC de MO ou TA não foram capazes 

de recuperar a capacidade contrátil do músculo isquêmico, atingindo níveis 

semelhantes aos observados nos animais isquêmicos não-tratados com células (Fig. 

13). Este tipo de investigação não foi relatada na literatura, que considera apenas o 

restabelecimento do fluxo sanguíneo do membro isquêmico (IWASE et al., 2005; 

MOON et al., 2006; KIM et al., 2007). Deve ser ressaltado que em nosso modelo não 

foi feita uma avaliação da reperfusão do músculo isquêmico, assim é possível que o 

estímulo angiogênico induzido pelas MSC não tenha sido suficiente para promover uma 

circulação funcional e reperfusão muscular. Por outro lado, como não há comparação, 

na literatura, entre reperfusão e contração muscular, também pode-se questionar que o 

restabelecimento do fluxo sanguíneo não necessariamente se acompanha de 

recuperação da capacidade contráctil do músculo, o que deve ser investigado. 

 Outro fator que pode ter influenciado na ausência de restabelecimento da 

função muscular após a isquemia, é o tipo de fibra muscular regenerado. Em 

vertebrados, o músculo esquelético é formado por dois tipos de fibras musculares: as 

de contração lenta e de contração rápida (STOCKDALE, 1997), que diferem entre si 

pelo tipo de miosina e os mecanismos de suprimento de energia (MATSUOKA & 

INOUE, 2008). Pouco se sabe a respeito dos mecanismos que influenciam a 

determinação do subtipo de fibra formado durante o desenvolvimento ou a regeneração, 

porém Matsuoka e Inoue (2008) mostraram que fatores do microambiente possuem 

papel importante. Assim, o tratamento com as MSC de TA ou MO pode, através da 

secreção de fatores, proporcionar o microambiente favorável à regeneração de apenas 

um subtipo de fibra muscular, que pode não ser analisado no teste de determinação da 

força muscular utilizado.   

 Outro aspecto observado nesse trabalho foi o peso dos animais e seus músculos 

isquêmicos, relacionando-os com a força muscular mensurada. Os grupos injetados 

com MSC-MO ou MSC-TA apresentaram menor peso dos músculos isquêmicos, por 
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vezes inferiores aos observados pelo grupo isquêmico não-tratado com células, 

enquanto o peso total do animal se mantinha constante (Tab. 3). Em seguida, para se 

obter uma relação linear entre as variáveis peso e força muscular do músculo 

isquêmico foi realizado o teste de correlação de Pearson. Os valores de r dos grupos 

NÃO-ISQ e MO foram próximos a um (0,47 e 0,73, respectivamente) indicando uma 

correlação positiva entre eles. Já para os grupos ISQ e TA, os valores de r obtidos 

foram próximos a zero (-0,12 e 0,07, respectivamente), indicando um fraca correlação 

entre as variáveis nesses grupos (Tab 4). 

Isto sugere que a variação do peso e da força muscular dos animais tratados 

com as MSC-MO se comporta de maneira semelhante nos animais que não sofreram 

isquemia, o que não é observado nos animais tratados com as MSC-TA (Tab 4). Logo, 

nos músculos dos animais tratados com MSC-MO, da mesma maneira que nos animais 

não-isquêmicos, o aumento do peso do músculo é acompanhado do aumento da força 

muscular. O mesmo é observado nos animais tratados com MSC-TA, porém em uma 

intensidade menor (Tab. 4). 

 A redução do peso do músculo nos animais tratados com células foi investigada 

com maior atenção e, para tanto, foram realizadas análises histológicas dos tecidos 

musculares. Foi observada grande quantidade de adipócitos permeando as fibras 

musculares (Fig. 14), principalmente nos animais injetados com ambas as células, o 

que está de acordo com a diminuição do peso do músculo isquêmico destes animais. A 

área de adipócitos intramusculares por área de fibra muscular foi quantificada (Fig. 15) 

e verificou-se que os valores eram muito semelhantes para os animais injetados com 

MSC-TA ou –MO, embora o grupo injetado com MSC-TA apresentasse valores 

tendenciosamente maiores (Fig. 15).  

Apesar de já descrito na literatura a ocorrência de infiltração gordurosa no tecido 

muscular pós-lesão (revisado em WAGATSUMA, 2007), nenhum dos grupos relatou o 

aparecimento de adipócitos. Tanto Moon et al. (2006) quanto Kim et al. (2007) não 

observaram a presença de adipócitos intramusculares pós isquemia e injeção de MSC 

de MO ou de TA, mas deve ser ressaltado que em ambos os trabalhos foram utilizadas 

células derivadas de tecidos humanos.   
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 Os resultados descritos na literatura contradizem os obtidos no presente trabalho, 

provavelmente devido a dois fatores principais que podem estar interligados: a origem 

da célula utilizada e os fatores do microambiente aos quais as células estão 

submetidas. O tipo celular utilizado neste trabalho foi de origem murina, enquanto que 

nos trabalhos descritos anteriormente as células são de origem humana, o que poderia 

ocasionar respostas diferentes. Os fatores microambientais, por sua vez, podem ter 

contribuído para essas diferenças uma vez que, em 2007, Wagatsuma demonstrou que 

o potencial adipogênico poderia ser ativado durante a regeneração muscular, com pico 

de formação de células adiposas entre os dias 3 e 5 pós-criolesão (WAGATSUMA, 

2007). Foi observado, após a lesão, um aumento de leptina, indutora da adipogênese, 

e dos fatores de transcrição PPARγ1 e 2 (Peroxisome Proliferator-Activated Receptor- 

gamma 1 e 2), este último sabidamente envolvido na diferenciação de adipócitos 

(WAGATSUMA, 2007).  

Desta maneira, a despeito do fato de neste trabalho a lesão ter sido provocada 

por baixa temperatura e não isquemia, como em nosso modelo, pode-se especular que 

o mesmo fenômeno, ou seja, de aumento de estímulos adipogênicos estaria presente 

no tecido isquêmico, modulando, inclusive, as células injetadas. Porém, em trabalho 

muito elegante foi recentemente demonstrado que fatores espécie específicos podem 

alterar o comportamento de células humanas injetadas em animais imunodeficientes 

(MUGURUMA et al., 2006). Neste caso, os pesquisadores verificaram que as MSC de 

MO humanas injetadas na cavidade medular de camundongos imunodeficientes 

produziam manutenção da população de progenitores hematopoéticos humanos, 

injetados por via endovenosa, de forma mais eficiente. Portanto, é possível que fatores 

adipogênicos espécie específicos, liberados no tecido lesado, não sejam capazes de 

atuar em células humanas, o que explicaria a ausência de adipócitos observada no 

modelo de xenoenxerto (MOON et al., 2006; KIM et al., 2007).  

A ausência de recuperação da força muscular nos levou a investigar o grau de 

degeneração das fibras musculares (Fig. 16 e 17). Verificou-se que embora o 

tratamento pós-isquemia com MSC fosse capaz de proteger maior número de fibras do 

processo degenerativo, diferenças entre o potencial das MSC de MO e de TA foram 

observadas. Todos os animais tratados com MSC de MO apresentaram menos do 20 
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fibras degeneradas por campo, enquanto somente 80% dos animais tratados com MSC 

de TA apresentaram o mesmo. Mais importante, alguns dos animais tratados com 

MSC-TA mostraram o mesmo grau de degeneração muscular que os animais controles 

isquêmicos, que não receberam qualquer tratamento. Estes resultados se 

correlacionam com a observação macroscópica de grau de necrose do membro (Fig. 

12), mas estão em desacordo com a literatura. 

Apesar de não ter sido observada recuperação funcional do músculo nos 

animais tratados com as MSC, a ocorrência de regeneração muscular foi investigada. 

Após quatro semanas de isquemia, em todos os grupos o músculo lesado apresentou 

evidências de fibras em regeneração, ou seja, fibras menores com núcleo centralizado 

(Fig. 18, setas), contudo os animais tratados com MSC de TA ou MO pareciam 

apresentar maior número destas fibras, porém não foi realizada quantificação (Fig. 18B 

e C). 

A observação de que MSC de MO ou TA são capazes de promover a 

regeneração de fibras musculares lesadas já foi demonstrado na literatura. Moon e 

colaboradores (2006) descrevem a presença de fibras musculares em regeneração, 

catorze dias após o tratamento com as células (MOON et al., 2006). Kim e 

colaboradores (2007), por sua vez, descrevem o restabelecimento da estrutura 

muscular normal, com uma significativa preponderância das MSC-TA sobre as MSC-

MO, porém não mencionam a ocorrência de miofibras nascentes (KIM et al., 2007).  

Em seguida, foi realizada a coloração de Vermelho de Picrosirius, para investigar 

se há tecido conjuntivo cicatricial, evidenciado em vermelho. Como resultado, foi 

observada grande quantidade de tecido fibroso nos animais tratados tanto com as 

MSC-TA quanto de MO (Fig 19B e C, setas), número inferior, porém presente, de 

tecido fibroso também é observado nos animais isquêmicos não-tratados com células 

(Fig 19A, seta). Não foi realizada quantificação para área de fibrose. 

Apenas Kim e colaboradores observaram a área de tecido lesionado, que 

compreende a área de tecido fibroso, demonstrando que há menor área lesada nos 

animais tratados com as MSC-TA que nos animais tratados com MSC-MO, ambas de 

origem humana (KIM et al., 2007).  
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Os nossos resultados divergem dos descritos na literatura, uma vez que 

mostram que há mais áreas de fibrose nos animais tratados com ambas as MSC do 

que nos animais não tratados com células. Da mesma maneira que a degeneração 

muscular, a explicação pode ser devido a origem das células injetadas, uma vez que, 

Kim e colaboradores utilizaram células humanas, podendo ocasionar resposta diferente 

da das células murinas. 

Há bastante controvérsia a respeito de qual seria o papel das MSC na 

regeneração muscular. Alguns autores crêem na capacidade das MSC-TA de 

participarem diretamente na revascularização, se diferenciando em células endoteliais, 

o que foi demonstrado, tanto in vitro quanto in vivo, por Planat-Benard e colaboradores 

(PLANAT-BENARD et al., 2004). No cultivo em Matrigel, conhecidamente responsável 

por favorecer o potencial endotelial, as MSC-TA formaram estruturas ramificadas 

semelhantes a tubos, sendo sua maioria positiva para os marcadores endoteliais CD31 

e fator de Von Willebrand (vWF, Von Willebrand Factor) (PLANAT-BENARD et al., 

2004). Já in vivo, uma pequena proporção dessas células, em torno de 1%, se 

diferencia em endotélio no modelo de isquemia de membros (MOON et al., 2006). Em 

2007, Kim e colaboradores mostraram que as MSC-TA possuem maior capacidade de 

formação de estruturas tubulares em Matrigel do que as MSC-MO, porém uma 

comparação in vivo não foi realizada (KIM et al., 2007).   

Em 2006, Da Silva-Meirelles e colaboradores, propuseram um modelo para o 

papel das MSC na manutenção do tecido. Neste modelo, as MSC residentes na 

membrana basal oposta às células endoteliais, sob a atuação de fatores 

microambientais progridem do fenótipo de células indiferenciadas para o de 

progenitores e células maduras. Já no momento da lesão tecidual, as MSC 

indiferenciadas são mobilizadas diretamente, sem que haja transição para a forma de 

progenitor (DA SILVA-MEIRELLES, CHAGASTELLES & NARDI, 2006). 

Em 2005, Silva e colaboradores observaram que as MSC-MO injetadas co-

localizavam com células endoteliais e musculares lisas, mas não com miofibras, em 

modelo de isquemia cardíaca (SILVA et al., 2005). Posteriormente, no mesmo ano e 

usando o mesmo modelo experimental, Matsumoto e colaboradores observaram que 

as MSC-MO co-localizavam com células musculares lisas e também com 
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cardiomiócitos (MATSUMOTO et al., 2005). Não há relatos da transdiferenciação de 

MSCs em fibras musculares em modelos de isquemia de membros inferiores. Ambos 

os grupos, além de Iwase e colaboradores e Nakagami e colaboradores, mostraram 

positividade das MSC injetadas para o marcador de células musculares lisas α-SMC, 

responsáveis por estabilizar vasos neoformados, atuando como células murais (IWASE 

et al., 2005; MATSUMOTO et al., 2005; NAKAGAMI et al., 2005; SILVA et al., 2005). 

Apesar de algumas evidências da participação direta das MSC na formação de 

endotélio, células musculares lisas ou até mesmo fibras musculares, alguns autores 

sugeriram que as MSCs poderiam atuar na secreção de fatores pró-angiogênicos que 

atuariam nas células progenitoras do tecido muscular promovendo a formação de 

novas fibras. Rehman e colaboradores (2004) demonstraram que as MSC-TA 

produzem fatores pró-angiogênicos que, quando em contato com células endoteliais 

promovem o seu crescimento (REHMAN et al., 2004; NAKAGAMI et al., 2005). A 

atividade pró-angiogênica dessas células foi reafirmada em 2007, por Kim e 

colaboradores, onde se observou formação de estruturas tubulares pelas MSC-TA 

quando submetidas ao cultivo com meio condicionado das MSC-TA, o mesmo não 

sendo observado quando as células são cultivadas com o meio condicionado das MSC-

MO (KIM et al., 2007).  

Os resultados conflitantes deste estudo levantam algumas questões 

relacionadas à identidade e origem da própria célula (humana versus murina), quanto 

ao mecanismo de reparo. Os trabalhos citados utilizaram o modelo de xenoenxerto, 

onde células humanas foram injetadas em animais imunodeficientes. Deve ser 

ressaltado que embora estes animais apresentem deficiência na resposta imune 

adaptativa, a resposta imune inata se mantém (FOGH & GIOVANELA, 1982), o que 

significa que são capazes de desenvolver uma resposta inflamatória. Embora o papel 

imunomodulador das MSC seja conhecido (revisado em LE BLANC & RINGÉN, 2007), 

este se refere a ativação da imunidade adaptativa e não da imunidade inata.   

Curiosamente, embora raramente relatado, as MSC parecem induzir uma 

resposta alogênica (BADILLO et al., 2007; PONCELET et al., 2007), possivelmente 

relacionada a forma e local de infusão das células, e alguns trabalhos (XIA et al., 2004 

e 2006) e (dados não mostrados) sugerem que o xenotransplante pode suscitar uma 
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resposta imune inata. Células mesenquimais de medula óssea humana injetadas, com 

ou sem biomaterial inerte, em camundongos imunocomprometidos, NOD/SCID ou 

CB17 scid/beige, induziram uma reação inflamatória, que se caracterizou por infiltração 

de granulócitos e macrófagos, com formação de células gigantes multinucleadas do 

tipo corpo estranho, levando a eliminação das células humanas após quatro semanas 

(XIA et al., 2004 e 2006). 

A ocorrência de inflamação, com infiltração de macrófagos é um dado importante, 

pois o processo regenerativo tecidual pode ser favorecido por um ambiente inflamatório, 

com infiltração de monócitos e macrófagos (FERRARI, 2005; KITCHEN & BAZIN, 

1998). Além disto, em 2007, Arnold e colaboradores mostraram o papel direto das 

células inflamatórias no reparo de tecidos, sendo que os monócitos inflamatórios 

recrutados após a isquemia, originaram macrófagos que sustentaram a miogenêse 

(ARNOLD et al., 2007). O papel destas células na formação, por fusão celular, de 

miofibras novas foi documentado (CARMARGO et al., 2003; VIEYRA, JACKSON & 

GOODELL, 2005). Resultados preliminares do grupo reforçam a hipótese de 

associação entre a presença de células provenientes do sangue e a regeneração 

muscular, pois o tratamento dos animais, neste modelo, com células mononucleares de 

MO proporcionou melhora da força muscular do membro isquêmico (OCKE, 2009, 

comunicação pessoal). 
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6. CONCLUSÕES: 

 

De acordo com os dados descritos neste trabalho, podemos concluir que: 

 

• A população celular isolada do tecido adiposo subcutâneo murino contém células com 

potencial de diferenciação adipogênico e osteogênico, preenchendo um dos requisitos 

necessários para classificação como célula-tronco mesenquimal. 

 

• As MSC-TA, assim como as MSC-MO, promovem estímulo angiogênico pós-isquemia, 

apresentando maior potencial de estímulo da arteriogênese, que não se acompanhou 

de recuperação da capacidade contrátil do músculo. 

 

• As MSC-TA possuem capacidade inferior as MSC-MO de proteger o membro 

isquêmico da necrose e autoamputação no modelo de isquemia de membros 

posteriores; 

 

• As MSC de TA e de MO promoveram acúmulo de adipócitos intramusculares após 

isquemia, embora, paradoxalmente também tenham estimulado a regeneração de 

fibras musculares no tecido lesado, o que não se correlacionou com a recuperação 

funcional 
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7. CONSIDERAÇÕES FINAIS: 

 

Os resultados obtidos neste estudo estão em desacordo com a literatura. No 

entanto, na grande maioria dos estudos foi utilizado o modelo de xenoenxerto, onde 

células derivadas de medula óssea ou tecido adiposo humanos foram injetadas, após a 

lesão isquêmica, em camundongos imunocomprometidos. Isto levanta algumas 

questões relacionadas com as propriedades das células murinas versus as humanas. 

Alternativamente, pode-se supor que fatores espécie específicos, produzidos no 

microambiente após a lesão isquêmica, modulariam diferencialmente o comportamento 

biológico de células de diferentes espécies. Além disso, dados preliminares do próprio 

grupo (não mostrados e OCKE, 2009, comunicação pessoal) sugerem que os efeitos 

observados nos modelos de xenoenxerto poderiam estar relacionados a presença de 

células inflamatórias induzida pela resposta imune inata do animal experimental. Os 

dados atuais não são suficientes para responder a essas questões.  
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9. ANEXOS: 

9.1. Colorações 

9.1.1. Colorações Especiais 

9.1.1.a. Von Kossa  

• Soluções 

1) Formol 10% tamponado 

Formol P.A. .......................................................................................................10mL 

PBS ..................................................................................................................90 mL 

 

2) Nitrato de Prata 2% 

AgNO3 ....................................................................................................................2g 

Água Destilada q.s.p. ......................................................................................100mL 

 

3) Hematoxilina de Harris 

Hematoxilina Cristalizada .................................................................................... 5 g  

Álcool Etílico 95% ........................................................................................... 50 mL  

Sulfato de Alumínio e Amônio (Alúmen amoniacal ou de Potássio)................. 100 g  

Ácido Acético Glacial....................................................................................... 20 mL  

Óxido de Mercúrio (vermelho)........................................................................... 2,5 g 

Água Destilada q.s.p ................................................................................... 1000 mL 

Dissolver a hematoxilina no álcool etílico e o sulfato em água quente. Misturar as duas 

soluções, ferver rapidamente e adicionar o óxido de mercúrio, fervendo novamente a 

solução até ela tornar-se vermelho escuro. Esfriar rapidamente e adicionar o ácido 

acético. Filtrar em papel de filtro.   

 

• Método 

- Fixação com formol 10% tamponado por 40 minutos 

- Lavar 1x com PBS  

- Lavar abundantemente com água destilada 

- Incubar com Nitrato de Prata 2% por 40 minutos, na ausência de luz 

- Lavar com água destilada 
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- Exposição à luz ultravioleta até o material adquirir cor amarronzada 

- Lavar em água destilada 

- Hematoxilina de Harris por 30 segundos 

- Armazenar ao abrigo da luz 

RESULTADO: Depósitos de cálcio evidenciados em marrom.  

 

9.1.1.b. Oil Red O  

• Soluções 

1) Oil Red O 0,5% 

Oil Red O …………………………........................................................................0,5g 

Propileno Glicol P.A. .......................................................................................100mL 

Adicionar o corante ao propileno glicol, aquecendo até 95ºC. Deixar esfriar e filtrar em 

papel de filtro. 

 

2) Propileno Glicol 85% 

Propileno Glicol P.A. .........................................................................................85mL 

Água destilada q.s.p. .................................................................................. ....100mL 

 

3) Hematoxilina de Harris 

Preparo descrito no Sub-item 3 do Item 9.1.1.a 

 

• Método 

- Fixação com formol 10% tamponado por 40 minutos 

- Lavar com PBS 

- Incubar com Propileno Glicol P.A por 2 minutos 

- Incubar com Oil Red O 0,5% por 20 minutos 

- Retirar o excesso do corante com Propileno Glicol 85% por 1 minuto 

- Lavar com água destilada 

- Hematoxilina de Harris por 30 segundos 

- Adicionar Glicerol P.A e armazenar ao abrigo da luz. 

RESULTADO: Acúmulos lipídicos corados em vermelho-alaranjado 
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9.1.2. Colorações Histológicas 

9.1.2.a. Hematoxilina e Eosina 

• Soluções 

1) Hematoxilina de Harris 

Preparo descrito no Sub-item 3 do Item 9.1.1.a 

 

2) Eosina Y 1% 

Eosina Y (amarela hidrossolúvel)...................................................................... 0,5 g  

Água destilada................................................................................................. 10 mL  

Álcool Etílico 95 %........................................................................................... 90 mL  

Ácido Acético Glacial....................................................................................... 1 gota  

Dissolver a eosina em água destilada e depois adicionar o álcool etílico. Por fim, 

adicionar o ácido acético.  

 

3) Álcool Clorídrico 1% 

Álcool Etílico P.A.............................................................................................. 99 mL  

Ácido Clorídrico Concentrado............................................................................ 1 mL  

 

• Método 

- Desparafinizar e hidratar os cortes histológicos 

- Hematoxilina de Harris por 5 minutos 

- Lavar em água corrente por 10 minutos  

- Diferenciar em álcool clorídrico 1% 

- Lavar em água destilada por 5 minutos  

- Eosina Y 1% por 1 minuto 

- Lavar em água destilada por 5 minutos 

- Desidratar, clarificar e montar em Entellan 

RESULTADO: Citoplasma, fibras elásticas e colágenas corados em várias tonalidades 

de rosa e núcleos corados em azul. 
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9.1.2.b. Tricrômico de Masson 

• Soluções 

1) Ácido Pícrico Saturado  

Ácido Picríco ......................................................................................................1,5 g 

Água destilada................................................................................................100 mL 

Dissolver o ácido pícrico em água destilada quente. Deixar esfriar e filtrar em papel de 

filtro no dia seguinte.  

 

2) Fixador Bouin 

Formol P.A .....................................................................................................20mL 

Ácido Pícrico saturado .................................................................................... 5mL 

Ácido Acético Glacial ....................................................................................... 5mL 

Ácido Crômico ..................................................................................................1,5g 

Uréia ....................................................................................................................2g 

 

3) Hematoxilina Férrica de Weigert 

Solução A: Hematoxilina Cristalizada....................................................................1 g 

        Álcool Etílico 95%...........................................................................100mL 

 

Solução B: Solução aquosa de Cloreto Férrico 29% .........................................4 mL 

         Água Destilada ............................................................................. 95 mL 

         Ácido Clorídrico Concentrado ........................................................ 1 mL 

Misturar partes iguais das soluções A e B. Filtrar em papel de filtro. Esta solução tem 

estabilidade de uma semana. 

 

4) Biebrich Escarlate- Fucsina Ácida 

Solução aquosa de Biebrich Escarlate 1%...................................................... 90 mL 

Solução aquosa de Fucsina Ácida ...................................................................10 mL 

Ácido Acético Glacial ........................................................................................ 1 mL 
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5) Ácido Fosfotúngico- Fosfomolíbdico 

Ácido Fosfotúngico .............................................................................................. 5 g 

Ácido Fosfomolíbdico ........................................................................................... 5 g 

Água Destilada .............................................................................................. 200 mL 

 

6) Azul de Anilina 

Azul de Anilina .................................................................................................. 2,5 g 

Água Destilada .............................................................................................. 100 mL 

Ácido Acético Glacial ........................................................................................ 1 mL 

 

7) Ácido Acético Glacial 1% 

Ácido Acético Glacial ........................................................................................ 1 mL 

Água Destilada ................................................................................................ 99 mL 

 

• Método 

- Desparafinizar e hidratar os cortes histológicos 

- Lavar em água destilada 

- Fixador Bouin por 1 hora a 37 °C, ou overnight a temperatura ambiente 

- Deixar esfriar e lavar em água corrente até que desapareça a cor amarela 

- Lavar em água destilada 

- Hematoxilina férrica de Weigert por 10 minutos 

- Lavar em água corrente por 10 minutos 

- Lavar em água destilada 

- Biebrich escarlate – fucsina ácida por 3-4 minutos 

- Lavar em água destilada 

- Ácido fosfotúngico-fosfomolibdico por 10-15 minutos 

- Azul de anilina por 3-5 minutos 

- Lavar em água corrente 

- Diferenciar em solução de ácido acético glacial 1% 

- Desidratar, clarificar e montar em Entellan 
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RESULTADO: Citoplasma, queratina, fibras musculares e fibras intercelulares coradas 

em vermelho; fibras de colágeno, fibras musculares degeneradas e muco coradas em 

azul; e núcleos corados em negro. 

 

9.1.2.c. Vermelho de Picrossirius 

• Soluções 

1) Ácido Fosfomolíbdico 0,2%  

Ácido forfomolíbdico ..........................................................................................0,2 g 

Água destilada q.s.p. ......................................................................................100mL 

 

2) Ácido Pícrico Saturado 

Preparo descrito no Sub-item 1 do Item 9.1.1.b. 

 

3) Vermelho de Picrossirius  

Sirius Red F3 BA …............................................................................................0,2 g  

Ácido Pícrico Saturado ..................................................................................200 mL  

 

4) Ácido Clorídrico 0,01M 

Ácido Clorídrico 0,1M .....................................................................................100 mL 

Água Destilada q.s.p. ...................................................................................1000 mL  

 

5) Álcool Etílico 70% 

Álcool Etílico P.A ............................................................................................. 70 mL 

Água Destilada ................................................................................................ 30 mL 

 

• Método 

 - Desparafinizar e hidratar os cortes histológicos 

- Ácido fosfomolíbdico 0,2% por 1 minuto 

- Vermelho de Picrossírius por 90 minutos, ao abrigo da luz 

- Lavar em ácido clorídrico 0,01M durante 2 minutos 

- Lavar em álcool etílico 70% por 45 segundos 
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- Desidratar, clarificar e montar em Entellan  

RESULTADO: Fibras de colágeno coradas em vermelho intenso. 
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9.2. Comitê de Ética em Pesquisa: 
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Baixar livros de Literatura
Baixar livros de Literatura de Cordel
Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matemática
Baixar livros de Medicina
Baixar livros de Medicina Veterinária
Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC
Baixar livros Multidisciplinar
Baixar livros de Música
Baixar livros de Psicologia
Baixar livros de Química
Baixar livros de Saúde Coletiva
Baixar livros de Serviço Social
Baixar livros de Sociologia
Baixar livros de Teologia
Baixar livros de Trabalho
Baixar livros de Turismo
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