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Células-tronco de origem hematopoética: expansão e perspectivas de
uso terapêutico
Hematopoietic stem cells: expansion and perspectives for therapeutic use
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A célula-tronco hematopoética (CTH) tem um enorme potencial para reconstituir o
sistema hematopoético, o que permitiu o desenvolvimento de estratégias de terapias
celulares para doenças neoplásicas ou não. Em paralelo com os avanços clínicos,
estudos sobre os mecanismos moleculares que levam as células-tronco hemato-
poéticas a decidir pela autorrenovação, diferenciação ou apoptose têm contribuído
para o conhecimento de como controlar a cinética da CTH. Esta revisão tenta des-
crever como estes novos avanços podem ser utilizados no desenvolvimento de estra-
tégias de expansão das CTHs para uso terapêutico. Rev. Bras. Hematol. Hemoter.
2009;31(Supl. 1):2-8.
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Introdução

Células-tronco são células capazes tanto de diferencia-
ção, para produzir células filhas maduras, como de
autorrenovação, que irá sustentar e repopular o reservatório
de células-tronco.

As células-tronco têm um papel crítico durante o de-
senvolvimento no estabelecimento dos tecidos embriô-
nicos e, em alguns casos, são mantidas na vida adulta,
onde elas irão atuar na produção de células maduras em
sistemas nos quais as células têm vida curta, e também na
regeneração de tecidos que foram danificados por injúria
ou degeneração.

As células-tronco hematopoéticas (CTHs) são as mais
extensivamente estudadas. Células sanguíneas maduras são
predominantemente de curta duração, o que exige que CTHs
sejam renovadas durante toda a vida do indivíduo de forma
a produzir progenitores multilinhagens e precursores dire-
cionados a linhagens hematopoéticas individuais.

As CTHs residem como raras células na medula óssea
de mamíferos adultos (tipicamente de 0,01% a 0,05%), po-
dendo também circular no sangue periférico, onde sua con-
centração é ainda menor (~0,001%). Células-tronco hemato-
poéticas são geradas durante o desenvolvimento, poden-
do ser encontradas também no fígado fetal e em sangue do
cordão umbilical (SCUP).1

Células-tronco hematopoéticas

As células-tronco hematopoéticas podem ser dividi-
das em três tipos: células-tronco hematopoéticas com capa-
cidade de autorrenovação a longo-termo (LT-CTH), células-
tronco hematopoéticas com capacidade a curto termo (CT-
CTH) e progenitores multilinhagem (PM) que, aparentemen-
te, são incapazes de se autorrenovar. Enquanto as LT-CTHs
são consideradas capazes de se renovar indefinidamente,
sendo responsáveis por repopular todo o sistema hemato-
poético, as CT-CTHs e os progenitores multilinhagem têm
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curta duração, sendo capazes de manter a hematopoese de
um camundongo irradiado por no máximo quatro meses.2,3

Estes conhecimentos mostram que, para se utilizarem CTHs
em terapias celulares, a célula de escolha é a LT-CTH.

A identificação e separação destas diferentes popula-
ções de células recaem sobre combinações de marcadores de
superfície, uma vez que nenhuma delas possui um marcador
exclusivo. Assim, numa fração enriquecida em LT-CTHs, as
células mononucleadas são selecionadas pelo imunofenótipo
CD34+, CD38-, CD133+, CD90+, Rholow, c-kit+, lin- .4

Devido à raridade das CTHs nos diferentes tecidos
hematopoéticos (1/9x105 CMN no SCUP ou 1/3x106 na me-
dula óssea)5 e à dificuldade de se diferenciar entre as popu-
lações LT-CTHs, CT-CTHs e PM, a possibilidade de produ-
ção in vitro de células é uma maneira de suplementar o
número limitado de células para uso em terapias celulares.

Capacidade terapêutica da célula-tronco
hematopoética

O grande potencial que as CTHs mostram na recons-
tituição do sistema hematopoético levou ao desenvolvimen-
to de estratégias de transplante de CTHs na prática clínica.
Os primeiros transplantes foram realizados utilizando-se cé-
lulas da medula óssea, mas células do sangue periférico e do
sangue do cordão umbilical são hoje em dia utilizadas da
mesma forma.6,7

Os transplantes de células-tronco hematopoéticas apre-
sentam resultados clínicos variados no tratamento de doen-
ças malignas e não malignas. Estes resultados tanto depen-
dem da doença de base e do estado clínico do paciente quan-
to do número de células de cada tipo que são infundidas.
Neste sentido, a recuperação tanto de neutrófilos quanto de
plaquetas está correlacionada ao número de precursores
granulocíticos-mielóides infundidos, enquanto a recupera-
ção imunológica depende das células T maduras infundi-
das.8 Tendo em vista que, até a recuperação destes compo-
nentes do sistema, o paciente tem risco elevado de complica-
ções por infecções, estratégias que combinem a infusão de
um número elevado de LT-CTHs associadas a progenitores
GM e células T maduras podem melhorar as estratégias tera-
pêuticas.

Um exemplo em que isto seria importante é o transplan-
te haploidêntico. Neste caso, um dos pais do paciente serve
de doador de CTHs, o que garante a existência de doador na
maioria dos casos. No entanto, nesta estratégia, existe um
alto grau de mismatch dos antígenos de histocompatibilidade
(HLA), portanto, o produto a ser infundido é geralmente
depletado de células T do doador.9

Quando se utilizam infusões não depletadas de células
T, a reconstituição imunológica inicial é realizada a partir de
células T maduras do doador. Por outro lado, infusões
depletadas de células T, apesar de reduzirem a incidência da
doença do enxerto contra hospedeiro (DECH), dependem da

produção "de novo" de células T pelo timo do receptor, o
que exige um tempo consideravelmente maior para a recupe-
ração imunológica.10

Experimentos indicam que, em transplantes haplo-
idênticos pediátricos (>20x106 células/kg), o aumento do nú-
mero de células CD34+ infundidas diminui o tempo de recu-
peração imunológica,11 no entanto, nem sempre é possível
obter-se esta quantidade de células de um doador. Portanto,
a possibilidade de se amplificarem in vitro as CTHs do doa-
dor poderia melhorar a recuperação imunológica e expandir o
uso dos transplantes com doadores parentais.

Células-tronco do cordão umbilical

Uma importante fonte de células-tronco hemato-
poéticas é o sangue do cordão umbilical, que pode ser colhi-
do logo após o nascimento. Além da grande disponibilidade
deste material, essas células (CTHs) têm outras proprieda-
des importantes para seu uso em terapias celulares, incluin-
do sua habilidade reduzida em induzir reatividade imunológica
contra receptor.

Desde o primeiro transplante com CTHs de sangue de
cordão umbilical, em 1988, esta fonte tem sido utilizada de
forma crescente.12

O sangue de cordão umbilical contém uma subpo-
pulação de células CD34+ mais primitiva, que mostra uma
capacidade de expansão maior quando na presença de ligante
de FLT-3, ligante de Kit e trombopoetina (TPO) em compara-
ção com as células correlatas existentes no sangue periférico
mobilizado. Por outro lado, diversos estudos mostram que
LT-CTHs de SCUP podem se diferenciar em progenitores fun-
cionais em condições de cultura específicas.

Apesar das várias vantagens, o uso de CTHs de SCUP
é limitado pelo número de CTHs que podem ser coletadas e
infundidas, tornando esta fonte de CTHs quase limitada a
transplantes pediátricos.13 Na tentativa de eliminar esta limi-
tação, protocolos de expansão ex vivo têm sido desenvolvi-
dos com sucessos relativos.

Expansão ex vivo de CTHs

As CTHs são capazes de uma expansão in vivo  estima-
da de 8 mil vezes.14 Este nível de expansão, se in vitro, pode
impactar a estabilidade genética da célula assim como seu
potencial de desenvolvimento pela perda de telômero15 e pelo
estresse oxidativo.16 No entanto, expansão muito mais mo-
desta, na ordem de cem vezes, já teria um impacto terapêutico.

Um enorme esforço tem sido efetuado no sentido de
definir as condições de cultura ideais para suportar a expan-
são das CTHs. Um aspecto particularmente investigado tem
sido o coquetel de citocinas que simultaneamente iniba a
apoptose, induza a mitose e previna a diferenciação.17-19 Além
disso, muitos outros aspectos da cultura têm sido otimizados,
como o recipiente de cultura, a densidade de semeadura, o
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tipo de fração celular a utilizar para iniciar a cultura, os proto-
colos de manutenção e repique assim como composição do
meio e a tensão de oxigênio.20-22

Citocinas são proteínas secretadas que regulam mui-
tos aspectos da hematopoese, como a resposta imune e a
inflamação. Muitas citocinas foram identificadas e purifi-
cadas devido à sua habilidade de formação de colônias
hematopoéticas a partir de progenitores. Subsequente-
mente, várias destas citocinas mostraram ligar-se a recep-
tores na superfície das CTHs e regular várias de suas fun-
ções, como quiescência, autorrenovação, diferenciação,
apoptose e mobilidade. Portanto, uma questão relevante é
saber que células secretam que citocinas e em que lugar e
como as diferentes CTHs respondem a este estímulo.

As primeiras tentativas de expansão de CTHs basea-
ram-se no uso de citocinas hematopoéticas. Por exemplo,
CTHs de camundongos são estimuladas a divisões de autor-
renovação quando expostas a IL-3, IL-6 e SCF (stem cell
factor)23-25 enquanto CTHs humanas proliferam quando ex-
postas a Flt-3 e trombopoetina.26,27 No entanto, estas ex-
pansões não ultrapassam quatro vezes o número de células
iniciais.28

Misturas de citocinas usualmente utilizadas para su-
plementar culturas de CTHs livres de soro em geral são cons-
tituídas por IL-3, IL-6, SCF, TPO e FLT-3 com adição ou não
de outros fatores.

O fator de célula-tronco (SCF) é uma citocina expressa
por diversos tipos celulares que se liga a seu receptor c-kit,
uma tirosina quinase expressa em todas as CTHs. Apesar da
SCF não ser essencial para geração de CTHs, estudos têm
demonstrado que a sinalização SCF/c-kit previne a apoptose
destas células aumentando a chance de expansão.29

A trombopoetina (TPO) é a citocina que regula a pro-
dução de megacariócitos e plaquetas. No entanto, a TPO e
seu receptor Mpl têm efeitos importantes em células hemato-
poéticas primitivas. Tanto o camundongo nocaute para TPO
quanto para Mpl tem velocidade diminuída de repopulação
das CTHs.30 Por outro lado, estudos in vitro indicam que a
TPO tem um papel de promoção da sobrevivência das CTHs
em expansão.31

Outro aspecto importante na expansão ex vivo de CTHs
é a presença de células acessórias que mimetizem o ambiente
medular. Estas células têm um papel importante no condicio-
namento do ambiente onde a expansão irá ocorrer, produzin-
do citocinas que irão regular a hematopoese.

Culturas livre de soro, contendo um estroma previa-
mente obtido, são mais efetivas na manutenção das células
com um fenótipo mais primitivo. Por outro lado, culturas
suplementadas com várias combinações de fatores de cres-
cimento humano recombinantes mostram uma prevalência
para a diferenciação das CTHs.32

Coculturas estroma-CTHs têm sido bastante estuda-
das no sistema desenvolvido por Dexter et al.33 Neste siste-
ma, uma cultura em duas camadas (2D) é formada e o contato

entre elas tem sido considerado essencial.34 No entanto, a
expansão neste sistema tem demonstrado estar limitada à
linhagem granulocítica.

A produção de células estromais humanas derivadas
de tecidos fetais como o saco vitelínico e a aorta-gônada-
mesonéfrons permitiu a expansão de células-tronco de longo
termo,35 enquanto linhagem estromal obtida da medula óssea
humana só demonstrou suportar a expansão de células
progenitoras.

Apesar destes avanços, o nível de expansão obtido
tanto para as LT-CTHs como para progenitores não atingiu
até hoje os patamares desejados.

Para tentar superar estas dificuldades, sistemas de cul-
tivo em larga escala em biorreatores utilizando ou não células
estromais e citocinas recombinantes foram desenvolvidos e
testados. Os sucessos obtidos foram pequenos e, na maioria
dos experimentos, a expansão prevalente foi de células proge-
nitoras.36

Simultaneamente a estes avanços, interesses em me-
lhor entender os mecanismos básicos de controle de replica-
ção e diferenciação das CTHs introduziram paulatinamente
novos conhecimentos que podem impactar a geração de
tecnologias de expansão e novas abordagens terapêuticas.

A influência do nicho hematopoético

O nicho hematopoético pode ser definido como um
espaço regulatório anatomicamente confinado capaz de go-
vernar o número e a determinação das CTHs. Vários tipos
celulares contribuem para o nicho hematopoético, incluindo
os osteoblastos, o endotélio ou células perivasculares, célu-
las estromais, osteoclastos, adipócitos, assim como células
hematopoéticas.

As células-tronco dependem do microambiente onde
estão inseridas no nicho para realizar as atividades de
autorrenovação e de diferenciação. Como em vertebrados o
sítio de hematopoese muda ao longo do desenvolvimento,
as características do nicho e a sinalização provavelmente
são específicas em cada momento.

A maior parte das informações disponíveis em mamífe-
ros é relativa à medula óssea do adulto. Trabalhos recentes
têm indicado o papel de populações celulares que contribu-
em para manter as interações entre o nicho e as CTHs. Sachetti
et al.37 identificaram uma população de células estromais sub-
endoteliais que expressam CD146 e parecem ser importantes
para a capacidade de autorrenovação das CTHs. Estas célu-
las expressam altos níveis da quimiocina CXCL-12/SDF1,
característica que é compartilhada por outra célula estromal,
as células reticulares. Estas células circundam as células
endoteliais dos sinusoides ou estão localizadas perto do
endósteo. Aparentemente, as CTHs perto do endotélio sinu-
soidal estão em contato com estas células reticulares.

A importância desta sinalização para a manutenção e
autorrenovação das CTHs é sugerida em experimentos com
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o camundongo nocaute para o receptor de CXCL-12, CXCR4.
Estes animais mostram uma severa redução no número de
CTHs.38

Como na medula óssea dos adultos as CTHs estão lo-
calizadas perto da superfície óssea endostal e do endotélio
dos sinusoides, estes sítios constituem o principal nicho
hematopoético em condições fisiológicas.  Portanto, a sinali-
zação SDF1 e seu receptor CXCR4 parecem ter um papel fun-
damental na migração e homing das CTHs.39

Além desta, várias outras sinalizações têm mostrado
importância nas interações entre células do nicho e as CTHs.

Jung et al.40 identificaram anexina2 como um fator ade-
sivo na interação CTH-osteoblasto. Este fator expresso nos
osteoblastos e em células endoteliais é importante para a
estabilização da CTH no nicho.

Em paralelo a fatores derivados do nicho, alguns fato-
res produzidos pelas CTHs também se mostram importantes
na interação CTH-nicho. Entre estes podem-se destacar mo-
léculas de adesão como β-integrina e N-caderina, que são
importantes para a localização e o homing. Animais nocautes
para a Rho-GTPase, cdc42, apresentam expressão diminuída
destes genes e, coincidentemente, menor adesão das CTHs
à fibronectina.41

Além disso, as CTHs expressam o receptor tirosina
quinase Tie2,42 que interage com seu ligante angiopoetina-1
secretado pelos osteoblastos localizados na proximidade do
nicho.

Todas estas interações podem ter o papel de manter as
CTHs do nicho em um estado quiescente. No entanto, a
mobilização, proliferação e a diferenciação destas células,
para acontecer, precisam de outros sinais que ativem novos
programas genéticos.

Análises de camundongos nocaute para membros da
sinalização BMP mostram um número aumentado de osteo-
blastos e de CTHs, sugerindo que os osteoblastos são um
componente crítico do nicho medular.43

Mais especificamente, os osteoblastos estromais ex-
pressam diversos fatores solúveis como G-CSF, IL-6 e o ligante
de Notch, Jagged1, que podem influenciar a proliferação e
diferenciação de CTH. Reciprocamente, as CTHs regulam a
secreção osteoblástica.

Velhos e novos fatores importantes para a
expansão e manutenção das LT-CTHs

Nos últimos anos, diferentes abordagens em modelos
animais invertebrados e vertebrados durante o desenvolvi-
mento nos diferentes sítios hematopoéticos permitiram a iden-
tificação de vários outros fatores extrínsecos que estimulam
a expansão de CTHs. Experimentos nos quais vários compo-
nentes foram ativados ou suprimidos revelaram uma grande
complexidade na rede de sinalização que define o destino
das CTHs in vivo e in vitro. Estes novos conhecimentos
prometem uma nova era tanto no estudo das origens pato-

fisiológicas de algumas doenças como na expectativa de
obtenção de novos protocolos mais efetivos de expansão de
CTHs para uso terapêutico.

Apesar de muitos genes poderem influenciar a cinética
das CTHs, alguns são sérios candidatos a controlar a ampli-
ficação das CTHs para uso terapêutico. Estes podem ser di-
vididos em três classes: genes que codificam fatores de trans-
crição, como o gene HoxB4; genes que codificam moléculas
de sinalização, como as citocinas hematopoéticas, as proteí-
nas da família WNT e os receptores da família Notch; e genes
que regulam o ciclo celular, como p18 e p21.

Os genes Hox codificam para uma família de fatores de
transcrição altamente conservada. Um particular gene desta
família, o HoxB4, tem sido exaustivamente estudado devido
à sua capacidade de aumentar a autorrenovação de CTHs.
Experimentos em camundongos letalmente irradiados mos-
traram que a recuperação hematológica era mais rápida quan-
do as células da medula óssea infundidas haviam sido trans-
formadas com um vetor expressando HoxB4 do que quando
esta transformação era efetuada com um vetor controle. Nes-
te experimento, o número de CTHs encontradas na medula
óssea do animal controle foi menor que 10% do encontrado
nos animais experimentais.44

Apesar do mecanismo pelo qual HoxB4 induz a expan-
são de CTHs não ser bem conhecido, a transdução de célu-
las em cultura com o mesmo vetor expressando o gene foi
capaz de gerar uma expansão de até duas mil vezes.45

Outra estratégia para amplificar CTHs é baseada na si-
nalização WNT. Esta via de sinalização controla vários pro-
cessos biológicos, incluindo a determinação, migração e ade-
são celular.

Lesões genéticas em membros desta via estão associa-
das à transformação em várias neoplasias, incluindo as
leucemias. Dezenove genes Wnt estão presentes no genoma
de mamíferos e produzem proteínas secretadas que são
ligantes dos receptores frizzled.

Na ausência de sinais WNT, a β-catenina intracito-
plasmática é direcionada para a degradação pelo proteossomo.
Quando os ligantes WNT sinalizam, a degradação de β-
catenina é inibida e seu acúmulo no citoplasma induz sua
translocação para o núcleo num complexo com o fator de
transcrição TCF.46 Como resultado, vários genes são regula-
dos.

A via de WNT está envolvida com a geração e expan-
são das CTHs.47 Em camundongos com ativação prolongada
da sinalização WNT/ β-catenina, um aumento de LT-CTHs
foi verificado mas com falhas na diferenciação e na capacida-
de de regeneração do sistema hematopoético.48 Zhao et al49

mostraram que CTHs deficientes em β-catenina têm defeitos
na manutenção e crescimento a longo prazo.

Várias proteínas WNT e frizzled são expressas em CTHs
e células estromais fetais e adultas. Este padrão de expressão
indica um efeito tanto parácrino quanto autócrino dos
ligantes, como WNT5A, WNT2B, WNT10B, que mostraram

Abdelhay ESFW et al                                                                                                       Rev. Bras. Hematol. Hemoter. 2009;31(Supl. 1):2-8



6

promover a proliferação de CTHs e de progenitores multi-
linhagem quando adicionados a culturas in vitro, assim como
manter o fenótipo imaturo destas células.50

Esses dados indicam que a sinalização WNT tem um
papel importante na biologia da CTH; no entanto, que pro-
gramas genéticos são ativados por esta sinalização ainda
são um campo em exploração.

Alguns resultados indicam que WNT/β-catenina é ca-
paz de ativar a sinalização Notch, pois os genes alvos desta
via, Hes1 e Dtx1, são superexpressos quando ligantes WNT
são adicionados a cultivos in vitro de CTHs.51 Também os
genes HoxB4 e Bmi1 são superexpressos nestas células, su-
gerindo que eles também sejam regulados por WNT.

Notch é uma proteína da superfamília das imunoglo-
bulinas, importante na sinalização célula a célula. Seus
ligantes Delta e Jagged, quando interagindo com Notch, ati-
vam sinalizações importantes no desenvolvimento e na
linfopoese.

Recentemente, a adição de Delta1, um ligante de Notch,
à mistura tradicional de citocinas, foi capaz de incrementar
em seis vezes a expansão de CTHs de SCUP cultivadas em
meio livre de soro.52 Estes e outros resultados sugerem que a
sinalização Notch, além de seu papel já conhecido na linfo-
poese, esteja envolvido na geração, antidiferenciação e ex-
pansão de CTHs. É importante ressaltar que existe um efeito
de dose dos ligantes de Notch na cultura de CTHs. Enquan-
to baixas doses de Delta1 induzem a expansão de CTHs de
SCUP, altas doses dessa citocina induzem apoptose.53 Além
disso, como camundongos condicionais para Notch1 e
Jagged1 têm atividade de CTHs normais in vivo, é provável
que ocorra redundância funcional das diferentes isoformas
de Notch e seus ligantes.54

Como para a autorrenovação das CTHs divisões celula-
res são necessárias, genes controlando o ciclo celular são
bons candidatos a estarem envolvidos na cinética das CTHs.

Quando células da medula óssea de camundongos de-
ficientes em p21 são analisadas, um número elevado de CTHs
no ciclo são encontradas enquanto o número de progenito-
res é normal, mas com índice de divisão diminuído.55 Este
resultado sugere que p21 exerça um efeito específico nas
CTHs.

A partir deste resultado, vários outros controladores do
ciclo foram avaliados. Apesar de variações na capacidade de
autorrenovação das CTHs quando os diferentes CKIs são ini-
bidos in vitro ou in vivo, os resultados mais claros são os que
definem o papel de p18. O camundongo deficiente em p18 tem
um número aumentado de CTHs na medula óssea e maior
competitividade de suas células em experimentos de repo-
pulação.56 Estes e outros resultados indicam que p18 tem um
papel central na inibição da autorrenovação das CTHs.

Por outro lado, p16/ARF parecem ser responsáveis por
inibir a proliferação das CTHs e induzir sua apoptose. Efeito
este que parece ser revertido pela expressão de Bmi1,  que é
um repressor de p16/ARF.57

Com base nestes resultados pode-se sugerir que a ini-
bição de p18, p21 e p16/ARF poderia ser útil na expansão de
CTHs em cultura.

Conclusões

O uso de abordagens genéticas, particularmente a aná-
lise de camundongos com perda ou ganho de função em
genes específicos, identificou uma série de novos atores
relacionados com a capacidade de autorrenovação, sobre-
vivência, diferenciação, migração, adesão e apoptose das
CTHs. O uso destes conhecimentos em abordagens experi-
mentais in vitro, seja pela adição de novos fatores nos mei-
os de cultura seja pela utilização de células capazes de pro-
duzir os fatores propostos, pode suplantar as dificuldades
de obtenção de expansões de CTHs in vitro nas quantida-
des necessárias para uso terapêutico.Várias abordagens
experimentais neste sentido já estão sendo realizadas e nos
próximos anos podemos esperar um grande desenvolvimen-
to nesta área.

Abstract

Hematopoietic stem cells (HSCs) have the potential for reconstituting
the hematopoietic system a characteristic that has enabled the
development of cell based therapies for neoplastic and non-malignant
diseases. In parallel with these clinical advances, elucidation of
molecular mechanisms controlling self-renewal, differentiation or
apoptosis have contributed to our understanding of the molecular
events that control HSC kinetics. This review focuses on how these
advances can be translated in new strategies for HSC expansion
and their use in therapies. Rev. Bras. Hematol. Hemoter. 2009; 31
(Supl. 1):2-8.

Key words: Hematopoietic stem cells; expansion; cell therapy.
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