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no máximo 24 horas após o parto e armazenados a 4°C em frasco com PBS e glicose 0,111 M 

pH 6,5 estéril. Sob câmara de fluxo laminar vertical, as veias dos cordões foram canuladas nas 

duas extremidades com cânulas de metal, lavadas com PBS rico em glicose a 37°C. As 

células foram descoladas da parede da veia com a adição de colagenase 0,1% em PBS rico em 

glicose. Os cordões foram mantidos a 37°C por 10 minutos e após este tempo as células foram 

coletadas em tubo cônico contendo meio 199 (M199) complementado com 20% de soro fetal 

bovino (SFB), L-glutamina 2mM, bicarbonato de sódio 26mM, fungizona 2,5µg/ml, 

penicilina 500U/ml e gentamicina 40µg/ml. A suspensão celular foi centrifugada a 180 x g 

durante 10 minutos e ressuspensas em M199 com SFB a 20%. A suspensão celular foi 

distribuída em garrafas de cultura de 25cm2 de área previamente recoberta com gelatina 1% 

estéril. As garrafas foram incubadas a 37°C em atmosfera 5% de CO2 até atingirem o estado 

de confluência. 

 

Isolamento de células progenitoras endoteliais humanas do sangue periférico de 

adultos. As células mononucleares (MN) de baixa densidade foram obtidas por fracionamento 

de 10 mL de buffy coat (diluído 1:4 em PBS) em Histopaque 1077 (Sigma), na proporção de 

4 mL de buffy coat para 3ml de Ficoll, como descrito a seguir. Após centrifugação (400 x g) 

por 30 minutos, o anel de células MN foi recuperado em PBS contendo 0,1% de BSA. 

Durante as lavagens a velocidade e o tempo de centrifugação foram reduzidos para 200 x g 

por 10 minutos. Após duas lavagens, as células foram ressuspensas em 12 mL de meio basal 

endotelial-2 (EBM-2; Clonetics, Walkersville, MD, USA, cc-3156), suplementado com meio 

de crescimento endotelial (EGM-2 –Single Quots, Clonetics, Walkersville, MD, USA, cc-

4176) contendo fator de crescimento de endotélio vascular (VEGF-A), fator de crescimento 

de fibroblasto humano (hFGF-B), fator de crescimento de epiderme (EGF), fator-1 de 

crescimento tipo-insulina (IGF-1), soro fetal bovino (FBS), e ácido ascórbico.  Visando 

otimizar a obtenção em massa de células precursoras endoteliais de sangue periférico de 

adultos utilizamos um meio de cultura híbrido composto por EGM-2 enriquecido (EGM-

2/ENR), desenvolvido em nosso laboratório. A suspensão (106 células/cm2) foi semeada 

sobre 1µg/cm2 de fibronectina (Gibco/Invitrogen,USA) e mantida durante 4 dias em cultura a 

37°C/5% de CO2. Após esse período de incubação, as células não aderentes foram removidas 

e o meio passou a ser renovado a cada dois dias, até atingirem o estado de confluência. 

 

Peptídeos derivados da TSP-1. A síntese dos peptídeos derivados do domínio N-

terminal da TSP-1 – TSP HepI/A1 ou TSP HepII/A2 -  foi realizada pelo Dr. Luiz Juliano no 
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Departamento de Biofísica da UNIFESP (Escola Paulista de Medicina, São Paulo), utilizando 

um sintetizador automático de fase sólida (PSSM 8; Shimadzu, Tokyo, Japão). Os peptídeos 

foram purificados por HPLC e o material eluído foi monitorado por absorbância a 220 nm. O 

peso molecular e a pureza foram checados por espectrometria de massa (MALDI-TOF MS) 

e/ou por sequenciamento, utilizando-se um sequenciador protéico (PPSSQ-23 - Shimadzu 

Corp.). Foram sintetizados também peptídeos que sofreram modificações nos aminoácidos 

essenciais para o reconhecimento do sítio de ligação a glicosaminoglicanos (GAGs) - S/TSP 

HepI ou S/TSP HepII  - para análise de interações das célula progenitoras endoteliais com a 

matriz extracelular. Para obter a concentração proteica, utilizamos o kit para dosagem de 

proteína BCAssay (Upitma). Dez miligramas do peptídeo foram pesados e solubilizados em 1 

ml de água ultra pura. Para 25µl de amostra (diluída 1:20 em tampão Tris/NaCl) foi 

depositado 200µl de reativo BCAssay/poço na placa de 96 poços e incubados por 30 minutos 

a 60°C. A absorbância foi lida a 550nm. A concentração foi calculada baseada na curva 

padrão de BSA (estabelecida em mg/ml). Os peptídeos devidamente dosados foram 

aliquotados e mantidos em freezer a -80°C. 

 

Adesão de células progenitoras endoteliais humanas. Analisamos a adesão de pEPCs, 

utilizando o ensaio colorimétrico MTT, que também permite avaliar a viabilidade celular. 

Essa técnica consiste na capacidade da enzima mitocondrial succinato-desidrogenase 

converter o sal de tetrazolium (brometo de 3-4,5-dimetiltiazol-2yl-2,5-diphenyltetrazólio) de 

coloração amarela em um precipitado de coloração púrpura. Essa reação ocorre em células 

viáveis, refletindo o estado funcional da cadeia respiratória, não identifica, portanto células 

mortas. Os peptídeos TSP HepI/A1 ou TSP HepII/A2  foram diluídos em 100µl PBS sem 

Ca++ e Mg++ ,em uma concentração de 20µg/ml (6µg/cm2) e depositados na placa de 96 

poços que foram mantidas à 4°C - overnight. No dia seguinte, o excesso de proteína foi 

retirado com uma pipeta e os poços foram saturados com 0,1% de albumina fetal bovina 

(BSA) durante 1h à temperatura ambiente. Após a lavagem dos poços, as células foram 

semeadas em 200µl de M199/BSA 0,1%, em uma densidade de 1.5x105 cells/cm2, na 

ausência ou na presença de proteína suporte. Após 2h de adesão, os poços foram lavados com 

M199 para remoção das células não aderentes e 100µl de M199/BSA 0,1% foi adicionado. 

Em seguida 100µl de MTT (2 mg/ml) foi diluído em M199 sem soro e adicionado aos poços. 

Após 2h de reação no escuro, a 37°C/5%CO2, a solução foi substituída por 200 µl de álcool 

isopropílico para a solubilização dos cristais formados pela reação de redução. A absorbância 

foi lida a 595 nm. O número de células foi calculado baseado na curva padrão de pEPCs. O 
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controle basal do experimento foi realizado com BSA 0,1% utilizado como suporte para a 

adesão. 

 

Proliferação de células endoteliais progenitoras. O ensaio foi realizado utilizando-se o 

método colorimétrico MTT. As pEPCs (1x104) foram semeadas em 100µl de M199 contendo 

20% de SFV na placa de 96 poços revestida com 2% de gelatina. Após 2h de incubação a 

37°C/5%CO2. O peptídeo TSP HepI/A1 foi diluído a 10µg/ml em 100µl de M199 sem SFV e 

acrescentado aos poços. Portanto, a concentração final de soro nos poços foi de 10%.  As 

pEPCs foram incubadas por 72h a 37°C/5%CO2. Após este tempo, 1mg/ml de MTT foi 

acrescentado aos poços, sendo realizada a incubação por 90 minutos.  Neste momento, as 

células viáveis catalisavam o MTT, gerando os cristais de coloração púrpura. Em seguida os 

cristais foram dissolvidos vigorosamente em isopropanol e a absorbância foi lida a 595nm. O 

experimento foi realizado em quadriplicata e o número de células foi calculado baseado na 

curva padrão de pEPCs. O controle basal do experimento foi realizado com M199 10% SFV. 

 

Migração de células progenitoras endoteliais humanas. O ensaio de migração a favor 

do gradiente de concentração (quimiotaxia) foi realizado utilizando insertos de transmigração 

com porosidade de 8 µm. As membranas dos insertos foram tratadas previamente com 

gelatina 2% por 30 minutos e inseridas na placa de 24 poços. Os peptídeos TSP HepI/A1 ou 

TSP HepII/A2, ambos na concentração de 20µg/ml, foram diluídos em M199/BSA 0,1% e 

adicionados na parte inferior da câmara de Boyden. As pEPCs (7x104 células/poço) foram 

semeadas em M199/BSA 0,1% no compartimento superior (interior do inserto) e permitidas 

migrar por 6 horas à 37ºC. Após a incubação, as células não migrantes, aderidas na parte 

superior da membrana, foram removidas com auxílio de uma haste de algodão. As células 

migrantes, localizadas na parte inferior da membrana foram fixadas e tratadas com o kit de 

coloração Panótico rápido (Laborclin), levadas ao microscópio e quantificadas. Foram 

analisados nove campos aleatórios por filtro em objetiva de 20x em duplicata. O FGF-2 

recombinante (bFGF 10ng/ml, R&D Systems, França) foi utilizado como controle  positivo. 

O M199/BSA 0,1% foi utilizado como controle basal. 

 

Ensaio de tubulogênese. O MatrigelTM (BD Bioscience) com fator de crescimento 

reduzido foi misturado aos peptídeos TSP HepI/A1 ou TSP HepII/A2 (10µg/ml) e depositado 

na placa de 24 poços. Durante o período de polimerização, que variou de 30 minutos a 1h em 

37°C, as células foram descoladas com tripsina e ressuspendidas em M199 contendo 5% SFB. 
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As pEPCs foram semeadas em uma densidade de 1,5 x 105 células/cm2 na ausência ou na 

presença dos peptídeos. Após 6h de diferenciação a 37°C os poços contendo os géis foram 

fixados com glutaraldeído 1,1% por 15 minutos e corados com Giemsa. As imagens foram 

fotografadas em microscópio invertido Olympus e o número de estruturas formadas foi 

quantificado com Image J. Foram quantificados 6 campos, em duplicata, na objetiva de 100 ×. 

 

Quantificação de fibronectina (FN) celular por ELISA. A avaliação de fibronectina 

solúvel, secretada no meio de cultura das células endoteliais foi realizada pelo ensaio 

imunoenzimático (ELISA). As células HUVECs ou pEPCs foram semeadas em placas de 24 

poços na densidade de 2x105 células/poço em M199 suplementado com SFV 20% ou EGM-2, 

respectivamente, e foram incubadas durante 24h a 37°C/5%CO2. Os poços foram lavados 

com M199 sem soro e 1ml/poço de M199 contendo BSA 0,1% foi acrescentado. Após 24h de 

incubação a 37°C/5%CO2 o sobrenadante foi coletado para a dosagem da fibronectina (FN). 

Para tal, a placa de ELISA (contendo 96 poços) foi sensibilizada com 100µL de anticorpo 

policlonal anti-FN [Dako Patts, (10µg/mL), EUA] diluído em TBS, e mantida overnight a 

37°C. No dia seguinte, os poços foram saturados com 0,1% de BSA em salina tamponada 

(TBS) por 2 horas a 37°C. Após lavagens com salina contendo Tween 20 0,05%, 100µl dos 

sobrenadantes das células foram adicionados em 6 poços e incubados por 1h a 37°C. 

Novamente os poços foram lavados com salina+ Tween 20 0,05%. O anticorpo anti-FN 

conjugado à peroxidase (Dako Patts, HPR - 1:4000) foi diluído em TBS e incubado por 1h a 

37°C. Em seguida, os poços foram igualmente lavados e foram adicionados 100µL de OPD 

(ο-fenilenodiamina - reagente cromogênico que produz uma coloração amarelo-alaranjada, ao 

reagir com produtos de degradação do peróxido de hidrogênio, catalisada pela peroxidase) na 

concentração de 1mg/mL diluído em tampão citrato 0,1 M, pH 4,5 com 0,03% H2O2. Após o 

aparecimento da cor, a reação foi paralisada com H2SO4 3M. A placa foi lida no leitor de 

ELISA a 490nm. O cálculo foi realizado baseado na curva padrão de FN purificada, contendo 

concentrações de 10ng/ml a 1000ng/ml. 

 

Detecção e quantificação de FN na matriz extracelular por imunofluorescência. As 

células HUVECs ou pEPCs foram semeadas em lamínulas revestidas com 2% de gelatina, 

dentro de placas de 24 poços, na densidade de 1x105 células/poço em M199 suplementado 

com SFV 20% ou EGM-2, respectivamente, e foram incubadas durante 72h a 37°C/5%CO2. 

Os poços foram lavados com PBS com Ca++ e Mg++ e o tampão de extração de matrix 

extracelular (NH4OH, 0,1M, Triton X-100, 0,1%, 1mM PMSF, leupeptina 40µM  e  PBS 
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0,1M com Ca++ e Mg++) foi adicionado por cerca de 3 minutos até que as células fossem 

visualmente (ao microscópio) lisadas. Em seguida, os poços foram lavados com PBS com 

Ca++ e Mg++ e foram saturados com 5% de BSA. Após 1h de incubação à temperatura 

ambiente, os poços foram lavados com PBS/BSA 0,1%. O anticorpo primário anti-FN (1:50), 

diluído em PBS/BSA 3%, foi adicionado aos poços que foram novamente incubados por 1h à 

temperatura ambiente. Em seguida, após os poços terem sido lavados com PBS/BSA 0,1%, o 

anticorpo sencundário anti IgG de coelho, conjugado a isotiocianato de fluoresceína (FITC - 

1:400),  diluído em PBS/3%BSA foi adicionado. Finalmente, os poços foram lavados com 

PBS/BSA 0,1% e a lamínulas foram montadas com Vectashield. A quantificação da FN foi 

realizada através da análise morfométria, calculando a área marcada com FITC (fluorocromo 

verde). Dez campos de cada lamínula foram fotografados em objetiva de 100 × e analisados 

usando o programa Image-Pro Plus 5.0 (MediaCybernetics, USA). 

 

Detecção de filamentos de actina (actina-F). Para este ensaio foi utilizada uma placa 

de 24 poços, contendo lamínulas estéreis revestidas com gelatina 2%. As células (HUVECs 

ou pEPCs/uEPCs) foram plaqueadas (2 x 105 células/poço) e mantidas em meio com SFB 

20% a 37°C em atmosfera contendo 5% de CO2 até atingirem a semiconfluência.  O primeiro 

passo foi a lavagem da placa uma vez com PBS, para retirar as células mortas ou que não 

aderiram a superfície do poço. A seguir as células foram fixadas em paraformaldeído 3,7% 

diluído em PBS por 10 minutos. A membrana plasmática das células foi permeabilizada com 

PBS contendo 0,1% de Triton X-100 por 6 minutos, para permitir a entrada de faloidina 

acoplada a isotiocianato de fluoresceína (ou faloidina/FITC) e sua ligação aos filamentos de 

actina (actin-F) no citoesqueleto. Em seguida, as células foram incubadas por 30 minutos com 

PBS contendo 1% de BSA, a fim de evitar assim interações inespecíficas. As células foram 

lavadas 3 vezes em PBS e incubadas por 1 hora com 1µg/mL faloidina/FITC, no escuro. Em 

seguida foi adicionado o corante nucelar DAPI por 5 minutos. Após a incubação, as lamínulas 

foram lavadas 3 vezes com PBS e por fim foram montadas com Vectashield® (Vector 

Laboratories, USA) para posterior visualização ao microscópio de fluorescência.  

 

Análise fenotípica por citometria de fluxo. A expressão dos antígenos de superfície 

celular foi analisado em células progenitoras endoteliais humanas isoladas do sangue 

periférico de adultos (pEPCs) ou do sangue de cordão umbilical (uEPCs) pela medida de 

imunofluorescência com a técnica de citometria de fluxo. As EPCs foram descoladas com 

PBS EDTA 5nM, centrifugadas a 1.100 rpm (200 x g) por 10 minutos e ressuspendidas em 
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PBS 1x, gelado. Em seguida, as células foram fixadas com paraformaldeído 2% diluído em 

PBS durante 15 minutos. Após duas centrifugações em PBS contendo 1% de BSA, as células 

foram  incubadas em tubos separados por 1h/temp. ambiente, com os anticorpos diretamente 

conjugados à ficoeritrina (PE): CD34, CD31 (PECAM-1) e CD133  ou com os anticorpos 

primários não conjugados: anticorpo monoclonal anti-sindecan (SDN-4 5G9,  Santa Cruz 

Biotech, EUA). Após a centrifugação (200 x g – 10min) os tubos contendo anticorpos não 

conjugados foram incubados com o anticorpo secundário: antimouse TRITC (Dako), 1:100, 

por 1h/temp. ambiente. Finalmente as células foram centrifugadas (200 x g – 10min), 

ressuspendidas em PBS e analisadas no citômetro (FACSCalibur, Becton Dickinson). Em 

cada experimento utilizamos como controle o anticorpo IgG antimouse, correspondendo ao 

isotipo do anticorpo específico. A intensidade de fluorescência das células marcadas foi 

analisada com o software CellQuestTM. Na análise de expressão do SDN4, HUVECs foram 

utilizadas para comparação. As células foram utilizadas entre 30 a 40 dias de cultura. 

 

 

RESULTADOS COMENTADOS 

 

Isolamento e expansão de colônias de PB-ECFCs (células endoteliais formadoras de 

colônia isoladas do sangue periférico) 

Um dos problemas relatados na literatura referente ao uso terapêutico de progenitores 

endoteliais é a reduzida quantidade destas células na circulação de adultos - tanto para estudar 

suas propriedades biológicas quanto para expansão visando sua reinjeção em tecidos afetados 

- aliada a um número limitado de duplicações in vitro, quando comparadas às CB-ECFCs 

(Ingram, 2004). No entanto, foi recentemente demonstrado que CB-ECFCs são capazes de 

provocar forte resposta imune alogênica em indivíduos receptores (Suárez et al., 2007), 

sugerindo, portanto, que a inoculação direta de CB-ECFCs em indivíduos adultos possa gerar 

rejeição. Assim, melhoramentos técnicos que visem otimizar a expansão de PB-ECFCs 

isoladas do sangue periférico são extremamente valiosos para a o desenvolvimento de 

transplantes autólogos, sem riscos de provocar rejeição imune dos progenitores inoculados em 

humanos. 

Trabalhos prévios por outros autores sugerem que o contato com HUVECs em cultura 

podem servir como adjuvantes para o crescimento e expansão de PB-ECFCs em cultura 

(Yildirim et al., 2005; Li et al., 2006). Esses efeitos benéficos foram observados tanto com o 

cocultivo, quanto pela adição de meio condicionado por HUVECs. Dessa forma, decidimos 
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comparar o desenvolvimento de culturas de progenitores endoteliais na presença de meio 

condicionado de HUVECs confluentes, em cultura primária, produzidas rotineiramente em 

nosso laboratório, com o objetivo de otimizar a expansão da PB-ECFCs. 

As HUVECs foram colocadas em cultura em M199, 20% de soro fetal bovino (SVF). 

Os meios condicionados foram incubados por 48 horas, centrifugados para remoção de debris 

e mantidos congelados a -20°C até sua utilização. O meio EGM-2, tradicional para cultivo de 

progenitores endoteliais, preparado com um coquetel de suplementos fornecido pelo 

fabricante. Preparamos uma mistura 1:1 (v/v) com o meio condicionado de HUVEC 

(M199/20%SFV), meio denominado EGM-2/ENR. Esse meio EGM-2/ENR foi utilizado 

como meio padrão para a cultura das células plaqueadas sobre a fibronecina, nas etapas de 

isolamento (cultura da porção mononucleares, não fracionada pela expressão de CD34) e de 

expansão (cultura de células ECFCs). 

A Figura 1 mostra o desenvolvimento de uma cultura de PB-ECFCs. Colônias 

precoces (early outgrowth cells) surgem entre o 8º e 14º dias de cultura, acompanhadas de 

células fibroblastóides que tendem a desaparecer da cultura, coincidentemente com a detecção 

das primeiras colônias de células com morfologias em seixos (em torno do 20º dia de cultivo), 

compatíveis com o fenótipo endotelial (late outgrowth progenitor cells).  

A Tabela 1 mostra a análise semiquantitativa dos diversos fenótipos celulares 

observáveis ao longo do desenvolvimento das culturas até o aparecimento de colônias de PB-

ECFCs compatíveis com a morfologia endotelial, conforme analisado em quatro 

procedimentos de isolamento independentes. Os dados confirmam que a inclusão de meio 

condicionado de HUVECs propicia o aparecimento de colônias endoteliais em torno do 20º 

dia de cultura, enquanto que nenhuma colônia foi detectável utilizando-se somente o meio 

tradicional consagrado pela literatura da área. 

 

Caracterização fenotípica das PB-ECFCs expandidas in vitro 

Inicialmente, analisamos as PB-ECFCs por citometria de fluxo, quanto à expressão de 

um antígeno de superfície presentes em células progenitoras hematopoiéticas, o CD34. 

Investigamos ainda a expressão de antígenos de células endoteliais maduras, como o CD31, e 

um marcador de células consideradas imaturas, CD133. Para fins comparativos, alguns destes 

marcadores também foram avaliados em HUVECs, consideradas como um padrão de células 

endoteliais de vasos maduros. 

A Tabela 2 apresenta o percentual de células positivas para uma série de marcadores 

de superfície que precisam ser monitorados nas culturas de progenitores, a fim de se 
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confirmar sua natureza endotelial. Foram analisadas populações de PB-ECFCs em passagem 

cinco (PB-ECFCs/p5), em comparação com HUVECs: as HUVECs, conforme esperado, 

possuem uma elevada proporção de células CD34+ e reconhecidamente não expressam 

CD133+, aqui confirmado. Por outro lado, as PB-ECFCs expandidas in vitro (p5, Tabela II; 

p4 e p3 - dados não mostrados) não apresentam baixa positividade para o marcador 

hematopoiético CD34 (5,72%). 
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Figure 1 – Ex-vivo expansion of ECFC isolated from human peripheral blood, in a mixture 
of EBM-2 medium and conditioned medium from confluent HUVEC (1:1). Mononuclear 
cells isolated by fractioning 10 mL of buffy coat on a Histopaque 1077 density gradient 
were plated on fibronectin-coated culture flasks for up to 20 days (A-C). (A) and (B)  By 
day 14, colonies (P0) are detectable as clusters of round cells (star), bearing elongated, 
spindle-like cells at their borders (arrows); (C) By day 20, most round and spindle cells have 
disappeared from the culture, leaving in place colonies of cobblestone-like cells with typical 
endothelial morphology (border of the colony limited by the dashed line); (D) By day 30, 
after one replating round on fibronectin (P1), colonies generate cobblestone endothelial-like 
monolayers. Magnification 100 × (A, C and D), and 200 × (D). 
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Table 1: Comparison of different culture media combinations for the obtention of late 
outgrowth colonies of peripheral blood endothelial progenitors 

 

 

A falta de uniformidade na expressão de marcadores hematopoiéticos, como CD34, 

mesmo dentro de um lote de PB-ECFCs já foi descrita por outros (Ingram et al., 2004). Para 

PB-ECFCs/p5, a expressão de CD45 foi praticamente indetectável. O antígeno CD146 (MUC 

18), uma molécula de adesão interjuncional envolvida no tráfego de leucócitos e células 

tumorais através do endotélio, tem sido considerado um marcador da natureza endotelial 

também em ECFCs (Timmermans et al., 2009). Neste trabalho, detectamos a expressão deste 

marcador em PB-ECFCs (92,3%). 

Dados obtidos previamente em nosso laboratório mostram que as PB-ECFCs/p5, 

quando comparadas a HUVECs (células endoteliais consideradas maduras), apresentam ainda 

uma forte marcação nuclear para o fator transcripcional GATA-2, normalmente detectado em 

células de origem hematopoiéticas que guardam elevada capacidade proliferativa (Kocher et 

al., 2001). As PB-ECFCs/p5 expressam ainda o receptor endotelial VE-caderina, além do 

marcador endotelial fator de Von Willebrand (dados não mostrados). 
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É preciso considerar que, na literatura, não existe um consenso quanto à caracterização 

definitiva das PB-ECFCs, visto que os muitos marcadores descritos estão presentes também 

em células endoteliais de vasos maduros (Richardson & Yoder, 2011), conforme confirmamos 

aqui. O fato de não ser detectada a expressão de CD133 nas PB-ECFCs cultivadas não está 

em desacordo com a literatura atual da área: existem estudos que demonstraram que as EPCs 

CD133+ não dão origem a células endoteliais maduras (EC) in vitro (Timmermans et al., 

2009), além de outros sugerirem que a perda do marcador CD133 define o momento em que 

PB-ECFCs  se tornam EC (Janic et al.,2010). Porém, parece existir um consenso que as PB-

ECFCs que originam ECs não expressam os marcadores de leucócitos, CD14 e CD45 

(Smadja et al., 2011).   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Dessa forma, as PB-ECFCs aqui caracterizadas, quando expandidas in vitro, são 

populações CD45/CD133-/CD34+/- que expressam antígenos extremamente relacionados às 

funções endoteliais especializadas, como CD31, VE-caderina e KDR/VEGFR2. Além destas 

características, deve-se observar que estes progenitores são células formadoras de colônias de 

crescimento tardio, de elevado potencial proliferativo, com morfologia e funções endoteliais 

Table 2. Flow cytometric analysis of some phenotypic markers relevant of significance 
in HUVEC and endothelial colony forming cells from human peripheral blood (ECFC) 
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reprodutíveis in vitro e in vivo, portanto compatíveis com as PB-ECFCs descritas na 

literatura. 

 

As PB-ECFCs secretam três vezes menos fibronectina (FN) no meio e na matriz 

extracelular (MEC) do que HUVECs. 

Observações anteriores feitas pelo nosso grupo estabeleceram que um dos mecanismos 

centrais do efeito estimulatório da tubulogênese endotelial, pelos peptídeos TSP Hep I e TSP 

Hep II é a competição pelo domínio Hep II da fibronectina (FN) pela ligação ao sindecan-4 

(Nunes et al, 2008). Estimamos que tal interferência leve ao relaxamento da adesão mediada 

por adesões focais e, consequentemente, à adoção de uma maior plasticidade celular, a qual 

seria favorecedora da migração celular e da tubulogênese.   

Após a confirmação de que as PB-ECFCs disponíveis para este estudo possuem 

marcadores importantes de células endoteliais funcionais - pela expressão de CD31 e VE-

caderina - bem como se caracterizam pela ausência de marcadores CD14 e CD45, voltamos 

nossa atenção para as características funcionais destas células progenitoras, particularmente o 

perfil adesivo relevante para a interpretação dos efeitos biológicos dos peptídeos pró-

angiogênicos derivados da TSP-1, que podem interferir funcionalmente com a adesão celular 

mediada por FN. 

Considerando ainda que o relaxamento coordenado da adesão celular em áreas 

específicas da superfície celular é um dos principais fatores que predispõem as células ao 

estado proliferativo e migratório, resolvemos verificar se haveria diferença na expressão de 

FN pelas PB-ECFCs. Para tanto, avaliamos quantitativamente a presença de FN no 

sobrenadante e na matriz secretada por essas células. Como descrito em “Materiais e 

Métodos”, o sobrenadante de HUVECs e PB-ECFCs foi dosado pelo método de ELISA. De 

forma não esperada, observamos que as HUVECs secretam cerca de três vezes mais FN do 

que as PB-ECFCs (Figura 2A). Quantificamos ainda a FN da MEC após a lise da camada 

celular e revelação por imunofluorescência. Mais uma vez observamos que a quantidade de 

proteína depositada na matriz de HUVECs é muito maior quando comparamos com as PB-

ECFCs (Figura 2B-C).  

A informação de que a quantidade de FN secretada por células endoteliais 

progenitoras é menor do que a produzida por endotélio oriundo de vasos maduros ainda não 

foi descrita na literatura e está em concordância com o fenótipo de elevado potencial 

proliferativo das PB-ECFCs: há bastante tempo já é conhecido que a expressão desta 
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glicoproteína adesiva matricial também se encontra diminuída em diversas células 

proliferativas/migratórias de caráter tumoral (Hynes e Yamada, 1982).  

 

As PB-ECFCs exibem um rearranjo de filamentos de actina compatível com um 

fenótipo migratório. 

Schmidt e colaboradores (2007) propuseram que angioblastos e ECFCs possuem uma 

capacidade de migrar muito maior que células mais maduras. Essa hipótese é consistente com 

o fato de que as PB-ECFCs originadas da medula óssea sejam recrutadas para a circulação 

durante uma situação de lesão vascular ou isquemia. Pelo fato de as PB-ECFCs serem células 

que circulam no fluxo sanguíneo e de as HUVECs apresentarem o fenótipo de células 

aderentes, fomos buscar se, em paralelo com o padrão modificado de expressão de da FN, a 

principal proteína envolvida na adesão focal, as PB-ECFCs também apresentavam 

modificações importantes no arranjo do citoesqueleto de actina, principal componente 

intracelular deste complexo juncional. 

Realizamos a marcação com faloidina marcada com FITC para verificar a organização 

dos filamentos de actina no citoesqueleto de PB-ECFCs, em comparação com HUVECs. 

Observamos nas HUVECs a presença de filamentos reativos para a faloidina espalhados por 

toda a extensão celular, organizados paralelamente à membrana plasmática e dispostos em 

várias direções (Figura 2D). Nas PB-ECFCs, ocorre uma significativa diminuição de fibras de 

estresse, com os microfilamentos se localizando preferencialmente na proximidade da 

membrana plasmática, em disposição cortical e pouca marcação na região central das células. 

Além disso, foi observada uma grande proporção de células exibindo evidentes lamelipódios e 

filopódios, características marcantes de células de fenótipo migratório. Tais estruturas não são 

observadas em HUVECs semeadas nas mesmas condições. Apesar dessas importantes 

diferenças fenotípicas, as PB-ECFCs expandidas em vitro conservam a capacidade de se 

diferenciar em estruturas tubulares, considerada uma das principais propriedades de células 

endoteliais com fenótipo angiogênico (Figura 3), comparáveis às formadas por células 

endoteliais de fenótipo mais maduro, como as HUVECs.  

 

Papel de peptídeos derivados do domínio N-terminal (NH2) da TSP-1 (TSP Hep I e 

TSP Hep II) na modulação angiogênica de PB-ECFCs. 

 

Dessa maneira, tendo sido comprovado que nosso protocolo de isolamento e expansão 

modificados resulta em PB-ECFCs que conservam as características endoteliais primordiais, 
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passamos a avaliar se estes progenitores podem ter suas propriedades angiogênicas otimizadas 

pelos peptídeos pró-angiogênicos de TSP-1, já estudados por nosso grupo em células de 

endotélio maduro.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 2: Quantification of fibronectin (FN) secretion and incorporation to the PB-ECFC 
extracellular matrix.  (A) After 24 hours in culture, in serum-free M199 supplemented 
with 0.1% BSA, conditioned media from PB-ECFC (passage 11) or HUVEC were 
collected and analysed by a quantitative direct ELISA, as described in Methods. (B) 
Morphometric analysis of matrix-bound FN, immunostained with an anti-FN polyclonal 
antibody followed by incubation with anti-rabbit/FITC conjugate (green). (C) Images of at 
least 10 fields were captured and fluorescence intensity was quantified using the Image-
Pro 5.0 software; (D) Microfilament organization of PB-ECFC, as compared to HUVEC, 
was visualized following incubation of adhering cells with 1 mg/mL phalloidin-FITC 
reagent, using a Nikon Eclipse E400 epifluorescence microscope (100 ×). Each 
experiment was done at least three times, with comparable results. ***ρ <0.001. 
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Conforme já mencionado, nosso grupo identificou propriedades angiogênicas tanto em 

um fragmento de 18 KDa do domínio N-terminal da TSP-1 (TSP18, sequência de 

aminoácidos 1-174), quanto em peptídeos derivados desta região da proteína (TSP HepI/A1 

ou TSP HepII/A2), que possuem motivos estruturais de caráter básico de ligação de alta 

afinidade a glicosaminoglicanos. Demonstramos ainda que os efeitos são mediados pelo 

proteoglicano heparan-sulfato, sindecan-4 (SDN4) (Ferrari do Outeiro-Bernstein et al., 2002; 

Nunes et al., 2008).   

Primeiramente, realizamos uma análise por citometria de fluxo para avaliar o perfil 

das PB-ECFCs quanto à expressão do SDN4 na superfície celular e observamos que estas 

células expressam o receptor em níveis comparáveis às HUVECs (Figura 4), bem como da 

isoforma sindecan-2 (SDN2), um outro proteoglicano que não está envolvido na modulação 

de contatos focais dependentes de fibronectina (Tckachenko et al., 2005). Passamos então a 

avaliar os possíveis efeitos dos peptídeos sobre o comportamento adesivo, migratório e 

proliferativo de PB-ECFCs.  

Os peptídeos TSP HepI/A1 e TSP HepII/A2 foram imobilizados em suportes de 

poliestireno e as PB-ECFCs foram semeadas e permitidas aderir por 2h. Observamos que 

ambos os peptídeos foram capazes de mediar a adesão das PB-ECFCs quando comparados ao 

suporte controle não aderente (Figura 5A).  

Figure 3 - Tubulogenesis of in vitro expanded peripheral blood ECFC/p8 and 
HUVEC in Matrigel. Cells (1x105 células/cm2) were seeded onto growth factor-
reduced Matrigel  (BD Bioscience) and allowed to differentiate for 6 hours. Gels 
were fixed with 1.1% glutaraldehyde and stained with the Panotic histochemical 
dye system. Magnification: 200 ×. 

ECFC P8

HUVEC
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Dados prévios de nosso grupo mostraram que os peptídeos TSP Hep I e TSP Hep II 

foram capazes de estimular a migração de HUVECs e que o efeito obtido foi comparável à 

migração induzida pelo fator angiogênico VEGF165 (dados não publicados). 

 

 

 

 

 

A fim de verificar o efeito desses peptídeos como fatores quimiotáticos para EPCs, 

foram utilizados ensaios de migração celular, usando-se insertos de transmigração com 

porosidade de 8 µm. As PB-ECFCs foram semeadas na parte superior e os peptídeos a serem 

testados foram depositados no compartimento inferior delimitado pelo inserto. Pudemos 

observar que ambos os peptídeos TSP HepI/A1 e TSP HepII/A2 foram capazes de estimular a 

migração celular, quando comparado ao controle. Esse resultado foi comparável à quimiotaxia 

celular induzida pelo FGF-2 (Figura 5B).  

Ao lado da regulação do comportamento adesivo e migratório, é importante estudar 

outras etapas que são fundamentais para a diferenciação angiogênica de PB-ECFCs, que 

pudessem ser reguladas pelos peptídeos TSP HepI e TSP Hep II, como a proliferação e 

tubulogênese endoteliais. Testamos o efeito dos peptídeos TSP Hep I/A1 solúvel sobre a 

proliferação de PB-ECFCs, avaliada após 72 horas de crescimento. As PB-ECFCs foram 

semeadas em meio contendo soro e o peptídeo TSP HepI/A1 (10µg/ml). Não observamos 

alteração da proliferação de PB-ECFCs na presença do peptídeo TSP HepI/A1 (Figura 5C). O 

ensaio de diferenciação angiogênica em Matrigel permite avaliar o potencial angiogênico de 

células endoteliais, com base na capacidade destas de formarem estruturas semelhantes a 

Figure 4 – Expression of syndecans 2 and 4 by ECFC, as compared to HUVECs. ECFC 
cells expanded for 5 passages (ECFC/p5), were analyzed by FACS for the expression of 
SND2 (A) and SND4 (B), as described in the Methods section. 

A
B
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tubos (capillary-like), portadoras de lúmen. Nesse experimento, estudamos os peptídeos TSP 

HepI/A1 e TSP HepII/A2 imobilizados no Matrigel na concentração de 10µg/ml. Observamos 

que a presença de ambos os peptídeos foram capazes de induzir uma intensa diferenciação 

PB-ECFCs em estruturas tubulares, quando comparados ao controle (Figura 5D). Esse 

resultado está de acordo com prévios trabalhos do grupo que demonstrou os efeitos pró-

angiogênicos destes peptídeos sobre a diferenciação de HUVECs, já comentados. 
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Figure 5: TSP Hep I and TSP Hep II peptides modulate pro-angiogenic properties of 
ECFCs from human peripheral blood. (A) ECFC were seeded onto purified TSP-1 or 
peptides immobilized to plastic dishes for 2 hours and adhering cells were then quantified 
by the MTT method. Cells adhering on BSA-coated wells were set as 01 arbitrary 
adhesion unit; (B) Chemotaxis of ECFC (7 x 104) towards soluble TSP HepI/A1, TSP 
HepII/A2 (both at 20µg/ml) or FGF-2 (10 ng/ml) was measured using 8µm-porous 
inserts, after 6 hours of incubation, as described in the Methods section; (C) ECFC (1 
x104 cells/well) proliferation in the presence of TSP HepI peptide (10µg/ml) was 
measured after 72 hours by the MTT method; (D) ECFC (1x105 cells/cm2) were seeded 
onto growth factor-reduced Matrigel (BD Bioscience) and allowed to differentiate for 6 
hours. Gels were fixed with 1.1% glutaraldehyde and colored with the Panotic 
histochemical dye system. Tube-like structures were counted in 3-6 fields in each well, as 
described in the Methods section. ). ***p<0.001 and *p<0.05, as compared to the control 
condition. 
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3.2 A trombospondina-1 é um marcador plasmático para a doença arterial periférica 

(DAP) que modula as propriedades angiogênicas das células progenitoras endoteliais 

 

Título: Thrombospondin-1 is a plasmatic marker of peripheral arterial disease that modulates 

endothelial progenitor cell angiogenic properties. Arterioscler Thromb Vasc Biol. Mar 2011. 

Mar;31(3):551-9. 

Autores: Smadja DM, d'Audigier C, Bièche I, Evrard S, Mauge L, Dias JV, Labreuche J, 

Laurendeau I, Marsac B, Dizier B, Wagner-Ballon O, Boisson-Vidal C, Morandi V, Duong-

Van-Huyen JP, Bruneval P, Dignat-George F, Emmerich J, Gaussem P. 

 

Considerações Gerais: 

 

Este trabalho foi desenvolvido em colaboração com a Université René Descartes 

(Paris V - França), como parte de um acordo de cotutela apoiado pelo Programa CAPES-

COFECUB, sob a coorientação da Dr. Catherine Boisson-Vidal. 

No artigo 2, descrevemos o trabalho realizado em colaboração com o grupo dos Drs. 

Joseph Emmerich e Dr. Pascale Gaussem. Este grupo faz parte do projeto multicêntrico 

OPTIPEC (Optimization of Progenitor Endothelial Cells in the Treatment of Critical leg 

ischemia) focado na terapia celular para pacientes com doença arterial periférica (do inglês 

peripheral arterial disease ou PAD). O objetivo deste trabalho foi encontrar fatores 

angiogênicos que poderiam estar alterados no plasma de pacientes PAD que poderiam ser 

utilizados como um biomarcador plasmático dessa doença isquêmica. Os resultados descritos 

aqui fazem parte do estudo clínico de fase 1 (clinical trial, phase 1) realizado com tais 

pacientes portadores de PAD, submetidos ou não à terapia com células mononucleares da 

medula óssea (do inglês Bone Marrow Endothelial Cells ou BM-MNCs).  

Neste trabalho, colaboramos para o entendimento do papel da trombospondina-1 

(TSP-1) e seus domínios na regulação do processo angiogênico envolvido na PAD. Como 

relatado na revisão da literatura, a TSP-1 foi primeiramente descrita como uma proteína 

antiangiogênica. Em contrapartida, o efeito pró-angiogênico da TSP-1 é localizado em 

sequências peptídicas dentro do domínio N-terminal (NH2) da TSP-1, que foram descritos no 

capítulo anterior (Artigo 1), serem capazes de estimular a diferenciação angiogênica de 

HUVEC e de ECFCs isoladas de sangue periférico. Aqui nós demonstramos que pacientes 

PAD apresentaram altos níveis de TSP-1 no plasma. Além disso, após o tratamento de tais 

pacientes com BM-MNCs, a TSP-1 estava presente nos tecidos que apresentavam intensa 
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neovascularização. Como relatado em um prévio trabalho do grupo (Smadja et al, 2008), as 

células endoteliais presentes nos vasos recém-formados (neovascularização) de pacientes que 

receberam injeção terapêutica de BM-MNCs parecem apresentar um fenótipo do tipo ECFC. 

Portanto, questionou-se o papel da TSP-1 na modulação da angiogênese induzida pelas 

ECFCs. 

Neste estudo utilizamos ECFCs isoladas do sangue de cordão umbilical com base na 

expressão da molécula de superfície CD34. As ECFCs, previamente caracterizadas pelo grupo 

da Dra. Catherine Boisson-Vidal, expressam os marcadores endoteliais CD31/Tie-2/ KDR 

(Flk-1 ou VEGFR2) / Flt-1(VEGFR1) /CD144. Além disso, as ECFC não expressam CD14 e 

CD45 moléculas de superfície presente em leucócitos (Dados suplementares deste artigo 2 – 

Figura 1). Para demonstrar o papel da TSP-1 na modulação destas células utilizamos além da 

proteína monomérica, o peptídeo TSP-HepI (que ao longo de nossos estudos demonstrou 

possuir um potencial mais angiogênico que o TSP-HepII, resultados apresentados no Capítulo 

III, como dado suplementar). Avaliamos, portanto, o efeito do peptídeo TSP-HepI e da TSP-1 

sobre as ECFCs isoladas do sangue de cordão umbilical nos seguintes ensaios in vitro: (a) 

determinação da adesão estática e proliferação das ECFCs, ensaio no qual o peptídeo ou a 

TSP-1 foram imobilizados; (b) estudo da tubulogênese induzida pelas ECFCs, no qual o 

peptídeo ou a TSP-1, foi misturada ao Matrigel antes da polimerização e as células foram 

permitidas diferenciar na presença ou na ausência destas proteínas. 

O artigo foi publicado na Artheriosclerosis Thrombosis and Vascular Biology em 

2011 e se encontra nas páginas a seguir, tendo como principal conclusão a confirmação de 

que a TSP-1 possui um duplo papel na angiogênese e que provavelmente esta propriedade é 

relevante no contexto fisiopatológico, como no da lesão isquêmica. O efeito antiangiogênico 

se dá pela inibição da proliferação e da tubulogênese induzida por ECFCs isoladas de sangue 

de cordão umbilical, efeitos que são provavelmente mediados pela porção C-terminal, 

enquanto a adesão estática destas células foi estimulada. Este último efeito também foi 

observado utilizando o peptídeo TSP-HepI, sugerindo que os efeitos positivos são modulados 

pelo domínio NH2. Além disso, o peptídeo foi capaz de estimular a tubulogênese de ECFCs e 

não interferiu na proliferação endotelial. Esses resultados foram considerados motivadores, 

visando aplicações futuras da TSP-1 e seus fragmentos do domínio NH2 como agentes 

terapêuticos capazes de modular a atividade angiogênica das ECFCs recrutadas para sítios de 

isquemia, que precisam aderir e se diferenciar em novos vasos.  
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3.3 Um peptídeo derivado do domínio N-terminal da trombospondina-1 potencializa as 

atividades pró-angiogênicas das células progenitoras endoteliais formadoras de colônia. 

 

Titulo: A motif within the N-terminal domain of TSP-1 specifically promotes the 

proangiogenic activity of endothelial colony-forming cells. Submetido à Angiogenesis 

(Novembro/2011) 

 

Autores : Dias JV, Benslimane-Ahmim Z, Egot M, Lokajczyk A, Grelac F, Galy-Fauroux I, 

Juliano L, Le Bonniec B, Takiya CM, Fischer AM, Blanc-Brude O, Morandi V, Boisson-

Vidal C 

 

Considerações Gerais: 

 

Neste artigo, aprofundamos o estudo dos efeitos do peptídeo TSP-HepI na 

angiogênese induzida pelas ECFCs isoladas do sangue de cordão umbilical. 

Os resultados precedentes obtidos (Artigo 2) que demonstraram que a TSP-1 está 

presente em uma concentração significativamente mais elevada no plasma e no tecido de 

pacientes portadores de doença arterial periférica (DAP), sugere que o envolvimento desta 

molécula no tecidos isquêmicos pode estar ligada tanto à sua forma associada a matriz 

extracelular quanto à sua forma solúvel. De fato, a TSP-1 associada à matriz induz a adesão 

das células e favorece a angiogênese. De outra maneira, devido à produção em grande 

quantidade de citocinas inflamatórias nos tecidos isquêmicos a TSP-1 pode ser secretada em 

forte proporção nestes sítios por células endoteliais e plaquetas. Nestes contextos 

fisiopatológicos, a TSP-1 pode ser rapidamente clivada após ter ido secretada, e libera os 

peptídeos dos domínios N-terminal (NH2) e C-terminal (ou fragmentos/peptídeos que não 

pertencem ao domínio NH2) (Esquema 1). Uma parte da proteína ou dos fragmentos pode 

permanecer sob a forma solúvel e desta maneira modular, de forma diferencial – inibindo ou 

ativando - a proliferação, a quimiotaxia e a tubulogênese de células endoteliais.  

Durante este trabalho, nós propomos que os peptídeos do domínio NH2 da TSP-1 

pudessem estar presentes em sítios de isquemia que necessitam de neovascularização,  agindo 

como moduladores positivos dos efeitos angiogênicos.  Avaliamos em um primeiro momento, 

a capacidade quimiotática do peptídeo TSP-HepI em atrair as ECFCs do sangue de cordão 

umbilical in vitro no ensaio utilizando insertos de transmigração com porosidade de 8 µm 
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(migração com gradiente de concentração) e in vivo utilizando o modelo murino de 

revascularização da matriz extracelular (Matrigel plug). Em seguida nós estudamos o efeito 

do pré-condicionamento das ECFCs com o peptídeo sobre a capacidade da interação destas 

células com o endotélio e de migração celular. Enfim nós caracterizamos o mecanismo de 

ação do peptídeo avaliando o efeito dos GAGs, em particular do sindecan-4 sobre estas 

propriedades angiogênicas. O conjunto de resultados derivados desta estratégia constitui o 

Artigo 3, apresentado nas páginas a seguir. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Esquema 1: A TSP-1 secretada por plaquetas e por células endoteliais é clivada por proteases 

como a trombina e  MMPs, liberando dois fragmentos que podem estar solúveis no plasma 

(adaptado de Taraboletti et al., 2000).  

 

Os resultados que serão apresentados nos ajudaram a perceber o duplo efeito da TSP-1 

e a complexidade de seus mecanismos de ação que dependem de sua biodisponibilidade, 

solúvel ou associado à matriz extracelular. Apesar de possuir propriedades anti-angiogênicas, 

nós observamos que esta proteína é capaz de estimular a angiogênese agindo através do 

domínio N-terminal. Além disso, como demonstrado anteriormente (Artigo 2), a TSP-1 é 

fortemente expressa nos vasos recém-formados de amostras de tecidos isquêmicos de 

pacientes PAD, tratados pela terapia celular. Nossos resultados nos permitiram entender 

melhor esta observação e confirmaram a importância do domínio NH2 e em particular dos 

fragmentos ligantes de heparina nas ações pró-angiogênicos da TSP-1.  

Ainda que a importância fisiológica desses fragmentos N-terminais permanece a ser 

demonstrada, nossos resultados sugerem que peptídeos biologicamente ativos, derivados deste 
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domínio da TSP-1, possam ser utilizados para pré-tratar as células progenitoras expandidas ex 

vivo, antes de sua administração em sítios isquêmicos, podendo representar uma via 

interessante para melhorar as propriedades funcionais e a capacidade de adesão dessas células. 
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Artigo 3 – A motif within the N-terminal domain of TSP-1 specifically promotes the 

proangiogenic activity of endotelial colony-forming cells 
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