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4 DISCUSSÃO GERAL 

 

O avanço da área de tecnologias celulares tem impulsionado o desenvolvimento de 

novas terapias, com o propósito de restaurar e reparar as funções teciduais, através do uso de 

populações celulares auto-renováveis e com grande potencial de diferenciação.  

No domínio da terapia de reconstrução vascular, as células progenitoras endoteliais 

(EPCs) são as escolhidas para o desenvolvimento de terapias pró-angiogênicas visando ao 

restabelecimento da irrigação sanguínea de regiões isquêmicas atingidas (35). As EPCs foram 

inicialmente descritas por Asahara et al, (1997) e Shi et al, (1998), como células isoladas a 

partir da fração mononuclear da medula óssea do sangue periférico capazes de se diferenciar 

em células endoteliais maduras (EC) e de iniciar a neovascularização em ensaios in vitro e in 

vivo (7,8). Desde então, as EPCs têm sido propostas como um interessante alvo terapêutico 

para uso em situações de isquemia crítica como na doença coronariana e na doença arterial 

periférica (DAP) (36–38). No entanto, alguns obstáculos têm sido encontrados para obter o 

transplante eficaz com EPCs autólogas. A rara quantidade de células encontradas na medula 

óssea (menos de 0,05%) e na circulação periférica (aproximadamente 0,01%), além da baixa 

incorporação nos tecidos lesionados após a administração intravenosa, gera algumas 

limitações para a aplicação clínica, sendo necessárias novas abordagens que melhorem a 

expansão ex vivo das EPCs, bem como a capacidade de essas células participarem da 

neovascularização pós-natal. 

Para obter a quantidade suficiente de EPCs circulantes potencialmente funcionais, 

muitas estratégias foram estudadas (injeção de fármacos capazes de mobilizar as células para 

o sangue periférico, o pré-tratamento das células por fatores pró-angiogênicos, terapia gênica 

e outros) com o objetivo de aumentar a concentração das células antes da extração e/ou para 

melhorar a capacidade de adesão, melhorando consequentemente a eficácia do transplante. 

Diversos estudos experimentais e clínicos utilizam moléculas que regulam estritamente os 

mecanismos pro e antiangiogênicos, que podem ser administrados na corrente sanguínea ou 

diretamente no tecido isquêmico, como produto da terapia de neovascularização (35,151). No 

entanto, o uso de fatores solúveis tais como VEGF, FGF e SDF-1α para mobilizar as EPCs in 

vivo têm também apresentado resultados equivocados. A terapia gênica tem também 

produzido resultados inexpressivos (152). 

Dadas essas limitações, o grupo de Boisson-Vidal (48) tentou uma nova abordagem 

para melhorar a funcionalidade das poucas células progenitoras disponíveis, através do pré-

tratamento ex vivo com fatores angiogênicos solúveis com a finalidade de ativá-las a nível 
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proteico (priming). Nesse estudo, o grupo utilizou o SDF-1α, uma quimiocina conhecida, 

capaz de mobilizar e recrutar as células da medula óssea para a corrente sanguínea. O SDF-1 

foi capaz de estimular/ativar o potencial angiogênico das EPCs isoladas do sangue de cordão 

umbilical humano, aumentando a neoangiogênese, a densidade capilar e a perfusão in vivo no 

modelo murino de isquemia crítica de membros inferiores. Porque as EPCs podem ser 

ativadas por outros fatores, tais como VEGF, angiopoietina e G-CSF, muitas variantes desta 

abordagem podem ser utilizadas. 

A trombospondina-1 (TSP-1) é uma molécula complexa, agindo, às vezes, como 

proteína pró- ou antiangiogênica graças a sua capacidade de realizar múltiplas interações que 

conduzem à regulação do comportamento das células endoteliais, durante o processo de 

neovascularização (153). Os diferentes domínios da TSP-1 podem agir como proteínas 

bioativas, desempenhando o papel de fatores de crescimento ou citocinas (75). A TSP-1 foi 

inicialmente descrita como um inibidor endógeno da angiogênese (154,155), mas atualmente 

chama a atenção da comunidade científica pela capacidade de regular uma variedade de 

funções como a adesão, migração, proliferação e diferenciação das células endoteliais (156). 

Devido a esse papel multifuncional na angiogênese, a TSP-1 tem sido proposta como uma 

fonte estratégica para o desenvolvimento de terapias que necessitem a amplificação de 

respostas pró- ou antiangiogênicas, previamente iniciadas no microambiente tecidual.  

Por ser uma glicoproteína extremamente complexa ao nível modular e funcional, os 

estudos da TSP-1 são frequentemente realizados, utilizando seus fragmentos ou domínios. A 

capacidade multifuncional é atribuída aos seus diferentes domínios que podem estar presentes 

tanto como fragmentos solúveis no fluido corporal quanto ligados a proteínas da MEC ou a 

receptores de superfície celular (153). Uma variedade de enzimas tais como trombina, 

plasmina, catepsinas e ADAMTS1 são capazes capaz de clivar a TSP-1 (75,109,157), 

liberando os domínios N-terminal  e C-terminal. A ideia de que domínios/fragmentos possam 

ser liberados da TSP-1 por proteólise e, que suas atividades são diferentes da molécula nativa, 

se tornou um eixo interessante para a discussão dos efeitos fisiológicos dessa proteína (75).  

Os primeiros fragmentos da TSP-1 identificados, regiões TSR e domínio pró-

colágeno, foram descritos como inibidores da quimiotaxia e indutores de apoptose em células 

endoteliais microvasculares através da ligação com o receptor CD36 (113,158)). O domínio 

C-terminal desta glicoproteína inibe a adesão de células endoteliais e de células musculares 

lisas, interagindo com o receptor CD47 (159).  Tem sido demonstrado que a interação de 

sequências específicas dentro do domínio C-terminal da TSP-1 com CD47/IAP (integrin-

associated protein) reduz a ativação de óxido nítrico (NO), limitando a vasodilatação pelas 
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células musculares lisas. O papel biológico dessa interação é relevante para os processos 

isquêmicos, visto que o NO é um dos maiores reguladores do sistema cardiovascular, 

induzindo o relaxamento das células musculares lisas, aumentando assim o diâmetro vascular 

e o fluxo sanguíneo (160). De fato, Isenberg e colegas (2008) demonstraram que 

camundongos modificados geneticamente para não expressarem TSP-1 e CD47 apresentaram 

completa restauração da perfusão vascular após serem submetidos à oclusão da artéria 

femoral (160). A caracterização de receptores para os diferentes fragmentos da TSP-1 faz 

parte do desenvolvimento de novas estratégias terapêuticas como o desenvolvimento de 

peptídeos miméticos para inibir a angiogênese (156,160). 

A porção N-terminal (NH2) da TSP-1 é atualmente conhecida como responsável pelos 

efeitos pró-angiogênicos da molécula, porém a importância biológica no contexto da 

neovascularização ainda resta ser compreendida. Nesse cenário, o foco do nosso trabalho foi 

estudar o papel do domínio NH2 da TSP-1 na modulação das células progenitoras endoteliais, 

como uma molécula potencial para aplicação terapêutica. Em nosso estudo inicial 

desenvolvemos um protocolo de isolamento de EPCs a partir do sangue periférico de 

indivíduos saudáveis, visando otimizar a expansão e o aperfeiçoamento funcional de células 

autólogas para uma futura aplicação terapêutica, sem risco de provocar rejeição.  

Para estabelecimento das condições iniciais de obtenção de colônias de EPCs, 

decidimos comparar o desenvolvimento das culturas na presença de meio condicionado de 

HUVECs confluentes, em cultura primária, cultivadas rotineiramente em nosso laboratório, 

uma vez que o aparecimento de colônias se mostrou um evento raro, quando as células 

mononucleares obtidas pelo fracionamento em Histopaque eram plaqueadas unicamente no 

meio-padrão de base para progenitores (EGM-2 com suplementos comerciais). O meio 

desenvolvido para avaliar a otimização foi denominado EGM-2/ENR, uma mistura na 

proporção de 1:1 do meio condicionado de HUVECs com o meio clássico EGM-2.  Nossos 

resultados mostraram que o meio EGM-2/ENR contém fatores de crescimento necessários 

para estimular o surgimento de colônias endoteliais dentro de 20 dias, enquanto com o uso do 

meio EGM-2 sozinho não observamos a presença destas colônias.  

Demonstramos ainda que essas células expressam CD34/CD31/CD146/CD177/KDR, 

não expressam CD133 e CD45 e são capazes de formar redes vasculares in vitro em Matrigel. 

Mais ainda, nossos resultados sugerem que as ECFCs isoladas do sangue periférico possuem 

um comportamento menos adesivo, diferente das células maduras (HUVECs). Essa hipótese é 

respaldada pela quantidade de fibronectina (FN) em níveis cerca de 3 vezes menores que os 

encontrados em endotélio de fenótipo maduro (HUVECs), tanto na matriz extracelular (MEC) 
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como no sobrenadante das ECFCs. Este fato parece também se refletir na organização dos 

filamentos de actina das células progenitoras, que exibem um grande número de estruturas 

como lamelipódios e filopódios em abundância, sugestivos de um comportamento migratório 

acentuado. Esse resultado surpreendente, demonstrado pela primeira vez, sugere uma nova 

ferramenta para caracterizar as ECFCs isoladas e expandidas ex vivo, visto que não há um 

conceito na literatura quanto à diferença desses progenitores endoteliais em relação às células 

maduras. Nossos achados são consistentes com outros, relatando a propriedade migratória e 

proliferativa de células circulantes: Hynes & Yamada (1982) relataram que diversas células 

proliferativas/migratórias de caráter tumoral expressam menos FN (161); Schmidt e 

colaboradores (2007) propuseram que angioblastos e ECFCs possuem uma capacidade de 

migrar muito maior que células endoteliais mais maduras (22).  

Após ter estabelecido um protocolo eficaz de isolamento de ECFCs do sangue 

periférico e ter caracterizado essas células quanto à morfologia, o fenótipo e a funcionalidade, 

nós nos interessamos em determinar se a TSP-1 e os peptídeos pró-angiogênicos derivados da 

região NH2, poderiam modular as atividades angiogênicas das ECFCs. O domínio NH2-

terminal (ou HBD, de heparin-binding domain) da TSP-1 foi descrito inicialmente como um 

fragmento de ligação à heparina, capaz de modular a adesão e a migração das células 

endoteliais. No entanto, na última década, a estrutura e funções do HBD têm sido estudadas 

por alguns grupos, que demonstraram o papel desse domínio na indução da angiogênese.  

Lawler, em 1981, identificou um fragmento de 25 kDa retido na coluna de heparina-

sepharose que se liga com alta afinidade à heparina(81). As sequências de aminoácidos deste 

fragmento foram isoladas e caracterizadas pelo grupo de Frazier em (162). Os primeiros 

indícios do papel biológico do HBD, relevantes para a angiogênese, foram demonstrados por 

Taraboletti et al (1990) (89). Nesse trabalho o grupo mostrou que um anticorpo monoclonal 

solúvel, dirigido contra o HBD (A2. 5) reduziu a adesão e a quimiotaxia de células endoteliais 

da aorta bovina (BAEC). Além disso, o acréscimo de heparina ou fucoidan causou o mesmo 

efeito inibitório, confirmando a interação deste domínio à heparina e seus derivados. Outros 

demonstraram o papel do HBD na quimiotaxia e adesão (94,163). O HBD foi capaz de 

desestabilizar adesões focais em células firmemente aderidas, resultando em uma transição 

para um estado intermediário de adesão. Em 1993, o grupo de Murphy-Ullrich rebuscou ainda 

mais o estudo do domínio NH2-terminal da TSP-1, identificando um peptídeo de 19 

aminoácidos, denominado hepI, capaz de interferir nas adesões focais de células endoteliais 

(163). Outros demonstraram que o peptídeo hepI induziu a migração de células endoteliais e 

fibroblastos (88,164). O isolamento de sequências específicas permitiu confirmar que os 
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fragmentos ligantes de heparina suportavam a adesão de células tumorais através da ligação 

aos glicosaminoglicanos (GAG) (165). De fato, a ligação da TSP-1 intacta aos proteoglicanos 

é descrita ser mediada pela interação de sequências específicas do HBD. A interação com 

sindecan-1, -3, e -4, dermatan sulfato e perlecan tem sido relatada (166). O HBD ainda induz 

proliferação e migração de neutrófilos, monócitos, fibroblastos e células de músculo liso (88).  

Durante o desenvolvimento dos estudos aqui apresentados (Capítulos 1, 2 e 3), 

demonstramos o efeito positivo de peptídeos derivados do HBD da TSP-1 nas etapas-chave 

do processo angiogênico, em por ECFCs humanas isoladas do sangue periférico e do sangue 

de cordão umbilical. Os peptídeos sintéticos, TSP-HepI (aa 17-35) e TSP-HepII (aa 78-94), 

representativos dos domínios ligantes de heparina da TSP-1: (i) atraem fortemente as ECFCs 

em níveis comparáveis aos obtidos com o FGF-2, no ensaio de quimiotaxia; (ii) induzem a 

adesão das ECFCs em condições estáticas quando na forma imobilizada nos suportes de 

adesão; esses efeitos são equivalentes àqueles observados com a TSP-1 íntegra; (iii) 

estimulam fortemente a diferenciação das ECFCs em redes vasculares in vitro quando são 

misturados ao Matrigel, sendo que o efeito oposto é observado com a TSP-1; e por fim (iv) 

não afetam a proliferação celular, sendo que a TSP-1 inibe a proliferação das mesmas células.  

Estes resultados corroboram os trabalhos precedentes do nosso grupo que 

demonstraram o efeito positivo na adesão em condições estáticas e na tubulogênese em 

Matrigel de células endoteliais maduras isoladas da veia umbilical humana (HUVEC) e 

atribuído ao fragmento de 18 kDa do HBD da TSP-1 (TSP18, uma sequência que compreende 

os aminoácidos 1-174), quanto aos 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. 

Somente três grupos de pesquisa observaram e descreveram os efeitos pro-

angiogênicos do domínio HBD in vivo, no modelo da membrana corioalantóide de frango 

(CAM) e de implante de Matrigel (116,118,167). Para avaliar o papel in vivo do peptídeo 

mais ativo durante os experimentos TSP-HepI, nosso grupo escolheu o ensaio de implante de 

Matrigel, descrito como o modelo capaz de mimetizar as condições presentes na maioria das 

doenças vasculares (168). Observamos que o peptídeo TSP-HepI induziu angiogênese quando 

ele estava associado ao fator de crescimento angiogênico FGF-2, sugerindo a existência de 

um efeito sinérgico entre este fator de crescimento e o domínio NH2-terminal da TSP-1. No 

entanto, TSP-HepI, sozinho, não teve nenhum efeito sobre a vascularização da matriz 

extracelular. Estes dados estão em contradição com os resultados de outros grupos que 

demonstraram o efeito pró-angiogênico do domínio NH2 sozinho in vivo: 
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•Taraboletti et al (1997) relatou que  a TSP-1 se liga ao FGF-2, através da seu domínio 

C-terminal (fragmento de 140kDa). Esta interação conduz à inibição da proliferação e da 

quimiotaxia induzida pelo FGF-2 em células endoteliais maduras (78). Outro trabalho do 

mesmo autor demonstrou que o efeito inibitório da TSP-1 in vivo no modelo de córnea de 

coelho – no qual implantes contendo fatores são implantados nas córneas - não parece ser 

associado à capacidade de a TSP-1 sequestrar o FGF-2 na matriz, visto que a quantidade deste 

fator foi liberado/difundido no meio sem alteração da quantidade (116). Em contrapartida, o 

fragmento de 25kDa presente no domínio HBD foi mais eficaz que a TSP-1 em promover a 

angiogênese tanto quando administrado sozinho no implante ou em combinação com o FGF-

2. 

•Staniszewska e colaboradores (2007) demonstraram as propriedades pró-

angiogênicas in vivo no modelo de implante de Matrigel, do peptídeo recombinante NoC1, 

representando a sequência 1-356 do domínio NH2 da TSP-1 (118). 

As propriedades angiogênicas observadas nestes estudos poderiam ser relacionadas à 

presença de diversos motivos no domínio HBD que interagem com diferentes receptores, 

como as integrinas α3β1, α4β1 e α6β. Estas interações estão implicadas na modulação da 

adesão e da quimiotaxia das células endoteliais micro e macrovasculares pela TSP-1 (85–87). 

Nosso peptídeo TSP-HepI contém a sequência 17-35 que não se liga às integrinas, mas 

apresentam forte afinidade pelo HSPG. O sítio de interação do TSP-HepI com as células não 

está totalmente elucidado, mas envolve o sindecan-4, de acordo com nossos estudos. 

Estudos experimentais e clínicos têm demonstrado que a administração combinada de 

moléculas pró-angiogênicas parece ser a estratégia mais recomendada para a terapia vascular, 

visto que a estimulação com um único fator angiogênico pode ser insuficiente para a indução 

de vasos sanguíneos funcionais (169). A utilização do VEGF-2 sozinho através da terapia 

gênica ou via injeção intramiocárdica demonstrou modestos benefícios em pacientes com 

doença cardiovascular (170). Em concordância, nenhum efeito significativo foi observado na 

densidade vascular em diversos modelos animais e em protocolos clínicos, após a 

administração coronariana do FGF-2 (171). Em contrapartida, a injeção intramuscular de 

VEGF-2 e FGF-2 na pata de coelhos submetidos à excisão da artéria femoral aumentou a 

quantidade de vasos recém-formados e da densidade vascular, efeito que foi superior ao 

observado com a injeção das citocinas sozinhas (172,173). Este efeito sinérgico entre duas 

citocinas já foi demonstrado por outros grupos (169). Estes resultados estão em concordância 

com nossos achados, que sugerem que uma sinergia entre o fator pro-angiogênico FGF-2 e 

nosso peptídeo TSP-HepI leva a uma melhor vascularização dos implantes experimentais.  



139 
 

A TSP-1 é encontrada em concentrações relativamente baixas no plasma em condições 

basais (180- 250ng/ml), podendo ter a sua expressão aumentada em sítios de lesão vascular 

(174). A principal fonte de TSP-1 no reparo vascular e isquemia são os grânulos-α de 

plaquetas ativadas, porém as células (93,175,176) e macrófagos (177) já foram relatados 

secretarem TSP-1 in vitro. Altos níveis da expressão do RNAm da TSP-1 e da proteína são 

encontrados em células endoteliais semiconfluentes, enquanto a  expressão é diminuída na 

confluência e na angiogênese (93).  

A superexpressão de TSP-1 in vivo foi encontrada em seções histológicas de tecidos 

isquêmicos de humanos e murinos, em estudos de isquemia de membros inferiores. Esse 

resultado foi associado com a diminuição da densidade de capilares nos músculos afetados 

(98). Camundongos transgênicos superexpressando TSP-1 apresentam pouca 

neovascularização após a lesão tecidual (178). O papel da TSP-1 na isquemia critica de 

membros inferiores camundongos knockout para TSP-1 apresentaram aumentada regeneração 

tecidual e diminuição da necrose (179). 

Em nossos achados (Capítulo 2), observamos elevados níveis de TSP-1 no plasma de 

pacientes com doença arterial periférica e que provavelmente a TSP-1 estaria associada com a 

perda do potencial angiogênico das EPC. Mais ainda, apesar das propriedades 

antiangiogênicas da TSP-1, nosso estudo mostrou que ela foi fortemente aumentada em vasos 

recém-formados de regiões que receberam a injeção local de BM-MNCs. Neste trabalho, nós 

confirmamos o duplo papel da TSP-1 no processo angiogênico. Como relatado anteriormente, 

o domínio HBD, através do nosso peptídeo TSP-HepI (denominado A1 neste artigo), foi 

responsável pelas propriedades pró-angiogênicas (proliferação e tubulogênese), enquanto a 

proteína íntegra foi inibidora do efeito. Estes resultados nos permitiram compreender melhor 

o mecanismo de ação da TSP-1 na angiogênese e a importância fisiológica do domínio HBD 

N-terminal. Além disso, com nossos indícios comprovando que a TSP-1 é expressa em 

microambientes isquêmicos, é razoável imaginar que os fragmentos clivados dessa proteína 

poderiam modular a angiogênese local, contribuindo dessa forma para a resolução do quadro 

isquêmico tecidual.  

Como relatado anteriormente, a TSP-1 é rapidamente clivada por proteases locais 

(trombina, plasmina, catepsinas e metaloprotease ADAMTs1), que são capazes de liberar 

fragmentos N-terminais de tamanhos diversos. Fisiologicamente, é concebível que tais 

fragmentos possam ficar em solução, em fluidos fisiológicos, ou se associar à matriz 

extracelular, realizando interações com proteínas locais (109,157,180,181). Esse domínio 

pode ser também clivado/liberado da matriz extracelular durante o seu remodelamento após a 
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injúria e durante o desenvolvimento, podendo atuar independentemente do restante da 

molécula (88). Desse modo, em situações como reparo de lesão e neovascularização em 

situações isquêmicas é plausível que a concentração local de HBD sofra um aumento 

significativo, suficiente para promover efeitos não exibidos pela TSP-1 íntegra. A sequência 

entre o HBD globular e a região de trimerização da TSP-1 foi denominada linker, e parece ser 

uma sequência flexível de aminoácidos, que permite o domínio HBD adotarem diferentes 

orientações: por exemplo, interações com proteoglicanos podem ser facilitadas com este 

domínio, através de uma parte do HBD, deixando o resto da molécula livre para se ligar a 

outros receptores (104). O domínio linker possui sítios específicos de clivagem que levam à 

liberação do HBD por diversas proteases relevantes no microambiente vascular (182), 

sugerindo que os fragmentos gerados dessa região podem diferir funcionalmente uns dos 

outros e também da proteína íntegra, como na ação dupla na angiogênese. 

Mais recentemente, o grupo do Dr. Jack Lawler (104) estudou a estrutura cristalizada 

do domínio HBD, demonstrando que o resíduo R29 do peptídeo TSP-HepI (aa 17-35) se 

encontra exposto e disponível para interações. Nesse sentido, este peptídeo poderia 

efetivamente mimetizar a interação sem nenhuma mudança conformacional do HBD com 

receptores como o sindecan-4 (106,107) e calreticulina (163).   

Nesse contexto, nossa hipótese de estudo é que os peptídeos derivados do domínio 

HBD sejam partes acessíveis no HBD nativo. Visando a aplicação do peptídeo em abordagens 

terapêuticas, dispomo-nos a avaliar o papel dos peptídeos na forma solúvel nas propriedades 

funcionais das ECFCs. Com esse objetivo, nós pré-incubamos as ECFCs isoladas do sangue 

de cordão umbilical com nosso peptídeo TSP-HepI, a fim de simular o efeito do pré-

tratamento na mobilização das células-tronco adultas e sua interação com o endotélio vascular 

ativado em condições fisiológicas similares àquelas encontradas in vivo. Demonstramos que a 

estratégia do pré-tratamento (ou pré-condicionamento) aumentou a adesão das ECFCs 

isoladas do sangue de cordão umbilical ao endotélio ativo em condições dinâmicas, além da 

motilidade. 

A atividade pró-angiogênica do domínio NH2 é exercida pela ligação a diversos 

receptores na superfície celular, exercendo uma vasta gama de efeitos biológicos e 

dificultando as tentativas de determinar o preciso papel da TSP-1 na doença vascular (85–

87,153,163). No presente estudo, identificamos o sindecan-4 (SDN4) como o receptor 

envolvido no efeito pró-angiogênicos. O uso de um anticorpo dirigido contra o SDN4 ou o 

estudo de uma versão modificada do peptídeo TSP-HepI (peptídeo S/TSP-HepI, que não 

possui o sítio de ligação a GAGs), antes do pré-tratamento, mostrou a redução das 
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propriedades pró-angiogênicas observadas. Além disso, a deleção de GAGs na superfície das 

ECFCs reduziu a tubulogênese. O SDN4 é fortemente expresso em tecidos isquêmicos e nos 

sítios de lesão vascular (145). É provável que estes efeitos sejam ligados principalmente às 

suas propriedades estabilizadoras na formação dos contatos focais. Além disso, recentemente, 

foi demonstrado que o SDN4 é essencial para a regeneração da neoíntima em um processo 

que envolve o recrutamento de células progenitoras vasculares (148).  A potencial utilização 

destes HSPG e de seus ligantes para gerar novas estratégias de revascularização de sítios 

isquêmicos resta ainda um domínio largamente inexplorado.  

Estes resultados corroboram fortemente os do nosso grupo que previamente 

demonstrou que a inibição da porção extracelular do sindecan-4 inibiu em cerca de 70% a 

ligação do fragmento TSP18 aos extratos celulares, indicando que o efeito pró-angiogênico do 

TSP18 foi provavelmente devido à interação com o sindecan-4 (106). Em outro trabalho, 

caracterizamos duas sequências dentro do domínio HBD da TSP-1 capazes de interagir com 

HUVECs (TSP HepI, aa 17-35 and TSP HepII, aa 78-94) e induzir a formação de tubos no 

ensaio de Matrigel. Ambos os fragmentos demonstrados possuir a maior atividade pró-

angiogênica da TSP-1, contém afinidade por glicasaminoglicanos (GAG) e interagem com 

sindecan-4 (107). 

Durante este trabalho de pesquisa fundamental, relatamos um novo papel dos 

peptídeos do domínio NH2 da TSP-1 na estimulação in vitro das etapas-chave da 

angiogênese, revelando uma ferramenta na aplicação farmacológica. No entanto, trabalhos 

que explorem o potencial pró-angiogênico de tais peptídeos para a terapia de revascularização 

ainda não estão bem estabelecidos. Trabalhos in vitro demonstraram que o domínio NH2 pode 

ser detectado no sobrenadante de agregados plaquetários assim como no meio condicionado 

de células endoteliais (180,183). Nesse contexto, seria razoável imaginar que a TSP-1, clivada 

por proteases secretadas por plaquetas e células endoteliais durante o processo de 

angiogênese, poderia liberar seus diversos fragmentos. Portanto, propomos que as células 

recrutadas durante o processo angiogênico, como as células progenitoras da medula óssea e os 

progenitores endoteliais, poderiam ser estimuladas neste microambiente, ligando-se a 

fragmentos solúveis do domínio NH2, estimulando assim o processo de neovascularização.   

O uso de peptídeos angiogênicos sintéticos para a revascularização in vivo de 

processos isquêmicos tem sido relatado. Uma única injeção intramuscular do peptídeo Roy 

(sequência de 12 aa, presente no banco de dados das proteínas localizadas em células 

endoteliais) melhora a perfusão e alivia a isquemia da pata de camundongos submetidos à 

oclusão da artéria femoral (184). Além disso, tanto Roy quanto AdoPep1 (sequenciado pela 
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mesma técnica) aumentam o fluxo sanguíneo e estimulam o crescimento de capilares em 

modelo murino de diabetes (185).  

As terapias celulares utilizando células-tronco da medula óssea, tais como células 

mesenquimatosas ou a fração mononuclear foram bem documentadas em diversas doenças, 

tais como infarto do miocárdio e isquemia (186,187). Para a otimização do processo 

angiogênico, é necessário obter uma janela terapêutica em função da dose e da periodicidade 

de administração das células (188). Devido à limitada capacidade que os grupos têm 

encontrado para estabelecer o número de células a serem injetadas ou, no caso das EPCs, 

obtemos poucas células ativas, a possibilidade da utilização de peptídeos e fatores de 

crescimento, representaria certas vantagens: (i) a possibilidade de regular a dose da proteína 

determinando uma janela terapêutica entre a eficácia e a toxicidade e (ii) a capacidade de 

definir claramente um perfil de toxicidade que permitirá a suspensão do tratamento quando 

necessário. 

Como relatado nos artigos 4 e 5 alguns ensaios clínicos de fase 1 foram realizados na 

Universidades Federal do Rio de Janeiro, que confirmaram  a simplicidade e a 

reprodutibilidade da técnica utilizada para injetar células mononucleares autólogas, extraídas 

da medula óssea, de pacientes com cirrose hepática e AVC. Com o conhecimento dessas 

técnicas e a disponibilidade destas linhas de pesquisa, seria interessante poder avaliar o efeito 

de nossos peptídeos sobre as células–tronco adultas. No presente estudo nós demonstramos 

que TSP-HepI estimulou a revascularização in vivo induzida pelo fator pro-angiogênico FGF-

2, sugerindo a existência de um efeito sinérgico no processo angiogênico. Nesse contexto, a 

administração de TSP-HepI associado à outra molécula pro-angiogênica, tal como VEGF ou 

FGF-2, diretamente no sítio da lesão poderia estimular a revascularização local. Ou ainda a 

ativação das células mononucleares autólogas através do pré-tratamento ex vivo com TSP-

HepI poderia ser uma estratégia interessante para melhorar a eficiência do transplante, visto 

que observamos esse efeito quando as ECFCs foram pré-condicionadas. 
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5 CONCLUSÕES E PERSPECTIVAS 

 

Nosso estudo revelou, pela primeira vez, que o domínio N-terminal da TSP-1 

estimulou o fenótipo angiogênico das ECFCs humanas derivadas da cultura do sangue 

periférico e do sangue de cordão umbilical. Mais especificamente nós identificamos que:  

(1) os dois peptídeos miméticos TSP-HepI (aa 17-35) TSP-HepII (aa 78-94), estimularam 

fortemente a adesão estática de ambas as fontes de ECFCs, efeito equivalente ao 

observado com a TSP-1, quando utilizados como proteínas imobilizadas; 

(2) quando imobilizados no Matrigel, os peptídeos induziram a diferenciação angiogênica 

in vitro de ambas as fontes de ECFCs, efeito que foi inibido quando utilizando a TSP-

1; 

(3) a proliferação de ECFCs derivadas do sangue de cordão umbilical foi inibida pela 

TSP-1, enquanto os peptídeos não demonstraram efeito, quando utilizados como 

suporte; 

(4) os dois peptídeos foram capazes de induzir a quimiotaxia de ambas as fontes de 

ECFCs, em níveis comparáveis aos obtidos com o FGF-2; 

(5) a exposição das ECFCs derivadas do sangue de cordão umbilical ao peptídeo TSP-

HepI favoreceu a interação dessas células imaturas com o endotélio ativado 

(HUVECs) no ensaio de adesão em condições dinâmicas e aumentou a motilidade;  

(6) apesar de a exposição das  ECFCs derivadas do sangue de cordão umbilical ao 

peptídeo TSP-HepII ter sido capaz de estimular a migração celular, esse efeito foi 

considerando menos significativo em relação ao peptídeo TSP-HepI. Além disso, não 

observamos efeito na adesão ao endotélio ativado em condições dinâmicas utilizando 

TSP-HepII. Esse último dado nos permitiu concluir que TSP-HepI é mais relevante 

para as aplicações previstas neste estudo; 

(7) o peptídeo TSP-HepI foi capaz de estimular a neovascularização induzida pelo FGF-2, 

no ensaio de Matrigel plug in vivo; 

(8) por fim, esses dados (1-7) confirmam que o efeito promotor da angiogênese da TSP-1, 

presente no domínio N-terminal, também é reprodutível com células progenitoras. 

Nossos resultados abrem novas perspectivas para o entendimento do significado 

clínico da TSP-1 em sítios de angiogênese. No entanto, existem inúmeras questões em nosso 
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estudo que merecem uma investigação mais profunda. Para completar o nosso trabalho, seria 

interessante estudar esses peptídeos em estratégias experimentais complementares, descritas a 

seguir: 

 

1-Utilizar os peptídeos nos modelos murino de IMI e de infarto do miocárdio, a fim de 

validar as possíveis aplicações terapêuticas destes motivos estruturais derivados da 

TSP-1; 

2-Utilizar células progenitoras silenciadas para o sindecan-4, para confirmar a importância 

da interação dos HPSG e as propriedades angiogênicas dos peptídeos TSP HepI e TSP 

HepII. 

Este trabalho sugere ainda novos mecanismos para manter, expandir e diferenciar as células 

progenitoras in vitro, ideias que resultarão em novas ferramentas para manipular células-

tronco e precursores in vivo e prover novas propostas para melhorar a terapia baseada em 

células. 
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APÊNDICE A - Caracterização do estado de ativação endotelial em condições dinâmicas 

 

Este modelo utiliza câmaras de perfusão e permite mimetizar as forças de 

cisalhamento sofridas in vivo pelas células progenitoras recrutadas quando estas aderem à 

parede dos vasos. As ECFCs marcadas com calceína e pré-tratadas ou não com os peptídeos 

TSP HepI ou TSP HepII foram perfundidas em tampão de aderência, sobre o endotélio 

(HUVECs) a uma força de cisalhamento de 50s-1 (0,1ml/min), durante 30 min sob a ação do 

fluxo. Nessas condições, as HUVECs passam a expressar ICAM-1, VCAM-1 e P-selectina 

(Figura A).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura A. 1: Expressão membranar de ICAM-1, VCAM-1 e de P-selectina por HUVECs (A) 
isotipo controle (B) HUVECs controle (C) HUVEC submetidas a um fluxo de 0,1ml/min 
correspondendo à 50sec-1, durante 30 min. 
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APENDICE B - Comparação entre os peptídeos TSP-HepI e TSP-HepII no efeito de pré-

condicionamento de ECFCs, em condições dinâmicas. 

 

As células aderentes foram visualizadas com a ajuda de um microscópio de contraste 

de fase e quantificadas em uma média de 40 campos (correspondente a uma superfície total de 

1cm2). As células aderentes foram, em seguida, submetidas a um fluxo crescente (50sec-1 à 

2500sec-1) para avaliar sua resistência ao descolamento. Todos os experimentos foram 

registrados em tempo real e reavaliados para as análises suplementares. Inicialmente, 

avaliamos o efeito do pré-tratamento por ambos os peptídeos, TSP-HepI e TSP-HepII, sobre a 

adesão das ECFCs ao endotélio. Os melhores resultados foram obtidos com o peptídeo TSP-

HepI, que resultou em aumento da adesão de ECFCs a HUVECs em níveis comparáveis aos 

obtidos com o pré-tratamento com SDF-1, levando-nos a focar nosso estudo sobre este 

peptídeo (Figura B). 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figura B1: Efeito do pré-tratamento da ECFCs com os peptídeos TSP-HepI (A1) et TSP-
HepII (A2) à 20 µg/ml  sobre adesão ao endotélio ativado em condições dinâmicas. As 
ECFCs do sangue de cordão foram pré-tratadas durante 18h com TSP-HepI ou TSP-HepII, 
depois foram perfundidas sobre o endotélio (HUVECs) a um fluxo de 50 sec-1 durante 10 
minutos. Os resultados foram comparados àqueles obtidos nas mesmas condições após o pré-
tratamento com o SDF-1 (100 ng/ml). Os resultados são expressos como a porcentagem do 
número total de células aderidas ao endotélio em relação ao controle (sem tratamento, CTRL) 
após 10 minutos de perfusão.  *** p< 0.001 em comparação à condição controle (sem 
tratamento, CTRL), ### p< 0.001 em comparação ao pré-tratamento com SDF-1 (SDF-1 
controle positivo); £££ p< 0.001 em comparação ao TSP-HepI (A1). 
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Em seguida, testamos o peptídeo TSP-HepI em diferentes concentrações (10, 20 e 40 

µg/ml). Os melhores resultados foram obtidos a uma concentração de 20 µg/ml (Figura B2). 

Portanto, esta concentração foi escolhida para os testes realizados em seguida. 

 

 

 

 

Figura B2: Efeito do pré-tratamento das ECFCs com diferentes concentrações do peptídeo 
TSP-HepI sobre adesão ao endotélio ativado, em condições dinâmicas. As ECFCs do sangue 
de cordão foram pré-tratadas, durante 18h, com TSP-HepI (10, 20 ou 40µg/ml), depois foram 
perfundidas sobre o endotélio (HUVECs) a um fluxo de 50 sec-1 durante 10 minutos. (A) 
Número total de células aderidas ao endotélio expressa em porcentagem em relação ao 
controle (ECFCs não tratadas) após 10 minutos de perfusão (B) Cinética de adesão das 
ECFCs quantificadas a cada minuto durante 10 minutos de perfusão.  Os resultados são 
expressos como.  * p< 0.05 em comparação à condição controle (sem tratamento, CTRL). 
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APÊNDICE C – Artigo 4: Bone marrow mononuclear cell therapy for patients with cirrhosis:a 

Phase 1 study 
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APÊNDICE D - Artigo 5 – Safety of autologous bone marrow mononuclear cell 

transplantation in patients with nonacute ischemic stroke 
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