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RESUMO 

AVALIAÇÃO DOS ASPECTOS IMUNOBIOLÓGICOS DAS CÉLULAS 

PROGENITORAS ENDOTELIAIS NA ANEMIA FALCIFORME. ELIANE SILVA DE 

SOUZA 

As Células Progenitoras Endoteliais (CPEs) são células liberadas na circulação 

potencialmente envolvidas na neovascularização de tecidos isquêmicos. A anemia falciforme 

é caracterizada pela oclusão microvascular, vasculopatia e inflamação crônica. Neste estudo 

avaliamos o número e as propriedades funcionais das CPEs de sangue periférico (n=28) e 

medula óssea (n=10) de pacientes falciformes. Voluntários, clinicamente estáveis com anemia 

falciforme e oito controles saudáveis foram recrutados como aprovado pelo comitê de ética. 

CPEs foram quantificadas por citometria de fluxo, isoladas e cultivas em condições 

angiogênicas. Ensaio in vitro e de imunofluorescência foram realizados para avaliar a sua 

capacidade angiogência e migratória e perfil molecular. As análises de citometria mostraram 

uma alta freqüência de células CD34+/KDR+/CD45-/low e CD34+/KDR+/CD133+ na 

medula óssea de pacientes falciformes. As análise de citocinas revelaram níveis elevados e 

TGFβ e VEGF na maioria dos pacientes falciformes, enquanto os níveis de TNF e SDF-1α 

não apresentaram diferenças consideráveis. As CPEs de MO mostraram capacidade 

proliferativa e alta aderência em gel de colágeno, expressaram marcadores de células 

estromais e subendoteliais e os marcadores de células endoteliais, confirmados pela análise de 

RT-PCR. As CPEs de MO apresentaram capacidade migratória frente aos estímulos 

angiogênicos. O Aumento da freqüência na circulação de progenitores hematopoiéticos e 

endoteliais parece estar relacionado com estresse hematopoiético encontrado nos pacientes 

falciformes. A caracterização molecular das CPEs da medula óssea reveleram uma possível 

origem de um progenitor em fase de transição mesenquimal/endotelial, sendo uma importante 

ferramenta para a medicina regenerativa vascular para pacientes falciformes. 

Palavras chaves: Anemia falciforme, Células progenitoras endoteliais, osteonecrose. 
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ABSTRACT 

IMMUNOBIOLOGICAL ASPECTS OF ENDOTHELIAL PROGENITOR CELLS IN 

SICKLE CELL ANEMIA. ELIANE SILVA DE SOUZA  

Endothelial progenitor cells (EPCs) are a cell population released into circulation potentially 

involved in neovascularization of ischemic tissues. Sickle Cell Anemia (SCA) is characterized 

by microvascular occlusion, vasculopathy and chronic inflammation. We have reported 

autologous bone marrow grafting as a successful treatment of osteonecrosis in SCA, however 

the mechanism of this therapy is unknown. In this study, we evaluated the number and 

functional properties of EPCs in peripheral blood (PB) (n=28) and bone-marrow (BM) 

(n=10). Clinically stable volunteers with sickle cell anemia and healthy control subjects were 

recruited as approved by the human-subjects review board. EPCs were quantified by flow 

cytometry, isolated and cultured under angiogenic conditions. In vitro cellular assays and 

immunofluorescence were performed to determine their angiogenic and migratory capacity 

and molecular profile. The cytometry analyses showed an increased number of 

CD34+/KDR+/CD45- and CD133+/CD34+/KDR+ cells in PB and BM of SCA. The analysis 

of cytokines revealed elevated levels of TGF-β and VEGF in most SCA patiets while levels of 

SDF-1α showed no differences. Sickle BM-EPCs and normal cord blood (CB)-EPCs showed 

high proliferative and adhesion capacity in collagen coat. Sickle BM-EPCs expressed markers 

of stromal cells and subendothelial cells, atipic, expressed markers of endothelial cells. The 

sickle BM-EPCs showed proliferative capacity in grip collagen coat, expressed markers of 

subendothelial, stromal and endothelial cells, confirmed by PCR analysis. They showed 

migratory capacity in presence angiogenic factors. The increased frequency of circulating 

hematopoietic and endothelial progenitors on sickle PB highlights the remarkable 

hematopoietic stress in peripheral blood SCA patients. The molecular characterization of 

sickle BM-EPCs revealed a possible origin of a progenitor mesenchymal/endothelial in 

transition being important tool for vascular regenerative medicine for SCA patients. 

 Key Words: Sickle cell anemia, endothelial progenitor cells, osteonecrosis 
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1. INTRODUÇÃO 

 

A doença falciforme é uma desordem genética conhecida pela substituição pontual de um 

único nucleotídeo no códon 6 do gene da beta globina (GAG>GTG) levando a formação de 

uma hemoglobina anormal (HbS) (GONÇALVES et al., 2003). Em baixas tensões de 

oxigênio a HbS se polimeriza formando polímeros de hemoglobina levando a deformação dos 

eritrócitos, evento essencialmente importante para fisiopatologia da doença (REES et al., 

2010; ORKIN AND HIGGIS, 2010). No entanto, esse conceito tem sido ampliado de modo 

que na atualidade a doença falciforme é entendida como uma desordem monogênica em 

vários tecidos e de modulação poligênica (NOLAN, et al., 2006).    

Essa desordem pode ser classificada como um conjunto de hemoglobinopatias que contém 

diferentes genótipos que causam síndromes clínicas características, das quais a forma mais 

comum é a anemia falciforme, a qual se refere a homozigose para alelo β
s
 (HbSS). Outros 

genótipos também apresentam ampla distribuição como a hemoglobionopatia SC, quando os 

indivíduos são simultaneamente heterozigotos para os alelos β
s 
e β

c
 e hemoglobinopatia S/β-

tal, quando β
s
 é co-herdado com o alelo da β-talassemia (REES et al., 2010).  

 

1.1 Doença Falciforme: Aspectos Epidemiológicos 

 

A primeira descrição formalmente conhecida da doença falciforme foi feita pelo cardiologista 

James Harrick em 1910 em Chicago nos Estados Unidos. Um paciente foi atendido e 

monitorado por ele com sintomas do que hoje é conhecido como síndrome torácica aguda 

(SERJEANT, 2010). Dados da Universidade Federal da Bahia revelam, no entanto, uma 

descrição anterior a descoberta de Dr. Harrick, pelo médico Jessé Accioly e publicada em 

revista de circulação local, o que, atribui a ele o pioneirismo da descoberta da doença 

falciforme (FERRARI & AZEVEDO, 2007).  

Atualmente é conhecido que a doença falciforme teve origem na África, contudo tem ampla 

distribuição mundial. Dois fatores têm sido descritos na literatura para explicar a distribuição 

global da doença, são eles: seleção de indivíduos que apresentavam vantagens de 

sobrevivência em regiões endêmicas de malária e fluxo migratório (PAGNIER et al., 1984). 

Dados da literatura indicam uma forte correlação geográfica entre a prevalência do gene S na 

população e a incidência histórica da malária. Alguns estudos indicam que os indivíduos 

falciformes apresentam uma resistência parcial a malária por Plasmodium Falciparum, 

embora o mecanismo dessa proteção ainda não tenha sido bem elucidado. Geograficamente, a 
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doença falciforme teve origens independentes no continente africano e asiático, formando 

quatro haplótipos africanos (haplótipos Senegal, Benin, Bantu e Camarões) e um haplótipo 

asiático (haplótipo Árabe-Índia). Com o intenso fluxo migratório movido pelo tráfico de 

africanos houve uma disseminação global do gene S, que foi incorporado ao genoma de vários 

países (PAGNIER et al., 1984; REES et al., 2010).    

No Brasil a doença falciforme é a doença genética mais prevalente, contudo distribui-se de 

forma heterogênea por todo o país. Desta forma, a prevalência da HbS é maior nas regiões 

norte e nordeste (6-10%) enquanto que nas regiões sul e sudeste a prevalência é menor (2-

30%) (CANÇADO, 2007) (Figura 1). Estima-se a existência de mais de 2 milhões de 

portadores do gene HbS , no Brasil e mais de 800 mil pessoas com a forma homozigótica 

(ANVISA, 2002). 

 

Figura 1. Distribuição do gene S no Brasil. CANÇADO, 2007. 

 

A Bahia é um estado do nordeste brasileiro com uma população de cerca de 13 milhões e uma 

importante contribuição genética afro-descendente. A incidência de doentes falciformes na 

população em geral é estimada em 4% (CAÇADO, 2007). Um estudo feito com objetivo de 

avaliar a freqüência do gene S entre os neonatos da cidade de Salvador, na Bahia observou 

que dos 590 recém nascidos que participaram do estudo cerca de 9,8% deles apresentaram o 

gene S (Traço falciforme), e 0,2% foram homozigotos para a doença (HbSS) (ADORNO et 

al., 2005). A gravidade clínica da doença também está relacionada a vários fatores incluindo o 

tip..o de haplótipo herdado e os níveis de hemoglobina fetal (HbF). A Bahia, estado com um 

dos maiores percentuais de mistura racial, sobretudo do componente africano, cerca de 85%, é 

conhecida por ter sido uma das principais rotas de tráfico de escravos africanos, 

principalmente da região central da África (predomínio do haplótipo Bantu, CAR) e da África 
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Ocidental (predomínio do haplótipo Benin, BEN). Segundo GONÇALVES e Col. (2003) foi 

observado uma freqüência maior do haplótipo CAR/BEN entre os pacientes falciformes do 

que as formas homozigóticas. Esses achados foram correlacionados com níveis mais elevados 

de HbF, fator protetor da doença, entre os pacientes BEN/BEN. Outro achado importante 

foram os níveis de HbF, mediana, 7,3%,  nos pacientes CAR/CAR, haplótipo mais grave da 

doença, uma vez que comumente são encontrados valores de mediana em torno de 5% 

(GONÇALVES et al., 2003).   

        

1.2 Doença Falciforme: Fisiopatologia 

A fisiopatologia da anemia falciforme envolve uma miríade de eventos moleculares e 

celulares que culminará na manifestação tecidual e clínica da doença. Os eritrócitos que 

contém HbS, em baixas tensões de oxigênio, polimerizam-se, formando células rígidas e 

assumindo a forma falcizada. A polimerização de HbS desoxigenada leva ao rompimento de 

estruturas do citoesqueleto levando a exposição de fosfatidilserina, um fosfolipídio que ativa 

fatores pró-coagulantes e pró- adesivos. Ela depende das concentrações intra-eritrocitárias de 

HbS e das concentrações intracelulares de hemoglobina fetal (HbF) (STUART & NAGEL, 

2004; FRENETTE & ATWEH, 2007, REES et al., 2010). Concentrações elevadas de HbF 

retardam o processo de polimerização da Hb, uma vez que ela não participa do polímero de 

Hb agindo dessa forma como um agente anti-polimerizante. Logo, as concentrações elevadas 

de HbF tem sido correlacionadas com taxas reduzidas de episódios dolorosos, úlceras de 

perna, osteonecrose, menos freqüentemente com síndrome torácica aguda e gravidade da 

doença (ZAGO & PINTO, 2007; AKINSHEYE et al., 2011). Os eritrócitos contendo os 

polímeros de HbS podem, sinergicamente, contribuir para a obstrução microcirculatória por 

prejudicar o trânsitos capilar, levando as crises vaso-oclusivas e à injúria tecidual, que 

representam as principais moduladores dos eventos clínicos da anemia falciforme (STUART e 

NAGEL, 2004). 

A etiologia da vaso-oclusão em pacientes falciformes não está completamente elucidada mas 

acredita-se  existir o envolvimento de componentes celulares, interações anormais entre as 

células e fatores solúveis formando um verdadeiro ciclo (SCHNOG et al., 2004). Esse ciclo se 

inicia com ativação endotelial que conduz ao aumento da adesão celular, que inicia-se com a 

polimerização de HbS, exposição de fosfatidilserina e expressão aumentada de diversas 

moléculas de adesão  (STUART & NAGEL, 2004; OPKALA, 2004). Essas reações são 
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moduladas pela expressão elevada na superfície dos eritrócitos de integrinas α4β1, B-

CAM/Lu, CD36, CD47 e glicolipídios sulfatados, no endotélio de VCAM-1, fibronectina, 

laminina, trombospondina e integrinas αVβ3, nos leucócitos de CD11a, CD11b, β2 integrina, 

PECAM-1, CD36, L-selectina, e CD162, e as interações com componentes da matriz como 

laminina, lactoferrina, elastase, CD-1 solúvel, trombospondina e fator de von Willebrand 

(fVW) (STEINBERG, 2005; STUART & NAGEL, 2004; OPKALA, 2004; ZAGO & PINTO, 

2007). Associado a isso a alteração do tônus vascular devido a uma biodisponibilidade 

reduzida de NO e aumento de endotelina-1 e fatores pró-trombóticos leva a constrição 

vascular, favorecendo a vaso-oclusão. Após liberação do trombo formado, espécies reativas 

de oxigênio são levadas até a circulação provocando danos teciduais e inflamação, que 

novamente conduzirá a ativação endotelial (STEINBERG & BRUGNARA, 2003; STUART 

& NAGEL, 2004; MORRIS, 2008; SCHNOG et al., 2004). LANARO e Col. (2009) 

observaram níveis elevados de IL-8 e TNF em pacientes com anemia falciforme quando 

comparados aos controles, contundo os níveis de IL-10, uma citocina anti-inflamatória, não 

apresentaram diferenças significantes com relação aos indivíduos normais. Outras citocinas 

como fator de crescimento endotelial (VEGF) e TGF-β também tem sido encontrados em 

níveis elevados em pacientes falciformes (SOLOVEY, et al., 1999; MAKIS, et al., 2000; 

DUITS et al., 2006).  

A anemia falciforme também é caracterizada pelo intenso estresse hematopoiético. A 

hematopoiese é regulada por diversos fatores, mas, sobretudo pela ação de citocinas como 

GM-CSF, IL-3, Fator de célula-tronco (SCF) e TGF-β, anormalmente elevadas nos pacientes 

falciformes. Com base neste conceito, CROIZAT & NAGEL (1999), observaram níveis 

elevados destas citocinas no plasma dos pacientes com anemia falciforme, assim como BFU-

E e transferrina solúvel, apresentando uma correlação inversa com os níveis de HbF. BFU-E 

constitui um tipo de colônia eritróide originada de uma célula precursora mais inicial, que 

normalmente não está presente na circulação sanguínea, ou é encontrada em quantidade 

pequena. A grande quantidade de BFU-E e transferrina na corrente sanguínea são fortes 

indícios de estresse eritróide. WU e Col. (2005), também observou o estresse eritropoiético 

através de uma análise de citometria de fluxo das células sanguíneas de pacientes falciformes 

que receberam transplante alogenético de células-tronco.  

Em conclusão, as citocinas são importantes para a manutenção do fenótipo pró-trombótico e 

pró-inflamatório da anemia falciforme, sobretudo as citocinas IL-1β, TNF-α, IL-6 e IL-8, ET-

1 enquanto que VEGF pode ser essencial para a integridade celular.  
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1.3 Doença Falciforme: Subfenótipos clínicos 

A doença falciforme é uma doença genética que pode apresentar uma diversidade de 

manifestações clínicas. Assim, um distúrbio monogênico no nível molecular, produz uma 

doença multifatorial quando considerado no contexto clínico, que se expressa por uma grande 

diversidade de fenótipos (ZAGO & PINTO, 2007). Recentemente estudos têm correlacionado 

dados da literatura acerca de dados bioquímicos, hematológicos e moleculares com a 

frequência de eventos clínicos da doença, sendo possível a partir desses dados subdividir 

clinicamente a doença em dois grandes subfenótipos como descrito na figura 2 (NOLAN et 

al., 2006; KATO, et al., 2007). Um subfenótipo relacionado a hemólise-disfunção endotelial, 

onde geralmente os pacientes apresentam uma freqüência maior de complicações como 

hipertensão pulmonar, priapismo, úlcera de perna e acidente vascular cerebral (AVC) e o 

segundo subfenótipo relacionado a viscosidade sanguínea vaso-oclusão onde os pacientes 

comumente apresentam manifestações clínicas como crises dolorosas, síndrome torácica 

aguda e osteonecrose (KATO, et al., 2007; MORRIS, 2008). Embora um número maior de 

evidências sejam necessários para descrição mais detalhada sobre os dois subfenótipos, a 

determinação de um perfil clínico para determinar os sintomas mais típicos entre os pacientes 

falciformes, é sem dúvida um método inovador que pode ajudar a direcionar terapias 

personalizadas para o subfenótipo específico (MORRIS, 2008). 

 

Figura 2. Modelo dos subfenótipos na doença falciforme. Adaptado de KATO, et al, 2007. 
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1.4 Doença Falciforme: Osteonecrose  

A necrose avascular da cabeça do fêmur é uma doença recalcitrante, caracterizada pela morte 

de osteócitos e da medula óssea. Embora seu mecanismo fisiopatológico ainda não esteja 

elucidado, as alterações parecem estar relacionadas ao inadequado suprimento sanguíneo no 

seguimento afetado do osso subcondral (MALIZOS et al., 2007). Essa patologia afeta mais 

freqüentemente adultos na terceira ou quarta década de suas vidas. A incidência tem 

aumentado cada ano com cerca de 10.000 a 20.000 novos casos por ano nos EUA. Embora 

apenas um fêmur seja afetado, inicialmente, o comprometimento bilateral pode ser superior a 

72% em dois anos (MUKISI-MUKASA et al., 2010; MALIZOS et al., 2007; MAHADEO et 

al., 2011). A origem e os fatores de risco para o desenvolvimento da osteonecrose são 

diversos. Ela pode ser de origem idiopática ou associada a: trauma; de origem não-traumática; 

condições secundárias de hipercoagulação, alcolismo, dislipidemia, síndromes 

mielodisplásicas e doenças autoimunes; doenças metabólicas; doenças do sistema alimentar; 

tabagismo; infecção HIV; doenças hematológicas (LAFFORGUE, 2006; MALIZOS et al., 

2007).  

A osteonecrose da cabeça do fêmur é uma importante causa de morbidade na doença 

falciforme (WARE et al., 1991; AKINYOOLA et al., 2009). Em pacientes com a doença 

falciforme a prevalência dessa doença pode chegar a 41% entre os indivíduos adultos e 27% 

em crianças. Ela é mais freqüente entre os pacientes homozigotos (HbSS) seguido dos 

pacientes com hemoglobinopatia SC (HbSC) (WARE et al., 1991; MUKISI-MUKASA et al., 

2010; ALMEIDA & ROBERTS, 2005; HERNIGOU et al., 2006; AKINYOOLA et al., 2009). 

O Curso da doença evolui de forma assintomática da grande maioria dos casos, progredindo 

para o colapso ósseo em 77% dos pacientes (HERNIGOU et al., 2006). Nos casos não 

tratados, cerca de 87% das cabeças femorais afetadas evoluem mais rapidamente para o 

colapso em cerca de 5 anos após o primeiro diagnóstico (HERNIGOU et al., 2003). Os sítios 

mais comuns de acometimento são: cabeça do fêmur, seguido da cabeça do úmero, joelho e 

das pequenas articulações da mão e pé, sendo que freqüentemente, tem se observado o 

comprometimento bilateral em mais de 50% dos casos (ALMEIDA & ROBERTS, 2005; 

HERNIGOU et al., 2006). Em um estudo prospectivo avaliando a comprometimento 

multifocal da osteonecrose em doentes falciformes foi observado que 23% deles apresentaram 

necrose multifocal com acometimento do quadril em mais de 90% deles. Esse estudo revelou 

o elevado risco para o desenvolvimento de múltiplos sítios de comprometimento ósseo, que 
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evolui rapidamente, em cerca de 4 anos, e a importância do acompanhamento clínico e 

radiográfico desses pacientes (FLOUZAT-LACHANIETE et al., 2009). 

 

Fisiopatologia da Osteonecrose 

Os mecanismos envolvidos na patogênese da osteonecrose em pacientes falciformes ainda não 

estão completamente elucidados, contudo parece existir uma ativação intravascular da 

coagulação durante as crises e níveis diminuídos de inibidores de coagulação. AKINYOOLA 

e Col. (2009) observaram uma atividade fibrinolítica deficiente em pacientes falciforme com 

osteonecrose, resultado de uma função diminuída do fator ativador de plasminogênio (tPA). O 

aumentado hematócrito e níveis de hemoglobina fetal reduzido nestes pacientes foram 

associados às crises vaso-oclusivas, os quais estão relacionados com a taxa elevada de 

falcização intravascular e viscosidade sanguínea, predispondo a necrose avascular da cabeça 

do fêmur (AKINYOOLA et al., 2009; KATO et al., 2007).   

Análises de polimorfismos têm revelado a associação de alguns SNPs com o desenvolvimento 

da osteonecrose em pacientes falciformes. Alguns estudos têm demonstrado a presença do 

polimorfismo C677T no gene da MTHFR (metilenotetrahidrofolato redutase) como um 

importante fator de risco para complicações vasculares em pacientes falciformes (NETO et 

al., 2006). Esse polimorfismo parece estar presente em complicações como retinopatia 

falciforme e osteonecrose (STEINBERG, 2005; NETO et al., 2006). Além desse 

polimorfismo, alguns SNPs também têm sido identificados em alguns genes como (proteína 

morgenética óssea (BMP6), TGFBR2, TGFBR3, endotelina-1(END1), ERG, KL, enzima 

conversora de endotelina-1 (ECE1) e anexina A2 (ANXA2) (BALDWIN et al., 2005; 

STEINBERG, 2005; NOLAN et al., 2006; ULUG et al., 2009; ABHISHEK et al., 2010).  

 

Comprometimento Vascular na Osteonecrose e tratamento 

A necrose avascular do fêmur parece estar relacionda a morte de osteócitos e um reparo 

anormal do tecido ósseo. Isso leva a um colapso da arquitetura da estrutura óssea da cabeça do 

fêmur levando a dor nas articulações e perda da função. Os vasos que transportam oxigênio e 

os nutrientes para as áreas do tecido ósseo são tortuosos e tem anastomoses limitadas. Uma 

deficiência na circulação devido a obstrução vascular pode levar a mudanças degenerativas do 
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tecido ósseo. O grau de degeneração e o reparo da lesão estão associados à extensão do 

comprometimento vascular e uma adequada circulação colateral (KERACHIAN et al., 2006).  

Alguns modelos experimentais têm sido desenvolvidos na tentativa de elucidar a cadeia de 

eventos que culminará na morte dos osteócitos na cabeça femoral. A epífise da cabeça do 

fêmur é o local particularmente afetado pelos danos isquêmicos por causa do seu suprimento 

com a circulação colateral. Quando essa circulação é obstruída no nível de artérias, veias, 

capilares ou sinusóides, a circulação nas artérias é interrompida (BEJAR et al., 2005). A 

obstrução da circulação irá conduzir ao aporte sanguíneo inadequado e necrose óssea. 

Trabalhos com camundongos que apresentam osteonecrose têm demonstrado uma aumentada 

permeabilidade vascular associada com uma vascularização insuficiente e níveis baixos de 

células-tronco da medula óssea, acompanhada de uma expressão descontrolada de VEGF 

durante o processo de reparo inadequado (BEJAR et al., 2005; ZHANG et al., 2009; 

VAROGA et al., 2009; WANG et al., 2010). Outros fatores também podem estar 

relacionados ao desenvolvimento da necrose óssea. SÉGUI e Col. (2008) observaram uma 

expressão elevada de marcadores endoteliais, fator III e  fvW entre os pacientes com 

osteonecrose, os quais não foram associados com inflamação ou trombofilia. Esses dados 

sustentam a hipótese de que a formação de trombos na microcirculação pode estar relacionada 

a ativação endotelial e não exatamente ao aumento de fatores pró-trombóticos (SÉGUI et al., 

2008).  

A indefinição sobre a etimologia e o mecanismo fisiopatológico da necrose avascular tem 

prejudicado as proposições e alternativas para tratamento desta doença. O tratamento depende 

do grau de comprometimento da lesão óssea, o que está relacionado com a precocidade do 

diagnóstico (ANVISA, 2002; MALIZOS et al., 2007). Nos casos inicias onde a lesão 

osteoarticular ainda não foi estabelecida, a simples descompressão óssea pode ser indicada. A 

descompressão do centro da necrose, que visa diminuir a pressão venosa intra-óssea, 

descomprimir a cabeça femoral, restaurar o fluxo circulatório normal e reduzir a sensação de 

dor, embora este procedimento não impeça a evolução da osteonecrose (HERNIGOU et al., 

2008). 

Trabalhos recentes descrevem que a osteonecrose está associada com uma diminuição no 

numero de células osteprogenitoras locais ou do estroma da medula óssea (mesenquimais) 

precursoras no local da lesão óssea (HERNIGOU et al.,  I999). HERNIGOU e Col. (1999) 

estão entre os primeiros a sugerir uma abordagem fisiopatológica de enxertar células-tronco 
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osteogênicas para regeneração da lesão necrótica e tratamento da osteonecrose. Além disto, há 

dados na literatura relacionando o número de Células Progenitoras Endoteliais Circulantes e o 

desenvolvimento da necrose avascular. Pacientes com osteonecrose não-traumática 

(corticóide-induzida, álcool-induzida ou idiopática) apresentaram o número de CPE 

circulantes reduzidas, e células funcionalmente deficientes, com a capacidade migratória 

reduzida e elevada senescência vascular, quando comparadas aos indivíduos controles (FENG 

et al., 2009).  

Apesar das novas alternativas terapêuticas no tratamento da osteonecrose, como a terapia 

celular, e de seus resultados satisfatórios, poucos dados são conhecidos sobre o mecanismo 

potencial desta terapia e as propriedades das células enxertadas na regeneração e/ou 

interrupção da progressão da osteonecrose no doente falciforme (HERNIGOU & 

BEAUJEAN, 2002; KARATOPRAK et al., 2008; JONES et al., 2008).   

 

1.5 Doença Falciforme: Terapia Celular no Tratamento da Osteonecrose 

Terapia Celular: Aspectos Gerais 

 A terapia celular utilizando células-tronco da medula óssea é uma prática utilizada a mais de 

50 anos, pioneiramente para tratar doenças hematológicas. Nas últimas décadas essa prática 

tem aumentado, sobretudo utilizando células mononucleares da medula óssea (CMMOs) 

autólogas. A terapia utilizando as CMMOs autólogas tem sido desenvolvida em uma miríade 

de doenças isquêmicas de membros, doenças cardíacas e doenças ortopédicas (HIGASHI et 

al., 2004; STRAUER et al., 2008; SEGERS & LEE, 2008; ILIC & POLAK, 2011; 

TROUNSON et al., 2011). A utilidade, viabilidade e relevância clínica da terapia celular 

visando o reparo das lesões isquêmicas foi claramente demonstrada, tanto em lesões agudas 

quanto em crônicas. Estudos pioneiros relataram o tratamento de isquemia de membros 

inferiores em pacientes diabéticos, com injeção de CMMOs ao longo do percurso dos vasos 

sanguíneos da região infra-poplítea. A circulação colateral estabelecida em tempo curto 

permitiu a renovação da irrigação do membro, evitando a necrose e a amputação distal 

(TALTEISHI-YUYAMA  et al., 2002; HIGASHI et al., 2004). No Brasil um trabalho 

pioneiro do grupo do Dr. Fernando Hans Dohmann da Universidade Federal do Rio de 

Janeiro (UFRJ) na terapia utilizando CMMOS em pacientes com doenças cardíacas foi 
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desenvolvido com grande sucesso, a curto prazo, contudo a longo prazo novas avaliação 

precisam ser realizadas (PERIN et al., 2003; DOHMANN et al., 2005).   

 

Terapia celular na Osteonecrose 

A capacidade osteogênica das células da medula óssea tem sido descrita desde 1869 em 

camundongo e apenas em 1960 foi descrito o potencial das células-tronco da medula na 

regeneração óssea em humanos (HERNIGOU et al., 2005). A convergência de três diferentes 

perspectivas no tratamento da osteonecrose resultou na exploração da terapia celular. 

Primeiro, a necessidade de desenvolver técnicas menos invasivas possíveis. Segundo, a partir 

do reconhecimento de que o tempo de reparo é diferente em lesões onde o tecido ainda 

permanece preservado e regiões colapsadas, foi imperativo o desenvolvimento de métodos 

que possibilitem o reparo. Por fim, reconhecendo que a capacidade de regeneração do tecido 

pode estar prejudicada devido a patologia, surgiu a necessidade de introduzir fatores que 

sejam capazes de suprir a capacidade regenerativa tecidual (JONES et al., 2008). Diante 

disso, o transplante autólogo de CMMOs tem configurado como uma importante alternativa 

terapêutica para doenças ortopédicas. A injeção de CMMOs no local da osteonecrose em 

pacientes com estágios iniciais da doença (estágio I ou II) tem sido descrita na literatura 

(GANGJI & HAUZEUR, 2010). Um estudo clínico com nove pacientes com osteonecrose da 

cabeça do fêmur em estágios iniciais da doença revelou uma melhora clínica considerável dos 

pacientes, contudo são necessárias avaliações a longo prazo para inferências mais conclusivas 

acerca de seus benefícios (KARATOPRAK et al., 2008). Um estudo prospectivo com 

pacientes com osteonecrose após o tratamento com a descompressão óssea e o implante 

autólogo das CMMOs demonstrou a diminuição da dor e a progressão da doença para o 

colapso ao longo de 17 anos de seguimento em 87% dos casos. Esses dados fornecem 

evidências importantes da efetividade da terapia celular em pacientes falciformes, após uma 

avaliação a longo prazo do tratamento (HERNIGOU et al., 2008).  

No Brasil um trabalho pioneiro desenvolvido no Complexo Hospitalar Universitário Professor 

Edgar Santos (C-HUPES) na Universidade Federal da Bahia (UFBA) tem oferecido a terapia 

celular para pacientes falciformes com necrose óssea avascular. Após a avaliação dos 

primeiros oito pacientes concluiu-se que o implante autólogo de células mononucleares da 

medula óssea no local da osteonecrose é seguro e eficaz no tratamento dos estágios iniciais da 

necrose da cabeça femoral desses pacientes, com resultados clínicos e radiológicos iniciais 
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promissores, contudo os mecanismos celulares que governam essa terapia ainda permanecem 

desconhecidos (DALTRO et al., 2008).  

Mecanismo Celulares Potencialmente Envolvidos na Terapia Celular 

O sucesso da terapia celular está intrinsecamente relacionado com capacidade das células 

infundidas em se diferenciarem e regenerarem a tecido lesado, bem como estimular as demais 

células a proverem o reparo tecidual. O mecanismo desse tratamento ainda não é 

completamente conhecido, contudo o reparo da lesão mediado por células envolve 

criticamente a reconstituição do tecido lesado e a formação de novos vasos sanguíneos que 

devolvam ao tecido lesado o aporte sanguíneo necessário para o restabelecimento tecidual. A 

neovascularização pode ocorrer através de dois mecanismos: angiogênese e vasculogênese. 

Na angiogênese os vasos são formados a partir da rede vascular pré-existente, primariamente 

por brotamento de novos vasos. Esse processo é mediado pela proliferação das células 

endoteliais em condições de hipóxia ou inflamação. A hipóxia estimula a produção de fatores 

solúveis pró-angiogênicos com VEGF, EPO, FGF e angiopoietinas que vão agir sobre as 

células endoteliais e estimular proliferação, quimiotaxia e migração pela matriz extracelular 

(OTROCK et al., 2007). Dentro desse contexto, uma variedade de tipos celulares como as 

células endoteliais, células-tronco mesenquimais (CTMs) e células hematopoiéticas 

participam desse processo por produzirem fatores solúveis precípuos para o desenvolvimento 

angiogênico como VEGF (MÜLLER et al., 2008; SIEVEKING et al., 2008). A 

vasculogênese é formção de novos vasos a partir de células progenitoras. Por muito tempo 

acreditou-se que esse processo era restrito ao desenvolvimento embrionário, contudo 

evidências recentes indicam a presença de progenitores no indivíduo pós-natal capazes de dar 

origem a novos vasos (ASAHARA et al., 1997) 

A medula óssea tem sido a principal fonte de células-tronco para a terapia celular, sobretudo 

para necrose avascular óssea. A cavidade medular é o nicho biológico de pelo menos três 

possíveis células-tronco, capazes de particiapar do mecanismo de reparo mediado por células 

na terapia celular, são elas: as células-tronco hematopoiéticas (CTHs), as CTMs e as CPEs 

(BEYTH et al.,  2011). A CTH é uma célula comprometida com a linhagem hematopoiética, 

ou seja, tem a habilidade de reconstituir todo o sistema hematopoiético. Existe uma relação 

importante entre esta célula e células osteobláticas. (HERZOG et al., 2003; SACCHETTI et 

al., 2007; BIANCO, 2011). De acordo com a literatura os osteoblastos compartilham o 
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mesmo nicho biológico e tem o papel na regulação da função e do número das CTHs 

(SACCHETTI et al., 2007; BIANCO, 2011).  

Das três populações de células-tronco encontradas da medula óssea, a melhor caracterizada é 

a CTM. As CTMs são definidas minimamente como células aderentes ao plástico, quando 

submetidas em condições padrão de cultivo, que expressam CD105, CD73 e CD90 e não 

expressam CD45, CD34, CD14, CD19 e HLA-DR e são capazes de originar, in vitro, células 

do tecido conectivo como condrócitos, adipócitos e osteoblastos (OREFFO et al., 2005; 

BIANCO et al., 2010). Elas podem ser encontradas na medula óssea, tecido adiposo, pulpa 

dentária, placenta, cordão umbilical, fluido amniótico e distribuídas por todo o corpo na forma 

de pericitos. A diferenciação de CTM em células perivasculares é de importância potencial na 

medicina regenerativa vascular, visto que as células perivasulares formadas darão estabilidade 

aos vasos neoformados (OREFFO et al., 2005; PHINNEY & PROCKOP, 2007; AU et al., 

2007; CAPLAN, 2009; BIANCO et al., 2010). 

 

1.6 Células Progenitoras Endoteliais (CPEs) 

Aspectos Históricos, Conceitos e Origem das CPEs 

A neovascularização pós-natal é o resultado da proliferação, migração e remodelagem de 

células endoteliais derivadas de vasos pré-existentes. (URBICH & DIMMELER, 2004; 

PRATER et al., 2007; CHAO & HIRSCHI, 2010). Desde 1932 a existência de células 

angiogênicas em indivíduos adultos tem sido descrita na literatura. Estruturas semelhantes a 

capilares foram detectadas em culturas de leucócitos sanguíneos (RIBATTI, 2007; CHAO & 

HIRSCHI, 2010). Apenas em 1990 e baseado nos estudos seminais de Judah Folkman (1984) 

a neovascularização pós-natal foi proposta ocorrer por angiogênese através de células 

endoteliais circulantes (WATT et al., 2010). Contudo em 1997 Asahara e colaboradores 

reportaram o isolamento da suposta CPE do sangue periférico humano, originada da medula 

óssea. ASAHARA e Col. (1997) observaram a presença de progenitores, possivelmente de 

origem hematopoiético, com potencial angiogênico que foram capazes de promover 

neoangiogênese in vivo. Este trabalho foi de grande importância, pois forneceu evidências 

acerca da existência de progenitores com papel vasculogênico em indivíduos adultos e abriu 

campo para novas questões relacionadas com a origem hematopoiética destas células 

(PRATER et al., 2007).  



53 
 

Diversos estudos foram realizados a partir desses achados, contudo sem um padrão 

metodológico definido (PRATER et al., 2007). INGRAM e Col. (2004), identificaram uma 

nova hierarquia das CPEs no sangue periférico e no sangue de cordão umbilical. As CPEs 

foram identificadas quanto ao seu potencial proliferativo, como células com baixo potencial 

proliferativo (Low Proliferative Potential - LPP-ECFC) ou altamente proliferativa (High 

Proliferative Potential - HPP-ECFC), sendo que a completa hierarquia foi identificada apenas 

no sangue de cordão umbilical. Este trabalho também forneceu importantes bases 

metodológicas para o isolamento das CPEs altamente proliferativas e que é utilizado até a 

atualidade (INGRAM et al., 2004). Após o estabelecimento das bases metodológicas para o 

isolamento das CPEs, YODER e Col. (2007) desenvolveram uma análise clonal redefinindo o 

conceito desses progenitores, na tentativa de esclarecer a possível origem hematopoéticas das 

diferentes populações de “CPEs” estudadas na literatura. Eles isolaram duas populações 

celulares distintas, as “Endothelial Colony Forming- Cells” ou ECFC, também conhecida na 

literatura como “Outgrowth Endothelial Cell” ou OECs e a outra de “Endothelial Cell Colony 

– Forming units” ou CFU-EC. As CFU-EC expressaram marcadores de células endoteliais e 

hematopoiéticas, apresentaram atividade fagocítica, não foram capazes de formar colônias 

secundárias in vitro e foram clonalmente relacionadas à mutação genética na CTH, sugerindo 

que estas células são derivadas de células hematopoiéticas da linhagem 

monocítica/macrofágica, o que não foi observado para as ECFC. Entretanto as ECFC 

apresentaram os marcadores células endoteliais, foram capazes de formar colônias 

secundárias in vitro, revelando seu elevado potencial proliferativo e formaram vasos in vivo. 

(LIN et al., 2000; YODER et al., 2007). Desta forma, dados da literatura indicam que as 

CFU-EC são células com potencial angiogênico de origem hematopoiética que estimulam a 

angiogênese, possivelmente através de mecanimsos parácrinos. Enquanto que as OECs são 

progenitores de origem endotelial que são capazer de promover a vasculogênese (CASE et al., 

2007; TIMMERMANS et al., 2007; SIEVEKING et al., 2008; SHANTSILA et al., 2008).  

Diante disso, fez-se necessária uma definição mais detalhada acerca das células com potencial 

angiogênico. Na literatura tem sido descritas pelo menos três populações celulares. As células 

angiogênicas circulantes (Circulating Angiogenic Cells-CACs) ou endoteliais circulantes 

(CECs), que são células que possivelmente se descolam do endotélio lesado e são liberadas na 

circulação periférica e pacerem ser enriquecidas com monócitos/macrófragos. Estas células 

apresentam os marcadores de células endoteliais, a lectina Ulex Europeus Agglutinin-1 

(UEA-1), fvW, CD31 (PECAM) VE-Caderina (CD144) e Tie-2 e KDR. Elas promovem a 
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neovascularização in vivo, estão relacionadas ao risco cardiovascular, contudo não são 

capazes de formar colônias secundárias in vitro (PRATER et al., 2007; CRITSER & YODER, 

2010). As CFU-EC, ou CFU de Hill, primeiro descritas por Asahara em 1997, representa uma 

pequena subpopulação da fração de células mononucleares, são também conhecidas como 

“early CPEs” porque são as primeiras CPEs emergem em cultura de 5-9 dias de cultivo e 

apresentam uma morfologia alongada. Estas células apresentam os marcadores de células 

endoteliais KDR, CD31, Tie-2, CD105, CD144, CD146, fvW, são capazes de ingerir LDL 

acetilado, também expressam CD14, CD115, perdem gradualmente em cultura a expressão de 

CD45, possuem atividade fagocítica e apresentam um efeito angiogênico parácrino 

(ASAHARA et al., 1997; YODER et al., 2007; PRATER et al., 2007; SIEVEKING et al., 

2008; CRITSER & YODER, 2010). As ECFC ou OECs, descritas inicialmente por LIN e Col. 

(2000) tem sido amplamente estudadas, sendo consideradas na atualidade como as células 

mais próximas do que representaria uma CPE. Estas células apresentam morfologia típica das 

células endoteliais, em forma de paralelepípedo ou “cobblestone” e as primeiras colônias 

emergem em cultura de 10-21 dias de cultivo. As ECFCs apresentam os marcadores de 

células endoteliais, um potencial proliferativo elevado, são capazes de formar colônias 

secundárias in vitro e de formar estruturas semelhantes a túbulos in vitro, e quando injetadas 

in vivo, são incorporadas nos sítios ativos de neoangiogênese (INGRAM et al., 2004; YODER 

et al., 2007; PRATER et al., 2007; SIEVEKING et al., 2008; CRITSER & YODER, 2010).         

A origem das CPEs é controversa e trabalhos da literatura decrevem uma origem 

hematopoiética, mesenquimal ou do próprio endotélio. O sistema hematopoiético e vascular 

se desenvolve em paralelo e de maneira interdependente durante a embriogênese. Ambas são 

originadas da mesma região no embrião, a região da aorta, gônoda e mesonefro (AGM), 

suportando a hipótese da existência de precursor comum, o hemangioblasto. Evidências têm 

comprovado a origem de CTH do endotélio hemogênico durante o desenvolvimento 

embrionário, reforçando a hipótese do precursor comum, contudo desconhece-se se isso 

ocorre no indivíduo pós-natal (JAFFREDO et al., 2005; BERTRAND et al., 2010). A 

existência do hemangioblasto no indivíduo pós-natal tem sido sugerido por inúmeros 

trabalhos utilizando a caracterização fenotípica e estudos in vitro e in vivo de células 

endoteliais (SCHATTEMAN & AWAD, 2004; XIONG, 2008). De fato existe uma associação 

física entre a CTH e CPE na medula óssea pós-natal de modo que essas células compartilham 

algumas funções e marcadores de superfície celular como CD34, PECAM, Tie-1, Tie-2, 

VEGFR1 e fator de von Willeband (SCHATTEMAN & AWAD, 2004; RIBATTI, 2007; 
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CHAO & HIRSCHI, 2010). Estudos revelam que células mielóides CD14 positivas, na 

presença de fatores angiogênicos exibem propriedades de células endoteliais como a 

expressão de KDR, CD105, fator de von Willebrand e VE-caderina. Além da expressão 

desses marcadores, essas células são capazes de integrar o endotélio em sítios ativos de 

neoangiogênse in vivo (CHAO & HIRSCHI, 2010; WATT et al., 2010).  

As CTMs são capazes de dar origem a células endoteliais in vitro. Estudos revelam que na 

presença de meio de cultura contendo VEGF essas células podem dar origem a uma 

população heterogênea de tipos celulares que exibem propriedade endotelial in vitro e 

melhoram a neovascularização in vivo (OSWALD et al., 2004; CHAO & HIRSCHI, 2010). 

Outros estudos têm revelado que as CPEs podem ser originadas de células multipotentes da 

medula óssea (MAPC) ou do mesoangioblasto (COSSU & BIANCO, 2003; URBICH & 

DIMMELER, 2004; RIBATTI, 2007; CHAO & HIRSCHI, 2010). Devido a grande 

dificuldade de purificação da CPEs das CTMs da medula óssea, existe uma grande 

possiblidade de contaminação das culturas com CTMs (IAMAMURA et al., 2010).  

A hierarquia completa de ECFC tem sido encontrada na parede dos vasos, sugerindo que este 

pode representar o maior nicho pós-natal dessas células (INGRAM et al., 2005; WATT et al., 

2010). Embora muitos estudos tenham sido desenvolvidos acerca da origem das CPEs, 

nenhuma evidência significativa tem sido encontrada na literatura que comprove a real origem 

(s) dessas células, de modo que mais estudos devem ser desenvolvidos para inferências mais 

conclusivas.   

 

Mobilização e Caracterização Fenotípica das CPEs 

De acordo com os estudos que sugerem a origem medular dessas células, após um estímulo 

isquêmico, as CPEs são mobilizadas no sangue periférico em direção aos sítios ativos de 

neoangiogênese (GALLAGHER et al., 2007). Após o estímulo hipóxico, o fator 

transcricional NF-kB é ativado, levando a ativação do fator indutor de hipóxia (HIF-1α). A 

ativação do HIF levará ao aumento da expressão e liberação de VEGF, expressão de CXCR4 

e liberação de SDF-1α. A diferença de gradiente de SDF-1α no sangue periférico/medula 

óssea estimulará a mobilização das CPEs (URBICH & DIMMELER, 2004; TOUSOULIS et 

al., 2008; JIN et al., 2008; YU et al., 2009; TONGERS et al., 2010). Além do VEGF e SDF 

outras proteínas participam desse processo como o G-SCF (Fator estimulador de colônias 
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granulocíticas) e PlGF (Fator de crescimento placentário) e as enzimas eNOS e 

metaloproteinases (MMP-9) (TOUSOULIS et al., 2008; JIN et al., 2008). Os progenitores da 

medula óssea fazem parte das células que compõe o estroma medular, elas estão ligadas ao 

estroma através do c-Kit. As MMP-9 irão agir clivando c-Kit e liberando o hemangioblasto, 

que, de acordo com gradiente de citocinas angiogênicas, se diferenciarão em CPEs e serão 

mobilizadas para o sangue periférico (HRISTOV et al., 2003). A liberação de VEGF levará a 

ativação da NOS estromal que resultará no aumento dos níveis de NO na medula óssea. O 

aumento de NO levará a mobilização das CPEs dos nichos da cavidade medular para a 

circulação (GALLAGHER et al., 2007).  

Diante da grande discussão a cerca da verdadeira origem das CPEs a caracterização dessas 

células torna-se um instigante desafio. Na literatura, a caracterização molecular dessas células 

é comumente realizada através da expressão fenotípica de marcadores de células-tronco e de 

células endoteliais. De acordo com o local de origem dessas células e o cultivo celular elas 

apresentarão uma expressão diferenciada dos marcadores celulares (HRISTOV et al., 2003; 

FADINI et al., 2008). De acordo com a literatura não existe um marcador específico que 

identifique as CPEs, logo sua caracterização tem sido proposta utilizando diferentes 

marcadores celulares (TÁRNOK et al., 2009). As células da medula óssea, não são muito 

estudadas devido a grande diversidade celular encontrada na medula óssea. Contudo, alguns 

estudos revelam que estas células expressam CD133, CD34, KDR (VEGFR2) e c-Kit e são 

negativas para os marcadores CD146, CD31, fvW, VE-caderina e CD14 e possuem uma baixa 

expressão de CD45 (HRISTOV et al., 2003).  

CD34 é uma sialomucina expressa em CTHs e no endotélio ativado. Essa proteína tem a 

função de molécula de adesão e mediar interações entre as células endoteliais e precursores 

hematopoiéticos (GRATAMA et al., 1998; FADINI et al., 2008; WATT et al., 2010).  

O CD133 ou prominina-1 é uma glicoproteína transmembrana que tem a função ainda 

desconhecida, contudo tem sido mostrado que células CD133+ possuem a habilidade de se 

diferenciar em diferentes tipos celulares, de acordo com o microambiente em que estão 

inseridas. Na presença de VEGF são capazes de se diferenciar em células endoteliais 

(RIBATTI, 2007; FADINI et al., 2008; WATT et al., 2010).  

O KDR ou VEGFR2 é uma proteína que age como receptor para o VEGF e está envolvido na 

proliferação, brotamento, migração e formação de túbulos de células endoteliais. Ele é 
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expresso em diversos tipos celulares que incluem células endoteliais, mesenquimais e 

megacariócitos (FADINI et al., 2008).  

O CD146, ou MCAM é uma glicoproteína de membrana da superfamília das imunoglobulinas 

que age como molécula de adesão cálcio dependente, é expressa em células mesenquimais, 

angioblastos, células endoteliais, linfócitos T e é utilizado como um marcador de progressão 

de metástase de melanoma, além de participar do processo de angiogênese (GUEZGUEZ et 

al., 2007; TRIPODO et al., 2009).  

CD31 ou PECAM é uma proteína da superfamília das imunoglobulinas que é expressa na 

superfície das plaquetas, monócitos, neutrófilos, linfócitos T e células endoteliais. Está 

localizada nas junções intercelulares e tem a função de mediar a adesão célula-célula e 

participa de eventos biológicos como trombose, hemostasia e resposta inflamatória 

(SENEGAGLIA, 2007; WATT et al., 2010).  

O fvW é uma glicoproteína multimérica presente no plasma sanguíneo, e expressa 

constitutivamente em células endoteliais, megacariócitos e células subendoteliais. Em 

condições fisiológicas, essa proteína é armazenada nas células endoteliais em estruturas 

denominadas corpúsculos de Weibel-Palade. Ele tem a função de mediar a adesão plaquetária 

a locais de lesão vascular; tem função na formação de trombos; protege o fator VIII da 

degradação plasmática, impedindo sua inativação pela proteína C. Uma anormalidade 

quantitativa ou qualitativa do fvW leva ao desenvolvimento da doença de von Willebrand 

(JOÃO, 2001; SENEGAGLIA, 2007; MEYER et al., 2009).  

VE-caderina ou CD144 é uma proteína da superfamília das caderinas localizada nas junções 

interendoteliais e participa das interações celulares homotípicas. A VE-caderina parece ter um 

papel importante morfogênese vascular, além de controlar a permeabilidade vascular (GORY-

FAURÉ et al., 1999).   

CD14 e CD45 são marcadores de células hematopoiéticas e tem uma expressão diferenciada 

entre as diferentes subpopulações das CPEs. CD14 é uma proteína que pode ser encontrada na 

forma solúvel ou ancorada a fosfolipídio de membrana é expressa em monócitos e tem baixa 

expressão em neutrófilos. O CD14 age como co-receptor para TLR4 e está envolvido no 

reconhecimento de LPS durante infecções bacterianas (SIMMONS et al., 1989; 

SENEGAGLIA, 2007; WATT et al., 2010). CD45 é uma fosfatase tirosina que possui elevada 

expressão entre os leucócitos, sendo utilizada como um pan marcador de leucócitos. Ela pode 
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ser diferenciada em dois subgrupos CD45RA (marcador de linfócitos T naïves) e CD45RO 

(marcador de linfócitos T de memória) (SENEGAGLIA, 2007; WATT et al., 2010).   

Após migrarem para o sangue periférico as CPEs perdem a expressão de c-Kit e diminuem a 

expressão de CD133 (HRISTOV et al., 2003). As CPEs circulantes são as células mais 

estudadas na atualidade por serem utilizadas como marcadores de doenças cardiovasculares. 

A quantificação dessas células é feita através da técnica de citometria de fluxo, utilizando 

diversos marcadores. Na literatura tem sido utilizado classicamente 2 estratégias de 

marcações para a quantificação das CPEs circulantes. Na primeira estratégia são utilizados os 

marcadores CD34, CD133 e KDR e na segunda CD34, KDR e CD45. Devido a pequena 

quantidade de CPEs circulantes é necessário um número elevado de aquisições no citômetro 

entre 500.000-1000000, para que seja possível uma quantificação real dessas células (FADINI 

et al., 2008). A partir dessas marcações, diferentes populações celulares podem ser 

identificadas as quais possuem relevância para as doenças cardiovasculares, são elas as 

células CD34
+
/CD133

+
 e células CD34

+
/KDR

+
 (RIBATTI, 2007; YODER et al., 2007; 

FADINI et al., 2008; WATT et al., 2010). As células CD34
+
/CD133

+
 representariam os 

progenitores circulantes, são células imaturas e podem incluir progenitores hematopoiéticos 

ou endoteliais. As células CD34
+
/KDR

+
 podem representar progenitores imaturos 

comprometidos com a linhagem endotelial. Esta população celular corresponde ao tipo celular 

inicialmente descrito por Asahara, as CFU-EC, ou células endoteliais circulantes, contudo, 

poucas evidências suportam essa hipótese (BLANN et al., 2005; TURA et al., 2007; FADINI 

et al., 2008). CASE e Col. (2007) observaram que as células CD34
+
/KDR

+
/CD133

+
 não 

formaram CPEs, mas progenitores hematopoiéticos que expressaram CD45. De forma 

semelhante TIMMERMANS e Col. (2007) investigaram a possível relação entre as EOCs e a 

expressão fenotípica de CD34 e CD133 e constaram que as EOCs não são originadas de 

precursores CD45
+
 ou CD133

+
. Diante disso, para excluir a população hematopoiética das 

marcações de CPEs a segunda estratégia foi desenvolvida. Nesta estratégia é possível avaliar 

adicionalmente as células CD34+/CD45+ que representariam os progenitores hematopoiéticos 

e as células CD34+/CD45
low/- 

descritos como progenitores não hematopoiéticos e células 

CD34
+
/KDR

+
/CD45

low/-
,  fenótipo das CPEs mais aceito na literatura (FADINI et al., 2007).  

Após serem mobilizadas para o sangue periférico as CPEs se dirigem para os sítios ativos de 

neoangiogênese. Durante esse processo elas perdem a expressão de CD133 e CD34. Embora o 

CD34 esteja expresso no endotélio ativado, faltam evidências na literatura que comprovem a 

expressão de CD34 em células endoteliais em cultura (HRISTOV et al., 2003; FADINI et al., 
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2007). O isolamento das CPEs tem sido realizado por diferentes protocolos o que dificulta a 

comparação entre as diferentes células isoladas. As células em cultivos podem ser 

caracterizadas fenotipicamente de acordo com um painel de marcadores endoteliais como: 

CD31, CD144, KDR e ligação a lectina Ulex (FADINI et al., 2007). A Ulex lectina é uma 

lectina ligada a fucose e participa da regulação na adesão celular e possui importantes funções 

no sistema imune. Para excluir as populações hematopoiéticas e mesenquimais das culturas 

outros marcadores podem ser utilizados como CD45 e CD14 e CD105, CD29 e CD90 

respectivamente. Embora os dois últimos não sejam específicos de células mesenquimais. O 

CD105 ou endoglina é uma glicoproteína transmembrana e receptor do TGF-β expresso em 

células mesenquimais, endoteliais, células musculares lisas, precursores eritróides e de células 

B, monócitos ativados, macrófagos, células dendríticas foliculares e melanócitos. Ela tem 

função no desenvolvimento cardiovascular e remodelamento vascular (BARBARA et al., 

1998; SENEGAGLIA, 2007; WATT et al., 2010). O CD29 ou β1-integrina é proteína 

amplamente expressa nas células mesenquimais, neuronais, endoteliais e células 

hematopoiéticas. Ela está envolvida na adesão celular, reparo tecidual e resposta imune 

(PRUSZAK et al., 2009). CD90 ou Thy-1 é uma proteína de superfície celular ancorado em 

um glicofosfatidilinositol (GPI). Essa proteína é expressa em diversos tipos celulares como 

em células-tronco mesenquimais e hematopoiéticas, células NK, células T, células endoteliais, 

fibroblastos, miofibroblastos e células dendríticas foliculares. A função do CD90 ainda não 

está completamente elucidada, contudo parece participar como regulador de interações célula-

célula, célula-matriz, regeneração axonal, apoptose, adesão e migração celular, metástase 

tumoral, inflamação e fibrose (HEGE & HAGOOD, 2006).    

 

Papel das CPEs no Processo de Neoangiogênese 

Após serem mobilizadas no sangue periférico as CPEs se dirigem de acordo com o gradiente 

de fatores inflamatórios e pró-nagiogênicos, para os sítios ativos de neoangiogênese. Nestes 

locais estas células podem potencialmente participar da formação de novos vasos, 

estimulando as células residentes a proliferarem, promovendo a angiogênese ou se 

diferenciando em células endoteliais e integrando os vasos nascentes, promovendo a 

vasculogênese (URBICH & DIMMELER, 2004; PRATER et al., 2007; CHAO & HIRSCHI, 

2010; CRISTER & YODER, 2010). Esta capacidade está diretamente relacionada ao tipo 

celular utilizado. As CPEs de origem hematopoiética parecem estimular a angiogênese por 
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secretar fatores proangiogênicos como VEGF, enquanto as CPEs de origem endotelial (“late” 

CPEs ou outgrowth endothelial cell - OECs) estimulariam a vasculogênese (CRISTER & 

YODER, 2010). 

A angiogênese ocorre em etapas que envolvem: a degradação da matriz extracelular; 

migração das células endoteliais para os sítios ativos de angiogênese; proliferação celular e 

estabilização dos vasos neoformados (URBICH & DIMMELER, 2004; FRANCIS et al., 

2008). Em condições fisiológicas a maioria dos vasos sanguíneos são quiecentes e a 

angiogênese ocorre apenas no ciclo ovariano e na placenta durante a gestação (CARMELIET, 

2005). Sob estas condições as células endoteliais têm importantes interações com a matriz 

extracelular (MEC) e a membrana basal. No estágio inicial da angiogênese ocorre o aumento 

da expressão local de proteases que degradam a membrana basal, permitindo a migração das 

células e o brotamento vascular. Após a migração para os locais angiogênese ativa, as células 

proliferam formando redes vasculares instáveis. A rede vascular neoformada é remodelada 

dentro de um sistema estável com arquitetura que permite sanar as necessidades metabólicas 

específicas do tecido (FRANCIS et al., 2008; SILVA et al., 2008). Estudos da literatura 

sugerem que tipos especializados de células endoteliais, com distintas especificações celulares 

são requeridos para a formação dos novos vasos. As “Tip cells” ou células do topo dos vasos 

nascentes tem a função de migrar em direção ao estímulo angiogênico e proliferam 

minimamente. As “Stalk cells” são células responsáveis pela elongação dos vasos, elas 

proliferam, formam junções e lúmen celular. As “Phalanx cells”, são a maioria das células 

endoteliais quiescentes que revestem os vasos neoformados e são cobertas pelos pericitos. 

Estas células tem a função de otimizar o fluxo sanguíneo, perfusão tecidual e oxigenação 

(SMET et al., 2009). Esta complexa formação dos novos vasos é guiada por importantes 

estímulos neuronais, que levarão a correta organização da rede vascular nascente. A grande 

similaridade da morfogênenese das redes vascular e neuronal tem suscitado questões 

intrigantes a cerca da organização genética e morfogênica de ambas, levando a descoberta de 

relações cada vez mais estreitas entre esses sistemas (CARMELIET, 2003; AUTIERO et al., 

2005; WILSON et al., 2006).  

O processo de vasculogênese envolve a formação de novos vasos a partir de células 

precursoras. O mecanismo desse processo envolve uma seqüência coordenada de eventos que 

envolvem mobilização, quimiotaxia, adesão, transmigração e diferenciação celular. Após a 

liberação de estímulos pró-angiogênicos como VEGF, SDF-1, EPO, estatina, estrogênio, 

exercício as CPEs são mobilizadas da medula óssea em direção ao sangue periférico. 
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Seguindo um gradiente de citocinas, principalmente SDF-1 e VEGF, essas células se dirigem 

para os locais de neoangiogênese ativa, iniciando o “homing” celular (URBICH & 

DIMMELER, 2004). O “homing” das CPEs envolve a adesão dos progenitores à células 

endoteliais ativadas pelas citocinas e isquemia e a transmigração dessas células através da 

monocamada endotelial, sobretudo com participação do CD31 (PECAM). Após a 

transmigração as CPEs migram em direção aos estímulos angiogênicos como SDF-1 e VEGF, 

se diferenciam em células endoteliais e integram os vasos neoformados. O VEGF tem um 

papel essencial neste processo de diferenciação celular (URBICH & DIMMELER, 2004; 

SCHMIDT et al., 2007). Além do VEGF outros fatores também são de essencial importância 

para o controle da formação de novos vasos como FGF, HGF e MCP-1 (MURAKAMI & 

SIMONS, 2008). 

 

CPEs nas Doenças 

Após a descoberta de Asahara e colaboradores, numerosos trabalhos tem demonstrado o papel 

das CPEs em diversas condições patológicas. Uma disfunção dessas células pode estar 

associada com o desenvolvimento de diversas doenças como o câncer, doenças 

cardiovasculares e inflamatórias (CALZI et al., 2010).  

Câncer: Em pacientes com câncer de pulmão, hepatocelular, coloretal, de mama, linfomas e 

mieloma tem sido idienticada uma elevada freqüência de CPEs circulantes (DOME et al., 

2006; DOME et al., 2008). Segundo a literatura a liberação de VEGF, FGF, SDF-1 e GM-

CSF derivados do tumor decorrente da hipóxia e isquemia vascular ativam o compartimento 

da medula óssea, levando a mobilização e recrutamento de células derivadas da medula óssea 

para o tumor. O recrutamento de células pró-angiogênicas contribui significantemente para a 

neoangiogênese e crescimento tumoral. Entre as células que são recrutadas estão células 

hematopoiéticas, progenitores perivasculares e CPEs (AHN & BROWN, 2009; CALZI et al., 

2010; JANIC & ARBAB, 2010; PATENAUDE et al., 2010).  

Doenças Cardiovasculares: Após 10 anos de estudos as CPEs têm sido estudadas como um 

novo biomarcador para avaliar a gravidade clínica de doenças cardiovasculares e como uma 

potencial fonte celular para a medicina regenerativa. Estudos têm avaliado o papel das CPEs 

em doenças como infarto, hipertensão, dislipidemia e diabetes (MÖBIUS-WINKLER et al., 

2009). Em geral nas doenças cardiovasculares o número de CPEs circulantes têm sido 
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encontrado diminuídos (UMEMURA & HIGASHI, 2008; CHANG et al., 2009). CHANG e 

Col. (2009) encontraram níveis diminuídos e uma capacidade migratória prejudicada de CPEs 

CD31+/CD34+ e CPEs CD34+/KDR+ em pacientes com infarto agudo do miocárdio. Estes 

valores correlacionaram-se positivamente com os níveis séricos de SDF-1α, demonstrando 

que o número de CPEs circulantes é correlacionado inversamente com o fator de risco para 

doença arterial coronariana. Esses resultados estão concordantes com dados encontrados na 

literatura para doenças cardiovasculares como hipertensão, dislipidemia e diabetes melitus 

(CHEN et al., 2004; GALLAGHER et al., 2007; INGRAM et al., 2008; JUNHUI et al., 2008; 

UMEMURA & HIGASHI, 2008; CHANG et al., 2009; RODRIGUEZ et al., 2009; MAGEN 

et al., 2010). O mecanismo dessa redução do número de CPEs circulantes ainda não está 

completamente elucidado, mas acredita-se que a redução da bioatividade do NO pode levar a 

redução da mobilização dessas células da medula óssea. Em pacientes com dislipidemia essa 

redução está associada com os níveis elevados de LDL oxidado, que parece aumentar a 

senescência celular, e prejudicar a capacidade adesiva, migratória e de formação de túbulos 

das CPEs (CHEN et al., 2004; UMEMURA & HIGASHI, 2008; RODRIGUEZ et al., 2009). 

Em camundongos com diabetes a redução do número de CPEs além de estar associada com a 

redução da bioatividade do NO, devido a uma fosforilação prejudicada da eNOS da medula 

óssea, a redução da expressão de SDF-1α no local da lesão parece comprometer a mobilização 

das células para os sítios ativos de neoangiogênese (GALLAGHER et al., 2007). Estudos com 

infarto agudo do miocárdio revelam que logo após o infarto os níveis de CPEs estariam 

elevados, sendo reduzido em seguida, logo o período de determinação dos níveis dessas 

células é essencialmente importante (TOUSOULIS et al., 2009). Alguns autores sugerem que 

as células promoveriam o reparo tecidual através do mecanismo de trandiferenciação em 

cardiomiócitos, contudo essa hipótese está sob investigação. O efeito parácrino através da 

secreção de fatores angiogênicos como VEGF, SDF-1α, IGF, resultando em uma melhora da 

vascularização do tecido lesado, tem sido um mecanismo terapêutico plausivamente proposto 

(MÖBIUS-WINKLER et al., 2009).            

Doenças Inflamatórias: Além das doenças vasculares citadas acima, outras patologias 

também tem sido estudadas no contexto das CPEs. As doenças inflamatórias como Lúpus 

Eritematoso Sistêmico (LES), Artrite Reumatóide (AR) e Doença Falciforme também podem 

ser citadas. Em pacientes com LES e AR os níveis periféricos de CPEs estão reduzidos e a 

funcionalidade da célula parece estar comprometida (WESTERWEEL et al., 2007; DISTLER 

et al., 2009, EBNER et al., 2010). Os níveis diminuídos CPEs em pacientes com LES têm 
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apresentado uma correlação inversa com os níveis de INF-α e a função prejudicada das 

células. Contudo os níveis de CPEs em pacientes com LES e RA tem sido encontrado 

semelhante aos dos pacientes controles, de modo que os níveis periféricos dessas células estão 

estritamente relacionados com a atividade da doença (EGAN et al., 2008; GRISAR et al., 

2008; DISTLER et al., 2009; VILLEROCHÉ et al., 2010). Citocinas inflamatórias como TNF 

têm sido relacionadas com os níveis de CPEs em pacientes com doenças reumatóides e 

correlacionadas com a perda da funcionalidade celular por induzir a apoptose das células 

circulantes (DISTLER et al., 2009; PÁKOZDI et al., 2009).  

Em pacientes com a doença falciforme a primeira descrição dos níveis de CPEs foi feita em 

2009 por BEEM e colaboradores. Neste trabalho os autores evidenciaram níveis elevados de 

precursores endoteliais em pacientes falciformes durante as crises dolorosas, não sendo 

detectados níveis dessas células em pacientes assintomáticos e controle. Os níveis de IL-8 e 

VEGF também foram analisados. Os pacientes em crise apresentaram níveis mais elevados de 

IL-8 e os níveis de VEGF foram quatro vezes maiores neste pacientes com relação aos 

pacientes assintomáticos. Contudo diante da diversidade fenotípica e genotípica da doença 

faz-se necessário um estudo utilizando um grupo mais homogêneo possível para inferências 

mais conclusivas. A anemia falciforme é uma das formas genotípicas mais graves das doenças 

falciformes, logo um estudo sobre a importância das CPEs nessa população seria de 

fundamental importância. Além disso, embora a promissora utilização da terapia celular no 

tratamento da osteonecrose de pacientes falciformes tenha albergado resultados animadores, o 

mecanismo dessa terapia permanece desconhecido. Logo, haja vista a potencial importância 

das CPEs no processo de neovascularização, um estudo mais detalhado do perfil fenotípico 

dessas células e sua capacidade funcional são necessários para se determinar o papel dessas 

células na terapia celular de pacientes falciformes. 

  

2. OBJETIVOS 

 

2.1 Objetivo Geral 

Avaliar os aspectos imunobiológicos das células progenitoras endoteliais de indivíduos 

com anemia falciforme 
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2.2 Objetivos específicos 

- Quantificar as CPEs no sangue periférico e medula óssea dos pacientes com anemia 

falciforme; 

- Isolar e caracterizar os aspectos biológicos das CPEs dos pacientes falciformes 

- Analisar os níveis da citocinas inflamatória (TNF), e pró-angiogênicas (TGF-β, VEGF e 

SDF-1α) no plasma dos pacientes falciformes.  

 

3 METODOLOGIA 

 

3.1 Fluxograma de atividades. 

 

 

3.2 Casuística 

Critérios de Inclusão: Pacientes adultos com anemia falciforme em estado estável. Critérios 

de Exclusão para amostras de sangue periférico: pacientes com idade inferior a 18 ou 

superior a 65 anos, traços de talassemias, deficiência de G6PDesidrogenase, transfusão 

sanguínea há 6 meses, tratamento com hidroxiuréia, uso de suplementos vitamínicos outros 
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que não ácido fólico, gestação, doenças não relacionadas à anemia falciforme. Critérios de 

Exclusão para amostras de medula óssea: pacientes com idade inferior a 18 ou superior a 

65 anos, em crise dolorosa vaso-oclusiva. Dificuldades encontradas: Devido a raridade da 

amostra de medula óssea um número reduzido de pacientes foram incluídos no estudo o que 

dificultou a análise final dos resultados.    

 

3.3 Coleta e processamento de células mononucleares da medula óssea e do sangue 

periférico. 

Os pacientes falciformes atendidos no ambulatório de ortopedia e traumatologia do COM-

HUPES-UFBA foram selecionados para participação da pesquisa clínica intervencionista 

coordenada pelo médico ortopedista e pesquisador Dr. Gildásio de Cerqueira Daltro de acordo 

com normas estabelecidas para pesquisa clínica do país através da assinatura voluntária do 

Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE). Este trabalho foi aprovado pelo 

Comitê de Ética em Pesquisa da Maternidade Climério de Oliveira/ UFBA, de acordo com as 

exigências brasileiras para o desenvolvimento da pesquisa científica no país 

(Parecer/resolução aditiva nº 086/2011). Os pacientes selecionados sob anestesia geral no 

Centro Cirúrgico foram submetidos à punção e aspiração na crista ilíaca e colhidos 100-120 

ml de medula óssea para a realização do protocolo clínico e adicionalmente foi coletado 10-

20ml de medula óssea para isolamento das CPEs e células-tronco mesenquimais, e avaliação 

das propriedades moleculares e funcionais das células. As células mononucleares foram 

separadas em gradiente de ficoll (Ficoll-Paque, GE Healthcare, Uppsala, Sweden) utilizando o 

equipamento automatizado e certificado, SEPAX (Biosafe, Eysins, Switzerland) ou 

alternativamente, um sistema de separação manual em centrifuga clínica convencional (Figura 

4.). Para preparo das células a serem enxertadas no paciente, a bolsa contendo 100-120ml de 

medula óssea foi conectada ao kit de separação de células mononucleares CS-900 (Sepax kit 

CS-900, Biosafe, Eysins, Switzerland) instalado adequadamente ao aparelho como descrito 

pelo fabricante. O equipamento foi programado, previamente, para processar um volume total 

de medula óssea de 100-120ml, proceder 2 lavagens da fração de mononucleares isoladas com 

solução salina fisiológica contendo 5% de albumina sérica humana (Baxter, Healthcare, 

Newbury, UK) e ressuspender as CMMOs totais no volume total de 50ml em solução salina 

contendo albumina humana. Após a separação, as bolsas contendo as CMMOs foram 
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entregues aos médicos ortopedistas que procederam a infusão no local da osteonecrose de 

pacientes com a doença falciforme (figura 5).  

 

 

Figura 3. Equipamento Sepax (Biosafe, Eysins, Switzerland). 

 

Figura 4. Procedimento de punção de medula óssea em pacientes com osteonecrose da cabeça do fêmur.  

 

O material biológico obtido de pacientes atendidos no ambulatório de Hematologia do COM-

HUPES-UFBA foi encaminhado para o Laboratório de Bioengenharia Tecidual ou 

Biomateriais e o Laboratório de Imunologia no Instituto de Ciências da Saúde da UFBA e a 

separação manual das células mononucleares foi realizada. Os pacientes foram informados da 

pesquisa e após assinarem o TCLE coletou-se 5-10 ml de sangue periférico por punção 

venosa. O sangue foi centrifugado a 2000rpm por 10 minutos e o plasma imediatamente 

congelado a -20ºC. As CMMOs ou do sangue periférico foram separadas, manualmente, em 

gradiente de ficoll (Ficoll-Paque, GE Healthcare, Uppsala, Sweden) (Figura 6). O volume de 

10-20ml de medula foi centrifugado (Eppendorff, Hamburg, Germany)  a 2000rpm por 10 

minutos para retirada do plasma, que foi imediatamente congelado no freezer a -20ºC. Em 



67 
 

seguida foi adicionado à fração celular foi recomposta com CMF (Solução livre de cálcio e 

magnésio) com o mesmo volume retirado de plasma. Em tubos de 15ml (Eppendorff, 

Hamburg, Germany) foi adicionado 3ml de ficoll e em seguida 9ml da suspensão celular 

reconstituida. Os tubos foram centrifugados a 2500rpm por 15 minutos para separação das 

células mononucleares. Após a centrifugação as células mononucleares foram lavadas uma 

vez com CMF e centrifugadas novamente a 2000rpm por 10 minutos. Após a centrifugação as 

células foram ressuspensas em meio de cultura, e o número de células totais contados com 

auxílio da câmara de Neubauer (Laboroptik, Germany). Em seguida as células mononucleares 

separadas foram plaqueadas em placas de cultura de 6 poços (TPP- Thecno Plastic Products 

AG, Switzerland) para isolamento das CPEs com base na adesão ao plástico.  

 

Figura 5. Separação manual das células mononucleares utilizando Ficoll-Paque. 

 

3.4 Separação das células mononucleares de sangue de cordão umbilical 

O sangue de cordão umbilical foi obtido de pacientes saudáveis atendidos no Instituto de 

Perinatologia da Bahia (IPERBA). Imediatamente após o parto 30-50 ml do sangue do cordão 

umbilical foi coletado em tubos falcon de 50ml (TPP- Thecno Plastic Products AG, 

Switzerland) com anticoagulante (Heparina). O sangue foi levado para o laboratório e a fração 

de células mononucleares separada utilizando Hespan (Hetastarch) (6% hetastarch em 0.9% 

de cloreto de sódio). Inicialmente, o sangue foi diluído em CMF e em seguida, adicionado o 

volume de Hespan de modo que se obtivesse uma suspensão celular com 1,5% hetastarch. Em 

seguida os tubos foram mantidos em repouso por 30 minutos até a separação, por decantação, 

das células mononucleares. Após a separação as células foram coletadas com CMF e 

centrifugadas (Eppendorff, Hamburg, Germany) a 2000rpm por 10 minutos. Após a 

centrifugação as células nucleadas foram ressuspendidas em meio de cultura α-MEM (Sigma 
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Aldrich, NY, USA) suplementada com 20% de soro fetal bovino (FCS), antibióticos e 

contadas com o auxílio da câmara de Neubauer (Laboroptik, Germany). As células 

purificadas foram então plaqueadas em placas de cultura de 6 poços (TPP- Thecno Plastic 

Products AG, Switzerland) para isolamento das CPEs por adesão ao plástico. 

 

3.5  Isolamento das Células Progenitoras Endoteliais (CPEs). 

As CPEs foram isoladas da fração de células mononucleares como descrito por YODER et al, 

(2007). Após purificação em Ficoll, a fração de células mononucleares foi plaqueada em 

placas de 6 poços, contendo um filme de colágeno ou fibronectina (TPP- Thecno Plastic 

Products AG, Switzerland) na densidade celular de 2x10
7
 células/poço na presença de um 

meio de cultura seletivo para células endoteliais, EGM-2 (Endothelial Growth Medium – 2) 

(EGM-2, Lonza, Basel, Switzerland). Após 24h de cultivo o meio de cultura foi removido e 

substituído para retirada das células hematopoiéticas e células endoteliais não aderentes. A 

cada 3 dias o meio de cultura foi renovado, as culturas lavadas 3x com BSS-1X ( Buffer 

Saline Solution) e um novo meio de cultura adicionado. Após 15-21 dias as primeiras 

colônias apareceram e as culturas foram mantidas até a confluência celular.  

Cultivo e subcultivo das CPEs  

Na confluência as células foram submetidas a dissociação enzimática utilizando tripsina 

1,25mg/ml. As células foram removidas para um tubo falcon de 50ml e centrifugadas 

(Eppendorff, Hamburg, Germany) a 2000rpm por 10 minutos. Após a centrifugação o 

sobrenadante foi removido e as células ressuspendidas em meio EGM-2. Em seguida as 

células foram contadas utilizando o corante azul de tripan. Após a contagem a células foram 

novamente plaqueadas mantendo sempre uma razão de subcultivo celular de 1:3, ou seja, de 

um poço (ou uma garrafa de 25cm
2
) para 3 poços (ou 3 garrafas de 25cm

2
). As células foram 

subcultivadas para serem congeladas e utilizadas nos experimentos até a quarta passagem. 

 

3.6 Quantificação das CPEs do Sangue Periférico e Medula Ossea por Citometria de 

Fluxo 

As CPEs foram quantificadas no sangue periférico e na medula óssea utilizando a técnica de 

citometria de fluxo como descrito por Fadini et al (2008). Da medula óssea/sangue periférico 
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total foi adicionado 1x10
6
 células/tubo para realização das marcações. Para cada paciente 

foram separados 3 tubos para marcações, um para autofluorescência e dois tubos para as 

respectivas estratégias de marcações.  As marcações dos controles isotipos utilizando 

anticorpos anti-IgG1 ligado a PE de camundongo (eBioscience, CA, USA), anti-IgG1 ligado a 

PerCP de camundongo (Becton Dickinson, CA, USA) e anti-IgG1 ligado a FITC de 

camundongo (BD Bioscience, NJ, USA) foram feitos apenas para os experimentos iniciais. 

Na primeira estratégia foram utilizados 10µl dos anticorpos anti-CD34-FitC (BD Bioscience, 

NJ, USA), anti CD45-PerCD (pan-marcador de leucócitos) (BD Bioscience, NJ, USA),   e 

anti-KDR-PE (R&D System, Mineapolis, USA). Na segunda estratégia foram utilizados 

anticorpos 10µl dos anticorpos biotinilados anti-CD34-PerCP (Becton Dickinson, CA, USA) 

anti-CD133 – PE (Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach, Germany), ambos marcadores de 

células-tronco, e anti-KDR (VEGFR2) – FitC (R&D System, Mineapolis, USA) marcador de 

células endoteliais. Todos os anticorpos foram utilizados na concentração descrita pelo 

fabricante. Da medula óssea/sangue periférico foi feita a contagem dos leucócitos totais 

utilizando 10µl de medula óssea/sangue periférico e 90µl de líquido de Turk. Em seguida foi 

procedida a contagem em câmara de Neubauer (Laboroptik, Germany). Após a contagem, 

1x10
6
 células foram centrifugadas a 2000rpm por 10minutos à 4ºC e imunofenotipadas 

utilizando 10µl dos anticorpos. As células foram incubadas a temperatura ambiente e ao 

abrigo da luz por 30minutos, lavadas com CMF contendo 3% soro fetal bovino (Cultilab, 

Campinas, Brasil) e centrifugadas. Em seguida foi adicionado 1ml do tampão de lise (BD 

Bioscience, NJ, USA) e os tubos incubados por 10 minutos a temperatura ambiente. 

Finalmente, as céluas foram lavadas, centrifugadas, ressuspensas em 500µl da solução 

BSS/CMF contendo 3% soro de fetal bovino (Cultilab, Campinas, Brasil) e analisadas no 

citômetro de fluxo (FACScalibur, BD Bioscience, NJ, USA). Um total de até 500.000 eventos 

foi adquirido para cada tubo. Após a aquisição do citômetro os resultados obtidos foram 

expressos em percentual ou número de eventos totais encontrados no total de eventos 

adquiridos. Para aquisição/análise dos resultados foi utilizado uma modificação do protocolo 

padronizado de contagem de células CD34+ pelo International Society of Hematotherapy 

Graft Engineering (ISAHAGE) 

Desenvolvimento da estratégia de análise das subpopulações celulares 

As CPEs foram quantificadas no sangue periférico e medula dos pacientes falciformes 

utilizando a técnica de citometria de fluxo. O sangue de cordão umbilical foi utilizado como 

controle positivo para a freqüência das Células Progenitoras Endotelial (CPEs), por 
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representar o maior nicho pós-natal dessa população celular (YODER et al, 2007). Neste 

experimento 1x10
6
 células foram imunofenotipadas utilizando estratégias de marcações e 

foram adqueridos no citômetro de fluxo cerca de 500.000 eventos como descrito por FADINI 

et al (2008).  

Na primeira estratégia as células foram marcadas com anti-CD34-FITC+anti-VEGFR2-

PE+anti-CD45-PerCP e a quantificação dos eventos foi baseada e adaptada de acordo com 

SCHMIDT-LUCKE et al, (2010). A estratégia de marcação desse conjunto está representada 

na figura 8. A princípio as células foram selecionadas na região de linfócitos, monócitos e 

granulócitos (R1) na figura 8A, utilizando os parâmetros granulosidade celular (side scatter) e 

intencidade de fluorescência no canal 3 (FL3) do anticorpo anti-CD45. Em seguida em R1 

foram selecionados eventos na região dos linfócitos (R2) de acordo com os parâmetros 

granulosidade e os eventos positivos no canal FL1 para CD34, como observado na figura 8B. 

No dot plot seguinte, representado pela figura 8C, em R1 e R2 foram selecionados os eventos 

na região dos linfócitos (R3) de acordo com os parâmetros granulosidade e baixa expressão de 

CD45 em FL3, identificando a população de células CD34
+
/CD45

-/low
 e população 

CD34
+
/CD45

+
 em R13. Nas figuras 8D e 8E os dot plots foram feitos para a confimação da 

origem na linfogate (R4, na Figura 8A) da população purificada em R3 (Figura 8C). 

Finalmente, dentro da região R3, foram selecionados eventos positivos para KDR
+
 e CD34

+
, 

identificando a população CD34
+
/KDR

+
/CD45

-/low 
(R7), observado na figura 8F. A população 

CD34
+
/KDR

+
, foi identificada selecionando-se eventos positivos na região dos linfócitos em 

R9 e R10 utilizando os parâmetros granulosidade e intensidade de fluorescência no canal 2 

(FL2) de anticorpo anti-KDR e anti-CD34, respectivamente, como descrito na figura 8G e 

figura 8H. Em seguida em R9 e R10 foram selecionados eventos positivos na linfogate (R11) 

de acordo com os parâmetros granulosidade e complexidade (forward scatter), representativos 

da população CD34
+
/KDR

+
 (figura 8I).   
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Figura 6. Estratégia de análise das subpopulações de células CD34+/CD45+ (C) e CD34+/KDR+/CD45low/- (F). 

Na figura A foram selecionados eventos positivos para CD45 (R1). Dentro de R1 em B a população CD34+ foi 

selecionada (R2). Dentro de R1 e R2 em C foram selecionados eventos com baixa expressão (R3) e alta 

expressão de CD45 (R13) (população CD34+/CD45+). Em F, foi realizada a da interseção das populações em R2, 

R3 e R5 e obtido uma população em R7, positivos para CD34 e KDR, representando a fração celular 

CD34+/KDR+/CD45low/-.  

 

A primeira estratégia utilizou-se anticorpos anti-CD34- acoplado a PerCP, anti-CD133-

acoplado a PE e anti-VEGFR2- acoplado a FITC e a quantificação dos eventos foi baseada e 

adaptada de acordo com SCHMIDT-LUCKE et al, (2010) . Inicialmente as células foram 

selecionadas na região dos linfócitos, monócitos e granulócitos (R1), utilizando os parâmetros 

granulosidade das células por intensidade de fluorescência no canal 3 (FL3) do anticorpo anti-

CD34. Em seguida na região R1 foram selecionados eventos na região dos linfócitos (R2) de 

acordo com os parâmetros granulosidade e os eventos positivos no canal FL2 para CD133, 

identificando a população CD34
+
/CD133

+
. Finalmente, dentro da região R3, foram 

G H 

I 
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selecionados eventos positivos para KDR e CD34, identificando a população 

CD34
+
/CD133

+
/KDR

+ 
(R7). A população CD34

+
/KDR

+
 foi identificada como descrito no 

segundo conjunto.  

A partir do número de eventos encontrados foi calculado o número de células positivas em um 

milhão de eventos adqueridos em seguida esse valor foi ajustado de acordo com a leucometria 

do paciente e o resultado final expressado em número de células/mL de sangue de acordo com 

os trabalhos similares publicados na literatura.  

 

3.7 Imunocitoquímica e Observação em Microscópio de Fluorescência 

Realizou-se a imunocitoquímica das CPEs cultivadas para a identificação dos seguintes 

marcadores: ligação da lectina biotinilado Ulex Europeus Agglutinin – 1 (UEA-1) (Vector, 

USA) através de imunofluorescência direta, fator de von Willebrand (Sigma-Aldrich, NY, 

USA), CD31 (R&D System, Mineapolis, USA) e CD144 (VE-caderina) (R&D System, 

Mineapolis, USA) (YODER et al, 2007). As CPEs também foram analisadas pela expressão 

de vimentina (Vector, USA) (proteína do citoesqueleto) e alfa actina de músculo liso (Vector, 

USA) (marcador de células fibroblásticas). Como controles negativos das marcações foram 

utilizados anticorpos anti-IgG (H+L) de camundongo (Vector, USA) e anti-IgG (H+L) de 

coelho (Sigma Aldrich, NY, USA). Para avaliar a expressão de vimentina e alfa actina de 

músculo liso (AML). Após tripsinização das células foram plaqueadas na densidade celular de 

1x10
5
/poço em placa de 6 poços contendo lamínulas e mantidas em cultura até alcançarem 

cerca de 70-80% de confluência celular. As células foram lavadas com CMF/BSS e fixadas 

por 30 minutos com solução de paraformaldeído 4%. As células foram lavadas com 3x com 

BSS e mantidas à temperatura de 4ºC até a marcação com os anticorpos. Após as lamínulas 

serem lavadas 3x com BSS foi adicionado 1ml de solução de permeabilização BSS-1x + triton 

X-100 0,1% + 3% de soro fetal bovino e as células incubadas a temperatura ambiente por 30 

minutos. As células foram então, lavadas 3x com BSS, adicionados os anticorpos primários e 

incubados à 4ºC “overnight”, utilizando as seguintes diluições dos anticorpos: anti Fator de 

von Willebrand, diluição 1:200; CD31, 1:50;  CD144 (VE-caderina), 1:10; Vimentina, 1:300; 

alfa actina de músculo liso, 1:50; Ulex europaeus Agglutinin-I (UEA-I), 1:200. Após a 

incubação as lamínulas foram lavadas 3x com solução de BSS 1x contendo 3% de soro fetal 

bovino. Os anticorpos secundários foram adicionados e incubados a 37ºC por 1h, utilizando as 

seguintes diluições: anti-IgG (H+L) de camundongo, diluição 1:300 e anti-IgG (H+L) de 
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coelho, diluição 1:300. Todos os anticorpos primários e secundários foram diluídos em 

solução de BSS-1x + triton X-100 0,1% + 3% de soro fetal bovino, com exceção da UEA-1 e 

foi diluída em solução de BSS-1x. Finalmente, as células foram lavadas 2x com solução de 

BSS-1x contendo 3% de soro fetal bovino e preparadas para visualização ao microscópio de 

fluorescência.  Sobre as lâminas foram adicionados 10µl do meio de montagem (antifade) 

(Vector, USA), 1µl de solução de DAPI 1mg/ml e por fim as células. Em seguida foi 

procedido a visualização ao microscópio de fluorescência. Os controles negativos foram 

produzidos seguindo o mesmo protocolo acima descrito, sem a adição dos anticorpos 

primários que foram substituídos pela solução diluente (BSS-1x + triton X-100 0,1% + 3% de 

soro fetal bovino). 

A marcação de UEA-1 foi realizada seguindo o princípio da imunofluorescência direta. As 

células plaqueadas em lamínulas em poços de placas de 6 poços após alcançarem a 

confluência celular ideal (70-80% de confluência) foram lavadas 3x com solução de BSS-1x, 

marcadas com o anticorpo anti-UEA-1, já conjugado com o fluoróforo, e incubados a 4ºC por 

toda a noite. Após a incubação as células foram lavadas 3x com solução de BSS-1x e 

adicionados sobre a lâmina contendo o meio de montagem e o DAPI.  

O mesmo procedimento foi realizado para a observação da imunocitoquímica utilizando a 

microscopia confocal. Para tanto foram realizados 4 grupos de marcações, sendo um controle, 

que foram: CD144 + fator de von Willebrand + iodeto de propídio (PI) (1µg/ml), CD31 + 

Vimentina + PI,  alfa actina de músculo liso + PI e o controle negativo (anti-camundongo + 

anti-coelho ) + PI.  

 

3.8 Citometria de Fluxo para as CPEs Cultivadas  

Realizou-se a citometria das CPEs cultivadas para a identificação dos seguintes marcadores: 

anti-CD14 ligado a PE (monócitos) (eBioscience, CA, USA), anti-CD31 ligado a FITC 

(células endoteliais) (BD Pharmingen, NJ, USA), anti KDR ligado a FITC (R&D System, 

Mineapolis, USA) (progenitores angiogênicos), anti-CD105 ligado a PE (eBioscience, CA, 

USA) (endoglina, marcador de mesoangioblastos), anti-CD90 ligado a FITC (eBioscience, 

CA, USA) (marcador de células-tronco) e anti-CD29 ligado a FITC (eBioscience, CA, USA) 

(Integrina) (DAN et al, 2007). Após subcultivo com tripsina (Gibco, NY, USA) as células 

foram decantadas e contadas em câmara de Neubauer (Laboroptik, Germany). 
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Aproximadamente 3x10
5
células foram reservadas para a marcação com anticorpos. Após 

centrifugação por 10 minutos a 2000rpm, adicionou-se 10µl de cada anticorpo ou 10µl de 

BSS (tubo da autofluorescência) e os tubos foram incubados por 30 minutos ao abrigo da luz 

à temperatura ambiente. Os controles isotipos foram feitos apenas nos experimentos iniciais 

utilizando anticorpos anti-IgG1 ligado a FITC de camundongo (BD Bioscience, NJ, USA) e 

anticorpos anti-IgG1 ligado a PE de camundongo (eBioscience, CA, USA). Em seguida as 

células foram centrifugadas por 10 minutos a 2000rpm à 4ºC. O sobrenadante foi removido e 

as células lisadas e fixadas por 10 minutos, a temperatura ambiente, com 1ml de tampão de 

lise (BD Bioscience, NJ, USA). Finalmente as células foram novamente centrifugadas, 

lavadas com 1ml de solução de BSS contendo 3% soro fetal bovino e ressuspendidas em 

500µl da solução de lavagem. As células foram imediatamente analisadas no citômetro de 

fluxo (FACScalibur, BD Bioscience, NJ, USA). Um total de até 50.000 eventos foi adquirido 

para cada tubo e os resultados gerados analisados através do programa CellQuest utilizando 

gráficos de histograma. 

 

3.9 Avaliação da expressão dos genes nas CPEs por PCR. 

Extração do RNA: A extração do RNA foi realizada com o auxílio de minicolunas (RNeasy 

Mini Kit, Qiagen, Düsseldorf, Germany). Para iniciar a extração do RNA, a monocamada de 

células foi lavada com  BSS1x para retirada do meio de cultura. Logo após foi adicionado o 

tampão de extração (Lysis Buffer RLT, Qiagen, Düsseldorf, Germany) contendo o agente 

redutor beta-mercaptoeptanol para eliminar a ação das RNases liberadas durante o processo 

de lise. O extrato celular removido foi transferido para um criotubo estéril e congelado a -

70°C, até o momento de uso.   

A concentração e a pureza do RNA obtido foi avaliada através da espectrofotometria a 260nm 

em nanodrop (espectrofotômetro de nanovolume). O grau de pureza da preparação foi 

estimado pela relação Abs260nm/Abs280nm, considerando-se como pureza satisfatória uma 

relação próxima de 2,0.  As amostras que apresentaram uma reduzida concentração de RNA 

foram normalizadas pela redução de seus volume por centrifugação à vácuo.   

Síntese do cDNA: A partir do RNA foram sintetizados cDNAs foram utilizados 

posteriormente para avaliação dos transcritos em cada amostra. Para a síntese do cDNA foi 

utilizada a enzima ImProm II Reverse Transcriptase (Promega, Madison, USA). Uma alíquota 
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de 1-2µg de RNA total foi tratado com a enzima DNAse I e incubado no termociclador a 

37ºC por 10 minutos e a 75ºC por 5 minutos. Em seguida foram adicionados um mix dos 

oligonucleotídeos trifosfatados, Adenina (ATP), Citosina (CTP), Timina (dTTP) e Guanina 

(GTP) (dNTP), o oligo dT, RANDON primer e água e incubados no termociclador à 65ºC por 

10 minutos e imediatamente depois colocado no gelo. Na etapa seguinte foi adicionado um 

mix da enzima ImProm II e incubado a 25ºC por 10 minutos, 42ºC por 2h e 75ºC por 15 

minutos, para a realização da síntese da fita complementar. Na etapa final foi adicionado 1µl 

de RNAse H por tubo e incubado a 37ºC por 30 minutos e 75ºC por 10 minutos. Em seguida 

as amostras foram diluídas de 1:3 adicionando 40µl de água ultrapura. As amostras foram 

então congeladas a -80ºC e a concentração de 1:3 foi utilizada como concentração mãe para 

os experimentos.  

A avaliação da eficiência de cada primer no pool dos cDNAs das amostras em diferentes 

concentrações e 400nM dos primers. As diluições dos cDNAs utilizadas para formar a curva 

de eficiência dos primers foram 1:30, 1:60, 1:120 e 1:240. Após realizado a curva de 

eficiência os resultados foram analisados pelo Excel através uma curva de dispersão.  A linha 

de tendência foi obtida na equação da reta que forneceu o valor R para cada curva. Os valores 

de R foram utilizados para avaliar a eficiência dos primers, e aqueles que obtiveram eficiência 

entre 1,7 e 2,0 foram considerados eficientes e utilizados nas reações subseqüentes. Primers 

que formaram picos secundários, observados pela curva de dissociação ou apresentaram Tm 

muito elevado foram descartados das análises. 

As reações de PCR foram realizadas em triplicata, usando 3 µl do cDNA de cada amostra 

individualmente diluído de 1:30, adicionando-se 3µl dos primers avaliados individualmente 

na concentração determinada e 6µl do Syber® Green Dye (Applied Byosistems, USA). As 

reações foram realizadas em placas de 96 poços. Após a adição do cDNA, do primer, e do 

Syber as placas foram colocadas no Termociclador ( 7300 SDS, Applied Byosistems), 

seguindo o programa padrão de 95°C por 10 minutos (ativação da Taq Polimerase), 40 ciclos 

de 95°C por 15 segundos (desnaturação) e 60°C por 1 minuto (anelamento e extensão). A 

detecção da amplificação dos transcritos foi obtida pelo programa “7300 System SDS 

Software, Applied Byosistems.  

Os resultados finais de expressão gênica foram avaliados seguindo cálculo de expressão 

relativa pelo método de Pfaffl, que considera a variação dos Cts (Cycle Threshold) de cada 

amostra e a eficiência dos primers (diferente de 100%). A expressão do transcrito na amostra 
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analisada foi avaliada em relação a uma amostra referência (controle ou não tratada). A 

diferença entre os valores do Cts da amostra controle e a amostra tratada, gerou o coeficiente 

ΔCt. O mesmo cálculo da variação dos Cts foi aplicado para os transcritos endógenos (ou 

constitutivos) nas mesmas amostras, que foram posteriormente utilizados como 

normalizadores para cada gene. A normalização foi feita utilizando 3 genes endógenos 

(GAPDH, β-Actina e RN18S1). 

As sequências dos primers que foram utilizadas nas reações de PCR foram obtidas no banco 

de dados do genoma humano (www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide). As similaridades dos 

oligonucleotídeos foram determinadas previamente diante através da comparação com os 

dados de RNAm humanos através da ferramenta BLAST (Basic Local Alignment Search 

Tool)/ Human genome do ncbi. A tabela 1 apresenta a relação dos primers utilizados nas 

reações de PCR. 

Tabela 1. Sequências dos primers utilizados nas reações de qRT-PCR. 

Genes Seqüências 

SDF1 Fwd CATTGACCCGAAGCTAAAGTG 

Rev TTTCTGGGCAGCCTTTCTC 

VEGFR2 Fwd AGCCCAGAGATGCAATCG 

Rev CTATCCTGGCTCCGTGCTC 

THBS1 Fwd CCATAACCGTCTTCACAAATCC 

Rev AATGCGCCCTAAATCACTG 

MCAM 

 

Fwd ACTTCCACCTCCACCAGCTC 

Rev GTCTGCGCCTTCTTGCTC 

ENG Fwd CTGAGGACCAGAAGCACCTC 

Rev TCCATGTCCTCTTCCTGGAG 

HIF1A Fwd GAAGTGGCAACTGATGAGCA  

Rev GCGCGAACGACAAGAAA 

Genes Endógenos 

GAPDH Fwd GAACGTCTTGCTCGAGATGTGA 

Rev TGTTGCTGTAGCCAAATTCG 

β-ACTIN Fwd GGCACCCAGCACAATGAAG 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide


78 
 

Rev CCGATCCACACGGAGTACTTG 

RN18S1 Fwd GACTTCACGCAAGCCTATGAC 

Rev CTGTGATGCCCTTAGATGTCTG 

   

 

 

3.10 Ensaio de Angiogênese in vitro 

O ensaio angiogênico bidimensional em camada de matrigel (MatrigelTM, BD Bioscience, 

NJ, USA) seguiram o protocolo sugerido pelo fabricante. Previamente foi adicionado em 

poços de placa de 96 poços 50µl/poço de matrigel e incubado a 37ºC para polimerização do 

gel. Após a polimerização do matrigel as células foram cuidadosamente tripsinizadas e 

plaquedas nos poços na densidade celular de 2x10
4
 células/poço. O experimento foi 

desenvolvido sob as seguintes condições: EBM-2, EGM-2, EBM-2 + 10% de plasma normal 

e EBM-2 + 10% de plasma falciforme. Após serem plaqueadas as células foram incubadas 

por 4 horas a 37ºC, 95% umidade e 5% de CO2. Em seguida as células foram fixadas com 

solução de paraformaldeído 4%, coradas com solução de violeta de genciana e observadas 

através do microscópio invertido. 

 

3.11 Ensaio Migração e Invasão em Câmara de Boyden Modificada 

A capacidade migratória das CPEs da medula óssea cultivadas foi avaliada através do ensaio 

de migração e invasão in vitro utilizando a câmara de Boyden modificada (Figura 7). No 

experimento de migração celular e invasão foram utilizadas câmaras com poros de 8µm 

(Millex, Millipore, USA). No experimento de migração as células foram tripsnizadas, 

ressupensas em 100 µl EBM-2 e plaqueadas na densidade celular de 5x10
4
 células/poço na 

parte superior da câmara. Na parte inferior foram adicionadas 600µl das seguintes soluções 

em estudo: EBM-2, EGM-2, EBM-2 + 10% de plasma. Após serem plaqueadas as células 

foram incubadas no ambiente de 37ºC, 95% de umidade e 5% de CO2. Em seguida as células 

foram lavadas 3x com solução de BSS-1x e as células da parte interna da câmara superior 

foram removidas com um bastão contendo algodão na ponta. As células que migraram da 

parte externa da câmara superior foram fixadas com solução de paraformaldeído 4% por 15 
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minutos. Após a fixação as células foram lavadas com solução de BSS-1x, coradas com 

violeta de genciana e observada e contada com o auxílio do microscópio invertido.  

 

 

 

Figura 7. Modelo esquemático da câmara de Boyden utilizada nos experimento de migração celular. 

 

3.12 Dosagem das Citocinas no Plasma  

Após a coleta do sangue periférico e da medula óssea, as amostras foram centrifugadas a 2000 

rpm por 10 minutos e o plasma separado foi armazenado a -20ºC. Para a avaliação das 

citocinas inflamatórias (IL-8 e TNF), pró-angiogênicas (SDF-1α, TGF-1β e VEGF) foi 

realizado o imuonoensaio enzimático (ELISA) conforme descrição do fabricante. A relação 

dos kits utilizados neste ensaio está descrito abaixo na tabela 2.   

Tabela 2. Relação dos kits de ELISA utilizados nas dosagens de citocinas. 

Antígenos Limite de detecção mínimo 

(pg/ml) 

Limite de detecção máximo 

(pg/ml) 

SDF-1α 

 

31,25 2000 

VEGF 31,25 2000 

TNF 15,6 500 

TGF-β 62,5 4000 

   

 

Inserto de migração 

Compartimento superior 

Células 

Microporo de 8µm 

Compartimento inferior contendo o 

agente quimioatrator 
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3.13 Análise Estatística 

Os resultados de citometria de fluxo foram avaliados através do programa do citômetro de 

fluxo CellQuest (FACscalibur) e Summit (DAKO). As análises quantitativas foram avaliadas 

através do teste estatístico não paramétrico Mann-Whitney, utilizando o programa Prisma 

Graphpad versão 5.0. Os ensaios de migração, dosagem de citocinas, quantificação de 

progenitores, invasão e proliferação celular foram avaliados quanto a média/mediana e desvio 

padrão, utilizando o programa Excel ou Prisma Graphpad versão 5.0. 

 

4 RESULTADOS 

 

4.1 Seleção dos pacientes 

A relação dos pacientes falciformes e normais que participaram do estudo está descrita nas 

tabelas 2 e 3. Esta pesquisa teve a aprovação do comitê de ética em pesquisa da Maternidade 

Climério de Oliveira/ Universidade Federal da Bahia (Parecer/resolução Aditiva nº 086/2011). 

Os pacientes foram informados da pesquisa e após serem considerados aptos e concordarem 

em participar do estudo mediante a assinatura do termo de consentimento livre e esclarecido 

foram incluídos na pesquisa. Cerca de 23 pacientes com anemia falciforme foram submetidos 

a coleta de sangue periférico (10 homens e 13 mulheres) com idades entre 18 e 55 anos 

(Tabela 3). Os pacientes apresentaram níveis reduzidos de hemoglobina (Hb) e um 

hematócrito (Ht) diminuído. Os níveis de plaquetas (PLT) aprersentaram-se normais, contudo 

o reticulócitos se mostraram elevados entre os pacientes. Alguns pacientes apresentaram 

leucocitose e icterícia, como desmonstrada pela contagem total de leucócitos (Leuco) e os 

níveis de bilirrubina total (BT) respectivamente. Cerca de 91% dos pacientes apresentaram 

outras co-morbidades, dos quais 71% deles relataram a presença de crises álgicas freqüentes e 

51% de seqüestro esplênico. Dos pacientes que participaram da pesquisa 22 deles faziam uso 

de ácido fólico e 8 faziam associação medicamentosa com medicamentos como: hidroxiuréia, 

analgésicos, anti-inflamatórios, anti-metabólicos, anti-reumáticos e anticonvulsivantes.   

No período de vigência deste projeto, entre 2009 a 2011 cerca de 17 pacientes (10 pacientes 

com anemia falciforme e 7 pacientes HbA) foram submetidos ao procedimento de implante de 

células-tronco na região da osteonecrose (Tabela 4). Destes pacientes 12 do sexo masculino e 

5 do sexo feminino, com idades entre 18 e 71 anos. Como descrito na tabela 3 os pacientes 

apresentaram dados hematológicos e bioquímcos normais. Cerca de 35% dos pacientes 



81 
 

apresentaram osteonecrose bilateral e classificação de Ficat ente 2 e 3. Dos pacientes que 

participaram do estudo 10 deles faziam uso de ácido fólico e 10 associações medicamentosas 

com medicamentos como: hidroxiuréria, analgésicos, antiinflamatórios, anticoncepionais, 

antidepressivos, anticonvulsivantes, antihipertensivos, antilipêmicos e diuréticos. Após o 

implante de células-tronco alguns pacientes relataram melhora da dor.     
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Dados dos pacientes com anemia falciforme dos quais foram coletados os sangues periféricos  

 Dados Hematológicos/ Bioquímicos 

Histórico clínico Medicamentos em uso 
Paciente Idade Sexo Genótipo 

Hb 

(g/dl) 

Ht 

(%) 

PLT 

(x10
3
) 

Reticulócitos 

(%) 

Leuco 

(x10
3
) 

BT 

(mg/dl) 

Uréia 

(mg/dl) 

Creat. 

(mg/dl) 

1 23 M HbSS 10,2 31 368 2,8 12,1 1,98 13 0,7 

Pneumonia, 

esplenectomizado, 

crise dolorosa há 1 

mês 

Acido fólico e HU 

2 32 F HbSS     9,9    Osteomielite Ácido fólico  e analgésico 

3 38 M HbSS         
Hepatite e febre 

reumática 

Ácido fólico/prednisona/ MTX/ 

hidroxicloroquina 

4 50 F HbSS 7,8 23,6 370  11,1 2,62  0,5 
Artrite reumatóide, 

osteonecrose 
Ácido fólico 

5 19 M HbSS 9,7 25,6  17,1 13,7    

Colecistectomizado, 

osteomielite e crises 

álgicas frequentes 

Ácido fólico 

6 30 F HbSS 7,1 19,1 293  10,3 3,08   Tuberculose Ácido fólico 

7 21 F HbSS         Sem queixas Ácido fólico 

8 18 F HbSS 7,6 22,6 462 3,8 22 2,12   

Crise de sequestro 

esplênico, crises 

dolorosas frequentes 
e epilepsia 

Ácido fólico e carbamazepina 

9 28 M HbSS 10,1 30,9 189 16,6 16,8 2,2   Cálculo na vesícula Ácido fólico 

10 41 F HbSS 7,1 20 394 8 14,3  21 0,7 
Crises dolorosas 

frequentes 
Ácido fólico 

11 31 F HbSS 8,9 28,5 330  6,5    
Pneumonia, crise de 

sequestro esplênico 

e crises dolorosas 

Ácido fólico 
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frequentes 

12 34 F HbSS 7,8 22 427  8,4 4,39   

Osteonecrose, crise 

de sequestro 

esplênico, asma e 

crises dolorosas 

frequentes 

Ácido fólico/paracetamol/ tandrilax/ 

amoxacilina 

13 55 F HbSS 9,5 26,6 329   2,4   Sem queixas Ácido fólico 

14 44 M HbSS         

Crise de sequestro 

esplênico e crises 

dolorosas frequentes 

Ácido fólico 

15 39 F HbSS 9 25 309 6,2 10,9 9,88   

Crise de sequestro 

esplênico e crises 

dolorosas frequentes 

Ácido fólico 

16 28 M HbSS 10,2 29,4 459 7,4 8,6    

Crise de sequestro 

esplênico, 

osteonecrose e crises 

dolorosas frequentes 

Ácido fólico e HU 

17 25 M HbSS 7,5 20 308 11,3 15,2 15,7   

Pneumonia, crise de 

sequestro esplênico, 

úlceras e crises 

dolorosas frequentes 

Ácido fólico 

18 43 M HbSS 8,4 26 380  8 2   

Crise de sequestro 

esplênico e crises 

dolorosas frequentes 

Ácido fólico 

19 43 F HbSS 5,1 15,1 725  10    

Crise de sequestro 

esplênico e crises 

dolorosas frequentes 

Ácido fólico 

20 37 F HbSS 6,8 22,2 335  11,3    

Crise de sequestro 

esplênico e crises 

dolorosas frequentes 

Ácido fólico 

21 26 F HbSS 8,4 26 684  9,9    Crises dolorosas 

frequentes, litíase 
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biliar e varizes 

22 33 M HbSS 10,9 30,2 172  10,2    

Crise de sequestro 

esplênico, priapismo 

e crises dolorosas 

frequentes 

Ácido fólico e tylex 

23 34 M HbSS 7,9 25,8   15,86 2,3   
Crises dolorosas 

frequentes e úlceras 
Ácido fólico e dipirona 

Tabela 3. Relação dos dados hematológicos, bioquímicos e histórico clínico dos pacientes com anemia falciforme que foram submetidos a coleta de sangue periférico. 
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Dados dos pacientes controles e com anemia falciforme e dos quais foram coletadas as medulas ósseas 

 Dados Hematológicos/ Bioquímicos 

Medicamentos em 

uso 

Evolução do 

quadro clínico 

após implante 

das CMMOs 
Paciente Idade Sexo Genótipo 

Fator de risco/ 

diagnóstico final 

Hb 

(g/dl) 

Ht 

(%) 

PLT 

(x10
3
) 

TP 

(%) 

TTPa 

(") 

Glic 

(mg/dl) 

Uréia 

(mg/dl) 

Creat 

(mg/dl) 

1 18 F HbSS 
ON* femur 

direito Ficat 3 
8,1 27 314 100 - - 18 0,7 Acido fólico Nega dor 

2 26 M HbSS 
ON femur direito 

Ficat 2 
9 24 322 64  77 22 0,6 

Tegretol e ácido 

fólico 
 

3 42 M HbSS 

Ficat 2 (E)/Ficat 

3 (D) implante no 

E 

10,4 31,2 246   80 34 0,8 Ácido fólico  

4 50 F HbSS ON ficat 1 9,5 27 435 95  93 15 0,4 Ácido fólico  

5 15 F HbSS 
ON cabeça do 

fêmur direito 
9,2 26,1 428 90 25 70 16 0,6 Ácido fólico  

6 26 M HbSS 
ON cabeça 

femoral 
11,5 33,7 403 115 54,3 69,4 23,8 0,66 

HU** e acido 

fólico 
 

7 31 F HbSS 
ON cabeça do 

fêmur esquerdo 
        

Ácido fólico e 

ACO injetável 
 

8 33 M HbSS 
ON bilateral/ 

implante no D 
8,6 28 425 80 35 76 15 0,7 HU e ácido fólico  

9 25 M HbSS ON bilateral 9,2 27 303 71  101 14 1,1 
HU, ácido fólico, 

tramal, fluoxetina 

Após 2 meses 

relatou melhora 

da dor 

10 25 M HbSS ON bilateral 11,5 35,5 215 84 33,8 81 26 2,6 HU e ácido fólico 
Relata redução 

da dor 

11 54 M HbA ON do femur D 16 48 187 86 28 101 25 1 
Atorvastatina/ 

atenolol/ HCTZ 
- 
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12 57 M HbA 

ON idiopática na 

cabeça do femur 
D 

14 42 255 - - 86 30,5 1,1 
Sinvastatina e 
analgésicos 

- 

13 71 M HbA 
ON idiopática 

bilateral/ ficat 2 
13,6 38,7 230 111 29 83 36 0,8   

14 42 F HbA 
ON femur E 

Ficat 2 idiopática 
11,4 34,6 142   95 42 0,8 

Nimesulida e 
diclofenaco 

 

15 39 M HbA 

Ficat 2 (E)/Ficat 

3 (D) implante no 

E 

15,8 49 265   82 45 0,7 Rivotril e atenolol 
Relata dor desde 

o procedimento 

16 52 M HbA 

ON cabeça do 

fêmur direito 

idiopatica 

14,1 42 241 89 26      

17 42 M HbA 

ON de tálus 

secundaria a 

trauma 

14,6 44 207 70 33      

Tabela 4. Relação dos dados hematológicos, bioquímicos e evolução do quadro clínico dos pacientes com anemias falciformes e normais que foram submetidos ao implante de CMMOs. * 

ON= Osteonecrose, ** HU= Hidroxiuréia. 
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4.2 Quantificação das CPEs por Citometria de Fluxo 

Frequência das CPEs no sangue sangue periférico e medula óssea de pacientes falciformes 

Um total de 28 amostras de sangue periférico foram coletadas neste estudo (20 pacientes 

HbSS e 8 indivíduos normais), 10 amostras de medula óssea de pacientes falciformes e 12 

amostras de sangue de cordão umbilical. Na tabela 5, 6 e 7 foram descritas a avaliação de 

todas as subpopulações encontradas no sangue periférico, na medula óssea e sangue de cordão 

umbilical.   

Frequência das subpopulações celulares encontradas no Sangue Periférico de pacientes 
normais e falciformes 

Paciente Genótipo 
Leuco 
X103 

Subpopulações celulares 

CD34+/45+ CD34+/CD133+ CD34+/CD133+ 

/KDR+ 
CD34+/CD133+ 

/45low/- 

1 HbSS 11 1155 32 86 250 
2 HbSS 7 613 0 0 51 
3 HbSS 6,3 504 1078 883 207 
4 HbSS 6,6 462 356 132 185 
5 HbSS 17 3096 986 408 633 
6 HbSS 11 2354 68 92 47 
7 HbSS 11 2091 63 63 121 
8 HbSS 11 2816 839 60 968 
9 HbSS 8,2 628 0 0 0 

10 HbSS 10 220 0 0 60 
11 HbSS 6,3 567 0 0 0 
12 HbSS 9,6 1071 38 19 77 
13 HbS 13 4218 0 26 130 
14 HbSS 12 617 696 396 48 
15 HbSS 5 136 68 181 18 
16 HbSS 7,6 152 149 250 0 
17 HbSS 14 502 310 1359 67 
18 HbSS 17 NF* 2304 353 NF* 
19 HbSS 16 NF* 4437 4522 NF* 
20 HbSS 17 1323 333 247 41 
21 HbA 8 347 0 0 32 
22 HbA 6,8 694 538 0 150 
23 HbA 9,7 246 982 35 214 
24 HbA 6,7 54 195 120 24 
25 HbA 5 39 875 70 59 
26 HbA 7 157 356 276 29 
27 HbA 7 70 660 1078 0 
28 HbA 7,4 NF* 0 17 NF* 

*NF= Não foi feito a avaliação dessa subpopulação celular 

Tabela 5. Frequência das subpopulações de células CD34+/CD45+, CD34+/CD133+, CD34+/KDR+/CD133+ e 

CD34+/KDR+/CD45low/-. Encontradas no sangue periférico de pacientes com anemia falciforme e indivíduos 

normais.  
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Frequência das subpopulações celulares encontradas na medula óssea de pacientes 
falciformes 

Paciente Genótipo 
Leuco 
X103 

Subpopulações celulares 

CD34+/45+ CD34+/CD133+ CD34+/CD133+ 

/KDR+ 
CD34+/CD133+ 

/45low/- 

1 HbSS 17 940 27967 74 0 
2 HbSS 13 0 52 0 0 
3 HbSS 30 394 179 1617 5041 
4 HbSS 20 2066 89 1336 82 
5 HbSS 16 544 420 804 301 
6 HbSS 20 567 1546 823 385 
7 HbSS 70 560 280 560 1680 
8 HbSS 26 76 958 779 152 
9 HbSS 14 4726 489 164 225 

10 HbSS 17 940 NF* NF* 9 

*NF= Não foi feito a avaliação dessa subpopulação celular 

Tabela 6. Frequência das subpopulações de células CD34+/CD45+, CD34+/CD133+, CD34+/KDR+/CD133+ e 

CD34+/KDR+/CD45low/-, encontradas na medula óssea de pacientes com anemia falciforme.  

 

Frequência das subpopulações celulares encontradas no Sangue de Cordão Umbilical de 
Indivíduos Normais 

Paciente Genótipo 
Leuco 
X103 

Subpopulações celulares 

CD34+/45+ CD34+/CD133+ CD34+/CD133+ 

/KDR+ 
CD34+/CD133+ 

/45low/- 

1 HbA 11 946 2480 66 0 
2 HbA 13 47 8450 26 0 
3 HbA 10 133 7190 2133 33 
4 HbA 12 0 7800 2046 24 
5 HbA 9,3 275 174 74 215 
6 HbA 6,7 540 59 147 19 
7 HbA 10 4550 49 98 0 
8 HbA 8,3 NF* 9099 182 NF* 
9 HbA 12 NF* 3573 247 NF* 

10 HbA 21 NF* 21367 524 NF* 
11 HbA 16 NF* 10414 379 NF* 

*NF= Não foi feito a avaliação dessa subpopulação celular 

Tabela 7. Frequência das subpopulações de células CD34+/CD45+, CD34+/CD133+, CD34+/KDR+/CD133+ e 

CD34+/KDR+/CD45low/-, encontradas no sangue de cordão umbilical de indivíduos normais. 

 

Foi identificado um número maior de células CD34
+
/CD45

+
 no sangue periférico de pacientes 

falciformes comparado aos controles (p<0,05) e no sangue de cordão umbilical (Figura 9A). 

De acordo com os resultados obtidos foi observada uma variação na freqüência das 
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subpopulações celulares investigadas. Segundo os resultados foi detectada uma freqüência 

mais elevada de células CD34
+
/CD133

+
 no sangue periférico e na medula óssea de indivíduos 

controles quando comparados aos pacientes falciformes, contudo  sem significância estatística 

(p>0,05). No entanto foi observado diferenças significativas entre freqüência de células 

CD34
+
/CD133

+
 no sangue falciforme quando comparada ao sangue de cordão umbilical 

(p<0,05) (Figura 9B). Também foi identificado um discreto aumento das populações de 

células CD34
+
/KDR

+
/CD133

+
 e CD34

+
/KDR

+
/CD45

low/- 
nesses pacientes comparados aos 

controles normais, contudo sem significância estatística (p>0,05) (Figura 9C e 1D). Na 

medula óssea foram identificadas freqüências elevadas das células CD34+/KDR+/CD45low/- 

nos pacientes falciformes quando comparados aos pacientes controles, contudo sem 

significância estatística como descrito na figura 9D (p>0,05). Nenhuma diferença 

estatisticamente significante foi encontrada na freqüência das células CD34+/KDR+/CD133+ 

neste estudo (Figura 9C) (p>0,05). Na medula óssea normal foi identificado um número maior 

de células CD34+/CD45+ comparado a medula falciforme, sem significância estatística 

(Figura 9A) (p>0,05). Também foi detectado um número maior de células de todas as 

subpopulações investigadas na medula óssea normal e falciforme comparado a freqüência no 

sangue de cordão umbilical.  

Avaliação da subpopulação de células CD34+/CD45+ do sangue periférico e medula óssea
de pacientes falciformes e indivíduos controles
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Avaliação da subpopulação de células CD34+/CD133+
do sangue periférico e medula óssea de pacientes

falciformes indivíduos controles
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Avaliação da subpopulação de células CD34+/KDR+/CD133  do sangue periférico e medula
óssea de pacientes falciformes e indivíduos controles

HbSS HbA HbSS Sangue de Cordão

0
50

100
150
200
250
300
350
400
450
500
550
600
650
700
750
800
850
900
950

1000
1000
2000
3000
4000
5000

Sangue Periférico Medula óssea

N
º 

d
e
 c

é
lu

la
s
/m

L
 d

e
 s

a
n

g
u

e

 
 

 

B 

C 



91 
 

Avaliação da subpopulação de células CD34+/KDR+/CD45low/- do sangue periférico e
medula óssea de pacientes falciformes e indivíduos controles
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Figura 8. Frequência das subpopulações de células CD34+/CD45+ (A), CD34+/CD133+ (B), 

CD34+/KDR+/CD133+ (C), CD34+/KDR+/CD45low/- (D),  encontradas no sangue periférico e medula óssea de 

pacientes falciformes e no sangue de cordão umbilical de indivíduos normais. A barra erros representa a mediana 

dos valores obtidos (Sangue periférico n=28 , 20 pacientes HbSS e 8 controles, MO = 10 pacientes HbSS e 12 

sangues de cordões umbilicais) (Mann-Whitney). 

 

4.3 Dosagem das citocinas 

Os níveis plasmáticos das citocinas TGF-β, VEGF, SDF-1α e TNF do sangue periférico dos 

pacientes falciformes e indivíduos controles foram determinados através do ELISA. Na 

determinação do TGF-β foram analisados um total de 49 amostras de plasma (36 pacientes 

HbSS e 13 pacientes HbA). Para a dosagem de VEGF foram analisadas 44 amostras de 

sangue periférico (31 HbSS pacientes e 13 indivíduos HbA). Na dosagem de SDF foram 

avaliadas 41 amostras de sangue periférico (30 pacientes HbA e 11 indivíduos HbA). Na 

determinação do TNF foram analisadas 39 amostras (28 pacientes HbSS e 11 pacientes HbA). 

Na amostra de sangue periférico observou-se níveis mais elevados de TGF-β no plasma de 

indivíduos controles quando comparados aos pacientes falciformes, contudo sem significância 

estatística (p>0,05) (Figura 10A). Neste estudo nenhuma diferença foi encontrada entre os 

níveis plasmáticos de TNF e VEGF de pacientes falciformes e indivíduos controles (p>0,05) 

(Figura 10C, e 10D). De acordo com os resultados foram identificados níveis discretamente 

D 
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elevados de SDF-1α tanto no plasma periférico de pacientes falciformes quando comparados 

aos controles, sem significância estatística (p>0,05) (Figura 10B).   

Avaliação dos níveis plasmáticos periférico de TGF-  de
pacientes falciformes e indivíduos controles
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Figura 9. Dosagem de TGF-β (A), TNF (B) SDF-1α (C) e VEGF (D), no sangue periférico e medula óssea de 

pacientes falciformes e indivíduos normais por ELISA. A barra de erros representa a mediana dos valores 

obtidos (Mann-Whitney). 

 

4.4 Isolamento das CPEs e Avaliação Morfológica 

As CPEs foram isoladas apartir das células mononucleares e cerca de 2x10
7
 células foram 

plaquedas em placas de cultura de 6 poços inicialmente contendo colágeno de tipo I na 

presença de EGM-2. Após 7 dias de cultivo foi possível observar o aprecimento das primeiras 

colônias (clusters) de células (Figura 11).  
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O sangue de cordão umbilical foi empregado como controle positivos das CPEs. Quando 

cultivadas sobre filme de colágeno as CPEs apresentaram morfologia típica de células 

endoteliais achatada com formato cubóide (Figura 11). As células apresentam núcleo 

achatado e proeminente, assim como os nucléolos facilmente detectáveis. Inicialmente 

detectaram-se “clusters” que originaram monocamadas com áreas de baixa e alta densidade. 

Contudo, após cultivo prolongado, as monocamadas não apresentaram regiões com aspecto 

tubular. As células isoladas de medula óssea apresentaram uma morfologia fibroblastóide 

tipica de células mesenquimais da medula óssea. 

CPEs isoladas da fração de celulas mononucleares da MO apresentaram uma morfologia 

tipica. A partir dessa análise todas as culturas foram mantidas na presença de colágeno tipo I. 

As culturas também formara-se a partir de “clusters” de células com capacidade proliferativa 

diferenciada, também formando uma monocamada com áreas de baixa e alta densidade. 

Contudo, após cultivo prolongado, as monocamadas não apresentaram estrutura 

tridimensional, com aspecto tubular. As células isoladas medula óssea apresentaram uma 

morfologia fibroblastóide, tipica de células estromais da medula óssea  

A partir das fração de células mononucleares do sangue periférico tentou-se isolar as CPEs 

desse compartimento. Inicialmente formaram-se pequenos “clusters” de células, com formato 

arredondado e irregular, semelhante a monócitos/ macrófagos. Esses “clusters” apresentaram 

baixa capacidade proliferativa, sem formação de monocamada e após 14 dias em cultivos as 

células foram eleminadas da cultura como demonstrado na figura 11F.  

A figura 8 representa as CPEs isoladas do sangue de cordão umbilical sobre uma camada de 

colágeno após 7, 14 e 21 dias de cultivo (Figura 11A-C). As figuras confirmam a morfologia 

característica das CPEs em forma de “cobblestone”. As células isoladas da medula óssea e 

após 7 e 10 dias de cultivo estão representadas na figura 11D e E. As figuram destacam a 

morfologia fibroblastóide das células cultivas, semelhante às células estromais da meula 

óssea.  
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Figura 10. Análise morofológica das CPEs derivadas de sangue de cordão umbilical após 7, 14 e 21 dias de 

cultivo e células da medula óssea após 7 e 10 dias de cultivo. A figura F representa as células derivadas do 

sangue periférico após 14 dias de cultivo (Objetiva 10X). 

 

4.5 Análise Funcional 

Curva de Proliferação 

A proliferação das células da medula óssea controle (HbA) (n=2) e falciforme (HbSS) (n=4) 

foi avaliada através da contagem do número total de células. As células foram incubadas por 

quatro dias na presença de 10% e em diferentes concentrações do plasma autólogo. As células 

apresentaram capacidade proliferativa ao longo do tempo. As CPEs de medula óssea HbA, 

mantidas em condições basais, apresentaram uma taxa de proliferação constante e o número 

total de células não se modificou após 72h de cultivo. As condições de cultivo com a presença 

de suplementos enriquecidos com fatores de crescimento levaram ao aumento do número total 

de células. As CPEs de pacientes HbSS apresentaram uma taxa proliferativa constante e o 

número de células aumentou após 72h de cultivo em condições basais e na presença de 

suplementos (Figura 12).   
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Curva de proliferação de EPC MO HbA # 3 após 3 dias de

incubação na presença e ausência de plasma autólogo
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Curva de proliferação de EPC MO # 2 HbS após 3 dias de

incubação na presença e ausência de plasma autólogo
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Figura 11. Ensaio de proliferação utilizando contagem com azul de tripan em câmera de Neubauer das CPEs da 

medula óssea HbA (A) e falciforme (B) na presença de 10% plasma autólogo após 72h de incubação.   

 

Invasão Celular  

Para avaliação da capacidade invasiva as células derivadas da medula óssea de pacientes 

normais (HbA) (n=3) e pacientes falciformes (HbSS) (n=3) foram cultivadas e mantidas até a 

confluência celular. Após a confluência as células foram tripsinizadas e plaqueadas na parte 

superior da câmara na densidade celular de 2,5 x10
4
 células/poço. As células dos pacientes 

normais e falciformes foram cultivadas na presença de EBM-2 e 10% de plasma HbA e 10% 

de plasma HbS. Foram utilizados neste experimento como controle negativo o EBM-2 e como 

controle positivo EGM-2. Em seguida, as células foram incubadas por 24h na estufa no 

ambiente de 5% de CO2 e 95% de umidade. Após a incubação as células foram lavadas e 

fixadas com solução de 4% de paraformoldeído, coradas com violeta de genciana e 

A 

B 
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observadas ao microscópio óptico. O número de células foi estimado utilizando um quadrante 

da câmara de Neubaeur, uma vez este possui um valor conhecido de 1mm
2
. O total de células 

contadas no quadrante foi ajustado pelo fator de escala de área total (total area scale factor – 

ASF). O ASF foi calculado considerando a área da figura pela área da amostra. Foram 

escolhidos cinco campos representativos do ensaio e procedido a contagem das células. O 

número de células encontradas foi ajustado pelo fator ASF.  Os resultados desse ensaio 

revelaram que as células da medula óssea de pacientes HbA e HbS foram capazes de invadir 

componentes da matriz extacelular e migrar através de microporos em direção a fatores 

quimiotáticos previamente identificados (Figura 13 e Figura 14).  
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Figura 12. Ensaio de invasão celular em câmara de Boyden modificada com células derivadas de medula óssea 

falciforme e normais após 24h de incubação com plasma normal (HbA) e falciforme (HbSS) (Objetiva 10x). 

 

Figura 13. Ensaio de invasão celular com células derivadas de medula óssea falciforme e normais após 24h de 

incubação com plasma normal (HbA) e falciforme (HbSS). O gráfico representa o número médio de células e a 

barra erros o desvio padrão encontrado. 
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Tubulogênese 

As células derivadas da medula óssea (n=5) e do sangue de cordão umbilical (n=5) foram 

tripsinizadas e plaquedas na densidade celular de 2 x 10
4
 células/poço sobre uma camada de 

matrigel e incubada por 6h temperatura de 36ºC em um ambiente de 5% de CO2 e 95% de 

umbidade. Após o período de incubação das células foram fixadas com solução de 4% de 

paraformaldeído, coradas com violeta de genciana e observadas ao microscópio invertido.  Os 

resultados obtidos demonstraram que as células da medula óssea de pacientes falciformes são 

capazes de se organizar e formar estruturas semelhantes a túbulos, contudo morfológicamente 

distintos das estruturas formadas pelas CPEs de sangue de cordão umbilical, como 

demonstrado pela figura 15.   

 

 

 

Figura 14. Ensaio de tugulogênese em matrigel utilizando células da medula óssea falciforme e CPEs de sangue 

de cordão umbilical (Objetiva de 10x).  
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4.6 Caracterização Fenotípica: Imunocitoquímica 

Microscopia de Fluorescência Convencional 

A técnica de imunocitoquímica foi utilizada para localizar proteínas características na 

população de CPEs em estudo. As células fixadas foram imunolocalizadas para UEA-I através 

de imunofluorescência direta, e para o fator de von Willebrand, CD31, CD144 (VE-caderina), 

Vimentina e alfa de músculo liso através de imunofluorescência indireta. Os resultados dessas 

marcações estão demonstrados na figura 16. A imunoreatividade das células da medula óssea 

apresentou um padrão de marcação difuso (atípica) para a proteína CD31 quando comparada 

ao padrão das células do sangue de cordão umbilical, em que detectou-se uma marcação 

membranar e periférica no citoplasma. A imunodetecção da proteína VE-caderina nas células 

da medula óssea demonstrou um padrão de marcação variável, com baixa freqüência na 

população estudada, porém típico ao descrito para as CPEs do sangue de cordão umbilical. As 

células da medula óssea apresetaram marcação positiva para UEA-I quando comparadas ao 

controle positivo (células CPEs de sangue de cordão). Algumas células de amostras de 

medula óssea apresentaram marcação positiva para Fator de von Willebrand, contudo 

apresentaram um padrão de marcação com número de grânulos reduzidos, quando 

comparados às células CPEs de sangue de cordão. Observou-se que as células da medula 

óssea foram positivas para a proteína vimentina, proteína da família de filamentos intermediários 

presente no citoesqueleto das células de origem mesenquimal, enquanto as células de sangue de 

cordão apresentaram uma fraca marcação, equivalente ao controle negativo. Segundo os 

resultados obtidos ambas as células de medula óssea e sangue de cordão umbilical foram 

negativas para α-actina de músculo liso (dados não mostrados).  
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Fator de vW/DAPI Fator de vW/DAPI 

Controle 

Camundongo 

 

IgG-FITC/DAPI IgG-FITC/DAPI 

Objetiva 100x  

Objetiva 20x  Objetiva 40x  
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Figura 15. Marcação para CD31, VE-caderina, UEA-I, Fator de Von Willebrand, Vimentina e α-actina de 
músculo liso de células da medula óssea de pacientes falciforme e sangue de cordão umbilical. 

 

 Microscopia Confocal  

Após a marcação para a imunofluorescência às células derivadas da medula óssea normal e 

falciforme e as CPEs de sangue de cordão umbilical marcadas foram analisadas através do 

microscópio confocal modelo SP5, marca Leica no INMETRO (INSTITUTO NACIONAL 

DE METROLOGIA, QUALIDADE E TECNOLOGIA) no Rio de Janeiro, para uma melhor 

avaliação das marcações (figura 17). De acordo com os resultados foram observadas, de 

forma atípica, marcações difusas em todas as células, corroborando as observações feitas em 

microscópio óptico convencional. As CPEs de sangue de cordão umbilical foram submetidas 

ao sistema de hipóxia durante 24h, e após a incubação foi observado que algumas células 

apresentaram a marcação clássica de uma célula endotelial diferenciada para CD31, uma 

marcação membranar juncional.    
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1ª marcação 2ª marcação Marcação tripla 

Células derivadas da medula óssea HbA 

VE-caderina Fator de vW  Fator de vW/VE-caderina/PI 

CD31 Vimentina  Vimentina/CD31/PI 

Objetiva 40x Objetiva 40x Objetiva 40x 

Objetiva 40x Objetiva 40x Objetiva 40x 

1ª marcação 2ª marcação Marcação tripla 

Células derivadas da medula óssea HbS 

VE-caderina Fator de vW  Fator de vW/VE-caderina/PI 

Objetiva 40x Objetiva 40x Objetiva 40x 
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Figura 16. Marcação das células derivadas da medula óssea normal e falciforme e CPEs de cordão para VE-

caderina (CD144), Fator de von Willebrand, CD31, vimentina. O núcleo das células foram corados com Iodeto 

de Propídio (PI). As CPEs de sangue de cordão foram submetidas a hipóxia e avaliada a expressão de CD31 e 

vimentina. 

 

 

 

CD31 Vimentina  Vimentina/CD31/PI 

Objetiva 40x Objetiva 40x Objetiva 40x 

1ª marcação 2ª marcação Marcação tripla 

CPEs do sangue de Cordão 

VE-caderina Fator de vW  Fator de vW/VE-caderina/PI 

CD31 + Hipóxia Vimentina + Hipóxia  Vimentina/CD31/PI + Hipóxia 

Objetiva 63x Objetiva 63x Objetiva 63x 

Objetiva 63x Objetiva 63x Objetiva 63x 
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4.7 Caracterização Molecular de CPEs por Citometria de Fluxo 

As células derivadas de medula óssea falciforme (n=9) e normal (n=9) e as CPEs de 

sangue de cordão umbilical (n=5) em cultura foram tripsinizadas e marcadas com os 

anticorpos anti-CD31, anti-KDR, anti-CD146, anti-CD105, anti-CD29, anti-CD90 e anti-

CD14 e analisadas através da citometria de fluxo. Um total de 50.000 eventos foram 

adqueridos e o resultado representado pela figura 18 e figura 19. De acordo com os 

resultados foi possível observar a alta freqüência de eventos positivos para CD146, 

CD105 e CD29, tanto nas amostras de células da medula óssea falciforme quanto nas 

amostras dos pacientes controles. Contudo, observou-se niveis indetectáveis de CD31, 

CD90 e KDR nestas amostras, quando comparadas às amostras de CPEs de sangue de 

cordão umbilical. Em algumas amostras também foi possível observar uma baixa 

expressão, porém significativa, de CD14, o que também foi coincidente com as células do 

sangue de cordão umbilical. Após a avaliação de todas as amostras analisadas não foram 

observadas diferenças significativas entre a freqüência de eventos e a intensidade média 

relativa nas amostras de células da medula óssea normal e falciforme. 
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Figura 17. Avaliação da expressão de CD31 (PECAM), KDR (VEGFR2), CD146 (MCAM), CD105 

(Endoglina), CD29, CD90 e CD14 nas células derivadas da medula óssea falciforme e normal comparada a 

expressão nas CPEs de sangue de cordão umbilical por citometria de fluxo. Gráficos representativos 9 
experimentos com medulas ósseas falciformes, 9 de pacientes normais e 5 de sangues de cordão umbilicais.   
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Avaliação da expressão de CD31, KDR, CD146, CD105, CD29,

CD90 e CD14 nas células derivadas de medula óssea normal

e falciforme comparada à CPEs de sangue de cordão umbilical
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Figura 18. Expressão de CD31 (PECAM), KDR (VEGFR2), CD146 (MCAM), CD105 (Endoglina), CD29, 
CD90 e CD14 nas células derivadas da medula óssea falciforme e normal comparada a expressão nas CPEs de 

sangue de cordão umbilical pela avaliação do percentual de células marcadas com relação a autofluorescência 

através da análise de Kolmogorov-Smirnov (KS) (% de deslocamento). 

 

4.8 Análise da expressão de genes marcadores de CPEs: qRT-PCR 

A expressão gênica relativa das células derivadas da medula óssea normal (n=1) e falciforme 

(n=4) foram avaliadas através do ensaio quantitativo de qRT-PCR. Para este ensaio foram 

utilizados três genes endógenos, GAPDH, β-actina e RN18S1. Os resultados com os dois 

primeiros housekeepings foram coincidentes e o GAPDH foi escolhido para a demontração 

dos resultados abaixo. A expressão relativa dos seguintes genes foi avaliada: SDF-1Α, KDR 

(VEGFR2), THBS1, MCAM (CD146), ENDOGLINA (CD105), HIF-1Α e os resultados 

descritos na tabela 8. Foram feitas avaliações das eficiências dos primers e apenas aqueles que 

alcançaram eficiência > 1,7 foram utilizados no estudo. Foi estabelecido um “Cut off” de 5 

vezes no nível de expressão para a análise diferencial dos genes. De acordo com os resultados 

foi observada uma consistente super-expresssão de MCAM e SDF-1α, e redução da expressão 

de HIF-1α nas amostras (Figura 20).  
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Nível de expressão relativa dos genes em amostras de células da medula óssea HbSS com 
relação ao paciente HbA 

Genes Paciente 1 
 

Paciente 2 
 

Paciente 3 
 

Paciente 4 
 

HIF 0,7 1 0,2 0,1 
KDR (VEGFR2) 0,8 0,1 22x109 144 
ENG 1,2 0,1 1 0,2 
SDF-1 5,2 666 326 1x1012 
THBS1 0,2 29 0,1 5,1 
MCAM 4,5 16 6,1 1 

Tabela 8. Nível de expressão gênica relativa dos genes HIF, KDR, ENG, SDF-1, THBS1 e MCAM em amostras 

dos pacientes falciformes HbSS com relação ao paciente HbA. 

 

 

Figura 19. Amostra representativa, da comparação da expressão gênica relativa de amostra de células derivadas 

da medula óssea falciforme, comparada às células normais.  

 

5. DISCUSSÃO 

A anemia falciforme é uma doença caracterizada por intensas crises vaso oclusivas, hemólise, 

danos em múltiplos órgãos e o estresse hematopoiético. Através da análise de citometria de 

fluxo foi possível identificar freqüências elevadas de progenitores hematopoiéticos 

CD34+/CD45+ no sangue periérico de pacientes falciformes. Esses dados são coincidentes 

com estresse hematopoiético, relatado pelo aumento do número de BFU-E e eritroblastos no 

sangue periférico de pacientes com anemia falciforme (WU et al., 2005; CROIZAT & 

NAGEL, 2007). O estresse hematopoiético parece ocorrer preferencialmente em pacientes 

falciformes com hemólise elevada, e o mecanismo proposto envolve o aumento da produção 
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de fatores de crescimento de células-tronco (CSF) na medula óssea que irão estimular a 

produção de progenitores hematopoiéticos. Outras citocinas também podem participar 

sinergicamente com CSF, como IL-6, na expansão e mobilização de progenitores da medula 

óssea para o sangue periférico. De acordo com nossos resultados, não observamos diferenças 

significantes nos níveis das células CD34
+
/CD133

+
/KDR

+
 e CD34

+
/KDR

+
/CD45

low/-
 entre o 

sangue periférico dos pacientes falciformes quando comparados aos de indivíduos controle. 

Estes resultados corroboram e complementam os achados de BEEM e Col. (2009) que 

observaram elevação dos níveis de progenitores endoteliais circulantes apenas nos pacientes 

HbSC/β-talassemia e HbSS/ β-talassemia em crise. A maior freqüência dos níveis de EPC 

durante as crises poderia indicar o papel desta população na mobilização e re-endotelização de 

tecidos isquêmicos.  

A população celular CD34
+
/CD133

+
 tem sido descrita na literatura como progenitores 

hemangioblásticos, comprometidos com linhagem sanguínea e endotelial, portanto, mais 

imaturos e anteriores à população de progenitores hematopoiéticos CD34
+
/CD45

+
 (GEHLING 

et al., 2000; TIMMERMANS et al., 20007). Nossos dados indicam uma redução nos níveis 

desta população no sangue periférico de pacientes com anemia falciforme. Embora haja uma 

discordância aparente nestes resultados, os dados recentes da literatura demonstram que as 

células CD34
+
/CD133

+
/KDR

+
 representarim uma população de progenitores hematopoiéticos 

primitivos que expressam CD45 (CASE et al., 2007). De forma similar TIMMERMAN e Col. 

(2007) observaram que as CPEs não são derivadas de céulas CD133+, sugerindo que essa 

população representaria progenitores de origem hematopoiética com atividade pró-angiogênca 

parácrina. GRISAR e Col. (2005) observaram um número reduzido dessa população no 

sangue periférico de pacientes com Artrite Reumatóide. Em pacientes com microvasculopatia 

após alotransplante, foi identificado, de maneira semelhante, um número reduzido desses 

progenitores no sangue periférico dos pacientes (OSTO et al., 2010). Nossos resultados 

também estão em concordância com aqueles encontrados por MOONEN e Col. (2007), em 

que os autores observaram uma freqüência reduzida de células CD34
+
/CD133

+
 circulantes em 

pacientes com Lupus Eritematoso Sistêmico (LES), uma doença auto-imume em que ocorre 

estresse hematopoiético e tardiamente, desgaste da medula óssea. Embora o número reduzido 

dos níveis da população CD34
+
/CD133

+
 tenha sido descrita em doenças inflamatórias 

crônicas como LES e Artrite Reumatóide, nosso trabalho é o primeiro relato da freqüência 

dessa população celular no sangue periférico em pacientes com anemia falciforme 

assintomáticos.  
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Devido aos eventos de vaso-oclusão recorrentes e recidivantes, a doença falciforme é 

caracterizada por micro-lesões na medula óssea que podem conduzir a necrose tecidual 

(KERACHIAN et al., 2006). O infarto tecidual freqüentemente conduz à isquemia/hipóxia 

tecidual, e à ativação dos mecanismos de reparo, com secreção de fatores angiogênicos e 

mobilização/ativação de progenitores endoteliais que estimulem a angiogênese (SEGERS & 

LEE, 2008). Embora, estes mecanismos fisiopatológicos estejam bem descritos para diversos 

tecidos periféricos, supõe-se que o mesmo ocorra no infarto da medula óssea, o que levaria a 

um aumento na produção de CPEs na medula óssea.  

Nossos resultados de dosagem da população CD34
+
/KDR

+
/CD45

low/-
 indicam uma alta 

freqüência desses progenitores na medula óssea de pacientes com anemia falciforme. Na 

literatura essas populações celulares tem sido frequentemente correlacionadas a supostos 

progenitores endoteliais. Embora LUCK e Col. (2004) tenham observado níveis aumentados 

de células CD34+ na medula óssea e sangue periférico de pacientes falciformes, o que é 

sugestivo de estresse hematopoiético, nenhuma inferência foi feita quanto à população de 

progenitores CD34
+
/CD133

+
/KDR

+
 neste grupo de pacientes. Em pacientes transplantados foi 

encontrada a freqüência reduzida dessa população celular (2 células/ 1x10
6
 eventos) quando 

comparado com os indivíduos normais (8-10 células/ 10x10
6
 eventos) (OSTO et al, 2010). De 

forma semelhante pacientes com antrite reumatóide apresentaram níveis circulantes 

diminuídos desses progenitores quando comparado ao controle (0,048 ± 0,02% vs 0,07 ± 

0,01%). Na medula óssea a população CD34
+
/CD133

+
/KDR

+ 
apresenta uma freqüência baixa, 

menor que uma célula/ml (TURA et al., 2007).   

As CPEs circulantes CD34
+
/KDR

+
/CD45

low/- 
tem sido descritas em diversas condições 

patológicas. Os níveis de CPEs circulantes foram monitorados em pacientes com carcinoma 

renal tratados com inibidores de tirosino kinases por 14 dias. Eles observaram que houve 

mudanças significativas dessa população após 14 dias (0,5% -1.7% do sangue total) 

(FERACE et al., 2011). Em pacientes com disfunção ventricular essa freqüência foi 0,002 a 

0,005% da fração de leucócitos circulantes (BOILSON et al., 2010). Estudos com pacientes 

com diabetes melitus tipo 2 a frequência dessa população foi signicativamente menor que nos 

controles (1053 ± 101 células/ml vs 1649 
±
 105 células/ml) (LIAO et al., 2010). 

Coincidentemente em pacientes com osteonecrose foi identificado níveis reduzido das CPEs 

CD34
+
/KDR

+
/CD45

low/-
 circulantes quando comparado aos controles (545 ± 177 células/ml vs 

1460 ± 265 células/ml). De acordo com esses resultados o número reduzido de CPEs 

circulantes nestes pacientes estaria relacionado com fator risco elevado para o 
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desenvolvimento da necrose óssea (FENG et al., 2010). Contudo nossos resultados 

complementam esses achados sugerindo que embora não exista diferenças significantes nos 

níveis circulantes desses progenitores, os níveis medulares estão elevados, possivelmente 

devido ao estresse endotelial. Em pacientes falciformes HbSC/β-talassemia e HbSS/ β-

talassemia assintomáticos BEEM e Col. (2009)  não identifcaram essa população celular (0 - 0 

células/ml), no entanto em pacientes em crise vaso-oaclusiva a freqüência das CPEs 

circulantes aumetaram significativamente (0 - 186 células/ml). Na medula óssea tem sido 

identificado diferentes populações celulares com potencial angiogênico. Contudo 

TIMMERMANS e Col. (2007) através de seleção magnética utilizando “microbeads” de 

CD34 observaram que apenas as células CD34
+
/CD45

low/-
 foram capazes de formar colônias 

de células endoteliais. Esses progenitores foram capazes de formar cerca de 8 colônias/8x10
3
 

células em média, enquanto as células CD133
+
 e CD34

+
/CD45

low
 faltaram essa característica.  

Trabalhos recentes sugerem que a população celular com fenótipo CD34
+
/CD45

low/- 
contenha 

maior freqüência de células progenitoras endoteliais (CASE et al., 2007, TIMMERMANS et 

al., 2007). Nossos resultados são concordantes com estes achados, pois se baseiam em análise 

da população CD34
+
/KDR

+
/CD45

low/- 
que está contida no fenótipo mais abrangente 

CD34
+
/CD45

low/-
. No entanto, a descrição e o papel de uma célula progenitora endotelial não 

deve fundamentar-se apenas na análise de marcadores fenotípicos, mas também deve 

contemplar a caracterização biológica (celular, molecular e funcional) desta população.  Essas 

células precisam ser avaliadas quanto à sua capacidade de formar colônias in vitro, possuir 

marcadores de células endoteliais e serem capazes de promover a vasculogênese in vivo 

(SIEVEKING et al., 2008).  

A anemia falciforme é uma doença que apresenta um estado inflamatório crônico (MAKIS et 

al., 2000). Embora os valores medianos de TGF-β e VEGF estejam mais reduzidos que os 

valores dos controles, é possível observar que um número maior de pacientes apresentaram 

níveis elevados dessas citocinas. Esses resultados são concordantes com os dados obtidos por 

CROIZAT & NAGEL (1999).  

Os níveis de VEGF foram encontrados elevados nos pacientes falciformes neste trabalho e 

esses resultados corroboram com dados encontrados por BEEM e Col. (2009). Eles 

detectaram níveis aumentados de VEGF em pacientes falciformes que aumetaram em 

pacientes em crise. O VEGF é uma importante citocina angiogênica que está realcionada com 

a produção, mobilização, proliferação e diferenciação de CPEs. Em nosso trabalho, os níveis 
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aumentados dessa citocina estariam relacionados com o aumento desses progenitores (células 

CD34
+
/CD133

+
/KDR

+
 e CD34

+
/KDR

+
/CD45

low/-
)  na medula óssea dos pacientes falciformes. 

As sucessivas crises vaso-oclusivas, danos endoteliais e necrose medular podem estimular a 

neovascularização conduzindo ao estado pró-angiogênico desses pacientes e 

consequentemente ao aumento de CPEs. Embora os níveis de VEGF tenham sido encontrados 

elevados neste trabalho, níveis plasmáticos de SDF-1α não apresentaram diferenças entre 

pacientes falciformes e os indivíduos controle. Esses resultados contrastam com dados 

encontrados por LANDBURG e Col. (2009) que identificaram níveis circulantes elevados de 

SDF-1α em pacientes HbS/β-talassemia do indivíduos controles. JIN e Col. (2007) 

propuseram que o SDF-1α tem um papel essencial na retenção e mobilização de progenitores 

da medula óssea para o sangue periférico (JIN et al., 2007). Para que ocorra a migração 

celular, deve haver uma diferença no gradiente de concentração, para que as células 

progenitoras possam migrar em direção ao gradiente de SDF-1 (JIN et al., 2007). Assim, 

possivelmente, os níveis elevados de CPEs encontrados na medula óssea falciforme podem 

está relacionado aos baixos níveis plasmáticos de SDF-1α, o que favoreceria a retenção desses 

progenitores na medula óssea.   

Nosso estudo também não observou diferenças significativas nos níveis de TNF entre 

pacientes falciformes e controle. Contrariamente aos nossos reultados LANARO e Col. 

(2009) observaram níveis entre 3,0 pg/ml de TNF em pacientes com anemia falciforme em 

estado estável, enquanto que os controles apresentaram níveis entre 1,5 pg/ml dessa citocina, 

sugerindo um estado pró-angiogênico dos pacientes. No entanto CAJADO e Col. (2011) 

reportou níveis entre 29,711 ± 19,49 pg/ml dessa citocina em crianças com anemia falciforme 

estáveis no estado da Bahia. Em nosso trabalho não observamos diferenças significativas 

entre os níveis plasmáticos de TNF nos pacientes falciformes e controles que apresetaram 

valores entre 80pg/ml dessa citocina. As diferenças dos níveis dessa citocina podem estar 

relacionadas com a variabilidade dos kits de análise utiliazados neste trabalho. Contudo, esses 

dados estão coerentes com os níveis aumentados de TGF-β. O TGF-β é uma citocina 

imunoregulatória e pode agir reduzindo a resposta inflamatória modulando os níveis de TNF. 

O TNF é uma importante citocina pró-inflamatória que age aumentando a resposta 

inflamatória, induzindo a cascata de coagulação, estimulando a produção de proteínas de fase 

aguda e levando a ativação endotelial.  

Para completar a descrição da população de CPEs, as células da medula óssea foram isoladas 

de acordo com protocolo estabelecido por INGRAM e Col. (2004).  Optou-se por utilizar as 
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CPEs do sangue cordão umbilical como controle positivo dos experimentos, pois esta foi a 

primeira fonte descrita enriquecida em CPEs. Nossos resultados descrevem que as CPEs 

isoladas apresentaram morfologia fibroblastóide, típica de células mesenquimais, quando 

comparadas ao controle positivo que apresentou morfologia cubóide, típica de células pré-

endoteliais. A capacidade funcional das células foi avaliada através dos ensaios de curva de 

proliferação, invasão celular e tubulogênese. Os resultados revelaram que as CPEs da medula 

óssea são células proliferativas, capazes de secretar proteases e atravessar componentes da 

matriz extracelular e se organizar sobre matriz formando estruturas semelhantes a túbulos in 

vitro, contudo morfologicamente diferentes das estruturas formadas CPEs controle. Estudos 

da função das CPEs em diversas doenças crônicas como LES, Síndrome Metabólica e 

Diabetes tem revelado uma função migratória prejudicada e de formação de túbulos dessas 

células (MOONEN et al., 2007; JIALAL et al., 2010; TAN et al., 2010). Em condições 

fisiológicas as CPEs devem interagir com componentes da matriz extracelular e aumentar a 

expressão local de proteases que degradam a membrana basal, permitindo a migração das 

células, integração vascular e o brotamento do vaso. Teoricamente, após a migração para os 

locais de angiogênese ativa, as CPEs proliferariam e se diferenciariam em células endoteliais, 

formando redes vasculares. Posteriormente a rede vascular nascente seria establizada pelos 

pericitos (FRANCIS et al., 2008; SILVA et al., 2008). Na anemia falciforme não existe relato 

na literatura acerca da capacidade funcional das CPEs de medula óssea. Os resultados do 

presente trabalho sugerem que as CPEs isoladas da medula óssea falciforme são células 

viáveis, capazes de responder aos estímulos angiogênicos, sendo possivelmente uma 

importante ferramenta para a terapia celular nessa população de pacientes.  

Os resultados de imunofluorescência revelaram que essas células apresentaram uma marcação 

difusa de CD31, VE-caderina e fvW, que são proteínas marcadoras de células endoteliais, as 

quais foram confirmadas através da análise da microscopia confocal. Essas células 

expressaram UEA-1, de forma semelhante ao controle positivo. Essas células também 

marcaram para vimentina, uma proteína do citoequeleto, frequentemente expressa em células 

mesenquimais aderentes da medula óssea. A escassez de trabalhos na literatura acerca do 

perfil imunofenotípico das CPEs de medula óssea humana dificulta a análise comparativa 

desses dados. Contudo, OSWALD e Col. (2004) observaram que as CTMs cultivadas em 

condições semelhantes às nossas, ou seja, na presença de VEGF apresentaram uma 

intensidade fluorescência aumentanda para fvW, quando comparada às CTM indiferenciadas. 

O CD31 é uma proteína que é expressa na membrana das células, em locais de adesão focal e 
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fibras de estresse (SENEGAGLIA, 2007; WATT et al., 2010). As marcações atípicamente 

positivas encontradas nesse trabalho sugere que diferentes fatores podem estar relacionados 

com esses achados. A origem estromal das células, sugerida pela expressão de vimentina e os 

padrões de marcações indicam tanto o isolamento de progenitores endoteliais imaturos em 

fase de transição mesênquima/endotélio ou a contaminação da cultura com CTMs clássicas.  

 As análises de citometria revelaram que as CPEs da medula óssea apresentaram níveis 

indetectáveis das proteínas endoteliais CD31, KDR e CD90, marcador de células 

progenitoras. Entretanto apresentaram eventos positivos para CD146, CD105 e CD29, 

marcadores de células subendoteliais e mesenquimais (BARBARA et al., 1998; GUEZGUEZ 

et al., 2007; TRIPODO et al., 2009; PRUSZAK et al., 2009) . DEL PAPA e Col. (2006) 

observaram que células CD133+ derivadas da medula óssea, de morfologia fibroblastóide, na 

presença de VEGF, são capazes de converter para o fenótipo endotelial como demonstrado 

pela expressão de CD146, CD31, VE-caderina e fvW. Coincidentemente OSWALD e Col. 

(2004) demonstraram através da análise de citometria, que CTM derivadas de medula óssea 

na presença de VEGF aumentaram a expressão de marcadores de células endoteliais KDR, 

VE-caderina, V-CAM-1 e fvW, e foram capazes de formar estruturas semelhante a túbulos in 

vitro. Acreditamos que a ausência de expressão para o marcador CD31 na citometria possa ter 

sido comprometida pela técnica. Assim como a VE-Caderina, o CD31 é uma molécula 

membranar que é sensível ao tratamento enzimático utilizado para descolar as células do 

suporte plástico de cultivo, antes de proceder à marcação para citometria. Além disto, o uso 

de diferentes anticorpos em cada uma das metodologias pode explicar os dados conflitantes 

entre os resultados de citometria e imunofluorescência, para CD31. KDR é o receptor de 

VEGF que é expresso em diversas células como monócitos, macrófagos, megacarócitos e 

células endoteliais. Estudos da literatura revelam que células endoteliais cultivadas na 

presença de VEGF têm o seu receptor endocitado, embora continue sinalizando a produção da 

citocina internamente, o que explicaria, em parte a ausência da proteína na superfície celular 

(WANG et al., 2002). CD90 é uma proteína expressa em diversas células progenitoras como 

CTM, CTH e CPEs (HEGE & HAGOOD, 2006). Contudo, neste trabalho, as CPEs isoladas 

não apresentaram níveis detectáveis dessa proteína. A variabilidade da expressão desse 

marcador de acordo com a idade é uma possível explicação desse resultado. A expressão dos 

marcadores de células subendoteliais e mesenquimais são concordantes com resultados 

anteriores, reforçando a hipótese de isolamento de progenitores endoteliais imaturos da 

medula óssea. 
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Após a investigação dos marcadores de superfície celular foi realizada uma análise de 

expressão gênica para avaliar a presença de transcritos gênicos de KDR, SDF, MCAM 

(CD146), CD105 (Endoglina), e HIF-1. Foi utilizado nesta análise apenas uma amostra de 

paciente HbA como controle de expressão gênica. Encontramos uma expressão aumentada de 

SDF-1, MCAM e diminuída de HIF-1. SDF-1A ou CXCL12, que tem como receptor CXCR4 

é uma quimiocina envolvida na mobilização, incorporação, “homing”, sobrevivência, 

proliferação e diferenciação de células-tronco (JIN et al., 2008; CHAN et a.l, 2009). CD146 

(MCAM) é um membro da superfamília das imunoglobulinas que age como molécula de 

adesão. Ela é expressa em células mesenquimais, pericitos, células endoteliais e linfócitos T 

(GUEZGUEZ et al., 2007; TRIPODO et al., 2009). Em nossas amostras identificamos uma 

elevada expressão desses genes quando comparado ao controle HbA (expressão relativa 5X 

que no controle). A análise de expressão gênica é concordante com resultados obtidos da 

citometria de fluxo e juntos esses dados fornece evidência adicionais para o fenótipo de 

transição das células de medula óssea estudadas neste trabalho. O HIF-1A é um fator 

transcricional ativado na hipóxia e que induz a síntese de VEGF e mobilização de CPEs da 

medula óssea para os locais de lesão (URBICH & DIMMELER, 2004; TOUSOULIS et al., 

2008; JIN et al., 2008; YU et al., 2009; TONGERS et al., 2010). O gene do HIF é ativado em 

condições de baixas tensões de oxigênio. Na medula óssea os níveis encontrados de O2 é de 5-

7%. As condições de cultivo (hiperóxia) em atmosfera regular (20% de O2) não favorecem a 

expressão do HIF, o que explica a baixa expressão desse gene nas amostras de medula óssea 

falciforme cultivadas expandidas em condições atmosfera.    

Em resumo, os ensaios de caracterização celular e identidade molecular apontam para o 

isolamento de progenitores endoteliais progenitores imaturos em fase de transição 

mesenquimal/endotelial ou uma população heterogêneas, contendo células tronco 

mesenquimais e células progenitoras endoteliais. De modo geral as CPEs isoladas da medula 

óssea falciforme, parecem representar uma importante fonte para a terapia celular e medicina 

regenerativa vascular para os pacientes falciformes. Porém, devido as limitações das amostras 

disponíveis e ao baixo desempenho inerentes dos ensaios biológicos para as CPEs há uma 

necessidade urgente de chegar a uma padronização aceitável para a avaliação das CPEs.  
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6. CONCLUSÕES 

 A medula óssea falciforme apresentou uma alta frequência de células progenitoras 

CD34+/CD133+/KDR e CD34+/KDR+/CD45low/- e que pode estar relacionado ao 

estresse angiogênico nesses pacientes; 

 As células isoladas da medula óssea apresentaram a proteina UEA-1, CD105, CD146, 

CD29 e colocalizaram as proteínas CD31, CD144 (VE-caderina), vimentina e fvW de 

forma atípica na célula, sugerindo o isolamento de progenitores endoteliais imaturos. 

A análise de expressão gênica revelou a alta expressão de SDF-1α e MCAM (CD146) 

nas amostras e redução da expressão de HIF-1α. As CPEs foram apresentaram in vitro 

morfologia fibroblastóide típica de células do estroma da medula óssea. As CPEs 

demonstraram capacidade proliferativa, migratória e de diferenciação in vitro em 

estruturas semelhante a túbulos em resposta a fatores de crescimento; 

 Os níveis plasmáticos de TNF e SDF não apresentaram diferenças significantes, 

contudo os níveis de TGF-β e VEGF foram encontrados aumentados nos pacientes 

falciformes quando comparados ao controle. 

 

7. PERSPECTIVAS 

Diante da limitação das amostras controle e dos ensaios biológicos in vitro utilizados neste 

trabalho faz-se necessário uma ampliação do número de amostras e introdução de ensaios 

funcionais mais acurados. Para a avaliação mais precisa do potencial angiogênico das CPEs 

da medula óssea falciforme os ensaios in vitro precisam obedecer um rigor maior de 

qualidade com a utilização de ensaios tridimensionais, que correspoderiam mais 

fidedignamente ao contexo in vivo. Além disso, ensaios in vivo de neoangiogênese são de 

fundamental importância para comprovar o potencial terapêutico dessas células. 
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Resumo: 

As Células Progenitoras Endoteliais (CPEs) são células liberadas na circulação 

potencialmente envolvidas na neovascularização de tecidos isquêmicos. A anemia falciforme 

é caracterização pela oclusão microvascular, vasculopatia e inflamação crônica. Neste estudo 

avaliamos o número de CPEs de sangue periférico e medula óssea de pacientes falciformes. 

Vinte e três voluntários, clinicamente estáveis com anemia falciforme e oito controles 

saudáveis foram recrutados como aprovado pelo comitê de ética. Sete pacientes com anemia 

falciforme que apresentaram osteonecrose e foram submetidos ao transplante de células 

mononucleares da medula óssea foram recrutados neste estudo. CPEs foram quantificadas por 

citometria de fluxo através da expressão dos marcadores CD34, KDR, CD45 e CD34, KDR, 

CD133.  Os níveis plasmáticos de citocinas pró-angiogêncas como VEGF, SDF-1α e TGF-β e 

inflamatória TNF foram dosadas. As análises de citometria mostraram um número elevado de 

progenitores endoteliais CD34+/KDR+/CD45-/low e CD34+/KDR+/CD133+ na medula 

óssea e progenitores hemaotopoéticos CD34+/CD45+ no sangue periférico de pacientes 

falciformes. Os níveis das citocinas TGF-β e VEGF foram encontados elevados entres os 

pacientes falciformes quando comparado ao controle. Esses resultados corroboram com 

estresse hematopoético e endotelial da doença.  
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Introdução 

A anemia falciforme é uma desordem genética caracterizada por complicações 

fisiopatológicas entre elas, uma intensa hemólise, estresse hematopoético, vasculopatia, e 

danos teciduais (CROIZAT E NAGEL, 1999; REES et al, 2011). Essa doença pode apresentar 

uma diversidade de manifestações clínicas decorrentes de complicações vaso-oaclusivas como 

acidente vascular cerebral, síndrome torácica aguda e osteonecrose (ZAGO & PINTO, 2007). 

A necrose avascular da cabeça do fêmur é uma doença recalcitrante, caracterizada pela morte 

de osteócitos e da medula óssea. Embora seu mecanismo fisiopatológico ainda não esteja 

elucidado, as alterações parecem estar relacionadas ao inadequado suprimento sanguíneo no 

seguimento afetado do osso subcondral (MALIZOS et al, 2007). A incidência tem aumentado 

cada ano com cerca de 10.000 a 20.000 novos casos por ano nos EUA. Embora apenas um 

fêmur seja afetado, inicialmente, o comprometimento bilateral em dois anos pode alcançar 

acima de 72% (MUKISI-MUKASA et al, 2000; MALIZOS et al, 2007; MAHADEO et al, 

2011). O tratamento depende do grau de comprometimento da lesão óssea, o que está 

relacionado com a precocidade do diagnóstico (MALIZOS et al, 2007).  

Nos últimos anos o transplante autólogo de células mononucleares da medula óssea (CMMO) 

tem configurado uma importante alternativa terapêutica para doenças ortopédicas, sobretudo 

em estágios iniciais da osteonecrose (KARATOPRAK et al, 2008; GANGJI & HAUZEUR, 

2010). Em pacientes falciformes essa terapia tem sido utilizada com sucesso desde 1994 por 

Hernigou e colaboradores (HERNIGOU et al, 1997; HERNIGOU & BEAUJEAN, 2002; 

JONES et al, 2008; HERNIGOU et al, 2008). No Brasil um trabalho pioneiro de DALTRO e 

colaboradores têm apresentado resultados satisfatórios. Os pacientes submetidos ao 

procedimento de imaplante de CMMOs apresentaram melhoras clínicas e radiográficas 

consideradas (DALTRO et al, 2008). Contudo os mecanismos celulares que governam essa 

terapia ainda permanece desconhecido. A cavidade medular é o nicho biológico de pelo 

menos três possíveis células-tronco, que potencialmente participariam do mecanismo de 

reparo mediado por células na terapia celular, as células-tronco hematopoiéticas, células-

tronco mesenquimais CTM (Mesenchymal Stem Cells - CTMs) e células progenitoras 

endoteliais CPEs (BEYTH et al,  2011) 

 Asahara e colaboradores reportaram o isolamento da putativa CPE do sangue periférico 

humano, originada da medula óssea. ASAHARA et al (1997) observou a preservou a presença 

de progenitores, originadas de células CD45
+
 com potencial angiogênico que foram capazes 
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de promover neoangiogênese in vivo. Diversas subpopulações das células com potencial 

angiogênico tem sido descrito da literatura com distintos fenótipos celulares e diferentes 

mecanismos angiogênicos. Na literatura as células CD34
+
/ CD133

+
/ KDR

+
 e CD34

+
/ KDR

+
/ 

CD45
low/- 

tem sido descritas representar as CPEs. (RIBATTI, 2007; YODER et al, 2007; 

FADINI et al, 2008; WATT et al, 2010). CASE et al (2007) observaram que as células 

CD34
+
/KDR /CD133

+
 não formaram CPEs, mas progenitores hematopoiéticos que 

expressaram CD45. De forma semelhante TIMMERMANS et al (2007) investigaram a 

possível relação entre as “Endothelial Outgrowth Cells - OECs” e expressão fenotípica de 

CD34 e CD133 e constaram que essas células não são originadas de precursores CD45+ ou 

CD133+, mas de precursores CD45
low

. Assim as células CD34
+
/ KDR

+
/ CD45

low/-
 parece 

fazer parte da população das OECs inicialmente descritas por LIN et al (2000), enquanto que 

as células CD34
+
/KDR /CD133

+
 representaria a população celular descrita por ASAHARA e 

colaboradores. 

As CPEs circulantes têm sido encontradas elevadas em doenças vasculares agudas enquanto 

em condições crônicas sua freqüência está reduzida (HRISTOV et al, 2003). Na doença 

falciforme BEEM et al (2009) observaram uma elevada freqüência desses progenitores em 

pacientes falciformes em crises vaso-oclusivas, enquanto em pacientes estáveis não foram 

identificados esses progenitores. Os níveis aumetados de CPEs nesses pacientes parecem estar 

relacionados aos níveis elevados de VEGF no plasma desses pacientes. Contudo falta na 

literatura dados a cerca da freqüência desses progenitores no sangue periférico e medula óssea 

de pacientes com anemia falciforme. Diante disso esse trabalho tem o objetivo de avaliar a 

freqüência de progenitores no sangue periférico e medula óssea de pacientes com anemia 

falciforme e os possíveis mecanismos inflamatórios e angiogênicos envolvidos nesse 

processo.    

Métodos 

Pacientes 

Os pacientes falciformes atendidos no ambulatório de ortopedia e traumatologia do COM-

HUPES-UFBA foram selecionados para participação da pesquisa clínica intervencionista de 

acordo com normas estabelecidas para pesquisa clínica do país através da assinatura 

voluntária do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE). Este trabalho foi 

aprovado pelo Comitê de Ética em Pesquisa da Maternidade Climério de Oliveira/ UFBA, de 

acordo com as exigências brasileiras para o desenvolvimento da pesquisa científica no país 
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(Parecer/resolução aditiva nº 086/2011). Os pacientes selecionados sob anestesia geral no 

Centro Cirúrgico foram submetidos à punção e aspiração na crista ilíaca. Cerca de 5ml de 

medula óssea foi coletado e foi procedido o protocolo de dosagem de citocinas e 

imunofenotipagem das células. 

Citometria de Fluxo  

As CPEs foram quantificadas no sangue periférico e na medula óssea utilizando a técnica de 

citometria de fluxo como descrito por Fadini et al (2008). Da medula óssea/sangue periférico 

total foi adicionado 1x10
6
 células/tubo para realização das marcações. Para cada paciente 

foram separados 3 tubos para marcações, um para autofluorescência e dois tubos para as 

respectivas estratégias de marcações.  As marcações dos controles isotipos utilizando 

anticorpos anti-IgG1 ligado a PE de camundongo (eBioscience, CA, USA), anti-IgG1 ligado a 

PerCP de camundongo (Becton Dickinson, CA, USA) e anti-IgG1 ligado a FITC de 

camundongo (BD Bioscience, NJ, USA) foram feitos apenas para os experimentos iniciais. 

Na primeira estratégia foram utilizados 10µl dos anticorpos anti-CD34-FitC (BD Bioscience, 

NJ, USA), anti CD45-PerCD (pan-marcador de leucócitos) (BD Bioscience, NJ, USA),   e 

anti-KDR-PE (R&D System, Mineapolis, USA). Na segunda estratégia foram utilizados 

anticorpos 10µl dos anticorpos biotinilados anti-CD34-PerCP (Becton Dickinson, CA, USA) 

anti-CD133 – PE (Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach, Germany), ambos marcadores de 

células-tronco, e anti-KDR (VEGFR2) – FitC (R&D System, Mineapolis, USA) marcador de 

células endoteliais. Todos os anticorpos foram utilizados na concentração descrita pelo 

fabricante. Da medula óssea/sangue periférico foi feita a contagem dos leucócitos totais 

utilizando 10µl de medula óssea/sangue periférico e 90µl de líquido de Turk. Em seguida foi 

procedida a contagem em câmara de Neubauer (Laboroptik, Germany). Após a contagem, 

1x10
6
 células foram centrifugadas a 2000rpm por 10minutos à 4ºC e imunofenotipadas 

utilizando 10µl dos anticorpos. As células foram incubadas a temperatura ambiente e ao 

abrigo da luz por 30minutos, lavadas com CMF contendo 3% soro fetal bovino (Cultilab, 

Campinas, Brasil) e centrifugadas. Em seguida foi adicionado 1ml do tampão de lise (BD 

Bioscience, NJ, USA) e os tubos incubados por 10 minutos a temperatura ambiente. 

Finalmente, as céluas foram lavadas, centrifugadas, ressuspendidas em 500µl da solução 

BSS/CMF contendo 3% soro de fetal bovino (Cultilab, Campinas, Brasil) e analisadas no 

citômetro de fluxo (FACScalibur, BD Bioscience, NJ, USA). Um total de até 500.000 eventos 

foi adquirido para cada tubo. Após a aquisição do citômetro os resultados obtidos foram 

expressos em percentual ou número de eventos totais encontrados no total de eventos 
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adquiridos. Para aquisição/análise dos resultados foi utilizado uma modificação do protocolo 

padronizado de contagem de células CD34+ pelo International Society of Hematotherapy 

Graft Engineering (ISAHAGE) 

ELISA 

Após a coleta do sangue periférico e da medula óssea, as amostras foram centrifugada a 2000 

rpm por 10 minutos e o plasma separado foi armazenado a -20ºC. Para a avaliação das 

citocinas inflamatórias (IL-8 e TNF), pró-angiogênicas (SDF-1α, TGF-1β e VEGF) foi 

realizado o imuonoensaio enzimático (ELISA) conforme descrição do fabricante. 

Análise Estatística 

Os resultados de citometria de fluxo foram avaliados através do programa do citômetro de 

fluxo CellQuest (FACscalibur) e Summit (DAKO). As análises quantitativas foram avaliadas 

através do teste estatístico não paramétrico Mann-Whitney, utilizando o programa Prisma 

Graphpad versão 5.0. Os ensaios de migração, dosagem de citocinas, quantificação de 

progenitores, invasão e proliferação celular foram avaliados quanto a média/mediana e desvio 

padrão, utilizando o programa Excel ou Prisma Graphpad versão 5.0. 

Resultados 

Seleção dos pacientes 

A relação dos pacientes falciformes e normais que participaram do estudo está descrita nas 

tabelas 1 e 2. Esta pesquisa teve a aprovação do comitê de ética em pesquisa da Maternidade 

Climério de Oliveira/ Universidade Federal da Bahia (Parecer/resolução Aditiva nº 086/2011). 

Os pacientes foram informados da pesquisa e após serem considerados aptos e concordarem 

em participar do estudo mediante a assinatura do termo de consentimento livre e esclarecido 

foram incluídos na pesquisa. Cerca de 23 pacientes com anemia falciforme foram submetidos 

a coleta de sangue periférico (10 homens e 13 mulheres) com idades entre 18 e 55 anos 

(Tabela 2). Os pacientes apresentaram níveis reduzidos de hemoglobina (Hb) e um 

hematócrito (Ht) diminuído. Os níveis de plaquetas (PLT) aprersentaram-se normais, contudo 

o reticulócitos se mostraram elevados entre os pacientes. Alguns pacientes apresentaram 

leucocitose e icterícia, como desmonstrada pela contagem total de leucócitos (Leuco) e os 

níveis de bilirrubina total (BT) respectivamente. Cerca de 91% dos pacientes apresentaram 

outras co-morbidades, dos quais 71% deles relataram a presença de crises álgicas freqüentes e 



142 
 

51% de seqüestro esplênico. Dos pacientes que participaram da pesquisa 22 deles faziam uso 

de ácido fólico e 8 faziam associação medicamentosa com medicamentos como: hidroxiuréia, 

analgésicos, anti-inflamatórios, anti-metabólicos, anti-reumáticos e anticonvulsivantes.   

No período de vigência deste projeto, entre 2009 a 2011 cerca de 17 pacientes (10 pacientes 

com anemia falciforme e 7 pacientes HbA) foram submetidos ao procedimento de implante de 

células-tronco na região da osteonecrose (Tabela 3). Destes pacientes 12 do sexo masculino e 

5 do sexo feminino, com idades entre 18 e 71 anos. Como descrito na tabela 2 os pacientes 

apresentaram dados hematológicos e bioquímcos normais. Cerca de 35% dos pacientes 

apresentaram osteonecrose bilateral e classificação de Ficat ente 2 e 3. Dos pacientes que 

participaram do estudo 10 deles faziam uso de ácido fólico e 10 associações medicamentosas 

com medicamentos como: hidroxiuréria, analgésicos, antiinflamatórios, anticoncepionais, 

antidepressivos, anticonvulsivantes, antihipertensivos, antilipêmicos e diuréticos. Após o 

implante de células-tronco alguns pacientes relataram melhora da dor.     

A medula óssea falciforme apresenta níveis elevados de células progenitoras endoteliais 

Um total de 28 amostras de sangue periférico foram coletadas neste estudo (20 pacientes 

HbSS e 8 indivíduos normais), 10 amostras de medula óssea (7 pacientes falciformes e 3 

pacientes HbA) e 12 amostras de sangue de cordão umbilical. Na tabela 4, 5 e 6 foram 

descritas a avaliação de todas as subpopulações encontradas no sangue periférico, na medula 

óssea e sangue de cordão umbilical.   

Foi identificado um número maior de células CD34
+
/CD45

+
 no sangue periférico de pacientes 

falciformes comparado aos controles (p<0,05) e no sangue de cordão umbilical (Figura 1A). 

De acordo com os resultados obtidos foi observada uma variação na freqüência das 

subpopulações celulares investigadas. Segundo os resultados foi detectada uma freqüência 

mais elevada de células CD34
+
/CD133

+
 no sangue periférico e na medula óssea de indivíduos 

controles quando comparados aos pacientes falciformes, contudo sem significância estatística 

(p>0,05). No entanto foi observado diferenças significativas entre freqüência de células 

CD34
+
/CD133

+
 no sangue falciforme quando comparada ao sangue de cordão umbilical 

(p<0,05) (Figura 1B). Também foi identificado um discreto aumento das populações de 

células CD34
+
/KDR

+
/CD133

+
 e CD34

+
/KDR

+
/CD45

low/- 
nesses pacientes comparados aos 

controles normais, contudo sem significância estatística (p>0,05) (Figura 1C e 1D). Na 

medula óssea foram identificadas freqüências elevadas das células CD34+/KDR+/CD45low/- 

nos pacientes falciformes quando comparados aos pacientes controles, contudo sem 



143 
 

significância estatística como descrito na figura 1D (p>0,05). Nenhuma diferença 

estatisticamente significante foi encontrada na freqüência das células CD34+/KDR+/CD133+ 

neste estudo (Figura 1C) (p>0,05). Na medula óssea normal foi identificado um número maior 

de células CD34+/CD45+ comparado a medula falciforme, sem significância estatística 

(Figura 1A) (p>0,05). Também foi detectado um número maior de células de todas as 

subpopulações investigadas na medula óssea normal e falciforme comparado a freqüência no 

sangue de cordão umbilical.  

Os pacientes falciformes aprensetam um estado pró-angiogênico 

Os níveis plasmáticos das citocinas TGF-β, VEGF, SDF-1α e TNF do sangue periférico dos 

pacientes falciformes e indivíduos controles foram determinados através do ELISA (Enzyme 

Linked Immunosorbent Assay). Na determinação do TGF-β foram analisados um total de 49 

amostras de plasma (36 pacientes HbSS e 13 pacientes HbA). Para a dosagem de VEGF 

foram analisadas 44 amostras de sangue periférico (31 HbSS pacientes e 13 indivíduos HbA). 

Na dosagem de SDF foram avaliadas 41 amostras de sangue periférico (30 pacientes HbA e 

11 indivíduos HbA). Na determinação do TNF foram analisadas 39 amostras (28 pacientes 

HbSS e 11 pacientes HbA). 

Na amostra de sangue periférico observou-se níveis mais elevados de TGF-β no plasma de 

indivíduos controles quando comparados aos pacientes falciformes, contudo sem significância 

estatística (p>0,05) (Figura 2A). Neste estudo nenhuma diferença foi encontrada entre os 

níveis plasmáticos de TNF e VEGF de pacientes falciformes e indivíduos controles (p>0,05) 

(Figura 2C, e 2D). De acordo com os resultados foram identificados níveis discretamente 

elevados de SDF-1α tanto no plasma periférico de pacientes falciformes quando comparados 

aos controles, sem significância estatística (p>0,05) (Figura 2B).  

Discussão 

A anemia falciforme é uma doença caracterizada por intensas crises vaso oclusivas, hemólise, 

danos em múltiplos órgãos e o estresse hematopoiético. Através da análise de citometria de 

fluxo foi possível identificar freqüências elevadas de progenitores hematopoiéticos 

CD34+/CD45+ no sangue periérico de pacientes falciformes. Esses dados são coincidentes 

com estresse hematopoiético, relatado pelo aumento do número de BFU-E e eritroblastos no 

sangue periférico de pacientes com anemia falciforme (WU et al 2005; CROIZAT & 

NAGEL, 2007). O estresse hematopoiético parece ocorrer preferencialemente em pacientes 
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falciformes com elevada razão hemolítica, e o mecanismo proposto envolve o aumento da 

produção de fatores de crescimento de células-tronco (CSF) na medula óssea que irão 

estimular a produção de progenitores hematopoiéticos. Outras citocinas também podem 

participar sinergicamente com CSF, como IL-6, na expansão e mobilização de progenitores da 

medula óssea para o sangue periférico De acordo com nossos resultados, não observamos 

diferenças significantes nos níveis das células CD34
+
/CD133

+
/KDR

+
 e 

CD34
+
/KDR

+
/CD45

low/-
 entre o sangue periférico dos pacientes falciformes quando 

comparados aos de indivíduos controle. Estes resultados corroboram e complementam os 

achados de BEEM et al (2009) que observaram elevação dos níveis de progenitores 

endoteliais circulantes apenas nos pacientes HbSC/β-talassemia e HbSS/ β-talassemia em 

crise. A maior freqüência dos níveis de EPC durante as crises poderia indicar o papel desta 

população na mobilização e re-endotelização de tecidos isquêmicos.  

A população celular CD34
+
/CD133

+
 tem sido descrito na literatura como progenitores 

hemangioblásticos, comprometidos com linhagem sanguinea e endotelial, portanto, mais 

imaturos e anteriores à população de progenitores hematopoiéticos CD34
+
/CD45

+
 (GEHLING 

et al, 2000; TIMMERMANS et al, 20007). Nossos dados indicam uma redução nos níveis 

desta população no sangue periférico de pacientes com anemia falciforme. Embora haja uma 

discordância aparente nestes resultados, os dados recentes da literatura demonstram que as 

células CD34
+
/CD133

+
/KDR

+
 representarim uma população de progenitores hematopoiéticos 

primitivos que expressam CD45 (CASE et al., 2007). De forma similar TIMMERMAN et al 

(2007) observaram que as CPEs não são derivadas de céulas CD133+, sugerindo que essa 

população representaria progenitores de origem hematopoiética com atividade pró-angiogênca 

parácrina. GRISAR et al (2005) observaram um número reduzido dessa população no sangue 

periférico de pacientes com Artrite Reumatóide. Em pacientes com microvasculopatia após 

alotransplante, foi identificado, de maneira semelhante, um reduzido número desses 

progenitores no sangue periférico dos pacientes (OSTO et al, 2010). Nossos resultados 

também estão em em concordância com aqueles encontrados por MOONEN et al (2007), em 

que os autores observaram uma freqüência reduzida de células CD34
+
/CD133

+
 circulantes em 

pacientes com Lupus Eritematoso Sistêmico (LES), uma doença auto-imume em que ocorre 

estresse hematopoiético e tardiamente, desgaste da medula óssea. Embora o número reduzido 

dos níveis da população CD34
+
/CD133

+
 tenha sido descrita em doenças inflamatórias 

crônicas como LES e Artrite Reumatóide, nosso trabalho é o primeiro relato da freqüência 
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dessa população celular no sangue periférico em pacientes com anemia falciforme 

assintomáticos.  

Devido aos eventos de vaso-oclusão recorrentes e recidivantes, a doença falciforme é 

caracterizada por micro-lesões na medula óssea que podem conduzir a necrose tecidual 

(KERACHIAN et al, 2006). O infarto tecidual freqüentemente conduz à isquemia/hipóxia 

tecidual, e à ativação dos mecanismos de reparo, com secreção de fatores angiogênicos e 

mobilização/ativação de progenitores endoteliais que estimulem a angiogênese (SEGERS & 

LEE, 2008). Embora, estes mecanismos fisiopatológicos estejam bem descritos para diversos 

tecidos periféricos, supõe-se que o mesmo ocorra no infarto da medula óssea, o que levaria a 

um aumento na produção de CPEs na medula óssea.  

Nossos resultados de dosagem da população CD34
+
/KDR

+
/CD45

low/-
 indicam uma alta 

freqüência desses progenitores na medula óssea de pacientes com aneia falciforme. Na 

literatura essas populações celulares tem sido frequentemente correlacionadas a putativos 

progenitores endoteliais. Embora LUCK et al (2004) tenha observado níveis aumentados de 

células CD34+ na medula óssea e sangue periférico de pacientes falciformes, o que é 

sugestivo de estresse hematopoiético, nenhuma inferência foi feita quanto à população de 

progenitores CD34
+
/CD133

+
/KDR

+
 neste grupo de pacientes. Em pacientes transplantados foi 

encontrada a freqüência reduzida dessa população celular (2 células/ 1x10
6
 eventos) quando 

comparado com os indivíduos normais (8-10 células/ 10x10
6
 eventos) (OSTO et al, 2010). De 

forma semelhante pacientes com antrite reumatóide apresentaram níveis circulantes 

diminuídos desses progenitores quando comparado ao controle (0,048 ± 0,02% vs 0,07 ± 

0,01%). Na medula óssea essas células essa população apresenta uma freqüência baixa, menor 

que 1 célula/ml (TURA et al, 2007).   

As CPEs circulantes CD34
+
/KDR

+
/CD45

low/- 
tem sido descritas em diversas condições 

patológicas. Os níveis de CPEs circulatnes foram monitorados em pacientes com carcinoma 

renal tratados com inibidores de tirosino kinases por 14 dias. Eles observaram que houve 

mudanças significativas dessa população após 14 dias (0,5% -1.7% do sangue total) 

(FERACE et al, 2011). Em pacientes com disfunção ventricular essa freqüência foi 0,002 a 

0,005% da fração de leucócitos circulantes (BOILSON et al, 2010). Estudos com pacientes 

com diabetes melitus tipo 2 a frequência dessa população foi signicativamente menor que nos 

controles (1053 ± 101 células/ml vs 1649 
±
 105 células/ml) (LIAO et al, 2010). 

Coincidentemente em pacientes com osteonecrose foi identificado níveis reduzido das CPEs 
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CD34
+
/KDR

+
/CD45

low/-
 circulantes quando comparado aos controles (545 ± 177 células/ml vs 

1460 ± 265 células/ml). De acordo com esses resultados o reduzido número de CPEs 

circulantes nestes pacientes estaria relacionado com fator risco elevado para o 

desenvolvimento da necrose óssea (FENG et al, 2010). Em pacientes falciformes HbSC/β-

talassemia e HbSS/ β-talassemia assintomáticos BEEM et al (2009)  não identifcaram essa 

população celular (0 - 0 células/ml), no entanto em pacientes em crise vaso-oaclusiva a 

freqüência das CPEs circulantes aumetaram significativamente (0 - 186 células/ml). Na 

medula óssea tem sido identficado diferentes populações celulares com potencial angiogênico. 

Contudo TIMMERMANS et al (2007) através de seleção magnética utilizando microbeads de 

CD34 observaram que apenas as células CD34
+
/CD45

low/-
 foram capazes de formar colônias 

de células endoteliais. Esses progenitores foram capazes de formar cerca de 8 colônias/8x10
3
 

células em média, enquanto as células CD133
+
 e CD34

+
/CD45

low
 faltaram essa característica.  

Trabalhos recentes sugerem que a população celular com fenótipo CD34
+
/CD45

low/- 
contenha 

maior freqüência de células progenitoras endoteliais (CASE et al, 2007, TIMMERMANS et 

al, 2007). Nossos resultados são concordantes com estes achados, pois se baseiam em análise 

da população CD34
+
/KDR

+
/CD45

low/- 
que está contida no fenótipo mais abrangente 

CD34
+
/CD45

low/-
. No entanto, a descrição e o papel de uma célula progenitora endotelial não 

deve fundamentar-se apenas na análise de marcadores fenotípicos, mas também deve 

contemplar a caracterização biológica (celular, molecular e funcional) desta população.  Essas 

células precisam ser avaliadas quanto à sua capacidade de formar colônias in vitro, possuir 

marcadores de células endoteliais e serem capazes de promover a vasculogênese in vivo 

(SIEVEKING et al, 2008).  

A anemia falciforme é uma doença que apresenta um estado inflamatório crônico (MAKIS et 

al, 2000). Embora os valores medianos de TGF-β e VEGF estejam mais reduzidos que os 

valores dos controles, é possível observar que um número maior de pacientes apresentaram 

níveis elevados dessas citocinas. Esses resultados são concordantes com os dados obtidos por 

CROIZAT & NAGEL et al (1999). Eles observaram níveis mais elevados de TGF-β no 

plasma de pacientes com anemia falciforme com concomitante níveis aumentados de HbF, do 

que no plasma dos pacientes com níveis mais reduzidos de HbF ou mesmo  os indivíduos 

controle. Neste trabalho, observou-se que o nível elevado de TGF-β concomitante  ao HbF 

elevado estaria relacionada às baixas concentrações plasmáticas CSF, sugerindo que o TGF-β 

é um regulador negativo de CSF e portanto, atuaria reprimindo a expressão de c-Kit nas 

células progenitoras hematopoiéticas. Por outro lado, em pacientes com baixos níveis de HbF, 
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o TGF-β pareceria agir sinergicamente com GM-CSF participando da amplificação da 

resposta BFU-E ao CSF, estimulando dessa forma o estresse eritropoiético. Desta forma, 

teríamos a citocina TGF-β atuando como um regulador bimodal e fator complicador da 

hematopoiese em pacientes com anemia falciforme. De acordo com CERQUEIRA et al 

(2011) o valor médio encontrado de HbF entre os pacientes anemia falciforme estáveis da 

Bahia foi de 7%. Considerando-se estes dados e o papel do TGF- β, o estresse hematopoiético 

encontrado em nosso trabalho, representado pela freqüência elevada de células 

CD34+/CD45+, poderia estar relacionada também ao efeito modulador positivo do TGF-β 

nesta população.  

Os níveis de VEGF foram encontrados elevados nos pacientes falciformes neste trabalho e 

esses resultados corroboram com dados encontrados por BEEM et al (2009). Eles detectaram 

níveis aumentados de VEGF em pacientes falciformes que aumetaram em pacientes em crise. 

O VEGF é uma importante citocina angiogênica que está realcionada com a produção, 

mobilização, proliferação e diferenciação de CPEs. Em nosso trabalho, os níveis aumentados 

dessa citocina estariam relacionados com o aumento desses progenitores (células 

CD34
+
/CD133

+
/KDR

+
 e CD34

+
/KDR

+
/CD45

low/-
)  na medula óssea dos pacientes falciformes. 

As sucessivas crises vaso-oclusivas, danos endoteliais e necrose medular podem estimular a 

neovascularização conduzindo ao estado pró-angiogênico desses pacientes e 

consequentemente ao aumento de CPEs. Embora os níveis de VEGF tenham sido encontrados 

elevados neste trabalho, níveis plasmáticos de SDF-1α não apresentaram diferenças entre 

pacientes falciformes e os indivíduos controle. Esses resultados contrastam com dados 

encontrados por LANDBURG et al (2009) que identificaram níveis circulantes elevados de 

SDF-1α em pacientes HbS/β-talassemia do indivíduos controles. JIN et al (2007) propôs que 

o SDF-1α tem um papel essencial na retenção e mobilização de progenitores da medula óssea 

para o sangue periférico (JIN et al, 2007). Para que ocorra a migração celular, deve haver uma 

diferença no gradiente de concentração, para que as células progenitoras possam migrar em 

direção ao gradiente de SDF-1 (JIN et al, 2007). Assim, possivelmente, os níveis elevados de 

CPEs encontrados na medula óssea falciforme podem está relacionado aos baixos níveis 

plasmáticos de SDF-1α, o que favoreceria a retenção desses progenitores na medula óssea.   

Nosso estudo também não observou diferenças significativas nos níveis de TNF entre 

pacientes falciformes e controle. Contrariamente aos nossos reultados LANARO et al (2009) 

observaram níveis entre 3,0 pg/ml de TNF em pacientes com anemia falciforme em estado 

estável, enquanto que os controles apresentaram níveis entre 1,5 pg/ml dessa citocina, 
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sugerindo um estado pró-angiogênico dos pacientes. No entanto CAJADO et al (2011) 

reportou níveis entre 29,711 ± 19,49 pg/ml dessa citocina em crianças com anemia falciforme 

estáveis no estado da Bahia. Em nosso trabalho não observamos diferenças significativas 

entre os níveis plasmáticos de TNF nos pacientes falciformes e controles que apresetaram 

valores entre 80pg/ml dessa citocina. Esses dados estão coerentes com os níveis aumentados 

de TGF-β. O TGF-β é uma citocina imunoregulatória e pode agir reduzindo a resposta 

inflamatória modulando os níveis de TNF. O TNF é uma importante citocina pró-inflamatória 

que age aumentando a resposta inflamatória, induzindo a cascata de coagulação, estimulando 

a produção de proteínas de fase aguda e levando a ativação endotelial.  

A Anemia falciforme é uma doença que apresenta uma miríade de complicações 

fisiopatológicas entre elas, uma intensa hemólise, estresse hematopoético, vasculopatia, e 

danos teciduais.   Os pacientes que participaram deste estudo são pacientes com anemia 

falciforme, que apresetaram osteonecrose, em estado estável e que foram submetidos ao 

transplante autólogo de células mononucleares da medula óssea. Concluimos que a maior 

freqüência CPEs representa uma marca biológica dos pacientes com anemia falciforme, uma 

vez que o número elevado de células progenitoras faz parte do estresse hematopoiético dessa 

categoria de pacientes.  
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LEGENDAS DAS TABELAS 

Tabela 1. Relação dos dados hematológicos, bioquímicos e histórico clínico dos pacientes 

com anemia falciforme que foram submetidos a coleta de sangue periférico. 

Tabela 2. Relação dos dados hematológicos, bioquímicos e evolução do quadro clínico dos 

pacientes com anemias falciformes e normais que foram submetidos ao implante de CMMOs. 

* ON= Osteonecrose, ** HU= Hidroxiuréia. 

Tabela 3. Frequência das subpopulações de células CD34
+
/CD45

+
, CD34

+
/CD133

+
, 

CD34
+
/KDR

+
/CD133

+
 e CD34

+
/KDR

+
/CD45

low/-. 
Encontradas no sangue periférico de 

pacientes com anemia falciforme e indivíduos normais.  
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Tabela 4 Frequência das subpopulações de células CD34
+
/CD45

+
, CD34

+
/CD133

+
, 

CD34
+
/KDR

+
/CD133

+
 e CD34

+
/KDR

+
/CD45

low/-
, encontradas na medula óssea de pacientes 

com anemia falciforme.  

Tabela 5. Frequência das subpopulações de células CD34
+
/CD45

+
, CD34

+
/CD133

+
, 

CD34
+
/KDR

+
/CD133

+
 e CD34

+
/KDR

+
/CD45

low/-
, encontradas no sangue de cordão umbilical 

de indivíduos normais. 

 

LEGENDAS DA FIGURAS 

Figura 1. Frequência das subpopulações de células CD34
+
/CD45

+
 (A), CD34

+
/CD133

+
 (B), 

CD34
+
/KDR

+
/CD133

+
 (C), CD34

+
/KDR

+
/CD45

low/-
 (D),  encontradas no sangue periférico, 

medula óssea de pacientes falciformes e no sangue de cordão umbilical de indivíduos 

normais. A barra erros representa a mediana dos valores obtidos (Mann-Whitney). 

 

Figura 2. Dosagem de TGF-β (A), e TNF (B), SDF-1α (C) e VEGF (D), no sangue periférico 

e medula óssea de pacientes falciformes e indivíduos normais por ELISA. A barra de erros 

representa a mediana dos valores obtidos (Mann-Whitney). 
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Frequência das subpopulações celulares encontradas no Sangue Periférico de pacientes 
normais e falciformes 

Paciente Genótipo 
Leuco 
X103 

Subpopulações celulares 

CD34+/45+ CD34+/CD133+ CD34+/CD133+ 

/KDR+ 
CD34+/CD133+ 

/45low/- 

1 HbSS 11 1155 32 86 250 
2 HbSS 7 613 0 0 51 
3 HbSS 6,3 504 1078 883 207 
4 HbSS 6,6 462 356 132 185 
5 HbSS 17 3096 986 408 633 
6 HbSS 11 2354 68 92 47 
7 HbSS 11 2091 63 63 121 
8 HbSS 11 2816 839 60 968 
9 HbSS 8,2 628 0 0 0 

10 HbSS 10 220 0 0 60 
11 HbSS 6,3 567 0 0 0 
12 HbSS 9,6 1071 38 19 77 
13 HbS 13 4218 0 26 130 
14 HbSS 12 617 696 396 48 
15 HbSS 5 136 68 181 18 
16 HbSS 7,6 152 149 250 0 
17 HbSS 14 502 310 1359 67 
18 HbSS 17 NF* 2304 353 NF* 
19 HbSS 16 NF* 4437 4522 NF* 
20 HbSS 17 1323 333 247 41 
21 HbA 8 347 0 0 32 
22 HbA 6,8 694 538 0 150 
23 HbA 9,7 246 982 35 214 
24 HbA 6,7 54 195 120 24 
25 HbA 5 39 875 70 59 
26 HbA 7 157 356 276 29 
27 HbA 7 70 660 1078 0 
28 HbA 7,4 NF* 0 17 NF* 

*NF= Não foi feito a avaliação dessa subpopulação celular 
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Frequência das subpopulações celulares encontradas na medula óssea de pacientes 
falciformes 

Paciente Genótipo 
Leuco 
X103 

Subpopulações celulares 

CD34+/45+ CD34+/CD133+ CD34+/CD133+ 

/KDR+ 
CD34+/CD133+ 

/45low/- 

1 HbSS 17 940 27967 74 0 
2 HbSS 13 0 52 0 0 
3 HbSS 30 394 179 1617 5041 
4 HbSS 20 2066 89 1336 82 
5 HbSS 16 544 420 804 301 
6 HbSS 20 567 1546 823 385 
7 HbSS 70 560 280 560 1680 
8 HbSS 26 76 958 779 152 
9 HbSS 14 4726 489 164 225 

10 HbSS 17 940 NF* NF* 9 

*NF= Não foi feito a avaliação dessa subpopulação celular 

 

Frequência das subpopulações celulares encontradas no Sangue de Cordão Umbilical de 
Indivíduos Normais 

Paciente Genótipo 
Leuco 
X103 

Subpopulações celulares 

CD34+/45+ CD34+/CD133+ CD34+/CD133+ 

/KDR+ 
CD34+/CD133+ 

/45low/- 

1 HbA 11 946 2480 66 0 
2 HbA 13 47 8450 26 0 
3 HbA 10 133 7190 2133 33 
4 HbA 12 0 7800 2046 24 
5 HbA 9,3 275 174 74 215 
6 HbA 6,7 540 59 147 19 
7 HbA 10 4550 49 98 0 
8 HbA 8,3 NF* 9099 182 NF* 
9 HbA 12 NF* 3573 247 NF* 

10 HbA 21 NF* 21367 524 NF* 
11 HbA 16 NF* 10414 379 NF* 

*NF= Não foi feito a avaliação dessa subpopulação celular 
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Avaliação da subpopulação de células CD34+/CD45+ do sangue periférico e medula
óssea de pacientes falciformes e indivíduos controles
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Avaliação da subpopulação de células CD34+/KDR+/CD133  do sangue periférico e
medula óssea de pacientes falciformes e indivíduos controles
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Avaliação da subpopulação de células CD34+/KDR+/CD45low/- do sangue periférico e
medula óssea de pacientes falciformes e indivíduos controles
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Avaliação dos níveis plasmáticos periférico de TGF-  de
pacientes falciformes e indivíduos controles
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Avaliação dos níveis plasmáticos periférico de TNF de
pacientes falciformes e indivíduos controles
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Avaliação dos níveis plasmáticos periférico de SDF- 1 de
pacientes falciformes e indivíduos controles
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C D Avaliação dos níveis plasmáticos periférico de VEGF de
pacientes falciformes e indivíduos controles
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TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO  

 

Aspectos Imunobiológicos da Células Progenitoras Endoteliais na Anemia Falciforme. 

Procedimento: Coleta de aspirado/ biópsia de medula óssea 

 

DADOS DE IDENTIFICAÇÃO DO PACIENTE OU RESPONSÁVEL LEGAL 

 

1. Nome do Paciente: _________________________________________________________ 

 

2. Documento de Identidade: __________________________________________________              

 

3. Sexo: (M)    (F)     Data Nascimento: ____________________________________ 

 

4. Endereço: ________________________________________________________________ 

 

______________________________________________________________________ 

  

   Bairro: __________________________   Cidade: __________________ Estado: ___ 

 

   CEP: _____________  Telefone: __________________________________________ 

 

5. Responsável legal: ___________________________________________________ 

 

Natureza (grau de parentesco, tutor, curador): ______________________________ 

VIA DO PACIENTE 
Estudo: Avaliação das Células Progenitoras Endoteliais na Anemia Falciforme    
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Documento de Identidade:  ______________________________________________ 

 

Sexo: (M)   (F)     Data de Nascimento: _____________________________________ 

 

Endereço: _____________________________________________________________ 

 

Bairro: ____________ Cidade: ________________ Estado: ______ CEP:_________ 

 

DECLARAÇÃO DO INVESTIGADOR 

Nós estamos convidando você a participar de um estudo de pesquisa. O propósito deste 

formulário de consentimento é dar-lhe as informações que você irá precisar para ajudá-

lo a decidir se deseja participar ou não do estudo. Por favor, leia o formulário 

cuidadosamente.  Você poderá fazer perguntas sobre os objetivos da pesquisa, os 

possíveis riscos e benefícios, seus direitos como um voluntário, e qualquer informação 

adicional sobre a pesquisa caso este formulário não esteja claro.  Quando nós tivermos 

respondido todas as suas perguntas, você poderá decidir se deseja participar do estudo 

ou não. Nós lhe daremos uma cópia deste formulário para seus registros. 

 

PROPÓSITO E BENEFÍCIOS 

Você está sendo convidado como voluntário a participar desta pesquisa realizada pela 

Universidade Federal da Bahia, porque você é portador da anemia falciforme. Este estudo tem 

o objetivo de avaliar as condições de um tipo de células-tronco presente na medula óssea que 

é capaz de reparar vasos sanguíneos danificados. O estudo pode ser benéfico a você e todos os 

pacientes falciformes se descobrirmos a quantidade e como estão essas células na medula 

óssea. Caso seja identificado algum defeito dessas células isso pode estar relacionado ao 

aparecimento de algumas manifestações clínicas da doença e futuramente poderemos propor 

uma nova terapia para diminuir alguns sintomas da anemia falciforme.  
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OBJETIVO: O objetivo deste estudo é avaliar a quantidade, isolar e analisar o aspecto e 

função das Células Progenitoras Endoteliais, um tipo de célula-tronco que possui a capacidade 

de reparar os vasos sanguíneos danificados, e está presente na medula óssea e sangue 

periférico, para propormos futuramente uma nova terapia que possa reduzir alguns sintomas 

da anemia falciforme. 

 

PROCEDIMENTO: Se você concordar em participar, nós pediremos sua permissão para 

coletar 4mL do aspirado medular (volume de uma colher de chá), que já será retirado durante 

o procedimento de diagnóstico que você será submetido. Você pode ajudar a pesquisa de 

células-troncos doando este material. A doação é um ato simples e livre, sem prejuízo para 

seu atendimento médico, e para isso basta que você expresse sua vontade através da assinatura 

desse termo de consentimento. Esse procedimento não implicará em nenhuma despesa 

adicional para você ou sua família e nem será utilizado para fins lucrativos. De acordo com 

nossa legislação, é proibida qualquer forma de remuneração ou recompensa pela doação de 

material biológico. Os pesquisadores poderão entrar em contato com você ou seu médico de 

encaminhamento para atualizar as informações da história médica.  

 

SIGILO: Seu médico irá tratar da sua identidade com padrões profissionais de sigilo. Seu 

prontuário vai permanecer confidencial. Os participantes não serão identificados em nenhuma 

publicação que possa resultar deste estudo, bem como o Comitê de Ética envolvido no estudo 

pode solicitar revisão de seu prontuário; no entanto, ele vai continuar em sigilo, porque 

apenas um número e as suas iniciais serão usados para identificação. Os nomes dos 

participantes ou o material que identifique os participantes não serão liberados sem permissão 

por escrito, exceto se exigido por lei. Uma cópia deste consentimento informado será 

arquivada no seu prontuário médico e uma será fornecida a você. 

 

PARTICIPAÇÃO/ENCERRAMENTO: Você é livre para se recusar a participar ou retirar 

seu termo de adesão e informação e interromper a participação a qualquer momento. A 

participação é voluntária e a recusa em participar não irá acarretar qualquer penalidade ou 
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perda de benefícios. A recusa ou interrupção não prejudicará de forma alguma sua capacidade 

de receber tratamento, agora ou no futuro, nas instituições envolvidas no estudo. Você 

também poderá anular este consentimento, mesmo após te-lo assinado. 

 

CUSTOS DA PARTICIPAÇÃO: Nem você ou sua companhia de seguros serão onerados 

pelos procedimentos necessários para a coleta, análise, procedimentos e armazenamento do 

material biológico.  

 

INDENIZAÇÃO: Ao assinar este termo, você não abre mão de nenhum direito legal que 

você eventualmente teria em caso de conduta errônea ou negligente de qualquer membro da 

equipe multiprofissional de saúde que lhe dará assistência durante o estudo. 

 

OUTRAS INFORMAÇÔES:  

Você não será pago por sua participação, nem será cobrado nenhuma taxa extra como 

resultado da participação neste estudo. Sua participação é completamente voluntária, você 

pode recusar-se a participar ou pode retirar-se do estudo a qualquer hora e pedir que todas as 

amostras sejam destruídas. Para fazer isso você irá entrar em contato com um dos 

investigadores. A recusa ou retirada não levará a nenhuma penalização ou perda de benefícios 

aos quais você está habilidado. Sua identidade como doador de medula óssea irá permanecer 

confidencial.  As amostras serão codificadas e não identificadas pelo nome do sujeito. 

 

DECLARAÇÃO DO PACIENTE: 

Eu, _____________________________________ tive tempo para ler e pensar sobre as 

informações contidas neste formulário antes de conceder a doação para o estudo. 

Participarei doando espontaneamente o aspirado de medula óssea após o procedimento de 

diagnóstico hematológico. Fui devidamente informado dos objetivos da doação e estou ciente 

que esta coleta busca oferecer um material para o estudo de células tronco presentes na 

medula óssea. Recebi esclarecimento sobre o anonimato desta doação e estou ciente que, 
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mesmo tendo concordado em doar, o aspirado medular só será coletado se o procedimento de 

diagnóstico transcorrer sem intercorrências.  

Declaro que estou ciente de que uma vez feita a doação, o material colhido não poderá ser 

reivindicado futuramente para meu próprio uso ou de algum membro da minha família. 

Entendo também que posso anular este consentimento a qualquer momento antes da minha 

cirurgia. 

Declaro ter recebido uma cópia deste termo de consentimento e se qualquer problema ou 

questão aparecer durante o estudo com relação aos meus direitos enquanto paciente deste 

estudo, ou com relação a alguma lesão que venha a acontecer relacionada a esse estudo, 

compreendo que devo entrar em contato com: Dra. Songeli Menezes Freire Cel.: 71/ 8746-

6413, e/ou em caso de eventual necessidade com o Coordenador do Comitê de Ética em 

Pesquisa, Professor, Doutor, Antônio dos Santos Barata, Tel.: 71/3283-8043 no 1º andar 

do Hospital Universitário Professor Edgar Santos (HUPES).  

 

Dr: ______________________________________________________________________ 

 

Telefone: _________________________________________ 

 

Assinatura do Paciente: __________________________________________________ 

 

Assinatura da Testemunha: ________________________________________________ 

 

Assinatura do Médico: ___________________________________________________ 

 

Local e data: ___________________________________________________________ 
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TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO 

 

Aspectos Imunobiológicos da Células Progenitoras Endoteliais na Anemia Falciforme. 

Procedimento: Coleta de aspirado/ biópsia de medula óssea 

 

DADOS DE IDENTIFICAÇÃO DO PACIENTE OU RESPONSÁVEL LEGAL 

 

1. Nome do Paciente: 

_________________________________________________________ 

 

2. Documento de Identidade: __________________________________________________              

 

3. Sexo: (M)    (F)     Data Nascimento: ____________________________________ 

 

4. Endereço: ________________________________________________________________ 

 

______________________________________________________________________ 

  

   Bairro: __________________________   Cidade: __________________ Estado: ___ 

 

   CEP: _____________  Telefone: __________________________________________ 

 

5. Responsável legal: ___________________________________________________ 

 

VIA DO PACIENTE 
Estudo: Avaliação das Células Progenitoras Endoteliais na Anemia Falciforme    
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Natureza (grau de parentesco, tutor, curador): ______________________________ 

 

Documento de Identidade:  ______________________________________________ 

 

Sexo: (M)   (F)     Data de Nascimento: _____________________________________ 

 

Endereço: _____________________________________________________________ 

 

Bairro: ____________ Cidade: ________________ Estado: ______ CEP:_________ 

 

DECLARAÇÃO DO INVESTIGADOR 

Nós estamos convidando você a participar de um estudo de pesquisa. O propósito deste 

formulário de consentimento é dar-lhe as informações que você irá precisar para ajudá-

lo a decidir se deseja participar ou não do estudo. Por favor, leia o formulário 

cuidadosamente.  Você poderá fazer perguntas sobre os objetivos da pesquisa, os 

possíveis riscos e benefícios, seus direitos como um voluntário, e qualquer informação 

adicional sobre a pesquisa caso este formulário não esteja claro.  Quando nós tivermos 

respondido todas as suas perguntas, você poderá decidir se deseja participar do estudo 

ou não. Nós lhe daremos uma cópia deste formulário para seus registros. 

 

PROPÓSITO E BENEFÍCIOS 

Você está sendo convidado como voluntário a participar desta pesquisa realizada pela 

Universidade Federal da Bahia, porque você é portador da anemia falciforme. Este estudo tem 

o objetivo de avaliar as condições de um tipo de células-tronco presente na medula óssea que 

é capaz de reparar vasos sanguíneos danificados. O estudo pode ser benéfico a você e todos os 

pacientes falciformes se descobrirmos a quantidade e como estão essas células na medula 

óssea. Caso seja identificado algum defeito dessas células isso pode estar relacionado ao 
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aparecimento de algumas manifestações clínicas da doença e futuramente poderemos propor 

uma nova terapia para diminuir alguns sintomas da anemia falciforme.  

 

OBJETIVO: O objetivo deste estudo é avaliar a quantidade, isolar e analisar o aspecto e 

função das Células Progenitoras Endoteliais, um tipo de célula-tronco que possui a capacidade 

de reparar os vasos sanguíneos danificados, e está presente na medula óssea e sangue 

periférico, para propormos futuramente uma nova terapia que possa reduzir alguns sintomas 

da anemia falciforme. 

 

PROCEDIMENTO: Se você concordar em participar, nós pediremos sua permissão para 

coletar 4mL do aspirado medular (volume de uma colher de chá), que já será retirado durante 

o procedimento de diagnóstico que você será submetido. Você pode ajudar a pesquisa de 

células-troncos doando este material. A doação é um ato simples e livre, sem prejuízo para 

seu atendimento médico, e para isso basta que você expresse sua vontade através da assinatura 

desse termo de consentimento. Esse procedimento não implicará em nenhuma despesa 

adicional para você ou sua família e nem será utilizado para fins lucrativos. De acordo com 

nossa legislação, é proibida qualquer forma de remuneração ou recompensa pela doação de 

material biológico. Os pesquisadores poderão entrar em contato com você ou seu médico de 

encaminhamento para atualizar as informações da história médica.  

 

SIGILO: Seu médico irá tratar da sua identidade com padrões profissionais de sigilo. Seu 

prontuário vai permanecer confidencial. Os participantes não serão identificados em nenhuma 

publicação que possa resultar deste estudo, bem como o Comitê de Ética envolvido no estudo 

pode solicitar revisão de seu prontuário; no entanto, ele vai continuar em sigilo, porque 

apenas um número e as suas iniciais serão usados para identificação. Os nomes dos 

participantes ou o material que identifique os participantes não serão liberados sem permissão 

por escrito, exceto se exigido por lei. Uma cópia deste consentimento informado será 

arquivada no seu prontuário médico e uma será fornecida a você. 
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PARTICIPAÇÃO/ENCERRAMENTO: Você é livre para se recusar a participar ou retirar 

seu termo de adesão e informação e interromper a participação a qualquer momento. A 

participação é voluntária e a recusa em participar não irá acarretar qualquer penalidade ou 

perda de benefícios. A recusa ou interrupção não prejudicará de forma alguma sua capacidade 

de receber tratamento, agora ou no futuro, nas instituições envolvidas no estudo. Você 

também poderá anular este consentimento, mesmo após te-lo assinado. 

 

CUSTOS DA PARTICIPAÇÃO: Nem você ou sua companhia de seguros serão onerados 

pelos procedimentos necessários para a coleta, análise, procedimentos e armazenamento do 

material biológico.  

 

INDENIZAÇÃO: Ao assinar este termo, você não abre mão de nenhum direito legal que 

você eventualmente teria em caso de conduta errônea ou negligente de qualquer membro da 

equipe multiprofissional de saúde que lhe dará assistência durante o estudo. 

 

OUTRAS INFORMAÇÔES:  

Você não será pago por sua participação, nem será cobrado nenhuma taxa extra como 

resultado da participação neste estudo. Sua participação é completamente voluntária, você 

pode recusar-se a participar ou pode retirar-se do estudo a qualquer hora e pedir que todas as 

amostras sejam destruídas. Para fazer isso você irá entrar em contato com um dos 

investigadores. A recusa ou retirada não levará a nenhuma penalização ou perda de benefícios 

aos quais você está habilidado. Sua identidade como doador de medula óssea irá permanecer 

confidencial.  As amostras serão codificadas e não identificadas pelo nome do sujeito. 

 

DECLARAÇÃO DO PACIENTE: 

Eu, _____________________________________ tive tempo para ler e pensar sobre as 

informações contidas neste formulário antes de conceder a doação para o estudo. 
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Participarei doando espontaneamente o aspirado de medula óssea após o procedimento de 

diagnóstico hematológico. Fui devidamente informado dos objetivos da doação e estou ciente 

que esta coleta busca oferecer um material para o estudo de células tronco presentes na 

medula óssea. Recebi esclarecimento sobre o anonimato desta doação e estou ciente que, 

mesmo tendo concordado em doar, o aspirado medular só será coletado se o procedimento de 

diagnóstico transcorrer sem intercorrências.  

Declaro que estou ciente de que uma vez feita a doação, o material colhido não poderá ser 

reivindicado futuramente para meu próprio uso ou de algum membro da minha família. 

Entendo também que posso anular este consentimento a qualquer momento antes da minha 

cirurgia. 

Declaro ter recebido uma cópia deste termo de consentimento e se qualquer problema ou 

questão aparecer durante o estudo com relação aos meus direitos enquanto paciente deste 

estudo, ou com relação a alguma lesão que venha a acontecer relacionada a esse estudo, 

compreendo que devo entrar em contato com: Dra. Songeli Menezes Freire Cel.: 71/ 8746-

6413, e/ou em caso de eventual necessidade com o Coordenador do Comitê de Ética em 

Pesquisa, Professor, Doutor, Antônio dos Santos Barata, Tel.: 71/3283-8043 no 1º andar 

do Hospital Universitário Professor Edgar Santos (HUPES).  

 

Dr: ______________________________________________________________________ 

 

Telefone: _________________________________________ 

 

Assinatura do Paciente: __________________________________________________ 

 

Assinatura da Testemunha: ________________________________________________ 

Assinatura do Médico: _________________________________________________ 

Local e data: _____________________________________________________________ 
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