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I. LISTA DE ABREVIATURAS 

 

ApoE – apolipoproteína E 

CPE – células progenitoras endoteliais 

DS – dermatan sulfato 

G-CSF – fator estimulante de colônia granulocítica 

HCII – cofator II da heparina 

HDL – lipoproteína de alta densidade 

LDL – lipoproteína de baixa densidade 

MNC – células mononucleares 

PAR – receptor protease ativo 

VEGF – fator de crescimento do endotélio vascular 

VEGFR2 – receptor para o fator de crescimento do endotélio vascular – 2 

VLDL – lipoproteína de densidade muito baixa 
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II. RESUMO 

O dermatan sulfato (DS) é um glicosaminoglicano que pode atuar como um agente 

antitrombótico, anticoagulante e anti-inflamatório. A aterosclerose é uma doença que acomete 

os vasos sanguíneos através da formação exacerbada de placas de gordura, interrompendo o 

fluxo de sangue. A intervenção cirúrgica mais utilizada nesses casos é a angioplastia, 

entretanto, esse procedimento pode ocasionar uma lesão ao endotélio, onde células e 

proteínas inflamatórias são recrutadas ao local da lesão, promovendo a migração e 

proliferação das células musculares lisas ocasionando a reestenose (neointima) do vaso 

acometido. A recuperação do endotélio, momentos após a lesão, seria uma alternativa 

terapêutica com o objetivo de se evitar a formação de neointima. Essa recuperação poderia ser 

feita pelas células progenitoras endoteliais (EPC), existentes na população de células 

mononucleares (MNC), da medula óssea. Neste estudo, testamos o efeito do DS na 

inflamação, trombose, formação de neointima e migração de MNC em camundongos 

selvagens (C57BL06), testamos também o efeito do DS em conjunto com a administração de 

MNC na formação de neointima em camundongos selvagens, deficientes da proteína cofator 

II da heparina (HCII-/-) e deficientes em apolipoproteína E (ApoE-/-). Todos os animais 

analisados passaram por um procedimento cirúrgico na artéria carótida comum esquerda, 

mimetizando a lesão causada por angioplastia em humanos. Analisamos a formação de 

trombo, a presença de células inflamatórias e de P-selectina nos animais 1 ou 3 dias após a 

lesão arterial; a formação de neointima foi analisada 21 após a injúria arterial. Observamos 

uma inibição da trombose, diminuição de células CD45+ e da expressão de P-selectina no 

local da lesão nos animais selvagens tratados com DS. Foi observado, também, que nos 

animais selvagens que receberam MNCs ou MNCs + DS, a formação de neointima foi 
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inibida. Nos animais selvagens tratados com MNC + DS, houve uma maior migração de 

MNC para o local da lesão. Nos animais HCII-/-, não houve inibição da formação da 

neointima em nenhum dos dois grupos (tratados com MNC e tratados com MNC + DS). Nos 

camundongos ApoE-/- a injeção de MNC mesmo em conjunto com o tratamento com DS não 

foi capaz de inibir a proliferação de neointima; houve melhora apenas quando se administrou 

o DS isoladamente. Com isso, concluímos que o DS participa da inibição dos processos 

trombótico e inflamatório, na sua fase inicial, após injúria arterial e promove também a 

migração de um número maior de MNCs para o local da lesão nos animais selvagens; nos 

animais ApoE-/-, o DS inibiu a resposta inflamatória inicial e a formação de neointima apenas 

quando administrado isoladamente, tendo seu efeito anulado quando este foi injetado 

conjuntamente com as MNC. Este dado sugere que o processo inflamatório local, o estágio de 

formação das placas de ateroma, o elevado índice de colesterol e os triglicerídeos circulantes 

podem influenciar no efeito do DS e na capacidade de recuperação do endotélio mediada pela 

MNCs injetadas nos camundongos ApoE-/-. 
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III.  ABSTRACT 

Dermatan sulfate (DS) is a glycosaminoglycan that can act as an antithrombotic, 

anticoagulant and anti-inflammatory agent. Atherosclerosis is a disease that affects the blood 

vessels by an exacerbated fat plaques formation, blocking the blood flow. The most used 

surgical operation, in these cases, is the angioplasty; however, this procedure can cause a 

lesion to the endothelium, where inflammatory cells and proteins are recruited to the lesion 

site, promoting smooth muscle cells migration and proliferation, provoking restenosis 

(neointima) of the attempted vessel. The endothelium recovery, some time after lesion, would 

be a therapeutic strategy by preventing the neointima formation. This recovery could be done 

by the endothelial progenitor cells (EPC), present in mononuclear cells (MNC) population, 

from bone marrow. In this study, we devise the DS effect on inflammation, thrombosis, 

neointima formation and MNC migration in wild-type mice (C57BL06); we also devise DS 

effect together with MNC administration on neointima formation in wild-type mice, heparin 

cofactor II deficient mice (HCII-/-) and apolipoprotein E deficient mice (ApoE-/-). All 

analyzed animals suffered surgical operation in left common carotid artery, that mimics the 

lesion caused by angioplasty in humans. We analyzed thrombus formation, inflammatory 

cells presence and P-selectin in animals 1 and 3 days after lesion; neointima formation was 

analyzed 21 days after arterial injury. We observed a thrombus inhibition, decreased CD45+ 

cells and P-selectin expression at the lesion site in wild-type animals treated with DS. It was 

also observed in wild-type animals that received MNC or MNC + DS, the neointima 

formation was inhibited. In wild-type animals treated with MNC + DS, there were a higher 

MNC migration to the lesion site. In HCII-/- animals, there was not an inhibition in neointima 

formation in any of the two groups (treated with MNC or treated with MNC + DS). In ApoE-/- 



 

15 
 

mice, the MNC injection even in DS presence, was not able to inhibit neointima proliferation; 

there was an improvement only when DS was administered alone. It follows that DS 

participate on thrombotic and inflammatory process inhibition, in the initial stages, after 

arterial injury and it also promote a higher MNC migration to the lesion site in wild-type 

animals; in ApoE-/- animals, DS inhibited the initial inflammatory response and neointima 

formation only when administered alone; its effect was null when it was injected together 

with MNC. This date suggest that local inflammatory process, atheroma plaque state, elevated 

cholesterol and triglyceride rates can influence on DS effect and on the capacity of 

endothelium recovery mediated by injected MNC in ApoE-/- mice.   
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IV. INTRODUÇÃO 

Os vasos sanguíneos são formados por 3 camadas: a camada íntima composta de uma camada 

única de células endoteliais, a camada média formada principalmente fibras elásticas e as células 

musculares lisas e a camada adventícia, que contém principalmente fibras colágenas e 

fibroblastos. 

As células endoteliais, presentes na camada íntima, atuam como uma barreira não adesiva 

para plaquetas e leucócitos e produzem uma variedade de importantes fatores regulatórios, tais 

como as prostaglandinas que causam uma maior permeabilidade capilar e tem o poder de 

quimiotaxia, atraindo macrófagos durante o processo inflamatório e o óxido nítrico  que promove 

o relaxamento do músculo liso da parede do vaso, fazendo que este dilate aumentando o fluxo 

sanguíneo e diminuindo a pressão arterial (Cines et al, 1998). 

O endotélio pode ser ativado sob ação de inúmeros fatores como tabagismo, níveis de 

colesterol e triglicerídeos elevados, diabetes, pressão arterial alterada, dentre outros. Essa 

ativação faz com que as células endoteliais deixem de produzir as substâncias responsáveis pela 

homeostase (capacidade do corpo em manter um equilíbrio estável a despeito das alterações 

exteriores) vascular e iniciem a liberação de fatores pró-inflamatórios tais como moléculas de 

adesão celular e citocinas que promovem a migração e adesão de monócitos, linfócitos e 

neutrófilos para o espaço subendotelial (Gotlieb 2005), esta ativação pode promover a 

inicialização de processos trombóticos e inflamatórios que podem levar a aterosclerose. 

Uma das enfermidades que mais causa óbitos, entre a população adulta, nos países 

industrializados, é a aterosclerose, que é a principal responsável pela patogenia do miocárdio e do 

acidente vascular cerebral isquêmico. A aterosclerose é uma doença que acomete as paredes 



 

17 
 

vasculares, ocorrendo em locais susceptíveis de vasos sanguíneos. As lesões se iniciam com a 

ativação do endotélio e, progressivamente, afetam toda a parede vascular, incluindo as camadas 

média e adventícia. Os fatores de risco para essa doença são os mesmos que causam a ativação 

endotelial como hipertensão, tabagismo, diabetes, obesidade e predisposição genética; os detalhes 

moleculares ainda não foram esclarecidos (Insull, 2009).  

A formação das placas de ateroma se iniciam quando partículas de LDL deixam o sangue 

circulante e penetram na camada íntima das artérias, quando a quantidade de LDL aumenta, este  

tende a se acumular nesse local. Essas partículas são então modificadas por enzimas e oxidadas 

em partículas pró-inflamatórias, o que provoca uma reação do sistema imune inato dentro da 

camada média.  

A presença de partículas LDL oxidado leva ao reconhecimento destas por células T 

reativas, as quais também liberam citocinas pró-inflamatórias. Macrófagos estimulados por essas 

citocinas se transformam nas chamadas células espumosas (“foam cells”) e podem secretar 

metaloproteinases que levam ao rompimento da placa aterosclerótica. Com essa ruptura, fatores 

subendoteliais entram em contato com a circulação sanguínea, ativando a cascata de coagulação 

sanguínea (Stoll e Bendszus, 2006).  

A ruptura da placa causa a exposição do fator tecidual, uma glicoproteína 

transmembrânica, de células endoteliais que incia a cascata de coagulação sanguínea. O fator 

tecidual entra em contato com o fator VIIa presente no plasma sanguíneo (Libby, 2002; Tracy, 

2003), formando o complexo de fatores VIIa/tecidual que converte o fator X em fator Xa, o qual 

se combina com o fator Va, convertendo a protrombina em trombina. A trombina converte o 

fibrinogênio em monômeros de fibrina, que leva a formação do trombo no local da lesão arterial. 
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A trombina não apenas converte fibrinogênio em fibrina, como também é capaz de clivar 

receptores de proteína G. Estes receptores são denominados receptores protease ativos – PARs, 

os quais, quando clivados medeiam a resposta plaquetária, induzindo a agregação e degranulação 

plaquetária. A trombina pode ativar também PAR1 na membrana das células endoteliais 

(Coughlin, 2002), causando expressão de moléculas de adesão na sua superfície e liberando uma 

variedade de citocinas e outros mediadores que aumentam o recrutamento de plaquetas e 

leucócitos (Figura 1). Todo esse processo leva à estenose do vaso, com formação de um trombo 

oclusivo que prejudica o fluxo sanguíneo no local da lesão arterial. 

A angioplastia coronariana percutânea é o tratamento mais utilizado para a estenose 

vascular provocada pelo crescimento exacerbado de placas de ateroma nas aterias levando a 

oclusão ou semi oclusão destas. Este processo consiste na dilatação mecânica por meio de stents 

(extensores) no local do sítio vascular onde ocorreu a limitação ou interrupção do fluxo 

sangüíneo normal. Entretanto, esses procedimentos podem causar a injúria endotelial, levando a 

ativação da cascata de coagulação onde a produção exacerbada de fibrina leva à re-oclusão 

(reestenose) do vaso. Quando ocorre a lesão arterial, a fibrina, as plaquetas e os leucócitos que 

formam o trombo e iniciam a reação inflamatória local são observados até aproximadamente 72 

horas após a lesão , quando então, o trombo desaparece e se incia a recuperação do endotélio 

vascular. Por volta de 3 meses após a lesão (em seres humanos), a estenose passa a ocorrer como 

resultado da proliferação de células musculares lisas e deposição de matriz extracelular no lúmen 

dos vasos (Farb et al., 1999). Cerca de 50% dos pacientes submetidos à esses procedimentos 

cirúrgicos apresentam restenose (Serruys et al 1994; Fischman et al 1994), sendo necessário 

novas intervenções cirúrgicas, o que ocasiona grandes prejuízos ao paciente e também, eleva 

significativamente os custos do tratamentos para os sistemas de saúde.  



 

19 
 

A restenose é causada pela formação de neointima, a qual é formada pela proliferação 

exacerbada de células musculares lisas que podem migrar da camada média do vaso lesionado ou 

se originarem da circulação sanguínea (Figura 2). Estudos recentes mostraram que as células 

musculares lisas que causam a formação de neointima provêm de progenitores das células 

musculares lisas, advindos tanto da medula óssea como da circulação (Hristov e Weber, 2009). 

 

Figura 1 – Ativação endotelial (labs.idi.harvard.edu/wagner/media/image2.html). 
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endotélio é limitada. Com isso, essa regeneração precisa do suporte de outros tipos celulares 

(Hristov et al., 2003) como as chamadas células progenitoras endoteliais. 

Tratamento com substâncias que inibam a formação de trombina pode ser muito 

importante. Diante disso, o dermatan sulfato (DS), um glicosaminoglicano, que é capaz de se 

ligar ao cofator II da heparina (HCII), inibe a ação da trombina, tem se mostrado bastante 

promissor. A administração concomitante de DS e células progenitoras endoteliais poderiam 

fornecer uma melhora mais significativa em pacientes acometidos por oclusão de vasos.  

 

1. Células Progenitoras Endoteliais 

Em 1997, um grupo de pesquisadores (Asahara et al., 1997) obtiveram, pela primeira vez, 

células progenitoras endoteliais CD34+ a partir de humanos adultos. Estas células foram capazes 

de se diferenciar, “ex vivo”, em células com um fenótipo endotelial e são chamadas de “células 

progenitoras endoteliais” (CPE). Elas se originam da medula óssea adulta e são descritas como 

uma população de células pluripotentes dentro do sangue periférico capazes de se diferenciar em 

células endoteliais (Werner e Nickenig, 2006). Essas células tem sido alvo de diversos estudos 

atualmente e podem ser a base para uma nova estratégia terapêutica com o objetivo de recuperar 

o endotélio mais rapidamente. Alguns grupos de pesquisa demonstraram que a transfusão 

sistêmica ou mobilização intrínseca das células progenitoras endoteliais melhora a reconstituição 

do endotélio após dano, resultando em uma formação diminuída da neo-íntima (Werner et al., 

2003; Walter et al., 2002; Werner et al., 2002). A rápida regeneração da monocamada endotelial 

pode prevenir a restenose através da síntese endotelial de mediadores anti-proliferativos como o 

óxido nítrico (Urbich e Dimmeler, 2004). 
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As células progenitoras endoteliais (CPEs), por definição, não apenas possuem a 

capacidade de promover a formação de novos vasos através da angiogênese, como também 

possuem o potencial de reparo endotelial pela substituição das células danificadas do endotélio 

(Roberts et al., 2005). As células progenitoras endoteliais são principalmente caracterizadas pela 

presença de 3 marcadores: CD34, CD133, o receptor para o fator de crescimento endotelial 

vascular-2 (VEGFR-2) e CD45 negativas (Peichev et al., 2000; Gehling et al., 2000). Células 

com esses marcadores são encontradas preferencialmente na medula óssea (Quirici et al., 2001). 

No sangue circulante são encontradas células endoteliais mais maduras, as quais não expressam o 

marcador CD 133. Essa perda de marcador reflete certa diferenciação em direção às células 

endoteliais maduras. 

A molécula de CD34 é uma proteína transmembrana altamente glicosilada com 75 à 120 

kd sendo, possivelmente, uma molécula de adesão com uma importante função no início da 

hematopoiese por mediar a ligação das células-tronco à matriz extracelular da medula óssea. Por 

causa disso, ele é comumente utilizado para o isolamento e manipulação das células-tronco 

(Healy et al., 1995). O CD34 é altamente expresso nos progenitores hematopoiéticos, bem como 

nas células endoteliais, cérebro e testículos.  

O marcador CD133, inicialmente expresso nos hemangioblastos, tem sua expressão 

diminuída durante a diferenciação. Esse marcador é um polipeptídeo glicosilado de 120 kd que 

contêm 5 domínios transmembrana com uma porção extracelular N-terminal e um resíduo C-

citoplasmático (Miraglia et al., 1997; Yin et al., 1997). A função desse marcador ainda não é 

conhecida, mas o isolamento de uma subpopulação de células CD34+ usando um anticorpo 

monoclonal humano CD133 resultou na identificação de uma população de células progenitoras 

endoteliais funcionais CD34+ (Peichev et al., 2000). 
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O VEGFR-2 é um dos três receptores de tirosino-quinase específicos para endotélio, os 

quais são caracterizados pela presença de 7 domínios de imunoglobulinas extracelulares, um 

domínio transmembrana e um domínio tirosino-quinase citoplasmático. VEGF é considerado o 

ligante preferencial de VEGFR-2 (Lacaud et al., 2004; Yancopoulos et al., 2000).  

Dados experimentais demonstraram que a transfusão sistêmica de CPEs saudáveis em 

condições de danos às artérias pode melhorar a reendotelização resultando em uma formação 

reduzida da neoíntima (Werner et al., 2003). 

Para avaliar o valor prognóstico das CPEs circulantes, Werner et al. (2005) realizaram um 

estudo da EPCAD (células progenitoras endoteliais em doenças arteriais coronarianas), no qual o 

número de CPEs CD34+/KDR+ foi determinado através da citometria de fluxo em 519 pacientes 

com a CAD (doenças arteriais coronarianas) documentada. Após o ajustes de idade, sexo, fatores 

de risco, terapia medicamentosa, intervenção coronária percutânea e doenças concomitantes, o 

aumento dos níveis de CPEs foram associados com um menor risco de morte cardiovascular, de 

um evento cardiovascular grave e de hospitalização. 

Inúmeros estudos têm avaliado a função das CPEs derivadas da medula óssea depois de 

um dano tecidual e durante a angiogênese; eles demonstraram que após uma injúria profunda 

(infarto do miocárdio, angioplastia, transplante e queimadura), o número de CPEs circulantes 

aumenta significativamente (Gill et al., 2001; Shintani et al., 2001). Existem duas possíveis 

fontes para a endotelização: (1) migração e irradiação endotelial a partir de células endoteliais 

pré-existentes ou (2) recrutamento de progenitores das células endoteliais a partir da circulação 

(Peichev et al., 2000). Os dados experimentais do estudo realizado por Hu et al. (2003) 

forneceram uma sólida evidência de que as células endoteliais que regeneraram tecidos lesados se 
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originaram a partir de células do sangue circulante e não a partir de células endoteliais dos vasos 

adjacentes. 

Hu et al. (2003) observaram uma perda maciça de endotélio nos pacientes submetidos à 

transplante entre 3 e 7 dias após a cirurgia, cujas paredes vasculares ainda não estão 

completamente recobertas pelas células endoteliais circulantes. Isto indica que certas áreas 

transplantadas perdem a monocamada de células endoteliais durante o período inicial de tempo. 

Tal exposição das proteínas da matriz extracelular ao sangue pode ser um risco para a formação 

de trombose. Se a adesão das células progenitoras circulantes pudesse ser realizada em um 

estágio mais precoce, a falha do transplante seria reduzida devido à inibição de trombose ou 

lesões neointimas. 

Embora o número de células progenitoras CD34+ na circulação periférica seja baixo, 

citocinas como fator estimulante de colônicas granulocíticas (G-CSF) promovem a mobilização 

dessas células a partir da medula óssea para a circulação periférica. A porcentagem de células 

CD34+ expressando CD133+ e VEGFR2+ é de apenas 2% do total de células CD34+ circulantes 

(Peichev et al., 2000). 

O passo inicial para o recrutamento de células progenitoras para tecidos lesionados 

envolve a adesão das células progenitoras às células endoteliais ativadas por citocinas e a 

transmigração das células progenitoras através da monocamada endotelial (Vajkoczy et al., 

2003). Devido ao baixo número de células progenitoras circulantes, a quimioatração pode ser um 

importante passo para permitir o recrutamento de um número razoável de células progenitoras 

para os tecidos lesionados (Urbich e Dimmeler, 2004).  

As diferentes patologias levam a uma diminuição das CPE circulantes e 

consequentemente à uma diminuição da capacidade de recuperação de lesões, a busca de novas 



 

25 
 

alternativas terapêuticas para a recuperação destas lesões tem sido objeto de muitos estudos. As 

injeções de células progenitoras endoteliais isoladas para a recuperação de lesões e de drogas, 

como o dermatan sulfato, que estimulem a migração e adesão destas células para o local da lesão 

pode ser uma boa alternativa para o tratamento de lesões arteriais que possam levar a doenças 

cardiovasculares. 

 

2. O Cofator II da Heparina 

 

 O HCII é uma proteína plasmática que inibe a trombina quando em presença de 

dermatan sulfato, heparan sulfato ou heparina. O HCII circula no plasma humano à uma 

concentração de ~1µmol/L e tem uma vida-média de 2 à 3 dias (Tollefsen e Pestka 1985). O 

HCII inibe a trombina, mas não apresenta efeito contra outras proteases envolvidas na coagulação 

ou fibrinólise. Os camundongos deficientes em HCII são viáveis e férteis, e não apresentam 

trombose espontânea ou qualquer outra anomalia morfológica. Em comparação com 

camundongos normais, entretanto, eles apresentam um menor tempo de oclusão trombótica da 

artéria carótida após indução de injúria endotelial e o DS é incapaz de prolongar o tempo de 

oclusão em modelos de trombose usando a injúria produzida por laser através do uso de rosa de 

bengala. Esses resultados demonstram que a presença de HCII é essencial para o efeito 

antitrombótico do DS (Vicente et al., 2004; Vicente et al., 2007).  

Parte da trombina gerada após a injúria vascular continua ligada à fibrina ou à 

componentes da parede vascular na sua forma ativa, a qual não é inibida pelo complexo 

antitrombina/heparina circulante, mas sim pelo complexo cofator II da heparina/Dermatan sulfato 

(Liaw et al., 2001). A administração de dermatan sulfato (DS), mas não heparina, atenua a 
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proliferação das células musculares lisas após injúria da artéria carótida em coelhos (Buchanan e 

Brister, 1998). Esse efeito anti-proliferativo do DS pode ser explicado pela estimulação do 

cofator II da heparina (HCII) em inibir não só a trombina livre, mas também a ligada ao trombo. 

 

3. Dermatan Sulfato 

O dermatam sulfato, também conhecido como condroitin sulfato B, é composto de cadeias 

de polissacarídeos lineares formadas por unidades dissacarídicas repetitivas que contém uma 

hexosamina, N-acetil-galactosamina e o ácido idurônico, ligados por ligações  1-4. Um papel 

importante do dermatam sulfato está relacionado à sua interação com o cofator II da heparina 

(HCII). Esta serpina, homóloga a antitrombina III, age inibindo o efeito procoagulativo da 

trombina, sendo este efeito 1000 x aumentado na presença de dermatam sulfato (Tollefsen, 

2007). Isto sugere que o DS pode ser uma poderosa ferramenta clínica para o tratamento e/ou 

prevenção da trombose (Trowbridge e Gallo, 2002).  

Foi observado que o dermatam sulfato é o principal polissacarídeo antitrombótico e 

anticoagulante encontrado na parede das artérias e veias humanas, enquanto o heparan sulfato 

corresponde a apenas 5% do total de glicosaminoglicanos dos vasos. Estes resultados 

demonstram que deve haver uma via anticoagulante relacionada com as camadas subendoteliais e 

que esta via é dependente de dermatan sulfato e sua interação com o cofator II da heparina (HCII) 

e estaria ativada em situações patológicas como as observadas após a lesão arterial (Tovar et al., 

2005). Foi demonstrado por He et al (2008) que o dermatan sulfato está localizado 

principalmente na camada adventícia da artéria carótida, e  que, após a injúria arterial o HCII é 

capaz de se difundir do plasma para esta camada onde é ativado.  
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O dermatam sulfato é capaz de se ligar a vários fatores ligantes de heparina como: FGF-2, 

fator de crescimento de hepatócitos, fibronectina, cofator II da heparina (HCII) e com o fator 

plaquetário 4 inibidor de proteina C, nestes dois últimos casos agindo com fator antitrombótico e 

anticoagulante. Foi observado em determinadas lesões epiteliais que o dermatam sulfato é o 

principal glicosaminoglicano liberado e o único capaz de ativar a expressão de I-CAM na 

superfície das células endoteliais in vitro e aumentar os níveis circulantes destas moléculas in 

vivo. As modificações da parede dos vasos sanguíneos, em relação ao perfil de 

glicosaminoglicanos que ocorrem na lesão arterial, estão relacionadas com a capacidade deste 

durante a recuperação da lesão. Recentemente Belmiro et al (2009) demostraram que o DS possui 

uma atividade anti-inflamatória em modelos de colite em ratos.  

Vicente et al. (2007) demonstraram que a administração de dermatan sulfato durante as 

primeiras 48 horas após a injúria inibiu a formação da neointima em camundongos HCII+/+ mas 

não em camundongos HCII-/-. Durante eventos ateroscleróticos o HCII se liga a trombina, a qual 

estimula a adesão de células musculares lisas e estimula as células endoteliais a recrutar 

leucócitos e macrófagos (Tracy, 2003), com a formação de neointima. Quando o dermatan sulfato 

está presente, o HCII se liga à ele, inibindo os estímulos sobre a trombina e diminuindo a 

formação de neointima. 

As células musculares lisas arteriais sintetizam proteoglicanos que estimulam a ligação 

trombina-HCII e podem servir como parte de um mecanismo auto-regulatório prevenindo a 

proliferação dessas células na intima (McGuire e Tollefsen, 1987). Embora o DS seja mais 

abundante nas placas ateroscleróticas que nas artérias normais, sua estrutura é alterada e sua 

habilidade em estimular o HCII diminui (Shirk et al., 2000). Um mecanismo dependente de HCII 
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para limitar a proliferação das células musculares lisas pode ser perdido durante a formação das 

placas de ateroma.   

 

4. Apoliproteína E 

Apoliproteína E (apoE), uma glicoproteína sintetizada principalmente no fígado e cérebro, 

é um constituinte de todas as lipoproteínas exceto LDL. ApoE é também sintetizada por 

monócitos e macrófagos nos vasos sanguíneos, e sugere-se que tenha efeitos locais na 

homeostase de colesterol e em reações inflamatórias nos vasos ateroscleróticos (Curtiss, 2000). 

Ela também atua na absorção de colesterol da dieta (Sehayek et al., 2000). 

   Camundongos deficientes em ApoE (ApoE-/-) foram criados simultanemente em dois 

laboratórios independentes, através da inativação gênica. Esses animais apresentam o colesterol 

total ao redor de 500mg/dl plasma, a sua maioria em partículas de VLDL e quilomicrons (Plump 

et al., 1992; Zhang et al., 1992). Com isso, o desenvolvimento de aterosclerose é acelerado, 

mimetizando o que acontece com os seres humanos atualmente. 

O colesterol é um esteróide lipídico encontrado nas membranas celulares e transportado 

no plasma sanguíneo de todos os animais. A maior parte do colesterol presente no corpo é 

sintetizada pelo próprio organismo (no retículo endoplasmático das células), sendo apenas uma 

pequena quantidade adquirida pela dieta. O colesterol é mais abundante em locais que mais 

sintetizam ou tem membranas densamente agrupadas em maior número, como o fígado, medula 

espinhal e cérebro. O colesterol tem papel central em muitos processos bioquímicos como na 

fabricação da bile e é o principal precursor para a síntese de vitamina D e vários hormônios 

esteróides (cortisol, aldosterona, progesterona, estrógeno, testosterona e outros), mas é mais 
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conhecido pela associação existente entre doenças cardiovasculares e as diversas lipoproteínas 

que o transportam. Níveis aumentados de colesterol, especialmente elevadas concentrações de 

LDL, estão associados com a formação de ateromas nas artérias. O colesterol é transportado na 

corrente sanguínea pelas lipoproteínas, as quais carregam tanto o colesterol como triglicerídeos 

internamente.  

 Os triglicerídeos são compostos por uma molécula de glicerol e três moléculas de ácidos 

graxos, sendo a principal fonte de estocagem nos animais, os quais se acumulam no tecido 

adiposo na forma de gordura. Os triglicerídeos são mobilizados dos adipócitos ou adquiridos na 

dieta e são utilizados como fonte energética. Quando em excesso, participam do processo de 

aterosclerose. 

 O colesterol plasmático em camundongos normais sob uma dieta regular é de 

aproximadamente 80mg/dl de plasma, sendo carregado em partículas chamadas de HDL 

(lipoproteínas de alta densidade); os camundongos possuem poucas partículas de LDL 

(lipoproteínas de baixa densidade) e VLDL (lipoproteínas de densidade muito baixa). A alta taxa 

HDL/LDL é mantida mesmo quando os camundongos são submetidos à dietas ricas em gorduras, 

como as consumidas pelos humanos na sociedade moderna. Isso é uma característica contrastante 

com os seres humanos, os quais carregam seu colesterol em partículas de LDL (110mg/dl 

plasma) (Havel e Kane, 1989), sendo que a taxa HDL/LDL é menor que nos animais. Em 

humanos, deve-se tentar manter uma alta taxa de HDL/LDL (com níveis elevados de HDL e 

baixos de LDL), visto que altos níveis de LDL são um dos principais fatores de risco para o início 

da aterosclerose. Apesar dessa diferença, tanto o transporte como o metabolismo de colesterol são 
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bastante similares nas duas espécies, sugerindo que distúrbios no metabolismo de lipoproteínas 

plasmáticas também podem levar ao aparecimento da aterosclerose em camundongos (Miller, 

1982).  

  Camundongos ApoE-/- , que desenvolvem aterosclerose após alimentação com dieta do 

tipo Western (rica em gorduras), demonstraram que a hiperlipidemia é um pré-requisito essencial 

para a formação da placa aterosclerótica (Pendse et al., 2009). Estudos recentes indicam que a 

apoliproteína E (ApoE) exerce um papel fundamental na “captura” de lipídios periféricos e na 

hemóstase energética e, consequentemente, no desenvolvimento da síndrome metabólica, a qual 

se caracteriza pela combinação de graves condições como obesidade, hiperglicemia, 

hiperinsulinemia, hipertensão, dislipidemia e um estado pró inflamatório (Grundy et al., 2004). O 

estudo das lesões arteriais e formação de neo-íntima em animais ateroscleróticos é essencial para 

compreender como o processo de recuperação de endotélio pode ocorrer nesta situação 

patológica.  

Em um estudo com camundongos ApoE-/- (deficientes em apoliproteína E) que receberam 

medula óssea de um doador normal, os autores observaram que as lesões ateroscleróticas foram 

diminuídas. Essa diminuição se deve à migração de células da medula óssea do camundongo 

normal para o local da injúria (Rauscher et al., 2003). Entretanto, um estudo posterior (George et 

al., 2005), também com camundongos ApoE-/-, mostrou que a administração de células da medula 

óssea e células progenitoras endoteliais aumentaram o tamanho da lesão aterosclerótica e que a 

administração apenas das células progenitoras endoteliais podem influenciar negativamente na 

estabilidade das placas ateroscleróticas. 
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Um estudo com humanos (Kang et al., 2004), onde se administrou fator estimulante de 

granulócitos seguido de injeções de células mononucleares (MNCs) obtidas do sangue periférico, 

promoveu a melhora da função cardíaca e a angiogênese em pacientes com infarto do miocárdio; 

no entanto, foi observado o agravamento da restenose. 

A literatura mostra o DS como um agente anti-trombótico, capaz de inibir a ação da 

trombina. Diante disso, nosso trabalho testou o possível potencial anti-inflamatório do DS e 

também relacionamos essa resposta inflamatório inicial com a formação de neointima tanto em 

camundongos selvagens como em camundongos ateroscleróticos. Em relação às MNCs, existem 

dados controversos quanto ao seu potencial terapêutico, alguns estudos mostram um ganho na 

função e reparo de determinados tecidos enquanto outros observaram nenhuma melhora ou, em 

alguns casos, piora no quadro. Em vista disso, nosso estudo analisou a possível ação das MNCs 

na prevenção da formação de neointima em camundongos selvagens e ateroscleróticos.   
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V. OBJETIVOS 

1. Objetivo Geral 

 

O objetivo geral da tese foi avaliar a ação da administração dermatan sulfato na inflamação, 

trombose, formação de neointima e migração das células mononucleares, após lesão arterial em 

camundongos. 

 

2. Objetivos Específicos 

 

1- Avaliar a magnitude da lesão endotelial provocada pela lesão mecânica através da 

quantificação de células endoteliais (células CD31 positivas) no endotélio da artéria 

carótida tanto não lesionada como lesionada em camundongos selvagens; 

 

2- Avaliar o papel do dermatan sulfato na inflamação inicial pela da presença de células 

inflamatórias (CD45 positivas) e presença de P-selectina, uma proteína ligada a 

adesão de macrófagos, em camundongos selvagens; 

 

3- Avaliar o efeito do dermatan sulfato e da injeção de células mononucleares na 

formação de neointima em camundongos selvagens, camundongos HCII-/- e 

camundongos ApoE-/-; 

 

4- Verificar a migração das células mononucleares injetadas em camundongos normais 

na presença e ausência de dermatan sulfato. 
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VI.  MATERIAIS E MÉTODOS 

1. Animais  

 Foram utilizados camundongos de linhagem C57BL/6 adquiridos no CEMIB/UNICAMP, 

camundongos deficientes para o cofator II da heparina (HCII-/-) e camundongos deficientes da 

apolipoproteína E (ApoE-/-), sendo estes dois últimos criados no biotério do departamento de 

bioquímica da UNICAMP sob a responsabilidade do prof. Dr. Claudio C. Werneck e da profa. 

Dra. Cristina P. Vicente. Foram utilizados aproximadamente 10 camundongos em cada grupo 

estudado. 

 

2. Grupos de animais testados 

 

Neste estudo foram testados 7 grupos de animais: (1) controle - animais normais; (2) animais 

normais tratados com dermatan sulfato (DS); (3) animais normais tratados com células 

monocucleares (MNCs); (4) animais normais tratados com DS e MNCs; (5) Animais HCI-/- 

tratados com MNC; (6) Animais HCI-/- tratados com MNC e DS (7) animais ApoE-/-  (8) 

animais ApoE-/- injetados com DS; (9) animais ApoE-/- injetados com MNCs e (10) animais 

ApoE-/- injetados com DS e MNCs. Todos os animais ApoE-/- foram alimentados com dieta do 

tipo Western. Houve aproximadamente 8 animais em cada grupo. Todos os animais passaram 

pelo procedimento descrito no item 4. 

  

3. Dieta do tipo Western  
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A dieta hiperlipídica é composta por 18% de proteína, 22% de gordura total (44% do valor 

energético total fornecido por lipídios) e 45% carboidratos, num total de 448 Kcal/100g.  

Tabela 1. Composição detalhada da dieta western 

Componente  g/Kg 

Caseína 195 

Amido de milho 320,7 

Dextrina 79,6 

Banha animal 50 

Manteiga 204 

Celulose 50 

Mix mineral (AIN-93M) 35 

Mix vitamínico (AIN-93M) 10 

l-cistina 1,8 

Bitartarato de colina 2,5 

Sacarose 51,4 

 

Esta dieta leva à formação de placas de gordura nos vasos dos camundongos deficientes 

em ApoE, que sem esta dieta desenvolvem pouca ou nenhuma aterosclerose. Esta situação 

mimetiza, parte dos fatores de risco que grande parte da população se submete nos dias atuais. 

 

4. Lesão arterial 
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Os camundongos foram sacrificados em diferentes tempos após a lesão arterial: 1 dia, 3 dias e 

21 dias. Logo após o sacrifício, uma incisão foi feita no átrio direito e o animal foi perfundido 

com soro fisiológico durante 5 minutos à pressão constante de 100mmHg através de um cateter 

localizado no ventrículo esquerdo. As artérias carótidas comuns foram removidas e embebidas 

em Tissue Tek OCT. As artérias carótidas foram cortadas de modo a se obter 5 cortes de 8μm 

cada por lâmina, totalizando 15 lâminas, entre cada lâmina haverá um intervalo de 80μm 

tentando, dessa maneira, percorrer os 2mm da artéria lesada. 

 

6. Isolamento das células mononucleares 

 

As células mononucleares foram isoladas da medula óssea de camundongos selvagens. Essas 

células são isoladas através de gradiente de Ficoll. O Ficoll é uma mistura de polissacarídeos de 

alta densidade e permite a separação de partículas de acordo com sua densidade.  

 

7. Caracterização das Células Mononucleares 

 

As células mononucleares foram caracterizadas quanto à presença de marcadores específicos 

para células progenitoras endoteliais. Essa caracterização analisou a presença de EPCs tanto na 

medula óssea como no sangue periférico de camundongos selvagens sem lesão, lesionados 3 dias 

e lesionados injetados com MNCs 3 dias. As MNCs foram marcadas com anticorpos para 

marcadores de superfície CD133 conjugado com Cy5, CD34 conjugado com FITC e VEGFR2 

conjugado com Cy5. As análises foram realizadas em citômetro de fluxo (FACScalibur, BD 

Biosciences). 
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8. Análise da Migração das Células Mononucleares  

Alguns animais receberam injeções de células marcadas com PKH-26 GL (Sigma, St. Louis, 

MO), o qual é um marcador fluorescente de membrana para células vivas. As células foram 

marcadas de acordo com instruções do fabricante. Os animais que receberam essas células se 

recuperaram durante 7 dias após a cirurgia. Após esse período, eles foram sacrificados e as 

artérias analisadas quanto à presença dessas células. 

 

9. Análise histológica 

Algumas lâminas foram corados através da técnica de Verhoeff Van Giemsa, a qual é 

específica para fibras elásticas para a análise da formação de neointima. Realizou-se ensaios 

imunohistoquímicos para a análise da presença de células musculares lisas (A2547 - Sigma), 

leucócitos CD45+ (H230 – Santa Cruz Biotechnology, CA), células endoteliais (RM5200 – 

Caltag, UK), fator de Von Willebrand (ab6994 – Abcam, MA), para P-selectina (AF737, 

Minneapolis, MN). Foi realizado a técnica para detecção de lipídios neutros (Oil Red O) nos 

animais alimentados com dieta do tipo Western. Analisou-se também a presença de células no 

lúmen do vaso através da técnica de DAPI. As lâminas foram montadas com Cytoseal 60 

(Richard Allan Scientific) e examinadas em microscópio Olympus BX60, equipado com lentes 

objetivas de 4x, 10x e 40x. As imagens foram adquiridas com a câmera Olympus Optical U-ULH 

e analisadas em computador. 

 

10. Cálculo Áreas Neointima e Média 



 

38 
 

A porcentagem da área de neointima foi calculada pela subtração da área oclusa de lúmen da 

área total encoberta pela lâmina elástica interna. A área média foi calculada, em µm2, pela 

subtração da área encoberta pela lâmina elástica interna da lâmina elástica externa. As medidas 

foram feitas sem o conhecimento do genótipo do animal em análise. 

 

11. Quantificação de Colesterol e Triglicerídeos 

O colesterol total e o triglicerídeos foram dosados através de métodos enzimáticos em 

espectofotômetro. Foram utlizados kits tanto para o colesterol total (Laborlab 01400) quanto para 

triglicerídeos (Laborlab 02700). Ambos os testes foram realizados em soro sanguíneo obtidos 

tanto de animais normais quanto de animais ApoE-/- alimentados com dieta do tipo Western.  

O teste foi realizado da seguinte maneira: utilizamos inicialmente 3 cubetas, sendo elas, B 

(branco – sem amostra), P (padrão – reativo padrão) e D (desconhecido – soro sanguineo). 

Adicionamos o reativo de trabalho e incubamos em banho-maria à 37oC por 15 minutos; 

esfriamos as amostras e lemos em Espectofotômetro a 505nm, zerando o aparelho com água 

destilada. 

 

12. Análise Estatística 

Valores médios foram obtidos para as medidas das áreas intima e media; a significância 

estatística foi determinada através do teste t-student. Valores de P menores ou iguais à 0,05 foram 

considerados significativos. 
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VII. RESULTADOS 

Extensão da lesão arterial provocada por dilatação mecânica 

 A dilatação das artérias carótidas comum esquerdas dos camundongos foi feita com o uso 

de uma sonda metálica que mimetiza a angioplastia, levando à perda de células endoteliais como 

demonstrado por imunofluorescência com o anticorpo anti-CD31 24 horas após a lesão arterial 

(Figuras 1A, B e C). Observou-se uma perda de células endoteliais superior a 50% tanto nos 

camundongos normais não-tratados como nos camundongos tratados com DS (Figura 1D). Este 

experimento demonstra que a lesão inicial é similar nos animais não-tratados e tratados.  

 

Efeito do DS na trombose após lesão arterial em animais normais 

 Foi realizada uma imunohistoquímica para o fator de Von Willebrand (VWF) em cortes 

obtidos de animais não-tratados (Figura 2A, B) e tratados com DS (Figura 2C, D) para a 

determinação da área ocupada pelo trombo dentro do lúmen do vaso e para calcular a 

porcentagem da área ocupada pelo trombo 1 e 3 dias após a injúria. Nos animais não tratados, o 

trombo ocupa uma área de aproximadamente 80% do lúmen tano nos dias 1 e 3 após a injúria e 

esse trombo desaparece depois de 7 dias (dado não mostrado). Nos animais tratados com DS, a 

inibição da formação do trombo chega a 75% (Figura 2E). Esses resultados indicam que a injúria 

causada pela sonda promove a formação de um trombo nos primeiros dias após a lesão, o qual é 

inibido após administração de DS. 

 

Efeito do DS na migração de células CD45+ 3 dias após lesão arterial 

A migração de células CD45+ foi determinada contando-se a quantidade de células 

presentes no local da lesão 3 dias após a injúria arterial na presença ou ausência de DS. O 
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anticorpo anti-CD45 usado nos ensaios imunohistoquímicos detecta alguns tipos de células-

tronco hematopoiéticas e todos os leucócitos em diferentes estágios de maturação.  

Analisou-se cortes da carótida, 3 dias após a injúria, de camundongos normais não 

tratados (Figura 3B) e tratados com DS (Figura 3C) e comparou-se os resultados com um corte de 

carótida não lesionada (Figura 3A). Tratamento com DS diminuiu o número de células CD45+ na 

parede vascular em aproximadamente 61% (p=0.0003, n=4 para cada grupo) (Figura 3G).   

Nos animais ApoE-/-, 3 dias após lesão, também se contabilizou a quantidade de células 

CD45+. Os animais lesionados (Figura 3E) e os tratados com DS (Figura 3F) foram comparados 

com um corte de carótida usado como controle negativo da reação de imunofluorescência (Figura 

3D). A administração de DS inibiu a presença de células CD45+ em aproximadamente 57% (p = 

0.0003, n = 4 para cada grupo) (Figura 3G). 

A presença de células CD45+ nos camundongos lesionados não diferiu entre animais 

normais e animais ApoE-/-; o tratamento com DS também apresentou inibição similar nos dois 

grupos de animais. 

 

 Efeito do DS na ativação de células endoteliais 

 Analisou-se a expressão da P-selectina em cortes de carótida 1 dia após injúria tanto de 

animais não-tratados como tratados com DS. A P-selectina é uma molécula de adesão celular que 

é expressa em células endoteliais ativadas e plaquetas. Ela é essencial no recrutamento inicial de 

leucócitos ao local da injúria durante a inflamação. Quando as células endoteliais são ativadas por 

moléculas como histamina e trombina que podem estar presentes no local da lesão, a P-selectina 

se move do interior para a superfície celular, promovendo o rolamento e a adesão de células 

inflamatórias. A resposta celular que promove a expressão da P-selectina na membrana das 
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células é rápida acontecendo nas primeiras 24 após a lesão e desaparecendo logo a seguir. 

Observou-se que 1 dia após a injúria há um aumento da presença de P-selectina na parede dos 

vasos sanguíneos de animais não tratados (Figura 4B) e está expressão é quase totalmente abolida 

quando há administração de DS (Figura 4C). A Figura 4A foi usada como controle negativo da 

reação (sem a presença de anticorpo primário durante o experimento de imunohistoquímica).  

 

Formação de neointima em camundongos normais e HCII-/-  

A neointima é composta principalmente de células musculares lisas, que tem sua 

proliferação aumentada após a lesão arterial e podem provocar a restenose do vaso sanguíneo 

lesionado. A formação de neointima foi analisada sob várias condições 21 dias após a dilatação 

mecânica da artéria carótida comum. Vinte lâminas foram preparadas de cada artéria lesionada 

com um intervalo de 100µm entre elas. A seguir, as lâminas foram coradas com a técnica de 

Verhoeff Van Gienson (VVG) para a identificação da lâmina elástica. O corte com maior área de 

neointima foi identificado e tanto a área de neointima como a área média foram determinadas. Na 

figura 5 observamos cortes de carótidas de animais normais ou HCII-/-, injetados ou não com DS 

e ou MNCs corado com VVG. Na figura 5G-L são identificadas as células musculares lisas por 

imunohistoquímica utilizando-se anticorpo anti-α-actina. Realizamos também a técnica de DAPI 

para a confirmação da presença de células no lúmen (Figura 5M-R).  

Nós analisamos a área da neointima em camundongos normais não-tratados, 

camundongos normais tratados com DS, camundongos normais injetados com MNC, 

camundongos normais tratados com DS e injetados com MNC, animais HCII-/- injetados com 

MNC e animais HCII-/- tratados com DS e injetados com MNC (Figura 6A). Os resultados 

mostraram que a administração de DS inibe a formação de neointima em aproximadamente 72% 
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(69 vs. 19%, p = 0.0008) e a injeção de MNC isoladamente inibe a formação de neointima em 

21% (69 vs. 58%, p = 0,05). Contudo, quando se administrou DS em conjunto com MNC, a 

formação de neointima foi significativamente menor (19 ou 58 vs. 4.8%, p < 0.01). As áreas 

médias não diferiram significativamente entre todos os tratamentos ou fenótipos (Figura 6B).    

 O efeito inibitório observado quando da administração de DS é dependente da presença de 

HCII, visto que o tratamento com MNC ou MNC em conjunto com DS nos camundongos HCII-/- 

não apresentou efeito na inibição da neointima em comparação com os animais normais injetados 

apenas com DS ou DS em conjunto com MNC (79 ou 80% de ocupação do lúmen VS. 18 ou 

4.8%, respectivamente). A dose de DS escolhida foi equivalente à 634µg/ml de plasma, 

assumindo-se um volume de plasma de 31.5ml/kg de peso corpóreo. Esta dose já mostrou ser 

capaz de prolongar o tempo de trombose, em artérias carótidas após injúria fotoquímica, de 60 

para 100 minutos (Vicente et al., 2004).  

 

Formação de neointima em camundongos ApoE-/- 

A formação da neointima foi analisada como descrito anteriormente após 21 dias. As 

figuras 7 A, B, C e D mostram a coloração com VVG para identificação da lâmina elástica. As 

figuras 7 E, F, G e H mostram a presença de células musculares lisas utilizando o anticorpo anti-

 -actina.  Foi também realizada a técnica de DAPI para demonstrar que grande parte da área de 

lúmen ocupada é devido à presença de células (Figura 7I, J, K e L).   

  Analisamos a porcentagem da área de neointima em todos os grupos (ApoE-/-, ApoE-/- 

DS, ApoE-/- MNCs e ApoE-/- MNCs + DS) (Figura 8A). Os resultados mostraram que a 

administração de DS inibiu a formação de neointima em aproximadamente 81% (75 vs. 14,8% p 
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= área do lúmen ocupada por neointima); as injeções de MNCs isoladamente não inibiram a 

formação de neointima (75 vs. 83,3% p) e mesmo quando administradas em conjunto com DS, a 

inibição não foi significativa (75 vs. 60,1% p). A porcentagem de área média não diferiu 

estatisticamente entre os grupos (Figura 8B).  

 

Análise da presença de lipídios no lúmen vascular em animais ApoE-/- alimentados com 

dieta do tipo Western 

Analisamos a presença de gordura no lúmen da carótida utilizando-se a técnica do Oil Red 

O que identifica lipídios. Nos animais normais não há a presença dessas placas (Figura 9A), mas 

os animais ApoE-/- apresentam uma grande área do lúmen ocupada por essas placas em todos os 

grupos estudados (Figura 9B). 

 

Quantificação de colesterol e triglicerídeos 

A quantificação de colesterol e triglicerídeos foi feita através do método colorimétrico. 

Foram analisados 2 grupos: (1) animais normais com dieta normal e (2) animais ApoE-/- com 

dieta do tipo Western. No primeiro grupo, a quantidade de colesterol foi, em média, 83mg/dl 

plasma e de triglicerídeos foi aproximadamente 43mg/dl plasma. No grupo 2, a quantidade de 

colesterol foi quase 9 vezes maior que no grupo 1 (755 vs. 83mg/dl plasma – Figura 10A) e a 

quantidade de triglicerídeos foi 3 vezes maior (130 vs. 43 mg/dl plasma – Figura 10B). 

 

Análise da quantidade de células progenitoras endoteliais na medula óssea e sangue 

periférico por citometria de fluxo 
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 As células progenitoras endoteliais podem ser reconhecidas pela expressão de marcadores 

de superfície como CD34 e FLK-1 (VEGFR2 ou KDR). Um subtipo imaturo dessa população 

expressa também o marcador CD133, o qual é mais abundante em células derivadas da medula 

óssea. As MNC isoladas da medula óssea de camundongos foram analisadas em citômetro de 

fluxo (Tabela 1). As MNC contêm 1% de células CD34+, 0.26% de células CD133+, 0.03% de 

células CD34+/CD133+, 0.001% de células VEGFR2+ e 0.001% de células CD34+/VEGFR2+. As 

células CD34+ são consideradas as principais células capazes de diferenciarem em células 

progenitoras endoteliais, que podem auxiliar na recuperação de lesões arteriais.  

Determinou-se também a porcentagem de células CD34+, VEGFR2+ e CD34+/VEGFR2+ 

no sangue periférico de camundongos não lesionados (controle), camundongos lesionados não 

injetados com MNC e camundongos injetados com MNC 72 horas após a injúria (Figura 11). 

Observou-se um aumento no número de células CD34+ nos animais lesionados 72 horas (0,46 vs. 

0,2% de células em 100.000 eventos; p = 0,003, n = 6 em duplicata) e nos animais lesionados 

injetados com MNC (1,2 vs. 0,2% de células em 100.000 eventos; p = 0,0002, n = 6 em 

duplicata).  

As células VEGFR2+ sofreram um aumento significativo apenas nos animais que foram 

lesionados e injetados com MNC (0,2 vs. 0,05% de células em 100.000 eventos; p = 0,0001, n = 

6 em duplicata). Entretanto, as células CD34+/VEGFR2+ sofreram uma diminuição nos dois 

grupos (lesionados e lesionados injetados com MNC) quando comparados com o controle. Essa 

diminuição pode estar relacionada à mobilização dessas células para o local da injúria ou 

diferenciação das mesmas em fenótipo mais maduro. Análise para a presença de células 

progenitoras endoteliais mais maduras expressando VEGFR2/CD31 ou VEGFR2/VWF ainda 

deverá ser realizada.          
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Migração de MNC nos animais normais tratados ou não com DS 

 A determinação da influência do DS na migração de MNC injetadas em animais normais 

foi realizada com a marcação das células com PKH-26 GL, um componente fluorescente de 

ligação às células, o qual é incorporado à membrana celular. PKH-26 GL tem sido usado para 

marcar células “in vitro” e para analisar o tráfego celular “in vivo”. Os animais receberam 2 

injeções de 100µl cada com um total de 2 x 106 MNC marcadas, e as lâminas das artérias 

lesionadas foram analisadas para a detecção de células fluorescentes. Observamos que, 7 dias 

após a lesão, os animais que receberam as MNC e foram tratados com DS acumularam 2 vezes 

mais células marcadas na parede arterial dos que os que não receberam DS (Figura 12). Esse 

resultado indica que o DS pode estar criando um micro ambiente favorável para a migração 

dessas células e, talvez, favorecendo a re-endotelização do vaso lesionado ao invés da 

proliferação de células musculares lisas e formação de neointima.    
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TABELA 1 – Quantificação das células progenitoras endoteliais presentes na população de 

células mononucleares obtidas da medula óssea. 

  

Marcador % células positivas/100.000 células contadas 

CD34 1.0 ± 0.39 

CD133 0.26 ± 0.22 

CD34/CD133 0.033 ± 0.008 

VEGFR2 0.001 ± 0 

CD34/VEGFR2 0.001 ± 0 
 

Resultados expressas como valores médios ± desvio padrão. n = 6 em duplicata. 
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animais tratados com DS. (D) A quantidade de células CD31 foi determinada através da 

contagem das mesmas. Resultados expressão como valores médios ± desvio padrão. 
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Figura 2 – Formação de trombo 1 ou 3 dias após lesão arterial. Animais normais foram 

submetidos à lesão arterial, e a formação de trombo analisada 1 ou 3 dias mais tarde usando 
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anticorpo anti-VWF. (A) Animal não tratado 1 dia após a lesão. (B) Animal não tratado 3 dias 

após a lesão. (C) Animal tratado com DS 1 dia após a lesão. (D) Animal tratado com DS 3 dias 

após a lesão. (E) Área do lúmen ocupada pelo trombo expressa como uma porcentagem da área 

total do lúmen. Áreas expressas como valores médios ± desvio padrão. 
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Artéria não incubada com anticorpo primário – controle negativo. (E) Artéria lesionada ApoE-/- 

sem tratamento. (F) Artéria lesionada ApoE-/- tratada com DS. (G) Número de células CD45+ é 

expressa em valores médios ± desvio padrão.Número de células CD45+ é expressa em valores 

médios ± desvio padrão. 
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Figura 4 – Expressão da P-selectina em artérias lesionadas. Cortes congelados foram preparados 

a partir da artéria carótida de animais 1 dia após a injúria. (A) Artéria não incubada com 

anticorpo primário – controle negativo. (B) Artéria não tratada. (C) Artéria tratada com DS.  
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quantificados como descrito em “Materiais e Métodos”. (A) Porcentagem da área de neointima 

presente no lúmen. (B) Área da camada média (µm2). As colunas representam valores médios 

para cada grupo ± desvio padrão. 
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Figura 12 – Migração das MNC marcadas com PKH-26 GL para o local da injúria 7 dias após a 

lesão. (sem lesão) Animais não lesionados e não tratados com MNC e/ou DS. (lesão + MNC) 

Animais lesionados que receberam 2 injeções de MNC marcadas. (lesão + MNC + DS) Animais 

lesionados que receberam 2 injeções de MNC marcadas e 4 injeções de DS. 
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VIII. DISCUSSÃO 

Os mecanismos envolvidos na inibição da inflamação, trombose e formação de neointima 

pelo DS ainda não estão esclarecidos. Estudos anteriores demonstraram que a administração 

intravenosa de DS inibe a formação de neointima e que este efeito é dependente da presença de 

HCII. Também foi observado que a injeção de DS é capaz de inibir a atividade de trombina 

presente na parede vascular após injúria arterial (Vicente et al., 2007) e que o HCII migra do 

sangue circulante para a camada adventícia após lesão arterial, onde ele se co-localiza com o DS 

na parede arterial (He et al., 2008). Além disso, camundongos HCII-/- apresentaram aumento da 

formação de neointima quando comparados com camundongos normais após injúria arterial. 

Asahara et al. (1997) mostraram que apenas as células CD34+ e VEGFR2+ são capazes de 

se incorporar à parede vascular de camundongos, ratos e coelhos levando à neovascularização 

devido à isquemia de patas posteriores. Peichev et al. (Peichev et al., 2000) mostraram que uma 

pequena população de células CD34+ de diferentes fontes também expressam CD133 e VEGFR2. 

Em nosso trabalho, a injeção de MNC aumentou em 6 vezes a pocentagem de células CD34+ 

circulantes e também em 4 vezes o número de células VEGFR2+. Nós não detectamos um 

aumento no número de células CD34+/VEGFR2+ no sangue circulante, o que pode ser devido ao 

tempo de vida dessas células, a viabilidade das mesmas,  à migração dessas para o local da injúria 

ou a diferenciação destas em células mais diferenciadas como CD31+/VEGFR2+, que não foram 

inicialmente estudadas em nosso trabalho.  

Nesse estudo nós observamos que o tratamento com DS inibiu a formação de trombo nos 

dias 1 e 3 após injúria nos animais normais e diminui a migração de células CD45+ para o tecido 

lesionado 3 dias após a injúria tanto em animais normais como em animais ApoE-/-. Nós também 
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observamos um redução na expressão de P-selectina nos vasos 1 dia após a lesão nos dois tipos 

de camundongos estudados. Essa diminuição pode ter ocorrido pela diminuição da ação da 

trombina sobre o tecido lesionado, devido à um aumento da atividade de HCII estimulado pela 

presença de DS. DS também pode ter uma ação direta sobre a expressão de P-selectina devido a 

diminuição da adesão e migração de células inflamatórias no local de injúria. 

  Estudos recentes demonstraram que a P-selectina tem uma função fundamental na 

inflamação (Ley, 2003), trombose (Andre, 2004), aterosclerose (Huo et al., 2003) e na formação 

de neointima após injúria arterial (Manka et al., 2001; Phillips et al., 2003; Manka et al., 2004; 

Kumar et al., 1997; Smyth et al., 2001). Um estudo com camundongos deficientes em P-selectina 

demonstrou uma significativa redução na formação de neointima após injúria vascular (Kumar et 

al., 1997; Smyth et al., 2001), demonstrando uma importante função da P-selectina em resposta à 

injúria arterial. 

 A diminuição da resposta inflamatória quando da administração de DS pode estar 

relacionada com a menor formação de neointima 21 dias após a injúria. A formação de neointima 

pode ser devida à proliferação de células musculares lisas originadas da camada média, no 

entanto, observamos em nosso trabalho que em todas as situações estudadas as áreas médias não 

sofreram mudanças significativas após a injúria arterial. Isso pode indicar que as células 

musculares lisas que compõe a neointima, provavelmente, se originam da circulação sanguínea.  

Um grande número de pesquisas envolvendo a transferência de células da medula óssea e 

de células progenitoras endoteliais em pacientes com doenças isquêmicas do coração mostraram 

uma melhora na performance cardíaca (Britten et al., 2003; Kang et al., 2004; Wollert et al., 

2004). Entretanto, tanto as células da medula óssea como as células progenitoras endoteliais 
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apresentam uma origem mononuclear com propriedades pró-inflamatórias, o que pode influenciar 

no tamanho da neointima.  

Estudo prévio (Werner et al., 2003) mostrou que a administração intravenosa de MNC 

aumentou a reendotelização mas nós observamos apenas uma diminuição discreta na formação de 

neointima nos animais normais que receberam apenas MNC. Em nosso trabalho observamos que 

a inibição de formação de neointima quando da injeção de MNC foi maior nos animais normais 

que receberam concomitantemente DS. Nos animais ApoE-/-, tanto os que receberam apenas 

MNC como os que receberam MNC junto com DS, não houve diminuição da formação de 

neointima.   

 É notável que apesar do grande potencial angiogênico evidenciado por um número 

significativo de células progenitoras endoteliais quando comparado com células da medula óssea, 

ambas apresentam propriedades pró-aterogênicas similares “in vivo”. As propriedades pró-

inflamatórias expressas pelas células transferidas podem contribuir para o aumento da 

aterogênese. Nesse contexto, dois estudos merecem atenção: Kang et al. (2004) ao injetar 

leucócitos contendo aproximadamente 1x108 células CD34+ em humanos que sofreram infarto do 

miocárdio, observou que apesar da melhora da perfusão e função cardíacas, houve uma alta taxa 

de restenose; um outro estudo feito por Yoon et al. (2004) observou calcificação intramiocardíaca 

em ratos que receberam células da medula óssea, sugerindo um envolvimento direto das células 

injetadas nesse processo.  Esses dados são consistentes com as observações de Sata et al. (2002), 

onde observou-se que um número significativo de células musculares lisas eram derivadas das 

células da medula óssea injetadas em modelos experimentais.  



 

66 
 

Uma explicação para a restenose aumentada nos animais ApoE-/- poderia ser a 

diferenciação de células progenitoras em células musculares lisas no local da lesão (Kang et al., 

2004). Como Sata et al (2002) mostrou, as células-tronco poderiam contribuir para a remodelação 

patológica da artéria através da diferenciação em células musculares lisas. Uma outra explicação 

seria a angiogênse induzida dentro da lesão aterosclerótica e agregação de células inflamatórias 

mobilizadas para dentro da placa, como o observado por Kang et al (2004) em uma espécime de 

arteriotomia de lesão restenótica. 

Os animais ApoE-/- tratados com MNC em conjunto com DS também não apresentaram 

melhora do quadro, com uma não inibição da formação de neointima. Uma explicação para tal 

fato é que o DS é mais abundante em placas ateroscleróticas do que nas normais, mas sua 

estrutura é alterada, reduzindo sua habilidade em se ligar ao HCII (Shirk et al., 2000). Um estudo 

usando ApoE-/- onde se injetou células provenientes da medula óssea mostrou um aumento em 

tamanho na placa de ateroma (George et al., 2005); com isso, pode-se sugerir que as MNCs 

utilizadas aqui podem ter contribuído para o aumento das placas de ateroma, o que 

consequentemente altera a estrutura do DS, reduzindo a eficácia do tratamento.  

Nós observamos que nos animais normais onde se injetou MNC junto com a 

administração de DS, houve o dobro de MNC presentes no local da injúria. Talvez o DS esteja 

atuando na diminuição da formação de trombo e na reação inflamatória inicial, além de, 

provavelmente, estar criando um ambiente atrativo para as EPC circulantes, estimulando sua 

migração e adesão ao local da injúria e promovendo a reendotelização ao invés da restenose.  
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O efeito inibitório do DS, quando administrado isoladamente, na formação de neointima 

nos grupos analisados pode indicar que este glicosaminoglicano pode ter aplicações terapêuticas 

futuras no tratamento de doenças vasculares, prevenindo a restenose após cirirgias vasculares.  

A utilização de células progenitoras endoteliais ou células provenientes da medula óssea 

merece um estudo mais profundo quando da sua utilização em animais com doenças vasculares 

em estágio mais avançado. É necessário o esclarecimento de processos como mobilização, 

diferenciação e proliferação dessas células com o objetivo de se evitar conseqüências negativas 

nesse tipo de procedimento terapêutico. 
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IX. RESUMO DOS RESULTADOS OBTIDOS 

 O dermatan sulfato inibiu a reação inflamatória inicial, seja pela diminuição da presença 

de células inflamatórias como pela diminuição da presença da proteína (P-selectina). Com isso, o 

dermatan sulfato pode ser utilizado como um medicamento anti-inflamatório na resposta aguda à 

lesão. 

1- O dermatan sulfato se mostrou também ser um agente antitrombótico, diminuindo a 

formação de trombo nas primeiras 72 horas após a lesão. Ele também pode ser um substituto à 

atual terapia com heparina com a vantagem de não provocar possíveis hemorragias. 

2- O dermatan sulfato decresceu de maneira significativa a formação de neointima tanto em 

animais normais como em animais deficientes em ApoE submetidos à lesão endotelial, sugerindo 

o uso desse agente após cirurgias vasculares. 

3- A terapia celular, feita com células provenientes da medula óssea, se mostrou ser efetiva 

nos camundongos normais (tanto isoladamente como em combinação com o dermatan sulfato), 

sugerindo que essas células possam estar participando de uma possível recuperação endotelial. 

4- O tratamento conjunto de células mononucleares com dermatan sulfato mostrou ser 

bastante significativo nos animais normais, evidenciando o papel do dermatan sulfato na 

migração dessas células para o local da injúria. 

5- A terapia celular em animais deficientes em ApoE não foi eficaz (tanto isoladas como em 

conjunto com dermatan sulfato), sugerindo que a presença de placas de ateroma, níveis altos de 

colesterol total e triglicerídeos podem influenciar na migração, proliferação e diferenciação 

dessas células no local da lesão; além disso, esses fatores também induzem a alteração na 

molécula de dermatan sulfato, reduzindo sua eficácia. 
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X. CONCLUSÕES 

 Este estudo forneceu evidências de que o dermatan sulfato pode ser um possível agente 

anti-trombótico, anti-inflamatório e preventivo da formação de neointima e restenose após a lesão 

arterial. Observamos também que a terapia celular deve ser melhor analisada antes da aplicação 

em seres humanos. Devemos analisar quais os mecanismos influenciam na migração, proliferação 

e diferenciação dessas células, antes de utilizarmos células da medula óssea na terapia celular 

para o tratamento de lesões arteriais que ocorrem em pacientes com aterosclerose em estado 

avançado. Já que outros fatores além do baixo número de células progenitoras endoteliais podem 

estar relacionados com a capacidade de recuperação do endotélio a partir de células captadas da 

circulação sanguínea como as células progenitoras endoteliais.  
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