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“Por favor, desenha-me um carneiro! 

 

... A jibóia é perigosa e o elefante ocupa muito espaço.  

Preciso de um carneiro” 
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“... eu corro o risco de ficar como as pessoas grandes, que só se 

interessam por números. Foi por isso que comprei um estojo de aquarelas e 

alguns lápis.” 

(O Pequeno Príncipe de Antoine de Saint-Exupéry) 

 

 

 

http://pt.wikipedia.org/wiki/Antoine_de_Saint-Exup%C3%A9ry
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Ando devagar porque já tive pressa e levo esse sorriso porque já chorei demais 
.... 
Cada um de nós compõe a sua historia 
cada ser em si carrega o dom de ser capaz, de ser feliz  

(Tocando em Frente – Renato Teixeira e Almir Sater) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

À todos os sorrisos,  

à cada olhar  

e a cada carinho recebido... 

À célula MÃE e à célula PAI: 

progenitores de uma vida, tronco de um ser humano 
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1. RESUMO 

 

As células progenitoras endoteliais (CPEs) foram descritas por Asahara et al. (1997), 

isoladas a partir do sangue periférico e são células originadas da medula óssea. Estas 

células podem ser reconhecidas pela expressão de marcadores como o CD34, CD133, 

VEGFR2 e o CD31, pela capacidade de internalização de acLDL e de formar estruturas 

semelhantes a vasos quando cultivas em matrizes tridimensionais. Quando ocorrem lesões 

endoteliais, elas podem ser mobilizadas da medula migrando para o sangue periférico e 

atuar no local da lesão arterial, podendo se diferenciar em células endoteliais maduras e 

promover a re-endotelização do vaso lesionado. Contudo, estas células estão presentes na 

medula óssea e no sangue periférico em quantidade muito pequena, 0,1 e 0,01% do total de 

células respectivamente, o que leva diversos grupos de pesquisa buscarem selecionar e 

cultivar estas CPEs visando aumentar seu número para melhor caracterizá-las in vitro e in 

vivo. Em nosso trabalho, buscamos estabelecer um meio de cultura capaz de sustentar o 

crescimento, proliferação e diferenciação das células progenitoras endoteliais isoladas a 

partir de medula óssea de camundongos C57bl/6, e de caracterizar seus vários estágios de 

diferenciação destas células em diferentes tempos de cultura. Para tal, células 

mononucleares foram isoladas da medula de camundongos C57bl/6 por gradiente de Ficoll-

Paque PLUS e cultivadas por 3, 7 e 14 dias em meios de cultura diferentes acrescidos de 

diferentes fatores de crescimento (VEGF, IGF, bFGF e EGF) com concentrações variadas. 

Dentre todos os meios testados, o DMEM1-M1 (DMEM com vermelho de fenol acrescido 

de VEGF, IGF e bFGF) foi o que apresentou melhores resultados para os ensaios de 

proliferação, de viabilidade celular por DAPI, Azul de Tripan e MTT. A partir deste meio 

foram realizados testes para verificar a expressão de marcadores celulares (CD133, CD34, 

VEGFR-2 e CD31) por imunocitoquímica, imunofluorescência, Western Blotting e 

citometria de fluxo. Os resultados de imunocitoquímica e imunofluorescência foram 

positivos para todos os marcadores, em todos os períodos analisados. A análise por Western 

Blotting confirmou a expressão destes marcadores, com aumento na expressão de 3 para 7 

dias de cultura. Por citometria de fluxo analisamos o perfil destas células em cultura de 7 

dias comparando com as células in vivo, e conseguimos visualizar um aumento 
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principalmente  na freqüência de células que expressam VEGFR-2, um indicativo de que o 

meio utilizado está selecionando células progenitoras. A internalização de acLDL que 

também indica CPEs foi positiva após  7 e 14 dias. As células cultivadas em Matrigel® 

formaram estruturas semelhantes a vasos após 7 dias de cultura. Nossos resultados indicam 

que fomos capazes de estabelecer um meio de cultura eficiente na seleção e proliferação de 

CPEs, inibindo sua diferenciação inicial em células endoteliais, o que nos permitirá utilizar 

esta técnica de cultura para expandir o número de CPEs obtidas da medula óssea e poder 

utilizá-las no tratamento de lesões arteriais e em diferentes processos de terapia celular. 

 

Palavras-chave: célula progenitora endotelial, cultura de células, proliferação, meio de 

cultura, terapia celular.
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2. ABSTRACT 

 

Endothelial progenitor cells (EPCs) were described by Asahara et al. (1997) isolated from 

peripheral blood, these cells are derived from bone marrow. EPCs can be characterized by 

the expression of cellular markers like CD34, CD133, VEGFR2 and CD31, internalization 

of acLDL and formation of structures similar to vessels when culture in tridimensional 

matrices. In the presence of endothelial lesion, they can be mobilized from bone marrow, 

migrating to peripheral blood and subsequently the endothelial lesion site. They can 

differentiate into mature endothelial cells and participate in the re-endothelization of the 

damaged vessel. However these cells are rare in bone marrow and peripheral blood 0,1 and 

0,01%, respectively, several research groups are trying to develop strategies to isolate and 

cultivate these cells to better determine their characteristics in vitro and in vivo. In our study 

we tried to establish a culture medium able to sustain growth and proliferation of EPC 

obtained from C57bl/6 mice bone marrow and characterize the stages of differentiation that 

they could present in different times of culture. In order to do it, we isolated mononuclear 

cell from bone marrow using a Ficoll-Paque PLUS gradient and cultivated then for 3, 7 and 

14 days using culture mediums with different compositions and concentrations of growth 

factors (VEGF, IGF, bFGF, EGF). Cellular growth determined by DAPI, trypan blue 

counting and MTT was more significant with the medium we named DMEM1-M1 (with 

VEGF, IGF and bFGF). Results obtained with immunocitochemistry and 

immunofluorescence with this medium was positive in all culture times. Western blotting 

demonstrated the expression of VEGFR2, CD34 and CD133 in 3 e 7 day, with a litte 

increase after 7 days. Flow citometry analysis of cells after 7 days in culture demonstrated 

an increase in cells expressing VEGFR2, indicating the selection of EPC with this medium. 

Internalization of acLDL and formation of structures similar to vessels were observed after 

7 and 14 days in culture and confirms differentiation of mononuclear cells into EPC. So, in 

conclusion, our results indicate that we developed a culture medium able to sustain 

proliferation and differentiation of EPCs, inhibiting their terminal differentiation what will 

allow us to use this culture technique to increase the number of EPC from bone marrow 
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obtained and in the future use these cells in the treatment of arterial lesions in different 

process of cellular therapy.  

 
Keywords: endothelial progenitor cell, cell culture, proliferation, culture medium, cell 
therapy. 
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3. INTRODUÇÃO 

 

3.1 – Células Progenitoras Endoteliais e Células Endoteliais 

 

Em 1997, Asahara et al. descreveram pela primeira vez, uma população de células 

CD34+, isoladas a partir de sangue periférico humano, com capacidade de se diferenciar in 

vitro em células com fenótipo endotelial. Estas células foram chamadas de ―células 

progenitoras endoteliais‖ (CPEs), sendo descritas como uma população de células 

pluripotentes imaturas com capacidade de proliferar, migrar e diferenciar-se em uma 

linhagem de células endoteliais, mas ainda sem as características de células endoteliais 

maduras (Kawamoto e Asahara, 2007).  As CPEs tem importante papel em processos 

fisiológicos e patológicos, estando envolvidas na formação e reparo do endotélio e podendo 

originar células endoteliais maduras que participam da neovasculogênese e da angiogênese 

(Eggermann et al., 2003), o que fez das CPEs uma das descobertas mais fascinantes no 

campo da biologia vascular na última década. 

As células progenitoras endoteliais são células que apresentam um potencial restrito 

de diferenciação quando comparadas às células tronco embrionárias e sua capacidade de 

proliferação possui um número limitado de divisões (Tongers, 2010). Apesar destas 

restrições, as CPEs podem ser expandidas em cultura a partir de células mononucleares 

(CMNs) obtidas da medula óssea  (Lin et al., 2000), sangue periférico (Asahara et al., 

1997), sangue de cordão  umbilical (Ingram et al., 2004, Smadja et al., 2006 a,b) além do 

fígado fetal e gordura (Peichev et al., 2000).   

Duas populações de CPEs foram descritas por Hur et al. (2004) baseadas em 

ensaios in vitro. A primeira população constituem as chamadas ―early EPCs” (Hur et al., 

2004) - células progenitoras endoteliais precoces – que também recebem o nome de células 

progenitoras endoteliais circulantes – CPECs ou células angiogênicas circulantes – CACs 

(Gulati et al., 2003). Elas são derivadas de monócitos e são capazes de assumir 

características endoteliais, como ligar-se à lecitina e internalizar o LDL acetilado 

(lipoproteína de baixa densidade) (Hristov e Weber, 2004). Apresentam morfologia 

fusiforme e pico de crescimento entre a 2º a 3º semana de cultura, morrendo após 
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aproximadamente 4 semanas em cultura (Hur et al., 2004). Autores como Yoder et al. 

(2007) preferem chamar as CPEs precoces de células angiogênicas (CAs) pelo fato de não 

apresentarem fenótipo endotelial in vitro e por aumentarem a neovascularização de forma 

parácrina, principalmente através da secreção de citocinas angiogênicas, que auxiliam no 

recrutamento das células endoteliais (CEs) maduras residentes, induzindo sua proliferação e 

sobrevivência. 

A segunda população de CPEs identificada em cultura representa as células 

endoteliais de crescimento (endothelial outgrowth cells - EOCs) ou células progenitoras 

endoteliais tardias (Hur et al., 2004), células endoteliais de crescimento tardio (late 

outgrowth endothelial cells – late OECs) (Yoon et al., 2005) ou ainda células formadoras 

de colônias endoteliais – CFCE (Hirschi et al., 2008). Estas células apresentam morfologia 

em forma de paralelepípedo (ou coblestone) e aparecem após 2 a 3 semanas em cultura, 

com crescimento exponencial de 4 a 8 semanas e sobrevivem até no máximo 12 semanas 

em cultura (Hur et al., 2004). Elas possuem características tipicamente endoteliais tanto in 

vitro quanto in vivo e contribuem de forma mais direta com a neovascularização fornecendo 

novas CEs e consequentemente novos vasos, graças ao seu alto potencial proliferativo, 

sendo consideradas, portanto, CPEs verdadeiras (Timmermans et al., 2007). 

As CPEs podem ser caracterizadas ainda pela capacidade de internalizar o LDL 

acetilado (Voyota et al., 1984) e pela ligação a lecitina UEA (Ulex europaeaus agglutinin I) 

além da formação de colônias e da formação de estruturas semelhantes a vasos ou capilares, 

resultados observados em ensaios in vitro ou in vivo.   

Nos adultos, as CPEs encontram-se principalmente na medula óssea estando 

intimamente associadas às células tronco hematopoiéticas e ao estroma, formando assim 

um microambiente ideal para sua proliferação, migração e diferenciação em células de 

linhagem endotelial, embora ainda não sejam caracterizadas como CEs maduras (Ribatti, 

2004).  

As células mononucleares da medula óssea compreendem diferentes populações de 

células (células progenitores, monócitos e leucócitos) (Yang et al., 2010). Para se 

caracterizar estas células é necessário identificar e estabelecer seus marcadores, ou seja, os 

antígenos de superfície por elas expressos. O surgimento destas proteínas ao longo do 
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processo de diferenciação celular ocorre de forma regular, apresentando aumento ou perda 

gradual de expressão das mesmas.  

As CPEs podem ser identificadas pela co-expressão de marcadores de células tronco 

hematopoiéticas (CD34 e CD133) e marcadores de células endoteliais (VEGFR-2, CD31, 

vWF e eNOS) (Urbich e Dimmeler, 2004). A heterogeneidade dos marcadores de superfície 

provavelmente reflete os diferentes estágios de desenvolvimento das CPEs que ocorre 

durante o processo de maturação das células residuais da medula óssea para células 

maduras da parede vascular, podendo contribuir ainda para as diferenças funcionais das 

mesmas (Zhang e She, 2007). Esta co-expressão pode ser usada para traçar um perfil de 

diferenciação das CPEs, por exemplo, CD133 e CD34 são expressos em células primitivas, 

indiferenciadas e a expressão de CD133 diminui ao longo da diferenciação, a expressão de 

CD34 mantém-se enquanto que a dos marcadores endoteliais (CD31, vWF e eNOS) 

aumenta (Tongers et al., 2010).  

O marcador CD133 (Cluster of Differentiation 133) (ou AC133 em humanos e 

Prominin-1 em ratos) é inicialmente expresso nos hemangioblastos e células progenitoras e 

tem sua expressão diminuída ao longo da diferenciação (Yin et al., 1997). Trata-se de um 

polipeptídio glicosilado de 120kDa com 5 domínios transmembrana com uma porção N-

terminal extracelular e um resíduo C-citoplasmático (Miraglia et al., 1997; Yin et al., 

1997). Sua função ainda não é conhecida, mas um subgrupo de células CD34+ circulante, 

expressando CD133, foi sugerido para representar uma população de CPEs funcionais que 

desempenha papel na angiogênese ou vasculogênese pós- parto, podendo se integrar em 

sítios de neovascularização e se diferenciarem em células endoteliais maduras (Peichev et 

al., 2000).  

A proteína transmembrana conhecida como CD34 é um marcador expresso na 

população de células hematopoiéticas, bem como nas células endoteliais.  A cadeia 

intracelular do CD34 é um sítio de fosforilação ativado pela proteína C-quinase, o que 

sugere importante função na transdução de sinais. É uma proteína altamente glicosilada 

com cerca de 75 à 120 kDa e é possivelmente, uma molécula de adesão com importante 

função no início da hematopoiese mediando a ligação das células tronco à matriz 
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extracelular da medula óssea é comumente utilizada para o isolamento e manipulação das 

células tronco humanas (Healy et al., 1995).  

O VEGFR-2 (receptor do fator de crescimento do endotélio vascular 2, conhecido 

como Flk1 –  quinase do fígado fetal tipo 1, em ratos e KDR – receptor do fator de 

crescimento endotelial vascular, em humanos) é um receptor tirosino-quinase específico 

tipo III para o fator de crescimento endotelial, caracterizado pela presença de um domínio 

tirosino-quinase citoplasmático, um domínio transmembrana e sete domínios de 

imunoglobulinas extracelulares. Seu gene é expresso nas células progenitoras endoteliais e 

em células endoteliais adultas e células tronco hematopoiéticas (Holmes et al., 2007). O 

papel crítico do VEGFR-2 no desenvolvimento vascular é realçado pelo fato de que ratos 

VEGFR-2-/ - morrem devido ao desenvolvimento defeituoso das células endoteliais e 

células hematopoiéticas (Shalaby et al., 1995).  

O CD31 ou PECAM-1 (molécula de adesão das células endoteliais e plaquetárias) é 

uma molécula sinalizadora, com diversos papéis na biologia vascular incluindo 

angiogênese, função plaquetária e trombótica, resposta mecano-sensitiva das células 

endoteliais e regulação de múltiplos estágios de migração dos leucócitos através da parede 

dos vasos sanguíneos. Ele é expresso em todas as células de comportamento vascular em 

diferentes graus, em subtipos de leucócitos, em plaquetas e células endoteliais, onde 

encontra-se amplamente concentrada nas junções de células adjacentes (Woodfin et al., 

2007). 

Segundo Chun-Ling (2003), as células-tronco hematopoiéticas, as CPEs e as células 

endoteliais circulantes (CECs) expressam alguns marcadores em comum, tais como: o 

VEGFR-2, CD34, CD31 e Tie-1. Murasawa e Asahara (2005) observaram que, assim como 

as CPEs, as CTHs expressam inicialmente VEGFR-2 e CD34, porém marcadores de 

superfície específicos de células endoteliais (como o VE-caderina, VEGFR-2 e Tie-1) 

desaparecem nas células hematopoiéticas, permanecendo apenas nas CPEs em 

diferenciação.  

As CPEs e células endoteliais, por sua vez, expressam marcadores similares 

específicos de células endoteliais circulantes, incluindo VEGFR-2, Tie-1, Tie-2, VE-
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caderina (Ribatti D, 2007), cuja expressão depende do grau de comprometimento destas 

células com sua diferenciação endotelial.  

Um número grande de CPEs co-expressam CD133 e VE-caderina, marcador de 

células mais precoce e diferenciadas, respectivamente. Com relação ao CD133, a maioria é 

CD133+/CD34+, indicando que a células CD133+ são um subgrupo de CD34+ ideal para 

gerar células endoteliais diferenciadas (Chachques et al., 2003). 

 As CECs são células que se diferem das CPEs por serem células endoteliais 

maduras que se deslocam da parede das veias e entrarem na circulação em situações de 

lesão vascular, podendo servir como indicador de lesão arterial. As CPEs por sua vez, se 

localizam na medula óssea de onde são recrutadas para a participação de re-endotelização 

de vasos lesionados e redução na formação de neo-íntima após a lesão do endotélio 

vascular (Werner et al., 2003). Assim como outras células-tronco ou células progenitoras, 

as CPEs localizadas em certos tecidos permanecem em estado inativo até receberem sinais 

específicos que permitam sua diferenciação (Zhang e She, 2007) e induzem sua 

mobilização para o sangue periférico. Este recrutamento pode estar associado à ativação de 

proteinases como a elastase, catepsina G e metaloproteinases (MMPs). Estas enzimas 

clivam as moléculas de ligação da matriz extracelular ou da membrana celular responsáveis 

pela adesão das CPEs às células do estroma da medula. A MMP-9 cliva o ligante Kit de 

membrana das células do estroma, transformando-o em Kit solúvel, este interage com o c-

Kit das CPEs conduzindo assim um sinal para a diferenciação e migração da medula para o 

sangue periférico (Heissig et al.,2002; Hristov e Weber, 2004).  

Com relação à capacidade proliferativa e de expansão, as CPEs formam colônias 

endoteliais altamente proliferativas, enquanto que as CECs formam apenas monocamadas 

endoteliais com limitada capacidade de proliferação, por se tratar de células maduras e 

terminalmente diferenciadas (Lin et al., 2000).  

Contudo, estas CPEs representam menos de 1% do total de células da medula óssea 

e menos de 0,01% das mononucleares do sangue periférico (Smadja et al., 2007) e 

considerando sua importância  na recuperação de lesões arteriais e seu envolvimento em 

processos patológicos como a aterosclerose, trombose, hipertensão arterial e diabetes, as 
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pesquisas com as CPEs passam a ter grande importância para a terapia celular e muitos 

estudos são necessários, uma vez que, ainda conhecemos pouco suas características.  

 

 

 

3.2- Células Progenitoras Endoteliais e Terapia Celular 

 

O estudo das células tronco e das células progenitoras endoteliais e suas funções 

tem apresentado grande destaque, principalmente devido ao seu grande potencial na 

medicina regenerativa e na terapia celular para diversas patologias.  

A descoberta das CPEs alterou radicalmente a concepção de angiogênese nos 

tecidos adultos, indicando a contribuição de células da medula óssea na formação de novos 

vasos sanguíneos ao invés de ocorrer apenas migração de proliferação de CEs maduras pré-

existentes (Pearson, 2009). Foi demonstrado que estas células participam da vasculogênese 

e da angiogênese, que ocorre na vida pós-natal, o que as tornam importantes no reparo 

vascular e no processo de criação de novos vasos, sem a dependência da presença de outros 

vasos (Pearson, 2010).  

O aparecimento do sistema vascular é um evento essencial durante o 

desenvolvimento embrionário, com o estabelecimento de ilhas sanguíneas no saco 

vitelínico. Durante este processo, precursores mesodermais locais diferenciam-se em 

precursores vasculares (as células centrais do interior dessas ilhas) e células endoteliais (a 

população periférica das ilhas) que formam as primeiras estruturas vasculares que revestem 

o interior das células sanguíneas que origina um plexo vascular preliminar, processo 

denominado vasculogênese (Carmeliet, 2000).   

A vasculogênese pode ser definida, então, como a diferenciação de células 

progenitoras endoteliais em células endoteliais no interior de capilar primário, sendo 

responsável pelo desenvolvimento do sistema vascular durante a embriogênese (Peichev  et 

al., 2000). 

Em contrapartida, a angiogênese é definida como a formação de novos vasos 

sanguíneos por brotamento de vasos prexistentes e ocorre durante o desenvolvimento 
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embrionário e durante a vida pos-natal. A angiogênese induzida pelas CPEs ocorre pelo 

aumento do fornecimento de células endoteliais, através da proliferação e diferenciação das 

CPEs, ou ainda pelo aumento no fornecimento de fatores de crescimento que por sua vez 

ativam as CEs maduras residentes, este processo envolve ainda o equilíbrio entre ativadores 

e inibidores da angiogênese. (Senegaglia et al., 2008).  

A angiogênese desregulada e persistente pode resultar em muitas doenças. Estes 

novos vasos sanguíneos podem invadir as articulações e acabam destruindo a cartilagem, 

no caso da artrite, no caso da diabetes, estes novos vasos podem invadir o vítreo da retina 

causando cegueira, além disso, o crescimento de tumores e a metástase são dependentes de 

angiogênese para o fornecimento de nutrientes necessários para o desenvolvimento das 

células tumorais (Folkman e Shing, 1992). 

De acordo com Watt et al., (2010) existem 3 possíveis estratégias terapêuticas para 

o uso de CPEs no reparo tecidual. Primeiro, elas podem  ser utilizadas como biomarcadores 

para diagnóstico ou para prever o risco de patologias cardiovasculares (primeiro trabalho 

publicado por Vasa et al., 2001). Em segundo, as CPEs podem ser mobilizadas para a 

circulação por fatores de crescimento ou ser obtidas a partir da medula óssea, do sangue de 

cordão  ou tecidos proporcionando uma fonte de células progenitoras vasculares para 

auxiliar a neovascularização. E em terceiro lugar, podem ser manipuladas in vivo para 

aprimorar sua capacidade de reparo vascular. 

Trabalhos com animais e humanos sugerem que a habilidade das CPEs em melhorar 

a função de órgãos isquêmicos, que ocorre possivelmente pela indução e modulação da 

angiogênese e vasculogênese em áreas com redução do suprimento de oxigênio ou por 

estímulo da re-endotelização de injúrias em vasos sanguíneos (Hristov et al., 2003).  

Para Sharpe et al. (2006) o ambiente neovascular pode facilitar a vasculogênese por 

promover a diferenciação de células endoteliais que atuam como uma barreira fisiológica 

para prevenir a agregação plaquetária e deposição de fibrina na superfície das válvulas. 

(Kasimir et al., 2005).  

Hill et al. (2003) reportaram uma forte correlação inversa entre o nível de CPEs do 

sangue periférico e o risco de doenças coronárias arteriais (determinados por ensaio de 

formação de colônia). Vasa et al. (2001) demonstraram que o número e a capacidade 
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migratória das CPEs são comprometidos em pacientes com doenças coronárias arteriais. 

Análises por citometria de fluxo revelaram uma redução de 48% das CPEs 

CD34+/VEGFR-2+ em pacientes com doença coronária arterial, além de redução de 40% 

das CPEs UEA-I+ (Ulex europaeaus agglutinin I) e Dil-ac-LDL positivas em cultura, estas 

células apresentaram também um comprometimento nos ensaios migratórios em resposta ao 

VEGF. 

Kalka et al. (2000) injetou CPEs isoladas de sangue periférico humano, cultivadas 

por  7 dias (em meio com VEGF, bFGF, IFG e FGF) em camundongos e descobriu que 

estas células melhoram a neovascularização dos vasos sanguíneos. Neste experimento 

camundongos nude com angiogênese prejudicada após excisão da artéria femoral 

receberam injeções de CPEs expandidas em cultura e marcadas com Dil-ac-LDL 

fluorescente. Foi possível observar que a neovascularização foi melhor quando foram 

injetadas células expandidas em cultura em comparação com a injeção de células CD34+ 

frescas, obtidas a partir do sangue periférico. 

 Shintani et al. (2001) observaram um aumento significativo de células CD34+ 

circulantes no sangue em pacientes com infarto agudo do miocárdio comparado com um 

grupo controle. O maior número de CD34+ foi observado 7 dias após o infarto, por 

citometria. Eles mostraram ainda que a cultura de mononucleares obtidas após 7 dias de 

infarto são bem mais numerosas que a cultura de células de mononucleares obtidas no 1º 

dia de infarto.  

 Ensaios pré-clínicos indicam que as CPEs contribuem com 1- 25% da formação de 

vasos após lesão isquêmica em diversas doenças (Young et al., 2007). Além disso, as CPEs 

podem secretar fatores de crescimento e sinais parácrinos que impedem a morte de 

cardiomiócitos (Narmoneva et al., 2004).  

Este potencial terapêutico das CPEs pode ser melhor empregado, se estas forem 

bem caracterizadas, isoladas e administradas no local da lesão. De acordo com Zampetaki 

et al. (2008) a infusão de CPEs em membros isquêmicos de camundongos imuno-

comprometidos melhorou a perfusão e recuperação de injurias, mas somente um pequeno 

número das CPEs incorporadas pode ser identificada. Isto sugere que as CPEs podem 
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liberar fatores angiogênicos de modo parácrino e não apenas atuarem diretamente como 

fonte de células endoteliais. 

Stamm et al. (2003), comprovaram tal capacidade infundindo 1,5x106 células 

CD133+ da medula óssea na zona limítrofe do miocárdio enfartado de 6 pacientes com 

isquemia crônica, submetidos à cirurgia de revascularização. Todos os 6 pacientes 

sobreviveram, e foi possível notar uma melhora na função ventricular esquerda de 4 deles e 

melhora na perfusão do tecido isquêmico em 5 pacientes. Concluiu-se que é mais vantajoso 

o emprego de uma pequena quantidade de CPEs selecionadas do que um grande número de 

células não selecionadas da medula óssea. 

A relação das CPEs com outras patologias pode ser observada através dos ensaios 

biológicos. Existe grande interesse de se entender o papel das CPEs no tratamento de danos 

na medula espinhal e no cérebro, reparo dos tecidos cardíaco e hepático, tratamento da 

diabetes (reparo do pâncreas), reparo de músculos, vasos sanguíneos e pele (tratamento de 

queimados) (Roberts et al., 2005). O número de CPEs assim como seu potencial 

proliferativo podem ser alterados em condições patológicas, incluindo doenças 

cardiovasculares, diabetes mellitus e artrite reumática (Miller- Kasprazak e Jagodzinski, 

2007). 

Paciente com diabetes mellitus tipo II indicam uma diminuição na capacidade 

proliferativa das CPEs e na formação de estruturas capilares características destas células. 

Isto pode se dever a uma diminuição da produção de óxido nítrico e atividade da MMP-9 

(Krankel et al., 2005), que transforma o ligante c-kit de membrana em um ligante c-kit 

solúvel (Heissig et al., 2002). A artrite reumática é uma doença acompanhada pelo risco de 

doenças cardiovasculares e foi observado que pacientes com tal patologia também 

apresentam redução no número e capacidade migratória das CPEs (Herbrig et al. 2006). 

O uso terapêutico das CPEs na substituição do endotélio lesionado é atualmente um 

dos principais focos das pesquisas vasculares em todo o mundo.  As doenças vasculares são 

uma das principais causas de morte no mundo, dentre as quais tem destaque a aterosclerose, 

doença caracterizada pelo depósito de placas de ateroma na parede das artérias, tornando o 

endotélio disfuncional e reduzindo seu calibre, trazendo déficit sanguíneo aos tecidos 

irrigados por elas (Xu Yang et al., 2007).  
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As CPEs podem atuar secretando uma variedade de fatores de crescimento, 

incluindo VEGF, HGF (fator de crescimento de hepatócito), G-CSF (fator de estimulação 

de colônia de granulócitos), GM-CSF (fator de crescimento de colônias de granulócitos e 

macrófagos) e IL-8 (interleucina-8, que atua na resposta inflamatória), que suportam a 

sobrevivência e função das células residentes de tecidos, acelerando o processo de 

formação de novos vasos e regeneração de órgãos (Marsboom e Janssens, 2008).  

Estudos em animais revelaram que a neovascularização de tecidos com isquemia 

pode aumentar após transplante autólogo de medula óssea (Eggermann et al., 2003). Raffi 

et al. (2003) sugeriram em seus estudos que as células progenitoras endoteliais contribuem 

potencialmente para revascularização e regeneração do tecido, abrindo caminho para sua 

utilização como fonte para a engenharia de enxertos vasculares que auxiliam na re-

endotelização (Wijelath et al., 2004). 

 

 

3.3 – Cultura de Células Progenitoras Endoteliais 

 

Uma limitação crítica para a aplicação terapêutica das CPEs é seu baixo número na 

circulação (proporção de células CD34+ é geralmente 0,1- 2% do total das células 

mononucleares da medula óssea, sangue periférico e sangue de cordão, segundo Asahara et 

al., 1997) e devido a estas pequenas quantidades no sangue periférico, sua aplicação em 

ensaios clínicos acaba tornando-se inviável (Senegaglia et al., 2008). Sendo assim, a cultura 

de CPE é extremamente importante para investigações biológicas, contudo, novas 

metodologias necessitam ser estabelecidas para o cultivo destas células a fim de utilizá-las 

na terapia celular (Iwaguro e Asahara, 2005), tudo isso faz com que muitos autores 

considerem seu estudo o ―calcanhar de Aquiles‖ da biologia das CPEs (Timmermans et al., 

2009) 

As células em cultura constituem uma mistura de células nas diferentes fases de 

desenvolvimento: contendo células multipotentes, precursoras indiferenciadas, maduras e 

diferenciadas, este equilíbrio pode ser alterado de acordo com as condições do ambiente e 

do meio de cultura. A técnica de cultura de células busca manter a viabilidade celular e 
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efetivar sua diferenciação, in vitro, em uma linhagem específica, tendo como princípio a 

manutenção do nicho celular, composto por matriz extracelular e citocinas, garantindo 

assim a homeostase das linhagens celulares, evitando a diferenciação e proliferação 

descontrolada (indução de tumores) e a apoptose (Zhang e She, 2007).  

A combinação de uma série de fatores de crescimento e citocinas presentes no 

microambiente das células é um dos desafios da técnica de cultura. Os fatores de 

crescimento são substâncias protéicas que atuam no controle do ciclo celular estimulando a 

proliferação, migração, diferenciação celular e apoptose. Podem ser produzidos de forma 

autócrina ou serem liberados através da membrana plasmática de células adjacentes 

modulando a atividade celular (Takahashi et al., 2007). Agem como sinalizadores entre as 

células, unindo-se a receptores de membrana e transmitindo o sinal externo para o interior 

celular, através do acoplamento a proteínas quinases que ativam uma cascata de sinais. 

Diversos fatores como o VEGF, FGF, IGF e EGF, tem sido descritos como necessários 

para o processo de proliferação e diferenciação das CPE em cultura. 

O Fator de Crescimento Endotelial Vascular (VEGF), de acordo com Kalka et al. 

(2000) contribui para a neovascularização, mobilizando as CPEs derivadas da medula 

óssea. Ele é considerado o ligante preferencial de VEGFR-2 em condições fisiológicas e 

patológicas, é também o maior indutor de angiogênese e um potente estimulante da 

proliferação, migração, formação de vasos endoteliais e regulador da permeabilidade 

vascular (Lacaud et al., 2004; Yancopoulos et al., 2000). VEGF tem alta afinidade pelo 

VEGFR-2, indicando um sistema sinalizador parácrino crucial para as CEs no sistema 

vascular (Risau e Flame, 1995).  

O FGF é o Fator de Crescimento Fibroblástico e atua como potente citocina 

angiogênica estimulando a proliferação endotelial e induzindo a angiogênese (Brown et al., 

1996). O fator de crescimento fibroblástico básico (b-FGF) regula a proliferação, migração 

e produção de proteases das CEs e possui importante papel em vários processos fisiológicos 

e patológicos (Miraglia et al., 1997). Células endoteliais cultivadas na ausência de b-FGF 

são levadas à apoptose. 

O Fator de Crescimento Semelhante à Insulina I (IGF-I) constitui uma cadeia 

polipeptídica única de 70 resíduos de aminoácidos ligados por 3 pontes dissulfídicas e com 
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peso molecular aproximado de 7,5kDa. Ele possui função mitógena para várias células 

como as células progenitoras eritróides, fibroblastos, osteoblastos, células musculares lisas, 

células fetais do cérebro e neurogliais (Senegaglia A, 2008). O IGF-I controla a 

proliferação e diferenciação celular específicos da fase G1 dentro do ciclo de divisão 

(Zumstein e Stiles,1987). Encontra-se amplamente distribuído nos tecidos de mamíferos, 

onde está relacionado a uma série de atividades biológicas como o crescimento e 

desenvolvimento tecidual (Li  et al., 2003). 

O Fator de Crescimento Epidérmico (EGF) é uma proteína de 6,2KDa com  três 

pontes dissulfeto intramolecular, possui importante papel no crescimento, proliferação e 

diferenciação celular através da ligação com seu receptor EGFR (Carpenter e Cohen, 1990), 

que irá desencadear uma série de respostas bioquímicas intracelular, como o aumento 

da glicólise e síntese de proteínas e que culminam na regulação do crescimento celular, 

proliferação e diferenciação.   

A combinação destes fatores é sugerida em muitos trabalhos com CPEs, como por 

exemplo, Quirici et al., (2001) para a expansão de CD133+  isolada de medula óssea 

humana,  Eggermann et al. (2003), Zhang et al. (2007), Senegaglia et al. (2010) em seu 

trabalho para  cardiomioplastia. 

A manutenção da concentração e as associações destes fatores com seus receptores 

de membrana são muito importantes na diferenciação celular, uma vez que, muitos tipos 

celulares competem pelos mesmos fatores e citocinas, tornando-os assim um critério de 

seleção na técnica de cultura de células. 

Outro desafio na técnica de cultura de CPEs é a chamada contaminação pelas 

células tronco mesenquimais (CTM) e por fibroblastos, o que, segundo Wang et al. (2008), 

pode ser controlado pelo cultivo das CPEs em meio condicionado de célula endotelial (MC-

CE). Este meio é preparado a partir de uma cultura confluente de 48 horas de uma linhagem 

estabelecida, sendo assim este meio contém citocinas suficientes para estimular o 

crescimento das CPEs e, além disso, fortes inibidores para suprimir o crescimento das CTM 

e dos fibroblastos (Wang et al., 2008).  

 As CPEs podem ser isoladas por diferentes métodos, incluindo as microbeads 

magnéticas e a aderência na cultura. Asahara et al. utilizaram em 1997 da técnica das 
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microbeads, na qual por diferença de aderência em cultura células sanguíneas 

mononucleadas CD34+ foram isoladas de sangue periférico humano por beads magnéticas 

cobertas com anticorpo CD34, seguindo o princípio imunológico da ligação antígeno - 

anticorpo.  

Com relação à aderência, a seleção é feita com base nos fatores de crescimento; 

hormônios específicos de crescimento e reguladores de crescimento também estão 

explicitamente envolvidos na regulação da função, diferenciação e mobilização das CPEs 

(Li et al., 2009), como é o caso do IGF que de acordo com Devin e Young (2008) melhora 

a migração, formação de tubo e angiogênese das células endoteliais maduras. 

Para que ocorra o crescimento e conseqüente proliferação, as CPEs necessitam de 

um tecido sólido para sua adesão. A adesão celular a estes substrato requer uma classe 

especial de proteínas de adesão, normalmente as caderinas, Ca+2 dependentes ou CAM, 

Ca+2 independente.  Para a cultura de células normalmente faz uso das matrizes extracelular 

sintéticas. A superfície da matriz da cultura deve ser revestida por uma camada de colágeno 

ou gelatina, contudo, às vezes faz necessário uma monocamanda celular - fibroblastos são 

utilizados para facilitar e aumentar o crescimento de células de baixa densidade, para 

providenciar a matriz correta (feeder layer) para a manutenção de células especializadas, 

portanto, para que seja estabelecida uma cultura de células progenitoras endoteliais é 

necessário se determinar o meio ideal, os fatores proliferativos necessários e a superfície de 

adesão celular ideal que permita a sobrevivência e diferenciação destas células in vivo.  

Desta forma, cada laboratório tem buscado estabelecer suas condições de cultura 

mais adequadas a fim de isolar, caracterizar e expandir as CPEs, na tentativa de possibilitar 

o uso destas células na terapia celular, principalmente no tratamento de lesões vasculares, 

provocadas por doenças como a diabetes, hipertensão arterial e aterosclerose. Este é 

também o interesse da nossa pesquisa, uma vez que já foi demonstrado por nosso grupo de 

pesquisa, através do trabalho de Godoy et al. (2011) que células mononucleares isoladas 

por ficoll  e injetadas em camundongos C57bl/6 submetidos à angioplastia, e provocam 

uma redução da neointima no local da lesão, reduzindo desta forma a oclusão da carótida. 
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4. OBJETIVOS 

 

4.1 Objetivo Geral 

 

O presente trabalho buscou selecionar e caracterizar células progenitoras endoteliais 

da medula óssea pela técnica da cultura aderente e o desenvolvimento de uma estratégia de 

cultura de células capaz de promover a proliferação das mesmas, viabilizando seu potencial 

terapêutico.  

 

4.2 Objetivos específicos 

 

4.2.1. Isolar células mononucleares da medula óssea de camundongos C57bL/6 através da 

técnica de gradiente de Ficoll-Paque PLUS.  

4.2.2. Verificar a capacidade proliferativa das células isoladas por Ficoll-Paque PLUS em 

diferentes meios de cultura acrescidos de fatores de crescimento com concentrações 

variadas. 

4.2.3. Verificar a viabilidade e capacidade de diferenciação celular, além da capacidade de 

internalização do acLDL e formação de estruturas semelhantes a capilares quando 

cultivadas na presença de Matrigel®.   

4.2.4. Analisar a expressão dos marcadores celulares das células isoladas em cultura, como 

o CD133, CD34, VEGFR-2, CD31, durante o processo de diferenciação celular no meio 

selecionado. 
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5. MATERIAIS E MÉTODOS 

 

5.1. Isolamento de células mononucleares por gradiente de Ficoll 

 Todos os experimentos foram realizados de acordo com a aprovação da Comissão 

de Ética na Experimentação Animal – CEEA (nº 1243-1). 

As células mononucleares foram extraídas da medula óssea de camundongos machos 

C57bl/6 com aproximadamente 28g, eutanisados com superdosagem de anestesia (100 

mg/kg quetamina e 20 mg/kg xilazina).  Após a eutanásia os animais foram embebidos em 

uma solução de álcool iodado para assepsia, os ossos longos (fêmur, tíbia e úmero) foram 

isolados, as epífises abertas permitindo assim que a medula fosse perfundida com 15ml de 

meio de cultura específico (meio de cultura acrescido de 10% soro fetal bovino e 2% 

Penicilina/Estreptomicina - Nutricell–Campinas, SP/BR).  

O aspirado de medula óssea foi coletado em um tubo falcon, centrifugado a 300xg 

por 15 minutos, foram realizadas 2 lavagens com meio de cultura. Após a última 

centrifugação as células passaram pelo processo de digestão celular, elas foram 

ressuspensas em 1ml de meio de cultura acrescido de 20µl de tampão de digestão (10 µl 

DNAseI (0,01% – Roche–USA) e 10 µl de Colagenase B (10mg/ml, Roche–USA) e 

mantidas em estufa a 37ºC por 30 minutos. 

Passados os 30 minutos da digestão as células foram centrifugadas 2 vezes para 

retirada do tampão de digestão e seguiu-se com o procedimento de isolamento das células 

por gradiente de Ficoll-Paque PLUS (GE Healthcare–USA), através da centrifugação por 

45 minutos a 300xg, permitindo assim o isolamento das células mononucleares totais 

(CMN) (Wang e cols, 2008) que após a centrifugação ficam na interfase entre o meio de 

cultura e o Ficoll. As CMN foram então recolhidas em um tubo falcon, lavadas para retirar 

o Ficoll e então contadas utilizando a câmara de Neubauer, para o plaqueamento de uma 

concentração exata de células. 
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5.2.  Cultivo das células mononucleares  

 

 As células foram cultivadas em placas de cultura cobertas com gelatina 1% (Gelatin 

from bovine skin, Type B – Sigma–St Louis, MO/USA) em água MilliQ, a concentração de 

células utilizada foi de 105 células/ml. A morfologia, adesão, crescimento e proliferação 

destas células foram analisados em resposta aos diferentes meios de cultura testados, com 

base nas referências bibliografia. Testamos o meio 199, DMEM com vermelho de fenol 

DMEM sem vermelho de fenol, MEM e RPMI-1640 (todos os meios são da Nutricell–

Campinas, SP/BR), a porcentagem de soro fetal bovino (Nutricell–Campinas, SP/BR) 

utilizada foi 10%. Além disso, diferentes concentrações dos fatores de crescimento VEGF 

(Human Recombinant Vascular Endothelial Cell Growth Factor – Invitrogen– Carlsbad, 

CA/USA), IGF (Insulin-like Growth Factor I – Sigma–St Louis, MO/USA), bFGF 

(Recombinant Human Fibroblast Growth Factor-basic (Amino Acid 10-155) – Invitrogen– 

Carlsbad, CA/USA), EGF (Human Recombinant Epidermal Growth Factor – Invitrogen– 

Carlsbad, CA/USA) e de hidrocortisona foram utilizados para suplementar os meios. 

   

Meios de cultura testados: 

 M Controle M 1 M 2 M 3 

Meio (RPMI, DMEM, MEM e M199)     

Penicilina/Estreptomicina (PS)  1% 1% 1% 1% 

Soro Fetal Bovino (SFB) 10% 10% 10% 10% 

VEGF   10ng/ml 10ng/ml  10ng/ml  

bFGF  2ng/ml 2ng/ml  1ng/ml 

IGF  2ng/ml    

EGF   1ng/ml  0,1ng/ml  

Hidrocortisona    1ng/ml 

 
Estes meios receberam a denominação RC, R1, R2 e R3 quando utilizamos o meio 

RPMI 1640; DC, D1, D2 e D3 para o DMEM; MC, M1, M2 e M3 para o meio MEM e 

M199MC, M199M1, M199M2 e M199M3 para o M199. O meio DME com vermelho de 
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fenol foi denominado como DMEM1 durante o experimento e o DME sem vermelho de 

fenol é DMEM2. 

 

 

5.3. Teste de adesão celular por DAPI 

 

Para o teste de adesão celular realizamos a contagem do número de células aderidas, 

através da marcação do núcleo das células com DAPI (4’6 diamino – 2 fenilindole, 

0,1µl/ml). Foram plaqueadas 105células/ml em placas de 24 poços com lamínulas, passado 

os períodos estabelecidos (3, 7 e 14 dias), as mesmas foram lavadas com PBS, fixadas com 

200µl de acetona (30 minutos a 4ºC), a acetona foi retirada e as células lavadas duas vezes 

com PBS. Seguiu-se a marcação dos núcleos através da incubação com 100µl de DAPI 

(0,1µg/ml em metanol) por 15 minutos a 37ºC, o excesso de DAPI foi retirado por lavagens 

com PBS. As lâminas foram montadas e observadas em microscópio de fluorescência 

(Olympus model BX60F5). Foram feitas triplicatas para cada meio testado e escolhidos 4 

campos em cada lâmina para a contagem do total de células. 

 

 

5.4. Teste de proliferação e viabilidade celular por Azul de Tripan 

 

Para determinar a proliferação e viabilidade celular, as células mononucleares foram 

plaqueadas em placas de 24 poços (105 células/ml) e nos períodos de 3, 7 e 14 dias foram 

realizadas contagens do número de células com Azul de Tripan (Sigma–St Louis, 

MO/USA). A contagem foi feita em triplicata, cada poço foi tripsinizado (Tripsina EDTA, 

Nutricell–Campinas, SP/BR), a suspensão celular juntamente com as células tripsinizadas 

foram centrifugadas e ressuspensas em 500μl de PBS. A esta suspensão foi adicionado 

500μl do corante Azul de Tripan (0.4% m/v em PBS) e após 5 minutos as células foram 

contadas em hemocitômetro.  

Esta técnica permite identificar as células viáveis (refringentes) e as células não 

viáveis (coradas de azul pela penetração do corante através da membrana rompida). O que 
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garante resultados quantitativos (soma-se o total de células (viáveis e não viáveis) e 

multiplica pelo fator de diluição, no caso 2, os valores encontrados são expressos em 104). 

Já a viabilidade celular (em %) também pode ser determinada, neste caso, o total de células 

viáveis (não coradas) é dividido pela total de células (coradas e não coradas) e multiplicado 

por 100. 

 

 

5.5. Ensaio de viabilidade celular por MTT 

 

A viabilidade celular foi detectada também pelo ensaio de MTT (3-[4,5 – 

Dimethylthiazol – 2 – yl] 2.5 – diphenyl tetrazolium bromide, thiazolyl blue) (Sigma nº 

M5655), este sal é reduzido por atividade enzimática mitocondrial das células a cristais de 

formazam, um subproduto insolúvel cuja intensidade da coloração azulada pode ser medida 

por espectofotometricamente.  

Uma concentração de 104celulas/ml foi plaqueada em placas de 96 poços com 150ul 

de cada meio testado no presente trabalho. Após os períodos de cultura estabelecidos para 

os testes (3, 7 e 14 dias), foram adicionados 10μl de uma solução de 0,5mg/ml de MTT à 

placa contendo as células e seguiu-se com incubação à 37ºC, 5% CO2 e 95% de umidade 

atmosférica por 72 horas. Terminado este período o MTT foi retirado e adicionado 100μl 

de dimetilsulfóxido (DMSO). A placa ficou sob agitação branda por 15 minutos e a 

absorbância foi medida a 595nm em leitor de placa de Elisa (Synergy - BioTek).  

Esta técnica avalia as células em cultura que se encontram metabolicamente ativas, 

uma vez que analisa a atividade mitocôndrial das mesmas.  

 

 

5.6. Imunocitoquímica 

 

As células foram cultivadas em placa de 24 poços com lamínulas (cobertas com 

gelatina 1%) numa densidade de 105células/ml e mantidas em cultura por 3, 7 e 14 dias. 

Decorrido os períodos estabelecidos, as células foram fixadas com 200µl de acetona por 30 



 

36 
 

minutos a 4ºC, seguiu-se então a reação de imunocitoquímica, com marcadores para células 

progenitoras endoteliais (CD133, CD34 e VEGFR-2) e marcador de células endoteliais 

(CD31).  

Primeiramente foi realizado o bloqueio de ligações inespecíficas pela incubação 

com PBS/BSA 2% por 2 horas, prosseguiu-se com a incubação dos anticorpos primários: 

CD133 anti-mouse (eBioscence–San Diego CA/USA, concentração inicial de 0,5mg/ml), 

CD34 anti-mouse (eBioscence–San Diego CA/USA, concentração inicial de 0,5mg/ml), 

VEGFR-2 anti-mouse biotinilado (eBioscence–San Diego CA/USA, concentração inicial 

de 0,5mg/ml) e CD31 anti-mouse (Invitrogen– Carlsbad, CA/USA, concentração inicial de 

0,5mg/ml), todos diluídos 1:200 em PBS/BSA 2%. 

Após a incubação overnight a 4ºC o excesso de anticorpo primário foi retirado 

através de lavagens com PBS e seguiu-se com a incubação dos anticorpos secundários, 

fluorescente e não fluorescentes. 

Para a técnica de revelação por DAB foram utilizados os anticorpos Biotinylated anti-rat 

IgG (H+L) (Vector Laboratories–Burlingame, CA/USA) para CD133, CD34 e CD31, e 

HRP (horseradish peroxidase) para o VEGFR-2 biotinilado, todos diluídos 1:200 e 

incubados 30 minutos a temperatura ambiente. No caso do anticorpo biotinilado, após sua 

incubação, foi necessário o uso do Vectastain ABC Kit (Vector Laboratories–Burlingame, 

CA/USA), que se liga ao anticorpo por meio da interação avidina-biotina, fornecendo ao 

mesmo a peroxidase, substrato para o revelador DAB Substrate Kit for Peroxidase (SK-

4100). O DAB (diaminobanzidina) na presença de H2O2 e peroxidase forma um polímero 

de coloração marrom. O HRP (horseradish peroxidase) não precisa ser incubado com o 

ABC Kit, uma vez que, já possui a peroxidase necessária.  

Para a técnica de imunofluorescência foram utilizados os anticorpos secundários 

conjugados com fluoróforos e emitem luz quando excitado por fluorescência. Foram 

utilizados Ficoeritrina (PE Strepatavidin - eBioscence–San Diego CA/USA; concentração 

inicial de 0,2mg/ml) para marcação de VEGFR-2 e CD34 biotinilados e Isotiocianato de 

Fluoresceína (FITC conjugated anti-mouse - eBioscence–San Diego CA/USA; 

concentração inicial de 0,5mg/ml) para marcação de CD133, CD34, VEGFR-2 e CD31 

purificados, todos diluídos 1:250. Os mesmos foram incubados por 20 minutos a 
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temperatura ambiente, em seguida realizou-se a contra coloração com a marcação dos 

núcleos com DAPI (0,1µl/ml, incubação de 15 minutos a 37ºC). 

As lâminas foram analisadas em microscópio de fluorescência (Olympus model 

BX60F5), sendo as imagens capturadas pelo programa QCapture. Em seguida estas 

imagens foram sobrepostas através do programa Adobe Photoshop 7.0.1 para identificação 

das células com dupla marcação. 

 

 

5.7. Western Blotting 

 

 A expressão dos marcadores CD133, CD34, VEGFR-2 e CD31 foram verificadas 

pela técnica de Western Blotting. Após 3 e 7 dias de cultura as células foram  tripsinizadas 

e contadas, pelo menos 106células/ml foram necessárias para a extração das proteínas. 

As células foram lisadas com 200ul do tampão RIPA (NaCl, ácido deoxiciolato de sódio 

(1%), Tris- HCl (0,1M) NP-40 (1%) e água), acrescido de 5ul de coquetel anti-protease 

(Protease Inhibitor Cocktail – Sigma–St Louis, MO/USA), a partir deste ponto as amostram 

foram sempre mantidas em gelo, foi realizada a sonicação das mesmas (3 pulsos de 10 

segundos cada a uma potência de 70%). Após 2 horas de intervalo, em gelo, as amostras 

foram centrifugadas a 14.000 rpm por 20 minutos e o sobrenadante, contendo as proteínas 

extraídas, foi recolhido. As proteínas foram quantificadas pelo Método de Bradford (1976), 

e a quantidade de proteína estabelecida neste caso foi de 100ug de proteínas por ensaio. 

Para a separação das proteínas foi utilizado um gel SDS-PAGE bis-acrilamida 10% 

de 75nm. As amostras para a eletroforese foram preparadas adicionando o tampão de 

amostra (SDS 2%, Glicerol 10%, β-mercapto 5%, Tris-base, Azul de bromofenol e água 

deionizada), na proporção de 1:1 (amostra: tampão) e aquecido a 100ºC por 5 minutos, para 

romper as pontes dissulfeto e desagregar as proteínas.  

As amostras foram aplicadas em duplicata para 3 e 7 dias, além do padrão de peso 

molecular de 10-200kDa (PageRuler™ Unstained Protein Ladder, Fermentas LIFE 

SCIENCE  SM0661). A separação procedeu-se à 90W.   
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Para a eletrotransferência foi utilizada membrana de PVDF (Immobilion-P Transfer 

Membrane, Millipore – Billerica, MA/USA) e a corrente foi de 400mA, o processo durou 

cerca de 1,5 hora. Terminada a eletrotransferência realizamos uma coloração rápida com 

Ponceu 0,5% em ácido acético 1%, por 5 minutos para verificar a transferência das 

proteínas, em seguida a membrana foi lavada para retirar o corante.  

A marcação com os anticorpos iniciou-se com o bloqueio de ligações inespecíficas 

com solução bloqueadora (solução de leite em pó desnatado, 1%), por 1 hora, em seguida a 

membrana foi lavada 3 vezes de 5 minutos, com uma solução basal – TBS 1X, (Tris base 

1M, NaCl 5M, Tween 20 e água destilada), sob agitação constante.  

Os anticorpos utilizados foram CD133 anti-mouse (eBioscence–San Diego 

CA/USA, concentração inicial de 0,5mg/ml), CD34 anti-mouse (eBioscence–San Diego 

CA/USA, concentração inicial de 0,5mg/ml), VEGFR-2 anti-mouse biotinilado 

(eBioscence–San Diego CA/USA, concentração inicial de 0,5mg/ml) e CD31 anti-mouse 

(Invitrogen– Carlsbad, CA/USA, concentração inicial de 0,5mg/ml), todos diluídos 1:400 

em TBS e incubados overnight a 4ºC.  

Prosseguiu-se com a incubação do anticorpo secundário Biotinylated anti-rat IgG 

(H+L) (Vector Laboratories–Burlingame, CA/USA) diluído 1:500 por 2 horas, sob agitação 

constante e a temperatura ambiente. Após este período foram realizadas 3 lavagens com 

TBS, a aplicação do Vectastain ABC Kit (Vector Laboratories–Burlingame, CA/USA) por 

30 minutos e por último a revelação da membrana com  DAB Substrate Kit for Peroxidase 

(SK-4100), incubação de 10 minutos sob agitação, a membrana foi então lavada com 

passagens rápidas em água destilada. 

Os resultados da expressão dos marcadores foram analisados pelo programa ImageJ, 

obtido da internet (http://rsbweb.nih.gov/ij/download.html) 

 

 

5.8. Análise de células por Citometria de Fluxo  

 

A citometria de fluxo foi realizada para células não cultivadas (apenas isoladas por 

Ficoll-Paque PLUS) e para células após 7 dias de cultura, utilizando a concentração mínima 

http://rsbweb.nih.gov/ij/download.html
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de 106 células/ml para os dois casos. Os anticorpos primários utilizados foram CD133 anti-

mouse (eBioscence–San Diego CA/USA, concentração inicial de 0,5mg/ml), CD34 anti-

mouse (eBioscence–San Diego CA/USA, concentração inicial de 0,5mg/ml), VEGFR-2 

anti-mouse biotinilado (eBioscence–San Diego CA/USA, concentração inicial de 

0,5mg/ml) e CD31 anti-mouse (Invitrogen– Carlsbad, CA/USA, concentração inicial de 

0,5mg/ml), incubados por 1 hora a temperatura ambiente. 

Após sucessivas lavagens com PBS as amostras foram incubadas com anticorpos 

secundários conjugados com o fluoróforo Isotiocianato de Fluoresceína (FITC conjugated 

anti-mouse - eBioscence–San Diego CA/USA) para marcação de CD34 e CD133,  

Ficoeritrina (PE Strepatavidin - eBioscence–San Diego CA/USA) para VEGFR-2 e 

Cy5TMGoat Anti-Rat IgG (H+L) Conjugate  (Zymed-San Francisco CA/USA; concentração 

inicial de 1mg/ml) para CD31.  

Estas células agora marcadas foram ressuspensas em PBS/BSA e paraformaldeído 

(4%) e analisadas pelo citômetro BD FACSCalibur™ System e  para as análises foi 

utilizado o programa FlowJo (FlowJo, EUA). 

A técnica de citometria de fluxo permite além de caracterizar os antígenos expressos 

pelas células, analisar o tamanho e a granulosidade celular. Através dos gráficos é possível 

fazer uma avaliação das áreas correspondentes a linfócitos, monócitos, granulócitos, células 

plasmáticas e regiões de blastos linfóides ou mielóides.  

 

 

5.9. Ensaio para internalização de acLDL 

 

 Para o ensaio de internalização do acLDL (low-density lipoprotein from human 

plasma, acetylated, Alexa Fluor® 488 conjugate (Alexa Fluor® 488 AcLDL) 1mg/ml, 

Invitrogen– Carlsbad, CA/USA), 10µl deste  foram incubados por 4horas a 37ºC em 

culturas de 7 e 14 dias em meio DMEM1–M1. Os núcleos das células foram marcados com 

DAPI (0,1µl/ml). 

As lâminas foram analisadas em microscópio de fluorescência (Olympus model 

BX60F5), as imagens foram capturadas pelo programa QCapture. Em seguida estas 
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imagens foram sobrepostas através do programa Adobe Photoshop 7.0.1 para identificação 

das células com dupla marcação. 

 

 

5.10.  Formação de estruturas semelhantes a capilares  

 

O ensaio de formação de estruturas semelhantes a capilares em Matrigel® (BD 

Biosciences, Beckton Dickison) foi realizado com células logo após o isolamento por 

Ficoll-Paque PLUS. O Matrigel® foi diluído (1:3) em meio de cultura DMEM1 e plaquado, 

todo esse procedimento foi realizado em gelo. A placa foi então colocada a 37ºC (sem 

umidade) por 30 minutos para a polimerização do Matrigel®, passado este tempo as células 

suspensas em meio DMEM1-M1 (104células/ml) foram plaqueadas sobre o matrigel e 

incubadas em estufa úmida a 37ºC por 24 e 72 horas, 7, 9 e 15 dias. Testamos as 

concentrações de 103 e 104 células/cm2 para verificar também se a concentração tinha 

alguma influência. As HUVECs foram utilizadas como controle positivo. 
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6 - RESULTADOS 

Os resultados apresentados indicam as diferentes morfologias encontradas durante 

os períodos de cultura estabelecidos (3, 7 e 14 dias), onde encontramos células 

arredondadas, células aderidas e com emissão de prolongamentos, além de algumas 

colônias características de células endoteliais. 

 Em seguida realizamos as análises de adesão, proliferação e viabilidade celular, 

através das quais identificamos o meio DMEM1-M1 (acrescido de 10% de soro fetal 

bovino e fatores de crescimento – VEGF, bFGF e IGF) como sendo o mais adequado aos 

nossos objetivos. Para confirmar que o meio selecionado estava atuando na expansão de 

células progenitoras endoteliais, foram realizados testes para verificar a expressão dos 

marcadores característicos deste tipo de célula, CD133, CD34, VEGFR-2 e CD31. As 

técnicas utilizadas foram a imunocitoquímica, imunofluorescência e western blotting, em 

todos os ensaios a expressão foi positiva para 3, 7 e 14 dias.  

 Por citometria de fluxo buscamos traçar um perfil de diferenciação das células 

mononucleares não cultivadas e destas mesmas após 7 dias de cultura, comparando o meio 

DMEM1-M1 e o DMEM1- MC (sem fatores de crescimento). Os dados indicaram que na 

presença dos fatores de crescimento utilizados houve principalmente aumento no número 

de células expressando o VEGFR-2. O ensaio de internalização de acLDL também foi 

positivo, reforçando a presença de células progenitoras endoteliais. Por fim, a cultura das 

células mononucleares em Matrigel® mostraram-se capazes de formar estruturas 

semelhantes a capilares somente a partir do 7º dia de cultura.  

 

6.1 – Análises morfológicas de células mononucleares em diferentes meios e períodos  

As células mononucleares foram cultivadas em placas cobertas com gelatina 1%, na 

concentração inicial de 105 células/ml. Diferentes meios de cultura acrescidos de diferentes 

fatores de crescimento com concentrações variadas foram testados. Estes meios receberam 

o nome de MC (meio controle, sem fatores de crescimento), M1 (meio acrescido de VEGF, 

IGF e bFGF), M2 ( VEGF, bFGF e EGF) e M3 (VEGF, bFGF, EGF e hidrocortisona). As 

células foram fotografadas após 3, 7 e 14 dias de cultura, por uma câmara acoplada a um 

microscópio invertido de contraste de fase Zeiss Axiovert S100. 
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6.1.1 – Análises morfológicas de células mononucleares cultivadas em diferentes 

meios após 3 dias de cultura  

 
 
Meio de 
cultura MC M1 M2 M3 

 
 
 

RPMI  

    
 
 
 

DMEM 1 

    
 
 
 

DMEM 2 

    
 
 
 

MEM 

    
 
 
 

199 

    
Figura 1: Células mononucleares após 3 dias de cultura em diferentes meios testados MC (meio e SFB), M1 
(meio, SFB, VEGF, IGF e bFGF), M2 (meio, SFB, VEGF, bFGF e EGF) e M3 (meio, SFB, VEGF, bFGF, 
EGF e hidrocortisona). Aumento de 320X para RPMI e DMEM1 – MC e M1 e de 200X para os demais 
meios, em microscópio invertido de contraste de fase Zeiss Axiovert S100, filtro PH1. Barra de escala de 
100µm. 
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Com 3 dias de cultura podemos observar que as células  são arredondadas, algumas já estão 

aderidas. Podemos notar também a presença colônias em RPMI-M1 e M2 e em 199-M1, 

estas colônias são características de células endoteliais como demonstrado por Iwaguro e 

Asahara (2005).  
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6.1.2 – Análises morfológicas de células mononucleares cultivadas em diferentes meios 

após 7 dias de cultura 

 
 
Meio de  
cultura MC M1 M2 M3 

 
 
 

RPMI 

    
 
 
 

DMEM 1 

    
 
 
 

DMEM 2 

    
 
 
 

MEM 

    
 
 
 

199 

    
Figura 2: Células mononucleares após 7 dias de cultura em diferentes meios testados MC (meio e SFB), M1 
(meio, SFB, VEGF, IGF e bFGF), M2 (meio, SFB, VEGF, bFGF e EGF) e M3 (meio, SFB, VEGF, bFGF, 
EGF e hidrocortisona). Aumento de 320X em RPMI – M2 e M3, DMEM1 – M1 e M199 – M3, nos demais 
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meios o aumento é de 200X em microscópio invertido de contraste de fase Zeiss Axiovert S100, filtro PH1. 
Barra de escala de 100µm. 
 
 
 
 Com 7 dias de cultura algumas células ainda apresentam o aspecto arredondado, 

ocorrendo uma seleção de células de tamanho maior. Muitas células apresentam morfologia 

fusiforme, indicando aderência como nos meios RPMI–M1, M2 e M3, e MEM–MC e M3. 

Por outro lado vemos também a presença de colônias bastante evidentes no meio DMEM2–

M1 (sem vermelho de fenol) e todos os meios MEM, características de células endoteliais 

(Iwaguro e Asahara, 2005).  
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6.1.3 – Análises morfológicas de células mononucleares cultivadas em diferentes 

meios após 14 dias de cultura 

 
 
Meio de  
cultura MC M1 M2 M3 

 
 
 

RPMI 

    
 
 
 

DMEM 1 

    
 
 
 

DMEM 2 

    
 
 
 

MEM 

    
 
 
 

199 

    
Figura 3: Células mononucleares após 14 dias de cultura em diferentes meios testados MC (meio e SFB), M1 
(meio, SFB, VEGF, IGF e bFGF), M2 (meio, SFB, VEGF, bFGF e EGF) e M3 (meio, SFB, VEGF, bFGF, 
EGF e hidrocortisona). Aumento de 200X em microscópio invertido de contraste de fase Zeiss Axiovert S100, 
filtro PH1. Barra de escala de 100µm. 
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   Com 14 dias de cultura ocorre uma redução do número de células em todos os 

meios (dados constatados pelos gráficos de proliferação, a seguir). As células são maiores 

que nos períodos de 3 e 7 dias. Em alguns meios ocorreram aderência e expansão celular, 

com emissão de prolongamentos, como no meio RPMI–MC, DMEM1–M1, DMEM2–M1 e 

M199–M2. Colônias ainda são vistas em RMPI–M3, DMEM2–M2 e DMEM2–M3. Nos 

meios MEM–M1 e MEM–M3 as células apresentam baixa refringência, o que 

provavelmente indica células mortas, que acabam sendo eliminadas na troca do meio. 

 A diminuição no número de células se deve à seleção pelos meios e fatores 

utilizados ao longo dos períodos, muitas células não aptas a estas condições acabam 

morrendo e são eliminadas com as trocas realizadas a cada dois dias. 

 

 

6. 2 – Análise de Adesão por DAPI e Proliferação por Azul de Tripan das células 

mononucleares em diferentes tempos de cultura 

 

A escolha do meio mais adequado para o aumento no número de CPEs e 

consequente diferenciação em CEs maduras a partir das células mononucleares, se deu com 

bases nos ensaios de adesão celular (DAPI), proliferação (contagem com Azul de Tripan) e 

viabilidade (Azul Tripan e MTT). Os dados indicaram o meio DMEM1–M1 como sendo o 

melhor para estes objetivos.  

As análises tanto para adesão quanto para proliferação foram feitas comparando os 

meios MC, M1, M2 e M3 para cada um dos meios, ou seja, dentro do RPMI1640, do 

DMEM1, do DMEM2, do MEM e do meio 199.  

 

 

6.2.1 – Adesão celular por DAPI 

 
 As análises foram feitas dentro de cada meio testado RPMI, DMEM1, DMEM2, 

MEM e 199 comparando 3, 7 e 14 dias. Os valores são dados em total de células por 

campo, tendo sido analisados 4 campos para cada meio. 



 

48 
 

 

 

 
Gráfico 1: Análise da adesão celular por DAPI após 3 dias de cultura. A concentração inicial foi de 105 
células/ml. O asterisco indica diferença estatística significativa, para p< 0,05 (ANOVA seguida de Tukey). 
N= 3 em triplicata. 
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Gráfico 2: Análise da adesão celular por DAPI após 7 dias de cultura. A concentração inicial foi de 105 
células/ml. O asterisco indica diferença estatística significativa, para p< 0,05 (ANOVA seguida de Tukey). 
N= 3 em triplicata. 
 
 

 
Gráfico 3: Análise da adesão celular por DAPI após 14 dias de cultura. A concentração inicial foi de 105 
células/ml. O asterisco indica diferença estatística significativa, para p< 0,05 (ANOVA seguida de Tukey). 
N= 3 em triplicata. 
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 Os dados de adesão celular por DAPI com 3 dias de cultura mostram o meio RPMI 

como apresentando maior número de células por campo analisado, porém apenas o meio 

M1 apresenta diferença significativa. Os demais meios mostram uma quantidade baixa de 

células neste período de cultura. Em 7 dias de cultura há uma redução significativa para o 

meio RPMI-M1 e um aumento significativo para DMEM1-MC e DMEM-M1. Os demais 

meios mantém uma regularidade proliferativa, média de 35 células por campo.  

Para culturas de 14 dias observamos aumento na adesão para o meio 199. Em todos 

os meios neste período o maior número de células por campo é visualizado no meio M1, 

valores com asterisco indicados na tabela abaixo. 

Dados de adesão celular, através da contagem dos núcleos marcados por DAPI. Os 

valores são expressos em total de núcleos (células) por campo analisado. 

 

 Meios 3 dias 7 dias 14 dias 
RPMI MC 63 + 8,54 80,5 + 10,66 52,5 + 14,84 

 M1 80 + 7,34 47,5 + 5,82 * 60 + 12,82 

 M2 65,5 + 19,73 32,17 + 4,95 53,67 + 24,44 

 M3 40 + 5,09 51 + 14,11 54,2 + 12,65 

DMEM 1 MC 28,5 + 11,00 75,16 + 8,42 57,17 + 4,26 

 M1 32,5  + 5,08 76,5 + 5,24 * 60 + 2,75 

 M2 31,67  + 1,21 44,83 + 7,34 47 + 7,12 

 M3 20,5  + 4,08 45 + 3,79 15 + 6,60 

DMEM 2 MC 21,5 + 2,88 30 + 9,52 22,17 + 3,65 

 M1 30,83 + 6,01 31,33 + 8,26 * 27,11 + 9,13 

 M2 33 + 9,48 31 + 20,24 24,66 + 5,46 

 M3 22,67 + 3,55 30,67 + 5,04 17,83 + 4,79 

MEM MC 32,67 + 5,27 32,5 + 10,09 34 + 20,80 

 M1 33,5 + 1,16 42,33 + 12,37 * 39,67 + 6,50 

 M2 21,83 + 8,15 33,83 + 6,49 23  + 10,97 

 M3 32,5 + 4,92 31,33 + 12,30 18,33  + 7,44 

199 MC 20,6 + 1,72 25,33 + 21,63 44  + 9,69 

 M1 35,4 + 7,00 36,67 + 7,99 * 61,6  + 7,70 

 M2 48 + 3,37 53,67 + 8,26 58,4  + 9,15 

 M3 41,75 + 6,74 33 + 11,22 47,25  + 3,30 

Tabela1: Adesão celular pela marcação dos núcleos com DAPI, os valores indicam o número de células por 
campo. Os asteriscos chamam atenção para o meio M1 que apresenta maior quantidade de células por campo. 
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6.2.2 – Proliferação Celular por Azul de Tripan 

 

 
Gráfico 4: Análise da proliferação celular por Azul de Tripan após 3 dias de cultura. A concentração inicial 
foi de 105 células/ml. Os valores são apresentados em 104 células/ml. O asterisco indica diferença estatística 
significativa para p< 0,05 (ANOVA seguida de Tukey). N= 5 em triplicata. 
 
 
 Após 3 dias de cultura para o meio RPMI apenas o meio M3 é significativamente 

diferente. Para DMEM1 a diferença significativa é visualizada apenas no meio M1. Os 

demais meios DMEM2, MEM e 199 não apresentam diferença estatística significativa entre 

os meios testados.  Notamos ainda que para este período de 3 dias o meio 199 apresenta 

uma média de 300.104 células/ml enquanto que os demais meios não passam de 106.104 

células/ml (DMEM1-M1). 
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Gráfico 5: Análise da proliferação celular por Azul de Tripan após 7 dias de cultura. A concentração inicial 
foi de 105 células/ml. Os valores são apresentados em 104 células/ml. O asterisco indica diferença estatística 
significativa para p< 0,05 (ANOVA seguida de Tukey). N= 5 em triplicata. 
 
 
 Com 7 dias de cultura ocorre aumento proliferativo em todos os meios, 

comparando-se com 3 dias. Diferenças estatísticas significativa são observadas apenas para 

RPMI-M3, MEM-MC, MEM-M3, 199-MC e 199-M3. É interessante notarmos que o meio 

199 que em 3 dias foi o que apresentou maiores números de células por ml, em 7 dias 

apresenta os menores valores, comparado com os demais meios.  
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Gráfico 6: Análise da proliferação celular por Azul de Tripan após 14 dias de cultura. A concentração inicial 
foi de 105 células/ml. Os valores são apresentados em 104 células/ml. O asterisco indica diferença estatística 
significativa para p< 0,05 (ANOVA seguida de Tukey). N= 5 em triplicata. 
 

 
Em 14 dias de cultura o meio RPMI-M3 continua sendo significativamente diferente 

dentre os RPMIs, para o DMEM1 todos os meios são significativamente diferentes, com 

valores de p < 0,01. DMEM2 também apresenta resultados significativos para MC, M1 e 

M3, o mesmo ocorrendo para o meio 199. No meio MEM apenas M2 é significativamente 

diferente. 
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Dados de proliferação celular por Azul de Tripan, sendo os valores expressos em 

104 células/ml. 

 

 Meios  3 dias 7 dias 14 dias 

RPMI MC 30,67 + 4,16 205 + 23,01 57,33 + 5,03 

 M1 38,67 + 3,05 * 213 + 38,27 51,33 + 8,02 

 M2 41,33 +  5,03 203 + 6,42 62,67 + 5,03 

 M3 21,33 +  4,16 289 + 3,05 94 + 34,69 

DMEM 1 MC 52 +  19,07 207 + 31,77 71,33 + 1,15 

 M1 116 + 15,62 * 288 + 5,50 ** 131,33 + 4,61 

 M2 76,67 + 11,54 257 + 95.04 112 + 7,21 

 M3 67,33 + 4,16 223 + 58,73 88 + 4 

DMEM 2 MC 67,33 + 3,05 241 + 14 90 + 8 

 M1 106,67 + 26,10 * 259 + 11,01 ** 135,33 + 4,16 

 M2 71 + 30,28 246 + 24,29 110 + 20,29 

 M3 84 + 6,92 257 + 9,86 124 + 4 

MEM MC 78,67 + 16,77 157 + 46,91 62,67 + 9,45 

 M1 86,67 + 2,30 * 263 + 25,16 66,67 + 1,15 

 M2 73,33 + 2,30 215 + 32,51 38 + 6,92 

 M3 81,33 + 5,77 255 + 22,47 66,67 + 3,05 

199 MC 303,33 + 72,72 115 + 3,05 60 + 3,46 

 M1 279,33 + 53,52 * 145 + 4,16 58 + 3,46 

 M2 284,67 + 50,80 127 + 11,71 44,67 + 10,06 

 M3 272 + 67,95 144 + 15,09 37,33 + 3,05 

Tabela 2: Número de células/ml, os valores em 104. Os asteriscos chamam atenção para o meio M1 que 
apresenta maior quantidade de células. 

 
  

Com 3 dias de cultura, o meio 199 apresentou valores diferentes do demais meios, 

contudo, não houve a manutenção destes valores altos ao longo da cultura (7 e 14 dias). 

Estes dados podem ser justificados porque o isolamento por cultura aderente seleciona 

diferentes subpopulações de células (Zampetaki et al., 2008) e ao longo da cultura os 

fatores utilizados acabam selecionando as células que respondem a esses suplementos e 

somente estas passam a se proliferar. Com este perfil, o meio 199 parece não corresponder 

aos nossos objetivos, principalmente o de expansão do número de CPEs. 
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Os demais meios apresentam um comportamento semelhante entre si, com aumento 

no número de células entre 3 e 7 dias e  redução em 14 dias. Em todos estes casos os 

valores de p foram < 0,05.   

Em 7 dias de cultura, em todos os meios testados o que apresentou maior número de 

células por ml foram os meios M1, ou seja, o meio suplementado com VEGF, FGF e IGF 

(dados indicados por um asterisco na tabela).  

Com 14 dias, podemos notar uma quantidade muito alta de células nos meios 

DMEM1–M1 e DMEM2–M1(dois asteriscos na tabela). 
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6.3 – Ensaio de Viabilidade Celular por Azul de Tripan e por MTT 

 

A viabilidade celular foi verificada pelos ensaios de MTT e Azul de Tripan.  Os 

dados de MTT indicam valores de a absorbância que representam a presença de formazam, 

que é o resultado da degradação de MTT pelas mitocôndrias das células viáveis.   

 

6. 3. 1 – Viabilidade Celular por Azul de Tripan 
 

 

O ensaio por Azul de Tripan indica a freqüência de células viáveis nos meios 

testados, estas são as células não coradas com o azul de tripan (que penetra as células não 

viáveis corando-as de azul). 

 

 
Gráfico 7: Análise da viabilidade celular por Azul de Tripan após 3 dias de cultura nos diferentes meios 
testados (MC, M1, M2 e M3). A concentração inicial foi de 105 células/ml. Os asteriscos indicam que as 
barras são estatisticamente diferentes para p < 0,05 (ANOVA seguida de Tukey). N= 5 em triplicata. 
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Gráfico 8: Análise da viabilidade celular por Azul de Tripan após 7 dias de cultura nos diferentes meios 
testados (MC, M1, M2 e M3). A concentração inicial foi de 105 células/ml. Os asteriscos indicam que as 
barras são estatisticamente diferentes para p < 0,05 (ANOVA seguida de Tukey). N= 5 em triplicata. 
 
 

 
Gráfico 9: Análise da viabilidade celular por Azul de Tripan após 14 dias de cultura nos diferentes 

meios testados (MC, M1, M2 e M3). A concentração inicial foi de 105 células/ml. Os asteriscos indicam que 
as barras são estatisticamente diferentes para p < 0,05 (ANOVA seguida de Tukey). N= 5 em triplicata. 
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6. 3. 2 – Viabilidade Celular por MTT 

 
Gráfico 10: Viabilidade celular por MTT após 3 dias de cultura nos diferentes meios testados (MC, M1, M2 e 
M3). A concentração inicial foi de 104células/ml. MTT incubado por 72 horas e leitura da absorbância a 
595nm em leitor de Elisa. Os asteriscos indicam que as barras são estatisticamente diferentes para p < 0,05 
(ANOVA seguida de Tukey). N= 5 em triplicata. 
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Gráfico 8: Viabilidade celular por MTT após 7 dias de cultura nos diferentes meios testados (MC, M1, M2 e 
M3). A concentração inicial foi de 104células/ml.  MTT incubado por 72 horas e leitura da absorbância a 
595nm em leitor de Elisa. Os asteriscos indicam que as barras são estatisticamente diferentes para p < 0,05 
(ANOVA seguida de Tukey). N= 5 em triplicata. 
 
 

 
Gráfico 9: Análise da viabilidade celular por MTT após 14 dias de cultura nos diferentes meios testados 
(MC, M1, M2 e M3). A concentração inicial foi de 104células/ml.  MTT incubado por 72 horas e leitura da 
absorbância a 595nm em leitor de Elisa. Os asteriscos indicam que as barras são estatisticamente diferentes 
para p < 0,05 (ANOVA seguida de Tukey). N= 5 em triplicata. 
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 O teste de viabilidade celular tanto por Azul de Tripan como por MTT indica o 

DMEM1–M1 como de maior viabilidade. Este dado torna-se mais evidente na cultura de 14 

dias, quando o DMEM1–M1 apresenta diferença significativa comparado aos demais meios 

testados. No teste de 3 dias de cultura notamos diferença apenas entre os MC e os meios 

M1e para 7 dias a diferença é significativa apenas para o meio M1. Os demais meios são 

estatisticamente iguais em todos os períodos analisados. 

 

 

6. 4 – Análise morfológica de células mononucleares após a seleção do meio DMEM1–

M1 

Após as análises estatísticas comparativas entre os meios testados, selecionamos o 

meio DMEM1-M1 como o que melhor atingia nossos objetivos de aumentar o número e a 

viabilidade das células em cultura. Seguimos então com a análise morfológica das células, a 

partir de 14 dias de cultura (último período analisado com todos os meios testes – figuras 1, 

2 e 3) e acompanhamos a morfologia até 40º dia, quando a quantidade de células torna-se 

muito reduzida. 
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6. 4.1 – Análise morfológica de células mononucleares após 14 dias de cultura no meio 

selecionado DMEM1–M1 

 
Figura 4: Imagens de células mononucleares aderidas após 14 dias de cultura no meio selecionado DMEM1 
– M1. As setas indicam células expandidas emitindo prolongamentos. A e D aumento de 50X, B e C aumento 
de 100X e E e F aumento de 200X em microscópio invertido de contraste de fase Zeiss Axiovert S100, filtro 
PH1. Barra de escala de 100µm. 
 
 
  

As células com 14 dias de cultura são em sua maioria fusiformes, ocorrem ainda 

agrupamentos celulares provavelmente resultantes da proliferação e do contato entre as 

mesmas o que pode favorecer a formação de uma malha celular e conseqüente confluência. 

Nas imagens E e F fica evidente a presença de células grandes e totalmente aderidas, 

expandidas e com prolongamentos (indicadas setas pretas), dando suporte para outras 

células menores. Notamos também a presença de algumas células ainda arredondadas. 
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6.4.2 – Análise morfológica de células mononucleares após 21 dias de cultura em meio 

DMEM1 –M1 

 

 
Figura 5: Imagens de células mononucleares aderidas após 21 dias de cultura em meio DMEM1-M1. As 
setas pretas indicam células expandidas emitindo prolongamentos e as setas brancas indicam estruturas que 
lembram a luz de capilares. A, B e C aumento de 50X e D, E e F aumento de 200X em microscópio invertido 
de contraste de fase Zeiss Axiovert S100, filtro PH1e H. Barra de escala de 100µm. 

 
 
 
 Após 21 dias de cultura o que se observa é uma clara redução do número de células, 

contudo, fica evidente a presença de células expandidas, totalmente aderidas com 

prolongamentos (setas pretas). Estas células começam a se organizar em estruturas 

semelhantes a vasos, nas imagens E e F visualizamos uma espécie de lumem se formando 

(setas brancas). É notória também a presença de células menores, algumas células ainda 

arredondadas. 
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6.4.3  – Análise morfológica de células mononucleares após 40 dias de cultura em meio 

DMEM-M1 

 
Figura 6: Imagens de células mononucleares aderidas após 40 dias de cultura em meio DMEM1-M1. Setas 
brancas indicam estruturas semelhantes à luz de capilares. A, B, C, D, aumento de 200X e E e F, aumento de 
100X,  em microscópio invertido de contraste de fase Zeiss Axiovert S100, filtro PH1e H. Barra de escala de 
100µm. 
 
 
 Com 40 dias de cultura todas as células estão aderidas, sua morfologia é 

praticamente igual a de 21 dias, a formação de luz do vaso fica mais evidente (setas 

brancas). Em E e F as células apresentam a morfologia de paralelepípedo, característica de 

células de crescimento tardio, que surgem após a 2º ou 3º semana de cultura. A quantidade 

de células comparando com a de 14 dias é muito reduzida. Demonstrando a seleção de 

células progenitoras endoteliais com o meio utilizado. 
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6.5 – Imunocitoquímica 

 As figuras abaixo mostram os resultados das marcações realizadas para verificar a 

expressão de CD133, CD34, VEGFR-2 e CD31, após 3, 7 e 14 dias de cultura.  

 

 

6.5.1 – Imunocitoquímica de células mononucleares após 3 dias de cultura em meio 

DMEM1–M1 

 
 

A 

CD133+ 

B 

CD34+ 

C 

VEGFR-2+ 
 

 

D 

 
CD31+ 

E 

 
Controle 

 

Figura 7: Imunocitoquímica de cultura de células mononucleares após 3 dias de cultura em meio DMEM-
M1.  A: marcação para CD133 (Biotin anti-mouse Prominin I); B: marcação para CD34 (Biotin anti-mouse 
CD34); C: marcação para VEGFR-2 (Biotin anti-mouse Flk-1 (CD309, VEGFR-2, VEGFR2, Ly-73); D: 
marcação para CD31 (RAT anti-mouse CD31) e E: controle. Todos os anticorpos estão na diluição de 1: 200. 
Revelação com DAB e contra-coradas com Hematoxilina de Gills. Aumento de 40X para E e 100X para A, B, 
C e D, em microscópio de fluorescência (Olympus model BX60F5). 

 

 

 



 

65 
 

6. 5. 2 – Imunocitoquímica de células mononucleares após 7 dias de cultura em meio 

DMEM1–M1 

 
 
 

A 

 
CD133+ 

B 

 
CD34+ 

C 

 
VEGFR-2+ 

 
 
 

D 

 
CD31+ 

E 

 
Controle 

 
Figura 8: Imunocitoquímica de cultura de células mononucleares após 7 dias de cultura em meio DMEM-
M1.  A: marcação de CD133 (Biotin anti-mouse Prominin I); B: marcação para marcação para CD34 (Biotin 
anti-mouse CD34); C: marcação para VEGFR-2 (Biotin anti-mouse Flk-1 (CD309, VEGFR-2, VEGFR2, Ly-
73), D: marcação para CD31 (RAT anti-mouse CD31) e E: controle. Todos os anticorpos estão na diluição de 
1: 200. Revelação com DAB e contra-coradas com Hematoxilina de Gills. Aumento de 40X para E e 100X 
para A, B, C e D, em microscópio de fluorescência (Olympus model BX60F5). 
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6. 5. 3 – Imunocitoquímica de células mononucleares após 14 dias de cultura em meio 

DMEM1–M1 

 
 

A 

 
CD133+ 

B 

 
CD34+ 

C 

 
VEGFR-2+ 

 
 
 

D 

 
CD31+ 

E 

 
Controle 

 
Figura 9: Imunocitoquímica de cultura de células mononucleares após 14 dias de cultura em meio DMEM-
M1.  A: marcação de CD133 (Biotin anti-mouse Prominin I); B: marcação para marcação para CD34 (Biotin 
anti-mouse CD34); C: marcação para VEGFR-2 (Biotin anti-mouse Flk-1 (CD309, VEGFR-2, VEGFR2, Ly-
73); D: marcação para CD31 (RAT anti-mouse CD31) e E: controle. Todos os anticorpos estão na diluição de 
1: 200. Revelação com DAB e contra-coradas com Hematoxilina de Gills. Aumento de 40X para E e 100X 
para A, B, C e D, em microscópio de fluorescência (Olympus model BX60F5). 
 
 
 As figuras acima mostram marcação positiva para os marcadores CD133, CD34, 

VEGFR-2 e CD31 em 3, 7 e 14 dias de cultura. Em 3 dias as células tem um aspecto mais 

arredondados. Com 14 dias de cultura as células apresentam morfologia fusiforme, com 

prolongamentos o que pode indicar maior aderência. A marcação com CD31 é 

característica de célula endotelial diferenciada e já aparecem a partir de 3 dias de cultura, 

provavelmente são células  mais diferenciadas selecionadas a partir do isolamento.  
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6. 6 – Imunofluorescência 

 

6.6.1 – Imunofluorescência para células mononucleares após 3 dias de cultura em 

meio DMEM1–M1 

 A técnica de imunofluorescência foi realizada para confirmar a expressão dos 

marcadores e ao mesmo tempo a presença de células co-expressando estes marcadores 

(duplo-positivas), visualizados pelas imagens de sobreposição. 

 

 
 

 
Figura 10: A1 e A2: marcação de núcleo com DAPI; B1: marcação para CD133 com anticorpo fluorescente 
FITC (rat anti-mouse); C1 e C2: marcação para VEGFR-2 com anticorpo fluorescente PE- estreptavidina; B2: 
marcação de CD34 com anticorpo fluorescente FITC (rat anti-mouse); D1 e D2: indicam a sobreposição das 
três marcações, sendo D1 duplo marcado CD133+/VEGFR-2+ e D2 duplo marcado CD34+/VEGFR-2+. 
Aumento de 400X em microscópio de fluorescência (Olympus model BX60F5). Barra de escala 50µm. 
 
  

As imagens mostram a expressão de marcadores típicos de células tronco 

hematopoiéticas e progenitoras endoteliais (CD34, CD133 VEGFR-2), contudo, em se 

tratando de cultura de 3 dias ainda não podemos confirmar a presença de células endoteliais 

diferenciadas. 
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6.6.2  – Imunofluorescência para células mononucleares após 7 dias de cultura em 

meio DMEM1–M1 

 
Figura 11: A1, A2 e A3: marcação de núcleo com DAPI; B1 e B2: marcação para VEGFR-2 com anticorpo 
fluorescente FITC (rat anti-mouse); C1: marcação para CD34 com anticorpo secundário PE- estreptavidina; 
D1 sobreposição de A1, B1 e C1; C2: marcação de CD31 com anticorpo fluorescente PE- estreptavidina; D2: 
sobreposição de A2, B2 e C2; B3: marcação para CD34 com anticorpo fluorescente FITC (rat anti-mouse); 
C3: marcação para CD31 com anticorpo secundário PE- estreptavidina; D3: sobreposição de A3, B3 e C3. 
Aumento de 200X em microscópio de fluorescência (Olympus model BX60F5). Barra de escala 50µm. 
 
  

As imagens mostram marcação positiva para todos os marcadores utilizados. A 

sobreposição D1 indica duplo marcado VEGFR-2+/CD34+; D2 é duplo marcado para 

VEGFR-2+/CD31+ e D3 é CD34+/CD31+, ou seja, a célula co-expressa estes dois 

marcadores.  
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 As figuras 10, 11 e 12 (culturas de 3, 7 e 14 dias) indicam a presença de células co-

expressando marcadores de células tronco hematopoiéticas CD133 e CD34 como 

marcadores de células vascular e células progenitoras endoteliais (VEGFR-2 e CD31) 

indicam a presença de células com características endoteliais.  

 

 

6.7  – Western Blotting 

  

A análise de Western Blotting foi realizada para verificar a expressão dos 

marcadores CD133, CD34, VEGFR-2 e CD31, nos diferentes períodos de 3 e 7 dias de 

cultura. A expressão de α-actina foi utilizada como controle endógeno.  

 

 
 

 
 
Figura 13: Resultado de Western Blotting. HUVEC foi utilizada como controle positivo em todas as análises 
e α-actina como controle endógeno. 
 
 

Os resultados de Western Blotting indicam que as células mononucleares expressam 

os marcadores CD133, CD34, VEGFR-2 e CD31 tanto em 3 quanto em 7 dias de cultura, 

ocorrendo um aumento nesta expressão. 
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Gráfico 13: Expressão dos marcadores CD133, CD34, VEGFR-2 e CD31 após 3 e 7 dias de cultura. A 
intensidade das bandas foram transcritas em áreas pelo programa ImageJ. Os asteriscos indicam que as barras 
são estatisticamente diferentes para p < 0,05 (ANOVA seguida de Tukey).   
 

Os dados foram analisados com base nas áreas dos gráficos gerados pelo programa 

ImageJ, estas áreas indicam a intensidade das bandas. Foi feita uma média para cada 

período e em seguida uma razão destes valores, fornecendo assim o valor do aumento da 

expressão entre 3 e 7 dias. Para CD133 este valor foi igual a 3,73; para CD34 igual a 1,09; 

para VEGFR-2 igual a 3,22 e para CD31 igual a 2,66. Podemos notar que o CD133 é o 

marcador com maior aumento de expressão entre 3 e 7 dias.  

 

 

6.8 – Citometria de Fluxo 

 

A citometria de fluxo visa analisar a expressão de marcadores e ao menos tempo 

fornece um dado quantitativo das células que estão expressando os marcadores de interesse.  
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Primeiramente analisamos o perfil de expressão das células mononucleares logo 

após o isolamento por Ficoll- Paque PLUS, as células foram marcadas com CD133, CD34, 

VEGFR-2.  

 
 
Gráfico 14: Freqüência de células positivas para os marcadores CD133, CD34, VEGFR-2 e duplo- marcado. 
Neste caso as células mononucleares não foram cultivadas. N= 4 em duplicata, foram adquiridos 100.000 
eventos. 

 

Podemos notas que logo após o isolamento as células mononucleares são 

praticamente CD34+ (1%)  e CD133+ (0,26%), a quantidade de células VEGFR-2+ é quase 

nula (apenas 0,001 %). Células duplo marcadas para CD133+/CD34+ representam 0,033%. 

Após 7 dias de cultura realizamos a citometria de fluxo para traçar um perfil de 

diferenciação, comparando as células logo após o isolamento e após a cultura, comparamos 

ainda o perfil das as células  cultivadas no meio DMEM1–M1 e DMEM1–MC (sem fatores 

de crescimento). Os marcadores selecionados para esta análise foram CD34, VEGFR-2 e 

CD31 para culturas de 7 dias.  
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Gráfico 15: Porcentagem de células positivas expressando os marcadores CD34, VEGFR-2 e CD31 além de 
dupla e tripla marcação. O asterisco indica diferença significativa na cultura de 7 dias com o meio DMEM- 
MC (controle) e DMEM-M1 (VEGF, bFGF e IGF). N= 4 em duplicata, foram adquiridos 50.000 eventos.  
 
 
 A expressão de CD34 é maior no meio DMEM1-M1(0,616) do que no meio 

DMEM1-MC (0,498) mas esta diferença não é significativa; VEGFR-2 está presente em 

maior quantidade também no meio DMEM1-M1 (p=0,03168), já o CD31é mais expresso 

pelas células de DMEM1-MC (p=0,0191). Consequentemente a dupla marcação para 

CD34+/VEGFR-2+ é maior em DMEM1-M1 (p=0,0062); CD34+/CD31+ (p=0,010) e 

CD31+/VEGFR-2+ (p= 0,2231) são mais freqüentes em DMEM1-MC, assim como o triplo 

marcado CD34+/VEGFR-2+/CD31+ (p=0,0043).   

 Comparando os valores referentes ás células logo após o isolamento (gráfico 14) 

com os valores indicados no gráfico15, podemos sugerir que no meio DMEM1-MC ocorre 

uma diferenciação das células CD34+ em CD31+ pela diminuição DNA freqüência de 

CD34+, além disso, podemos sugerir que as células CD34+ são praticamente todas CD31+, 

como podemos visualizar na barra de duplo marcadas CD34+/CD31+. As células VEGFR-

2+ que aparecem com maior freqüência comparando com o 0,001% após o isolamento, 

podem ser caracterizadas como triplo marcadas CD34+/CD31+/VEGFR-2+. 
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 O meio DMEM1-M1 também provoca uma redução na freqüência de CD34+, de 

1% para 0,6168%  e  um aumento muito significativo de células VEGFR-2+ (de 0,001% 

para 0,6512%), indicando que as células estão respondendo ao VEGF (10ng/ml) acrescido 

no meio. Muitas células são também CD34+/VEGFR-2+, marcadores de células 

progenitoras. Ocorre também o aparecimento de CD31+, CD34+/CD31+, VERFR-

2+/CD31+ e CD31+/VEGFR-2+/CD31+, mas todos em menor freqüência que no meio 

DMEM1-MC. A presença de CD31+ pode indicar células diferenciadas, podendo 

comprometer a proliferação celular.  

 

 

6.9 – Ensaio de internalização de acLDL 

 

O ensaio de internalização do acLDL foi realizado para confirmar a presença de 

células progenitoras endoteliais no meio utilizado, uma vez que esta capacidade também é 

característica de células endoteliais diferenciadas.  

 
 
Figura 14: Imunofluorescência indicando células após 7 (A1, B1 e C1) e 14 dias (A2, B2 e C2) de cultura. Os 
núcleos foram marcados com DAPI e a marcação com acLDL foi evidenciada por FITC.  Aumento de 200X 
em microscópio de fluorescência (Olympus model BX60F5). Barra de escala 50µm. 
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 As imagens acima indicam positividade para acLDL  em células após 7 e 14 dias de 

cultura, confirmando assim a internalização desta molécula e a capacidade do meio testado 

em selecionar e diferenciar células progenitoras endoteliais em células com características 

de células endoteliais maduras.  

 

 

6.10 – Formação de estruturas semelhantes a capilares 

 

O ensaio de formação de estruturas semelhantes a capilares, foi realizado em 

Matrigel® um substrato rico em proteínas de matriz extracelular, como  laminina, colágeno 

tipo IV, que estimula a migração e diferenciação celular, mimetizando a situação in vivo. 

Estes ensaios foram realizados com células mononucleares logo após o isolamento 

por Ficoll - Paque PLUS (sem expansão em cultura) e com HUVECs, utilizada como 

controle positivo.  

 
Figura 15: Células HUVECs (A, B e C) e células mononucleares (D, E e F) cultivadas em matrigel. A, B: 
HUVEC após 24horas de cultura; C: HUVEC com 72 horas de cultura; D: mononucleares após 24 horas; E e 
F: células mononucleares após 3 dias. Aumento de 50X em microscópio invertido de contraste de fase Zeiss 
Axiovert S100, filtro PH1. Barra de escala 50µm. 
 
 

 

A B C 

D E F 

HUVEC 

CMN 
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 Células mononucleares 
 

 

7 dias 9 dias  15 dias 

 
Figura 16: Células mononucleares cultivadas em matrigel após 7 dias (A e D), 9 dias (B e E) e 15 dias (C e 
F). As setas indicam estruturas semelhantes a capilares. Aumento de 50X em microscópio invertido de 
contraste de fase Zeiss Axiovert S100, filtro H (A) e PH1 (B, C, D, E e F). 

 

As imagens A, B e C da figura 15 mostram a morfologia da HUVEC após 24 horas 

de cultura em Matrigel®, as células começam a se organizar em estruturas semelhantes a 

vasos. Após 3 dias de cultura, estas redes se apresentam mais estruturadas (Figura 15C).  

As células mononucleares por sua vez, não formam estruturas de vaso em 72 horas 

de cultura, o que ocorre é um alinhamento das mesmas. Foram plaqueadas 103 células/cm2 

e 104 células/cm2 (imagens E e F, respectivamente), indicando que a concentração não 

influencia na formação de estruturas semelhantes a vasos.  

Após 7, 9 e 15 dias de cultura (Figura 16) as células mononucleares estão aderidas e 

formando estruturas de rede e em alguns pontos estas se fecham, semelhante a capilares 

(setas da Figura 16). 
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D 

C 
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7. DISCUSSÃO  

 

Em nosso trabalho, o isolamento das células progenitoras endoteliais foi realizado 

por cultura aderente, utilizando meio de cultura acrescido de fatores de crescimento 

favoráveis à proliferação e diferenciação das células progenitoras endoteliais (como o 

VEGF, IGF, bFGF e EGF). Este método é sugerido por Jin et al. (2004), através do qual as 

células são cultivadas em diferentes matrizes (colágeno, gelatina ou fibronectina) por 

diferentes tempos em cultura (Hirschi et al., 2008; Yang et al., 2010). As CPEs separadas 

por cultura aderente compreendem várias pequenas subpopulações de células que embora 

não tenham um marcador celular consistente, tem mostrado alta capacidade proliferativa e 

características comuns às células endoteliais (Zampetaki et al., 2008). 

A escolha dos fatores de crescimento acrescidos aos meios testados visou um 

aumento na proliferação e na diferenciação das células mononucleares em células 

progenitoras endoteliais. Optamos pelo VEGF porque, além de ser agente mitógeno, para as 

CEs, é um estimulante da proliferação, migração, formação de vasos endoteliais e regulador 

da permeabilidade vascular (Lacaud et al., 2004; Yancopoulos et al., 2000). O FGF foi 

utilizado por influenciar no crescimento e na diferenciação celular in vivo e in vitro (Peters 

et al., 1992) e regular a proliferação e migração das CEs (Seneglagia, 2008), adicionamos 

ainda o IGF por ser um mitógeno que controla a proliferação e diferenciação celular 

(Zumstein e Stiles, 1987). A eficiência da utilização de VEGF na diferenciação in situ de 

CPEs já foi apontada em muitos trabalhos como o de Shi et al.  (1998) demonstrando que a 

presença de VEGF é muito importante para a diferenciação in vitro das CPEs; e o b-FGF e 

o IGF  contribuíram com o aumento da formação de colônias endoteliais, o que também 

sustenta a utilização destes fatores de crescimento.  

As análises morfológicas das células mononucleares em cultura indicaram 

diferentes morfologias ao longo dos períodos de cultura. Em 3 dias de cultura as  células 

são arredondadas em todos os meios testados e em alguns elas formam colônias, 

características de células endoteliais, como mostrado por Iwaguro e Asahara (2005). A 
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partir de 7 dias notamos a presença de células fusiformes, como visto nas culturas de RPMI 

e DMEM1-M1, principalmente.  

A seleção do meio de cultura que melhor atingisse nossos objetivos, assim como a 

concentração final dos fatores de crescimento utilizados nos mesmos, foi realizada com 

base na associação dos resultados obtidos através dos ensaios de adesão celular pela 

marcação do núcleo com DAPI, proliferação e viabilidade pela contagem do número de 

células por Azul de Tripan e medida de absorbância pela técnica do MTT.  

Sabendo que a técnica de cultura por aderência seleciona diferentes subpopulações 

(Zampetaki et al., 2008) durante o processo de isolamento, optamos por considerar apenas 

os dados de 7 e 14 dias de cultura, uma vez que período de 3 dias de cultura é muito curto e 

diferentes tipos celulares podem estar presentes e proliferando mais que as células de nosso 

interesse (dados visualizados principalmente no gráfico 1, de proliferação por Azul de 

Tripan).  Em todos os ensaios realizados para adesão, proliferação e viabilidade, o meio 

M1(acrescido de VEGF, bFGF e IGF) foi o que apresentou maior número de células em 14 

dias para todos os meios, RMPI 1640, DMEM1, DMEM2, MEM e 199 (dados das tabelas 1 

e 2) e dentre estes, o meio DMEM1-M1 foi selecionado com base nos dados de proliferação 

(gráfico 2 e 3) e de viabilidade (gráficos 9 e 12). 

Vale ressaltar que, em todos os casos, a proliferação celular diminui entre 7 e 14 

dias, esta redução ocorre provavelmente porque ao longo do tempo tanto o meio quanto os 

fatores de crescimento utilizados tendem a selecionar apenas as células progenitoras 

endoteliais  que representam um número muito pequeno, menos de 0,1% do total de células 

da medula óssea (Smadja et al., 2007), podendo desta forma contribuem com esta redução 

do total de células.  

Sendo assim, concluímos que o meio DMEM1-M1, acrescido dos fatores VEGF 

(10ng/ml), bFGF (2ng/ml) e IGF (2ng/ml) foi o que melhor atingiu nossos objetivos de 

aumentar o número e a viabilidade celular e a partir deste meio, realizamos ensaios para 

verificar a expressão de marcadores que pudessem identificar as células progenitoras 

endoteliais, além dos ensaios de internalização de acLDL e formação de estrutura 

semelhante a vasos, que também caracterizam as CPEs. 
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Ingram et al., (2004) sugere uma hierarquia das CPEs baseada no potencial 

proliferativo destas células. Hur et al., (2004) divide as CPEs em 2 subpopulações, as 

chamadas CPEs precoce (early EPCs) e as CPEs de crescimento tardio (late outgrowth 

EPCs), cuja classificação está baseada na morfologia, proliferação, tempo de surgimento 

em cultura e expressão de marcadores.  

Com base nestas características sugeridas e em nossas observações, podemos 

sugerir que nossas células como sendo as células progenitoras precoce (early EPCs), pela 

morfologia fusiforme predominante, pelo perfil proliferativo e pela viabilidade visualizados 

através da contagem com DAPI e dos ensaios com Azul de Tripan e MTT (resultados 

indicados nos gráficos) que indicaram um crescimento entre 3 e 7 dias de cultura e uma 

redução do mesmo entre 7 e 14 dias, dados que se confirmam com o trabalho de Smadja et 

al. (2007). 

Ainda não existe na literatura um consenso sobre quais seriam os marcadores que 

melhor caracterizariam as CPEs. No caso do nosso trabalho escolhemos analisar a 

expressão dos marcadores CD133, CD34, VEGFR-2 e CD31, que são os mais comumente 

descritos e mais aceitos na literatura (Yao et al., 2009). Tongers et al. (2010) afirmam que o 

surgimento gradual de marcadores de células endoteliais e o desaparecimento de 

marcadores de células tronco (CD34 e CD133) são características da diferenciação celular, 

o que permite traçar um perfil de diferenciação ao longo da cultura. Eggermann et al. 

(2003) mostram que CPEs CD34+ podem se diferenciar em cultura mantendo os 

marcadores de células progenitoras.  

Os resultados de imunocitoquímica, imunofluorescência, citometria de fluxo e 

western blotting, indicam a presença de todos estes marcadores nos três períodos analisados 

(3, 7 e 14 dias). Uma possível explicação para a presença do marcador CD31 de célula 

diferenciada já na cultura de 3 dias pode ser reflexo da técnica de isolamento que 

utilizamos (seleção por meio e não pela expressão de marcadores) na qual células em 

diferentes estágios de diferenciação podem estar contidas no ―pool‖ de células 

mononucleares isoladas pela gradiente de centrifugação. Takahashi et al., (1999) afirma 

que as CPEs mostram sinais morfológicos de células endoteliais e expressam marcadores 

endoteliais entre o 3º e 7º dia de cultura. 
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Os dados referentes à citometria de fluxo, comparando as células mononucleares 

recém isoladas e as células mononucleares cultivadas por 7 dias, indicaram que, quando na 

presença do meio DMEM1-MC (meio sem fatores de crescimento), as células  CD34+ 

diminuem a frequência, uma possível causa pode diferenciação das mesmas em CD31+, 

surgindo assim CD34+/CD31+, VEGFR-2+/CD31+ e CD31+/VEGFR-2+/CD31+, além de 

aumentar também CD34+/VEGFR-2+. Contudo, para nós essa diferenciação não tem muito 

interesse, uma vez que as células CD31+ diferenciadas têm baixo potencial proliferativo. Já 

o perfil celular da cultura em meio DMEM1-M1 mostrou um aumento nas células VEGFR-

2+ e CD34+/VEGFR-2+ considerados juntamente com CD133 os principais marcadores de 

células progenitoras endoteliais. O interesse em manter estas células por mais tempo como 

células progenitoras e não induzir sua diferenciação em células endoteliais está relacionado 

à nossa intenção principal que é aumentar o número destas células progenitoras endoteliais 

em cultura, a fim de que elas possam ser utilizadas na angiogênese terapêutica e reparo de 

injurias vasculares, como comprovados por diversos trabalhos citados por Pearson (2009 e 

2010), e auxiliar ainda na redução da formação da neointima após lesão da carótida, como 

comprovador por Werner et al., (2002)  e por Godoy et al., (2011).    

A internalização de acLDL também foi positiva em nossos resultados, embora 

pesquisas recentes têm demonstrado que monócitos e macrófagos também internalizam 

acLDL (Ouchi et al., 2001).  

A formação de estrutura semelhantes a capilares em Matrigel® foi visualizada 

somente no 7º dia de cultura e com 9 e 15 dias notamos que as células se fecham em 

estruturas que lembram a luz do vasos (setas da figura 16) . Nossos resultados em 24 horas 

de cultura são bastante parecidos com o apresentado por Smadja et al., (2007) e o que 

vemos é apenas uma orientação, um arranjo celular e não estrutura semelhantes a vasos 

como sugerido por muitos trabalhos, uma possível explicação seria o fato de estarmos 

plaqueando as células no Matrigel® logo após o isolamento, enquanto que autores como 

Senegaglia et al. (2010) realizam a expansão prévia destas células em cultura de até 60 

dias. 

Desta forma, e com base em todos os resultados apresentados no presente trabalho, 

podemos considerar que o meio DMEM1-M1 foi capaz de induzir a proliferação das 
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células isoladas e provavelmente induziu a sobrevivência preferencial das CPEs ou ainda a 

diferenciação das células mononucleares em CPE, de acordo com o protocolo estabelecido 

no presente trabalho. Sendo assim, consideramos que foi estabelecido um protocolo para o 

isolamento e a proliferação das CPEs através da seleção das mesmas pelo meio de cultura 

DMEM1–M1, resultado que possui grande importância no campo das pesquisas com 

células progenitoras endoteliais, por favorecer o aumento do número destas células em 

cultura e ainda pelo potencial terapêutico das mesmas.   
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8. CONSIDERAÇÕES FINAIS  

 

 Nossos resultados indicam que as células mononucleares isoladas a partir da 

medula óssea provavelmente sejam as células progenitoras precoces (early EPCs), uma vez 

que apresentaram maior proliferação após 7 dias de cultura e senescência após 14 dias, 

indicaram marcação positiva para a expressão de CD133, CD34, VEGFR-2 e CD31 e para 

a internalização de acLDL. Conseguimos ainda estabelecer os protocolos de Western 

Blotting e formação de estrutura de vaso em Matrigel® para estas células selecionadas.   

O perfil destas células em cultura, identificado pela técnica de citometria de fluxo, 

corroboram com indicação de que se trata de células progenitoras endoteliais. Tudo isso nos 

leva a crer que o meio DMEM1-M1 estabelecido por nós é um meio bastante eficiente para 

a cultura de células mononucleares.   

Sendo assim, podemos considerar que o presente trabalho foi de extrema 

importância para a pesquisa de cultura de células, principalmente para o nosso laboratório, 

que desta forma passa a utilizar estes meio DMEM1-M1 como o meio próprio para a 

cultura de células mononucleares. Esta importância torna-se ainda mais relevante quando 

nos referimos aos testes de terapia celular com células progenitoras para o reparo de lesão 

arterial desenvolvido no nosso laboratório. A significância do mesmo deve ser considerada 

ainda na pesquisa de cultura de célula, tornando-se autônomo do meio comercial específico 

para células endoteliais e ao mesmo tempo estabelecendo a técnica para a cultura da própria 

linhagem de células progenitoras endoteliais.   
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9. PERSPECTIVAS FUTURAS 

 

•  Realizar os mesmos ensaios em períodos mais longos, de 21, 30 e até 60 dias. 

•  Verificar a expressão de marcadores de células diferenciadas, eNOS, vWF. 

• Testar a capacidade de formação de estruturas semelhantes a capilares em Matrigel® 

após expansão do número de células em 30 dias de cultura (Senegaglia et al., 2008)  

• Fazer o isolamento das células por beads magnéticas marcados com CD133 e 

CD34.  

• Testar a aderência das células em placa recoberta por fibronectina, que de acordo 

com Yang et al.(2010) aumentam a aderência inicial das CPEs. 

• Verificar a integridade do cariótipo das células em cultura. 

• Utilizar estas células expandidas em cultura para o reparo de lesão arterial (modelo 

de lesão estabelecido em nosso grupo).  
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