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Resumo

Introdução: A origem de células endoteliais cultivadas tem sido alvo de inves-
tigações. Essas células podem ser originadas não só a partir de progenitoras 
endoteliais verdadeiras, mas também de monócitos, que igualmente são capa-
zes de aumentar o processo de angiogênese. Além disso, estudos mostram que 
progenitoras endoteliais apresentam características que são próprias de monó-
citos. Objetivo: Neste estudo, objetivou-se avaliar morfologicamente células en-
doteliais cultivadas, que são chamadas de early células progenitoras endoteliais. 
Métodos: As células mononucleares do sangue periférico foram cultivadas por 
nove dias, e durante o cultivo foram realizadas imagens em microscópio inver-
tido e em confocal. Resultados: Observou-se a presença de populações celulares 
que se apresentaram com um aspecto alongado e que estiveram sempre associa-
das em pequenos agregados (colônias). Conclusão: Ainda são necessários muitos 
estudos buscando a padronização de técnicas mais sensíveis para obtenção, iden-
tificação e quantificação de CPEs cultivadas.

Descritores: Células progenitoras; Endotélio; Técnicas de cultura celular.

Abstract

Introduction: The origin of cultivated endothelial cells has been target of inves-
tigations. These cells can be originated not only from true endothelial cells, but 
also from monocytes, that equally are able to increase the angiogenesis process. 
Furthermore, studies showed that endothelial progenitor cells have characteris-
tics that are own of monocytes. Objectives: The aim in this work was to evaluate 
the morphology of cultivated endothelial cells, which are named “early” endo-
thelial progenitor cells. Methods: The mononuclear cells of peripheral blood 
were cultivated for nine days, and during the cultive images were acquired by 
inverted and confocal microscopy. Results: We observed the presence of cellular 
populations with elongated shape that were associated in small aggregates (colo-
nies). Conclusion: There is still a need for further studies focusing the standard-
ization of more sensitive techniques for obtaining, identifying and quantifying 
cultivated EPCs. 

Key words: Cell culture techniques; Endothelium; Progenitor Cells.
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Introdução

A medula óssea é a principal fonte de cé-
lulas progenitoras endoteliais (CPEs) em adul-
tos. A mobilização prejudicada de CPEs na 
corrente sanguínea está relacionada a doenças 
cardiovasculares; e indivíduos com reduzido 
número de CPEs circulantes possuem maior 
risco para desenvolver doença arterial corona-
riana (DAC)1-3. E o inadequado desenvolvimen-
to colateral coronário em pacientes com DAC 
também está relacionado com um menor nú-
mero de CPEs circulantes4.

Inicialmente, acreditava-se que a regene-
ração do endotélio danificado e a formação de 
novos vasos ocorressem exclusivamente devi-
do à proliferação de células endoteliais madu-
ras. Entretanto, a capacidade dessas células em 
substituir o endotélio danificado é limitada5. Em 
1997, Asahara et al.6 isolaram células mononu-
cleares do sangue periférico, e verificaram que 
essas células migraram da medula óssea para 
áreas de isquemia, podendo se diferenciar para 
um fenótipo endotelial. 

A vasculogênese é um processo em que 
novos vasos são formados por CPEs ou angio-
blastos que migram, que se diferenciam e que 
se proliferam em resposta a vários estímulos. 
A angiogênese ocorre quando novos vasos 
são formados pela migração e diferenciação 
de células endoteliais maduras já existentes. 
Atualmente, sabe-se que vasculogênese e an-
giogênese têm um papel sinérgico na revascu-
larização pós-natal7,8.

O estudo de CPEs é dificultado pelos se-
guintes fatores: (1) constitui uma população 
extremamente rara no sangue periférico, repre-
sentando entre 0,01% e 0,0001% das células mo-
nonucleares9; (2) não possui uma proteína de su-
perfície que não seja expressa em outras células, 
sendo necessária a identificação de pelo menos 
duas proteínas de superfície para que essa célu-
la possa ser estudada10.

CPEs expressam diferentes marcadores 
de superfície, dependendo do seu estado de 
diferenciação in vitro. As células progenitoras 

endoteliais imaturas expressam marcadores 
de células hematopoiéticas, tais como CD133, 
CD34, KDR (receptor 2 do fator de crescimento 
endotelial vascular – VEGFR 2)4,11 e marcado-
res de monócitos/macrófagos, como o CD11 e o 
CD148. Quando maduras, o CD133 deixa de ser 
expresso e passa a expressar-se o CD31, além de 
outros marcadores típicos de células endoteliais, 
como o vWF4,12, VE-caderina4, 11, 13, Tie-2, CD146 e 
E-selectina11. 

Alguns estudos sugerem que a expansão 
ex vivo de CPEs pode aumentar o pool dessas cé-
lulas, e após a proliferação in vitro elas podem 
ser injetadas intravenosamente ou diretamente 
no músculo cardíaco participando, assim, da 
regeneração vascular e do remodelamento car-
díaco11. Há dois tipos de CPEs descritas na lite-
ratura de acordo com a capacidade proliferati-
va e origem, são elas: early e late. As early CPEs 
surgem por volta de quatro dias de cultivo, têm 
a capacidade de formar colônias, tornam-se 
alongadas após uma semana, têm baixo poten-
cial proliferativo e podem se originar a partir 
de monócitos; por isso, não seriam progenitoras 
endoteliais verdadeiras. As late CPEs aparecem 
após três semanas de cultivo, têm alta capacida-
de proliferativa, são alongadas e possivelmente 
são originadas a partir de progenitoras endote-
liais verdadeiras; por esse motivo, são também 
chamadas de true CPEs14.

Outros trabalhos classificam as CPEs de 
acordo com o tamanho e morfologia. Nos pri-
meiros dias de cultivo, predominam células ar-
redondadas e, após seis semanas, ocorre aumen-
to de células aderidas que se tornam alongadas. 
Além disso, depois de três dias de cultivo as 
células progenitoras endoteliais podem ser di-
vididas em duas subpopulações – pequenas e 
grandes CPEs – que persistem até duas semanas 
de cultivo. Após três semanas de cultivo, apenas 
uma população pode ser visualizada, compondo 
uma cultura de células endoteliais maduras15.

Com base nesses dados, o objetivo neste 
trabalho foi avaliar morfologicamente células 
endoteliais cultivadas durante nove dias, cha-
madas de early CPEs de acordo com a literatura.
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Métodos

Coleta de dados clínicos
Foram realizadas visitas clínicas para co-

leta dos dados, tais como fatores de risco, exame 
clínico, eletrocardiograma e coletas de amostras 
de sangue. 

O trabalho foi encaminhado ao Comitê de 
Ética em Pesquisa da Universidade Federal de 
São Paulo e os pacientes foram incluídos após 
assinatura do Termo de Consentimento Livre e 
Esclarecido (TCLE), de acordo com as orienta-
ções para pesquisa com seres humanos constan-
tes na Resolução 196/96 do Conselho Nacional 
de Saúde, obedecendo-se os critérios de inclu-
são/exclusão específicos do trabalho. 

As amostras de sangue colhidas dos parti-
cipantes da pesquisa foram obtidas após jejum de 
12 a 14 horas. As coletas foram realizadas no Setor 
de Lípides, Aterosclerose e Biologia Vascular 
da Disciplina de Cardiologia do Departamento 
de Medicina da Escola Paulista de Medicina da 
Universidade Federal de São Paulo.

Cultivo celular e microscopia
O sangue periférico dos pacientes foi colhi-

do em tubo com EDTA para evitar coagulação, 
sendo acrescido Ficoll-Hypaque (GE Healthcare) 
para obtenção de células mononucleares, que 
foram cultivadas por nove dias em meio propí-
cio ao desenvolvimento de células endoteliais 
(Meio 199, LGC Biotecnologia). Durante o culti-
vo, foram obtidas imagens das culturas em mi-
croscópio invertido (Coleman NIB 100, Coleman 
Equipamentos para Laboratório Comércio e 
Importação, Ltda.). Após a lavagem dessas cé-
lulas em solução de PBSA (repetida três vezes 
em todos os procedimentos), elas foram fixadas 
com formaldeído 3,7%, em PBSA, por 30 minu-
tos. Novamente lavadas, as células foram expos-
tas a uma solução permeabilizadora de Triton-x 
100 0,5% por igual período. Para a detecção dos 
microfilamentos de actina, foi utilizada uma so-
lução contendo faloidina acoplada a isoticiana-
to de fluorceina (FITC), Sigma®, na concentra-

ção de 7,5 µM em PBSA. As células ficaram em 
contato com essas substâncias por um período 
de 40 minutos, sendo posteriormente lavadas 
com PBSA (três vezes). As marcações nucleares 
foram feitas por meio de um corante específico 
para ácidos nucleicos, o iodeto de propídeo, na 
concentração de 10 µg/mL (Sigma®). Devido ao 
interesse somente pelo DNA, as células ficaram 
em contato com uma solução de RNAase (10 
mg/mL) por uma hora. Após isso, elas foram 
lavadas em PBSA, sendo, então, adicionado 8 
µl de solução protetora de fluorescência, e 2 µl, 
de solução de iodeto de propídeo, em seguida, 
o conjunto foi colocado sob uma lâmina de vi-
dro. As lamínulas de vidro foram vedadas com 
esmalte de unha, acondicionadas em ambiente 
escuro e mantidas a -20 oC. As células foram 
analisadas ao microscópio confocal de varredu-
ra a laser (Zeiss LSM 510). As imagens fluores-
centes foram adquiridas utilizando-se lasers de 
Argônio (458, 488, e 514 nm), Hélio-Neônio1 (543 
nm) e Hélio-Neônio2 (633 nm). As fatias ópticas 
foram obtidas em intervalos adequados no eixo 
Z, entre 0,5 e 1 μm. Diferentes módulos do sof-
tware LSM 510 3D (Carl Zeiss®) foram utilizados 
na análise confocal, os quais incluem projeções 
das fatias e animações. Algumas reconstruções 
e animações foram feitas no software IMARIS 7.1 
(Bitplane®)16.

Resultados

Ao longo do tempo de cultura, observou-se 
uma gradativa adesão das células em suspensão 
(Figura 1 A) a qual veio acompanhada por mu-
danças na morfologia celular. Essas alterações 
culminaram na presença de populações celula-
res que se mostraram com um aspecto alongado 
(Figura 1 B e C). Analisadas com maior detalhe 
ao microscópio confocal de varredura a laser, foi 
possível observar que essas células mais alon-
gadas estiveram sempre associadas a pequenos 
agregados (colônias) e, na maioria dos casos, es-
sas células mais diferenciadas encontraram-se 
margeando tal agrupamento (Figura 1 D). As re-
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construções dos cortes ópticos possibilitou visu-
alizar pontuações fortemente marcadas pela fa-
loidina (Figura 1 E e F), estando essas estruturas 
voltadas para a superfície da lamínula. A orga-
nização dessas pontuações é muito semelhante 
ao encontrado para contatos focais (Figura 1 F). 
Algumas células também apresentaram proje-
ções de membrana, as quais apontam para pro-
cessos migratórios (Figura G).

Discussão e conclusão 

De acordo com a literatura, as células pro-
genitoras endoteliais circulam no sangue peri-
férico e são recrutadas a partir da medula óssea 
após alguns estímulos, tais como estatinas, ati-
vidade física e citocinas17, 18.

Há muitas controvérsias com relação à ori-
gem de células endoteliais cultivadas. Em estu-
dos mostram-se que monócitos são capazes de 
aumentar o processo de angiogênese e que pro-
genitoras endoteliais apresentam características 
que são próprias de monócitos13.

Tanto as células endoteliais obtidas de pro-
genitoras positivas para CD34, KDR e CD13319 
como as originadas de populações CD14+, têm 
potencial angiogênico e expressam os marca-
dores de células endoteliais maduras fator von 
Willebrand (vWF), VE-caderina,CD146, e CD316. 
Além disso, tais células são capazes de formar 
colônias e têm maior expressão de eNOS após 
turbilhonamento20.

Nos últimos anos, estudos têm avalia-
do o efeito da terapia celular com o intuito 
de promover a vascularização em tecidos so-
frendo regeneração. Tem sido sugerido que o 
tratamento de pacientes com doença cardio-
vascular com progenitoras endoteliais cultiva-
das, obtidas a partir de células mononucleares 
do sangue periférico, possa trazer benefícios 
terapêuticos, embora se estima que seriam 
necessárias elevadas quantidades de sangue 
para que se conseguisse um número mínimo 
necessário que gerasse resultados favoráveis13. 
Ainda são necessários muitos estudos buscan-
do a padronização de técnicas mais sensíveis 
para a obtenção, identificação e cultivo de 
CPE, pois são aspectos, até o momento, pouco 
explorados na literatura mundial.
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Figura 1: Células endoteliais vistas ao 
microscópio de luz invertido com contraste 
de fase ao longo do tempo de cultura 
(A-C). As figuras D-G foram obtidas ao 
microscópio confocal de varredura a 
laser, sendo possível observar pontuações 
fortemente marcadas pela faloidina (cabeça 
de seta) (em F) bem como projeções de 
membrana (P) (em G). A seta dupla indica 
células diferenciadas com morfologia 
alongada. Barra: A-C, 100µm. D-G, 15 µm
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