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Introdugdo: As células endoteliais (CE), apesar de revestirem em monocamada o interior de todos os
vasos sanguineos, desempenham inumeras func¢Ges de extrema importancia bioldgica. Por isso é
importante identificar e caraterizar estas células recorrendo a diferentes técnicas para aumentar o
conhecimento que temos delas. Os principais estudos realizados neste ambito foram feitos recorrendo
principalmente a imunohistoquimica, e recentemente existem alguns trabalhos usando a técnica de
citometria de fluxo (CF), apds isolar as CE por métodos enzimaticos. No entanto, sabe-se que tanto a
imunohistoquimica como o método de isolamento enzimatico, podem induzir artefatos nas células,
influenciando as ligagdes anticorpo-antigénio. Com a inten¢do de ultrapassar estes obstaculos,
minimizando possiveis alteragdes na expressdo dos recetores das células que ocorrem por outras
técnicas, foi desenvolvido um método mecéanico de isolamento das CE e caraterizado o seu fendtipo por
CF, estudada uma triade de anticorpos monoclonais.

Objetivos: Isolar CE de veias safenas por método mecanico, identifica-las e carateriza-las por CF.

Material e Métodos: Para a realizagdo deste estudo, obtiveram-se segmentos de veias safenas de
comprimento varidvel entre 1.5 a 4 cm de 10 doentes submetidos a cirurgia de varizes. As CE foram
isoladas por método mecanico com ajuda de duas pingas de pontas serrilhadas, apds se ter procedido
ao corte longitudinal do segmento de veia disposta sobre uma placa de esferovite revestida com
Parafilme®. Durante o processo de isolamento, a superficie interna do segmento de veia esteve sempre
com solugdo tamponada de fosfato e 2% albumina de soro bovino (PBS+2% BSA), para evitar
desidratacdo das células, e facilitar a sua transferéncia para um tubo de fundo cénico. Posteriormente
as células removidas e suspensas em PBS+2% BSA foram marcadas com diferentes anticorpos: anti-CD45
(pan-leucocitario); anti-CD31 (PECAM, marcador de CE) e anti-CD146 (marcador CE) usando
procedimento de marcagdo seguida de lise-sem-lavagem. As CE foram identificadas como sendo CD45(-
)CD31(+)CD146(+). Subsequentemente, com intengdo de certificar a identificagdo das CE, foram usados
mais 3 anticorpos reativos com outros antigénios expressos por estas células: anti-CD105 (Endoglina),
anti-CD144 (VE-Caderina) e anti-CD309 (recetor do fator de crescimento do endotélio vascular 2, VEGFR-
2).

Resultados: Foi possivel isolar células de todos os segmentos de veias estudados e identificar uma
populagdo evidente de CE pela expressio de CD45(-)CD31(+)CD146(+). Verificou-se que as CE
identificadas por esta triade de anticorpos também expressavam CD105, CD144 e CD309.

Conclusdes: O método de isolamento mecanico descrito neste trabalho permite isolar uma populagdo
muito bem definida de CE. Usando este método de isolamento e de identificacdo das CE, poder-se-a
fazer um vasto nimero de estudos como, por exemplo, a caraterizacdo fenotipica detalhada das CE,
com avaliacdo da expressdo de marcadores de ativacdo e angiogénicos, entre outros, e estudos
funcionais ex-vivo, com avaliacdo da resposta das CE a diferentes estimulos.

Contatos: Claudia Torres, Aluna Doutoramento em Ciéncias Biomédicas, ICBAS/UP:
torres.cb@gmail.com; Rui Machado, médico especialista de Cirurgia Vascular, CHP; Margarida Lima,
médica especialista de Imunohemoterapia, CHP: mmc.lima@clix.pt

Paginalde1l


mailto:torres.cb@gmail.com
mailto:mmc.lima@clix.pt

