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RESUMO 
 

A adesão celular é fundamental na união de células para a formação de 

diferentes tecidos, motilidade celular e resposta imunológica dos seres vivos. A 

composição desses tecidos, e sua organização em órgãos, é determinada por 

interações moleculares em nível celular, devido à expressão de um grande número 

de moléculas de adesão. Modelos de adesão célula-célula usando cultivo celular, 

são de grande importância no estudo de diversas doenças, como isquemias, 

doenças inflamatórias e câncer. Exemplos de adesão celular mais utilizados são 

com células Jurkat e células endoteliais ativadas, como as HUVEC, CACO-2 e 

também células mensequimais. Um modelo alternativo para interação célula 

endotelial-hematopoiética, pode ser obtido com células HEK 293, uma linhagem 

endotelial amplamente utilizada como ferramenta de expressão para proteínas 

recombinantes. Sabendo que a expressão aumentada das moléculas de adesão 

possui um papel crítico na patogenicidade de diversas doenças, o desenvolvimento 

de novos modelos de interação celular de fácil cultivo e manipulação genética se 

faze necessário. Por essa razão, este trabalho buscou estabelecer um novo modelo 

de estudo para interação célula epitelial e célula hematopoiética, utilizando a 

linhagem de células HEK 293. Foram testados diferentes concentrações de células 

HEK 293 cultivadas durante 24 e 48 horas com a finalidade de obter a melhor 

concentração celular para a manutenção das células aderentes na placa. Foi 

desenvolvido também testes de coloração com os corantes rodamina B e 

carboxifluoresceína em diferentes concentrações, no intuito de se estabelecer a 

melhor marcação para ambas as linhagens. O ensaio de interação célula-célula foi 

então realizado e analisado por meio de microscopia de fluorescência. Os 

resultados obtidos sugeriram que a concentração ideal de células HEK 293 foi a de 

5x104 células/ml em 24 horas, demonstrando ser uma confluência suficiente para 

que as células permanecessem aderidas durante as lavagens dos poços. Quanto 

às marcações, foi estabelecido que para a linhagem endotelial a melhor marcação 

foi com 40µM de rodamina B, e para a linhagem linfocítica a marcação suficiente foi 

a de 500nM do corante carboxifluoresceína. A interação entre as células foi 

alcançada nas diferentes concentrações, e a distinção entre as linhagens foi 

possível devido aos corantes possuírem comprimento de emissão da luz diferentes 

e não sobrepostos. Portanto a escolha dos corantes e suas respectivas 



concentrações, foram eficientes para esse modelo de interação; contudo, outros 

estudos voltados para as células HEK 293 se fazem necessários, com o propósito 

de aumentar essa aderência celular, além de desenvolver um método quantitativo 

para avaliar a interação em futuros experimentos. 

 
 
Palavras-Chave: cultura celular; interação célula-célula; HEK 293; Jurkat. 

 

 

 

 

 



ABSTRACT 
 

 Cell adhesion is fundamental in cells interaction to form different tissues, 

cellular motility and immune response of living beings. The assembly of these 

tissues, and their organization into organs, are determined by molecular interactions 

at cellular level, due to the expression of a large number of adhesion molecules. 

Cell-cell adhesion models using cell culture, are very important to studying several 

diseases, such as ischemia, inflammatory diseases and cancer. There are few 

cellular models of cell adhesion and the most used add Jurkat cells to activated 

endothelial cells such as HUVEC, CACO-2 or mesenchymal cells. An alternative 

model for endothelial-hematopoietic cell interaction may be obtained using HEK 293 

cells, an endothelial cell line widely used as a tool for recombinant proteins 

expression. Since increased expression of adhesion cells plays a critical role in the 

pathogenicity of several diseases, the development of cellular interaction new 

models with cells easily culturable and able for genetic manipulation become 

necessary. Thus, this work aimed to establish a new model of study for epithelial 

cell and hematopoietic cell interaction using the HEK 293 cell line. We tested 

different HEK 293 concentrations cultured for 24 and 48 hours, in order to obtain the 

best cell concentration in which the adherent cells did not release from the culture 

dish in the washes. We also carried out staining tests with different concentrations 

of rhodamine B and carboxyfluorescein, to establish the best labeling for both cell 

lines. The cell-cell interaction assay was performed and analyzed by fluorescence 

microscopy. Results obtained suggested that ideal concentration of HEK 293 cells 

was 5x104 cells / ml in 24 hours, demonstrating sufficient confluence for remain cells 

adherence during the well washings. The best labeling for the endothelial line was 

40μM rhodamine B consonant with our tests, and for the lymphocytic cell line 500nM 

of carboxyfluorescein were sufficient. The interaction between cells was achieved at 

different concentrations, and the distinction between the lines was possible because 

the dyes had different and non-overlapping emission lengths. Therefore, the dyes 

choice and their respective concentrations were efficient for this interaction model; 

however, further studies using at HEK 293 cells will be necessary in order to 

increase the cell adhesion and to develop a quantitative method to evaluate the 

interaction in future experiments. 

 
Key words: cell culture; cell-cell interaction; HEK 293; Jurkat
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1 INTRODUÇÃO 
 

A adesão celular é fundamental na união de células para a formação de 

diferentes tecidos, para a motilidade celular e para a resposta imunológica dos 

seres vivos. As células não se unem apenas para formar os tecidos, elas também 

são organizadas em padrões altamente distintos, possuindo uma variedade de 

mecanismos de junções celulares para a manutenção e integridade desses tecidos 

(GUMBINER, 1996). 

Possivelmente um passo importante na evolução para a multicelularidade, 

teria sido a capacidade das células de interagirem entre si, e essa sincronia foi 

adquirida durante o ciclo de vida, passando de uma geração para outra, e se 

adaptando ao ambiente, que está constantemente em mudança (TORDAY J. S; 

REHAN V. K. 2012). 

A montagem de diferentes tecidos e sua organização em órgãos é 

determinada por interações moleculares em nível celular, e não seria possível sem 

a expressão de um grande número de moléculas de adesão, pois são elas que 

determinam a estimulação funcional, migração, ancoragem, diferenciação 

fenotípica e multiplicação celular (CARDOSO, 2009). Por exemplo, as células 

tumorais possuem uma capacidade incrível de se movimentarem, atravessarem 

paredes de vasos sanguíneos e de se proliferarem pelo organismo, chamamos isso 

de processo de metastização, que é totalmente dependente das moléculas de 

adesão celular (CARDOSO, 2009). 

As moléculas de adesão celular são, de acordo com a definição do Gene 

Ontology Consortium (http://www.geneontology.org/) “moléculas expressas na 

superfície de uma célula que medeiam a adesão da célula a outras células ou à 

matriz extracelular”. Essas moléculas estão distribuídas em várias classes, são elas 

às integrinas, caderinas, imunoglobulinas e as selectinas. Estas proteínas de 

superfície, desempenham numerosas funções cruciais na interface de uma célula 

e seu ambiente, seja este ambiente uma outra célula, de um tipo de célula 

semelhante ou diferente, a matriz extracelular ou até elementos, por vezes, solúveis 

(BLANKENBERG et.al, 2002). 

A adesão celular constitui um campo novo da Patologia Molecular, e existem 

muitas aplicações de técnicas de biologia molecular utilizando essas moléculas, 

revelando assim, todo o seu potencial terapêutico para várias doenças ditas 
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degenerativas, ou que tenham por base processos inflamatórios, ou que envolvam 

mecanismos de migração, diferenciação e interação celular (CARDOSO, 2009). 

 

1.1 Modelos celulares para estudo de interação entre células endoteliais e 

linfocíticas: 

 

Modelos de adesão célula-célula usando cultivo celular, são de grande 

importância no estudo de diversas doenças, como o processo que desencadeia 

isquemia e doenças inflamatórias, que é predominantemente mediado por 

moléculas de adesão celular, que são expressas no endotélio vascular e nos 

leucócitos circulantes em resposta a vários estímulos inflamatórios (SPRINGER, 

1990), e os cânceres, que em sua maioria se originam a partir de um tecido epitelial 

(CHANDAR & VISELLI, 2011).  

Modelos de adesão mais utilizados são com células Jurkat, e células 

endoteliais ativadas. A linhagem celular Jurkat, trata-se de células T linfoblásticas, 

oriundas de amostras de sangue de um menino de 14 anos portador de leucemia, 

conforme foi descrito por Schneider, Schwenk e Bornkamn (1977), e vêm sendo 

muito utilizada em vários procedimentos de biologia celular.  

As células endoteliais utilizadas, são as HUVEC’s (Human Umbilical Vein 

Endothelial Cells), células mesenquimais e enterócitos CACO-2 (Adenocarcinoma 

epitelial colorretal humano) (SEETHARAM et.al, 2011), que apresentam diferentes 

padrões moleculares de interação, permitindo-se trabalhar o processo de estímulo 

à adesão celular, quanto a inibição das mesmas, dependendo do sistema celular 

utilizado (LIU. et.al, 2012). Isto é evidenciado no trabalho de Seetharama, Sharon 

e Jining (2011), que tratam células Jurkat com o composto químico PMA (13-acetato 

de 12-miristato de forbol), para estimular sua adesão antes do ensaio de interação. 

 

1.2  Cultura de células: 

 

O cultivo celular começou no princípio do século XX com Harrison, em 1907, 

e Carrel, em 1912. Essa técnica foi desenvolvida como um método para estudar o 

comportamento de células animais fora do organismo, em um meio ambiente 

controlado. Trata-se ainda hoje de uma importante ferramenta de pesquisa nos 

laboratórios do mundo inteiro (FRESHNEY, 1994). 
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Convém ressaltar que o cultivo de células de mamíferos requer cuidados 

mais rigorosos do que outros tipos de células, pois necessita de um meio de cultura 

mais especializado, com suprimento correto dos gases oxigênio e gás carbônico, 

confluências de células não muito altas, cuidados com o estresse mecânico e 

principalmente cuidados com a contaminação por fungos e/ou bactérias. 

Tradicionalmente, essas células são cultivadas em meios de culturas 

suplementados com derivados humanos ou animais, de forma a aumentar a 

viabilidade e produtividade (BIAGGIO, 2014), sendo o meio mais utilizado o RPMI 

1640 (Calbiochem, USA), que consiste em uma mistura de sais enriquecidos com 

aminoácidos, vitaminas e outros componentes essenciais para o crescimento 

celular, agindo, dessa forma, como uma solução nutritiva para as células. 

As células cultivadas podem apresentar dois aspectos distintos, isto é, 

podem ser aderentes ou não aderentes, o que significa dizer que algumas células 

poderão se ligar ao fundo da garrafa de cultura enquanto outras ficarão em 

suspensão no meio (MOLINARO et.al, 2010). 

As células em cultura possuem, inicialmente, características semelhantes 

aos seus tecidos de origem; assim, células provenientes de tecidos epiteliais terão 

uma maior dependência de interação célula – célula, enquanto células 

hematopoiéticas, como a linhagem Jurkat, não necessitam de nenhuma interação 

(MOLINARO et.al, 2010). 

 

1.3  HEK293: uma célula com características endoteliais: 

 

A linhagem celular HEK 293 (Human Embryonic Kidney 293 cells), foi 

desenvolvida em 1973 a partir da exposição da cultura de células primárias de rim 

embrionário humano ao DNA de adenovírus tipo 5 (AD5) e a partir disto foram 

selecionadas as células mais resistentes (Graham et al., 1977). Esta linhagem 

celular possui fácil cultivo e tem sido amplamente utilizada como ferramenta de 

expressão para proteínas recombinantes (THOMAS & SMART, 2005; SUN et. 

al.,2006; ADAM et. al., 2008; BACKLIWAL et. al., 2008; LOIGNON et. al.,2008; 

WAJIH et. al., 2008; SONG et. al. 2011; SWIECH et. al., 2011; DUMONT et. al., 

2012; FISCHER et. al., 2012). Um importante fator para sua grande aplicação em 



17 

 

pesquisas, é a facilidade de serem manipuladas geneticamente e a capacidade 

desta linhagem de crescer facilmente em meios de cultivo disponíveis no mercado. 

 

Quanto a sua real identidade celular, existem controvérsias, pois a partir de 

marcadores moleculares alguns autores as citam como células endoteliais e outros 

como células precursoras neuronais, conforme é representado no estudo de 

Schmidt e colaboradores (2001).
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2 JUSTIFICATIVA 
 

Tendo em vista que a expressão aumentada das moléculas de adesão 

possui um papel crítico na patogenicidade de diversas doenças, o desenvolvimento 

de novos modelos de interação celular de fáceis cultivos e manipulação genética 

se faz necessário. E o que a linhagem endotelial HEK 293 oferece, são justamente 

essas características. Porém também é importante encontrar concentrações ideais 

dessas células, que embora sejam aderentes, se soltam facilmente da placa que 

estão fixadas, e é preciso manter essa aderência, para ensaios de interação célula-

célula. Embora existam modelos de interação entre célula epitelial e célula 

hematopoiética, esses processos geralmente são induzidos a interagirem entre si, 

portanto se faz necessário o desenvolvimento de um modelo em que essa dinâmica 

ocorra naturalmente, simplificando assim, muitos experimentos voltados a estes 

estudos. 
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3 OBJETIVOS 

 
 

3.1 Objetivo Geral: 
 

Estabelecer um novo modelo de estudo para interação célula epitelial e 

célula hematopoiética, utilizando a linhagem de células HEK 293. 

 
 

3.2 Objetivos específicos: 
 

 Definir a melhor concentração das células HEK 293, para manutenção da 

aderência;


 Identificar a melhor marcação celular, testando diferentes concentrações de 

rodamina B e carboxifluoresceína nas linhagens celulares; 


 Avaliar a interação celular entre Jurkat e HEK 293. 
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4 MATERIAIS E MÉTODOS 
 
4.1 Teste das condições de cultura da linhagem HEK 293:  
 

As células de rim embrionário humano (HEK 293) foram cultivadas em meio 

RPMI 1640 (Calbiochem, USA), suplementado com 10% de soro fetal bovino 

(Invitrogen, Brasil), 100 µg /mL de penicilina e 100 µg/mL de estreptomicina 

(Invitrogen) e mantidas em estufa a 37°C em atmosfera umidificada contendo 5 % 

de CO2. O meio de cultura foi trocado a cada 2-3 dias. 

Quando as células atingiram aproximadamente 80% de confluência na 

garrafa de cultivo, elas foram transferidas para duas placas de cultura de 24 poços, 

utilizando 1mL por poço, nas concentrações de 5x103, 5x104 e 5x105 células/mL. 

Uma placa foi usada para análise no período de 24 horas (placa 1) e outra para o 

período de 48 horas (placa 2). 

Após as 24 horas, a placa 1 foi retirada da estufa e agitada levemente em 

orientação orbital e cada poço da placa foi lavado 2x com 1mL de HBSS (solução 

salina equilibrada de Hanks), com o auxílio de uma micropipeta P1000, para a 

remoção das células não aderentes na placa, e acrescentado 1mL de meio RPMI 

completo após as lavagens. O mesmo procedimento foi realizado na placa 2 após 

o período de 48 horas de cultura. 

 

4.2 Teste de coloração das linhagens: 
 

As células das linhagens celulares Jurkat e HEK 293, foram cultivadas como 

descrito anteriormente e depois de atingirem aproximadamente 80% de 

confluência,1mL foi transferido para placas de cultura de 24 poços, na concentração 

inicial de 1x105 células/mL de ambas linhagens, e submetidas a incubação a 37°C 

na estufa por 24 horas antes dos tratamentos. Todas as análises foram feitas em 

triplicatas. 

Foram utilizados dois tipos de corantes, nos dois tipos celulares, a rodamina 

B (Synth, Brasil), que emite cor vermelha quando excitada com verde, nas 

concentrações finais de 10µM a 40µM e a carboxifluoresceína (Sigma, USA), que 

emite cor verde quando excitada com azul, nas concentrações finais de 500nM a 

2µM.  
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A rodamina B é um composto químico fluorescente que possui cor vermelha 

e é usada extensivamente em aplicações de biotecnologia, como microscopia de 

fluorescência, citometria de fluxo, espectroscopia de correlação de fluorescência e 

ELISA (BAKER, 1996). 

A carboxifluoresceína ou diacetato de 5-carboxifluoresceína, é uma molécula 

não fluorescente que é clivada por esterases intracelulares, dando assim um 

produto fluorescente verde. É extensamente utilizado para a coloração de células 

auxiliando na diferenciação de células vivas e mortas. Ajuda também no 

monitoramento da integridade da membrana (GERBER et.al, 2013). 

Após a aplicação dos corantes em cada um dos poços, as células, foram 

incubadas durante 20 minutos com a placa protegida da luz. Logo após esse 

período, as células passaram por duas lavagens com HBSS. 

 A lavagem da linhagem endotelial ocorreu na própria placa, uma vez que as 

células são aderentes, apenas retira-se o meio anterior e acrescenta o HBSS 

cuidadosamente pelas bordas dos poços, para não desprender as células que 

estão fixadas no fundo da placa. Após as lavagens, é acrescentado em cada poço 

1mL de meio RPMI 1640 completo. 

Na linhagem linfocítica, a lavagem se dá por centrifugação, na qual as células 

são transferidas para microtubos de 1,5mL e centrifugados a 4000 rpm por 5 

minutos. Descarta-se o sobrenadante e acrescenta 1 mL de HBSS em cada um dos 

microtubos, dissociando o pellet, e estes são novamente centrifugados nas mesmas 

condições. Em seguida, o sobrenadante é descartado, e o pellet dissociado com 1 

mL meio RPMI 1640 completo. Cada suspensão celular é transferida para os poços 

em que estavam anteriormente na placa, para as análises de microscopia de 

fluorescência. 

 

   4.3 Ensaio de interação célula-célula: 
 
As linhagens celulares HEK 293 e Jurkat, que se desenvolviam na estufa em 

meio completo, foram transferidas para placas de 24 poços 1 dia antes do ensaio 

de interação. A linhagem endotelial foi plaqueada em diferentes concentrações de 

5x104, 1x105 e 2x105 células/mL, enquanto que para linhagem linfocítica a 

concentração utilizada foi única, de 1x105 células/mL. A placa foi mantida 24 horas 

na estufa a 37 ºC, desenvolvendo-se em meio completo durante este período. 
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O experimento foi realizado todo em triplicata na placa. O exemplo da 

organização é demonstrado na figura 1, onde nos seis últimos poços (destacados 

na figura), não foram realizados ensaios de interação entre ambas, sendo estes 

nossos controles negativo. 

 
Figura 1: Placa de 24 poços com as respectivas concentrações celulares por poço. 

 

 
 

 
Após 24 horas, a placa foi retirada da estufa e agitada levemente em sentido 

orbital. Nos poços com células HEK 293, o meio foi removido e adicionado 

cuidadosamente meio novo. 
 

Posteriormente, as células Jurkat’s foram marcadas com carboxifluoresceína 

(na concentração de 500nM) e as células HEK 293 com rodamina B (na 

concentração de 40µM). 
 

Depois das células serem lavadas, foi adicionado 1mL meio RPMI 1640 

completo ao pellet das células Jurkat’s, e essa suspensão celular, foi adicionada 

em cada um dos poços contendo células HEK 293 para interação, exceto nos poços 

do controle negativo. 
 

Para as linhagens interagirem, foram incubadas durante 30 minutos com a 

placa na estufa a 37 °C, após esse tempo, foram realizadas 3 lavagens com HBSS 

em todos os poços, com ou sem interação, para a padronização do protocolo. 

 

4.4 Visualização em microscopia de fluorescência: 
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As análises de fluorescência, foram realizadas em microscópio invertido de 

fluorescência Olympus® IX71. A carboxifluoresceína foi detectada usando um filtro 

band-pass que excita em azul para observar fluorescência verde, e a rodamina B 

foi observada usando filtro band-pass que excita com luz verde para observar 

fluorescência vermelha. Para a obtenção e processamento das fotografias, foi 

utilizado o software Q-capture-Pro (QImaging FireWire ™). As imagens com luz 

brancas foram capturadas em aproximadamente 25 ms e as fluorescentes em 

aproximadamente 500-600 ms.
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5. RESULTADOS E DISCUSSÃO 
 

5.1 Determinação da concentração e tempo ideal para a cultura das células HEK: 

Para o estabelecimento das concentrações ideais de células HEK 293, no 

ensaio de interação, foram testadas diferentes concentrações celulares iniciais e 

tempos de cultura. 
 

A primeira lavagem realizada após retirar a placa da estufa é indispensável, 

pois com essa técnica, remove-se as células que não se aderiram à placa, 

selecionando assim, apenas as células HEK 293 aderidas, não interferindo dessa 

forma no procedimento de adesão célula-célula. 
 

Na placa de 24 horas (placa 1), a maior concentração utilizada 5x105 

células/mL, resultou em um confluência celular muito alta, pois inúmeros tapetes 

celulares se soltaram do fundo dos poços (Figura 2), se tornando dessa forma uma 

concentração inadequada para os testes de interação, uma vez que quando 

houvesse a adesão célula-célula se perderia a interação durante o processo das 

lavagens dos poços. 

 

Figura 2: Microfotografia de células HEK 293, mostrando o conjunto de células que se 
soltaram (destacado no círculo) durante a lavagem do poço, devido à alta confluência 

celular. Objetiva de 4X 
 

 
 
 

Na menor concentração utilizada de 5x103células/mL, havia uma confluência 

muito baixa, mostrando ser uma concentração insuficiente para o experimento de 

adesão celular. 
 

A concentração inicial escolhida nesse experimento, foi a de 5x104 

células/mL, em 24 horas, tendo em vista que possuía uma confluência suficiente, 

para os testes posteriores de interação pois manteve uma boa aderência das 

células na placa (Figura 3). 
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Figura 3: Microfotografia da concentração inicial de 5x104 células/mL de células HEK 293 em 
24 horas. Objetiva de 10x. 

 

 
 

O período de 48 horas foi inviável nessas concentrações utilizadas, tendo em 

vista que, na maioria dos poços, as células se desprenderam da placa durante as 

lavagens (Figura 4), exceto na menor concentração, que ainda assim possuía uma 

confluência insuficiente. 

 
Figura 4: Microfotografia da concentração inicial de 5x105 células/mL de HEK 293 em 48 

horas 
Objetiva de 4x. 

 

 
 

De acordo com os resultados, foi estabelecido que a concentração ideal foi a 

de 5x104 células/mL em 24 horas, pois nesta confluência as células não se soltam da 

placa, formando um tapete de adesão necessário para os testes de interação célula-

célula. 

 

5.2 Teste dos corantes: 

A coloração das células foi fundamental para a diferenciação das linhagens 

na avaliação da interação entre as células. Os corantes escolhidos neste 

experimento foram a rodamina B e a carboxifluoresceína, uma vez que são corantes 

de baixo custo e frequentemente utilizados em marcações celulares. 
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Esses dois tipos de corantes possuem comprimento de emissão da luz 

diferentes e não sobrepostos, como podemos observar nas figuras 5 e 6. A rodamina 

B possui uma fluorescência de 542-554 nm e a carboxifluoresceína de 492-517 nm. 

 

Figura 5: Microfotografia da linhagem HEK 293 corada com rodamina b em diferentes 
exposições de luz (A = luz branca; B= excitação com luz verde para emissão da 

fluorescência vermelha; C= excitação com luz azul para emissão da fluorescência verde) 
Objetiva de 10X. 

 

 

Figura 6: Microfotografia da linhagem Jurkat corada com carboxifluoresceína em diferentes 
exposições de luz (A = luz branca; B= excitação com luz azul para emissão da fluorescência 

verde; C= excitação com luz verde para emissão da fluorescência vermelha) 
Objetiva de 10X 

 

 

 

Para determinar as melhores concentrações e com qual corante marcar cada 

células, inicialmente marcamos as células HEK 293 com rodamina B nas 

concentrações finais de 10µM, 20µM e 40µM. Como observado na Figura 7 a 

marcação foi fraca e optou-se pela maior concentração. No caso da marcação com 

carboxifluoresceina a menor concentração (500nM) já demonstrou ser suficiente para 

sua observação (Figura 8). 

 

 

 

C 

C B 

B 

A 

A 
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Figura 7: Microfotografia de fluorescência das células HEK 293 corada com diferentes 
concentrações de rodamina B (A= 10µM, B= 20µM e C=40µM) 

Objetiva de 10X 
 

 
 

 
Figura 8: Microfotografia de fluorescência de HEK 293 coradas com diferentes 

concentrações de carboxifluoresceína (A= 500nM, B= 1µM e C=2µM)   
Objetiva de 10X 

 

  
 
 

Para as células Jurkat, foram usadas as mesmas concentrações que as 

utilizadas na marcação das células HEK 293. Como observado na Figura 9, as células 

Jurkat obtiveram uma marcação muito fraca com a rodamina B. Contudo, apresentam 

alto contraste quando coradas com carboxifluoresceina (Figura 10) desde a menor 

concentração empregada (500nM). Portanto, as marcações escolhidas para os 

experimentos foi a carboxifluoresceína (500nM) para as Jurkat, e a rodamina B (40µM) 

para as células HEK 293. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

A B C 

A B C 
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Figura 9: Microfotografia de fluorescência de diferentes concentrações de rodamina B 
utilizada na linhagem celular Jurkat (A= 10µM, B= 20µM e C=40µM) 

Objetiva de 10X 

 

 
 
 
 

Figura 10: Microfotografia de fluorescência de diferentes concentrações de 
carboxifluoresceína utilizada na linhagem celular Jurkat (A= 500nM, B= 1µM e C=2µM). 

Objetiva de 10X 
 

 
 

 
5.3 Interações entre célula endotelial e célula hematopoiética sem indução. 
 

As análises das interações, se deram por meio de microscopia de fluorescência, um 

método que possui uma alta sensibilidade e alta especificidade, permitindo determinar 

a distribuição celular, a quantidade de células e a diferenciação das linhagens nos 

poços, uma vez que os corantes utilizados possuem emissões de fluorescência 

distintas e não se misturam numa mesma célula. 
 

A quantidade dos corantes utilizados, rodamina B e carboxifluoresceína nas 

concentrações já descritas anteriormente, se mostrou eficaz nas marcações, 

permitindo uma boa visualização dessa interação, como pode ser observado nas 

figuras 11, 12 e 13: nos locais onde encontram-se as células HEK 293 marcadas em 

vermelho, existem células Jurkat aderidas (em verde). Por outro lado, nos espaços 

vazios, onde não há célula HEK 293, dificilmente se encontram células da linhagem 

linfocítica, demonstrando que realmente existe uma interação célula-célula e que a 

A B C 
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maioria das células Jurkat são lavadas, pois não interagindo com as células 

aderentes, não permanecem nos poços. 
 

Quanto às concentrações da linhagem endotelial, estas se mostraram suficientes, 

pois houve formação de tapetes celulares, sem que as células se soltassem da placa, 

possibilitando assim uma interação célula-célula mais eficiente.
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Figura 11: Microfotografia de fluorescência de HEK 293 na concentração de 5x104 

células/mL interagindo com as células Jurkat - A-Imagem com luz branca, B-imagem das 
células HEK293 marcadas com rodamina b, C- células Jurkat marcadas com 
carboxifluoresceina e D, sobreposição das imagens B e C. Objetiva de 10X. 

 
 

Figura 12: Microfotografia de fluorescência de HEK 293 na concentração de 
1x105células/mL, interagindo com as células Jurkat - A-Imagem com luz branca, B-imagem 

das células HEK293 marcadas com rodamina b, C- células Jurkat marcadas com 
carboxifluoresceina e D, sobreposição das imagens B e C. Objetiva de 10X 
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Figura 13: Microfotografia de fluorescência de HEK 293 na concentração de 
2x105células/mL, interagindo com as células Jurkat - A-Imagem com luz branca, B-imagem 

das células HEK293 marcadas com rodamina b, C- células Jurkat marcadas com 
carboxifluoresceina e D, merge das imagens B e C. Objetiva de 10X 
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6 CONSIDERAÇÕES FINAIS 
 

A linhagem endotelial HEK 293, apesar de ser aderente e de extensivo uso 

em aplicações biotecnológicas, possui o inconveniente de se soltar da placa 

facilmente e, por esse motivo, mais experimentos deverão ser desenvolvidos para 

se estabelecer um protocolo que seja capaz de otimizar sua fixação na placa.  

Uma das formas pode ser feita por meio de tratamentos da própria placa, ou 

por adição de compostos químicos no meio de cultivo, pois estudos demonstraram 

que, em quantidades crescentes de soro fetal bovino (SFB) por exemplo, a 

aderência das células HEK 293 na placa aumentava (BIAGGIO, 2014). Porém, deve 

ser estudado também como estes componentes extras se comportam no processo 

da interação célula-célula. 
 

A escolha dos corantes e as quantidades das concentrações dos mesmos, 

propostas neste trabalho, se mostraram eficazes para uma boa marcação celular. 

Contudo, para uma melhor análise dos resultados, poderia se utilizar a 

espectrofluorimetria para auxiliar na quantificação da interação célula-célula e 

poder realizar análises estatísticas que nos permitam testar agentes que interfiram 

neste tipo de interação célula-célula.
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