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RESUMO - A insuficiéncia cardiaca é uma das doengas mais deletérias no mundo ocidental. Muitas pesquisas
foram desenvolvidas com o intuito de promover novos e mais eficientes abordagens terapéuticas para a doenga.
Estas novas propostas terapeuticas tem énfase nas origens dos processos patoldgicos e no re-estabelecimento da
funcionalidade, tal como nos transplantes de células lisas ou estriadas musculares, de cardiomidcitos fetais e
adultos no tecido cardiaco fibrosado. Neste estudo, protocolos desenvolvidos e testados em ratos e camundongos
e previamente publicados foram adaptados para cardiomidcitos suinos, objetivando estabelecer um protocolo
para cultivo de cardiomidcitos em suinos. Trés protocolos foram testados (A- digestdo enzimatica em coragdo de
adulto, B- digestdo enzimdtica em coracdo fetal e C- explante de coracdo adulto e fetal) e apenas um produziu
resultados confidveis (protocolo B) sugerindo a formacdo de fibras cardiacas, no entanto, faz-se necessiria
avaliac@o imunocitoquimica e andlises ultraestruturais para a confirmag@o da hipdtese.

Palavras-Chave: Cultivo celular, coracdo, cardiomidcitos suinos.

ABSTRACT - Cardiac insufficiency is one of the most harmful disease in the occidental world; A range of
researches have been developed in order to provide new and more efficient therapeutics for the disease. New
therapeutics purposes have been directed to the origin of the pathological process and aim to re-establish
functional physiology, as in transplants of cells like smooth or striated muscular cells, fetal or
adult cardiomyocytes into the fibroid myocardium. In this study, previous published protocols developed in rats
and mice were adapted for swine cardiomyocytes. The main goal was to stablish a viable protocol for swine
cardiomiocyte culture, and the establishment of an experimental model using swine. Three protocols were tested
(A - enzimatic digestion in adult heart; B- enzimatic digestion in fetal heart; C - explant of samples of adult and
fetal hearts. We observed that protocol B produced a reliable result suggesting cardiac fibre formation, although,
further immunecitochemistry and ultrastrucutural will be investigated to confirm the hypothesis.

Keywords: Cell culture, heart, swine cardiomyocites.

INTRODUCAO (Scorsin et al.,, 1996), doenca que mais mata no
mundo ocidental (Mummery et al., 2003; Lee et al.,
Os  cardiomidcitos sdo  células  altamente 2004).
diferenciadas e logo apds os primeiros anos de vida
param de se multiplicar, desta forma, o crescimento Para os mais diversos tipos de patologias cardiacas,
do coracdo € conseqiiéncia da hipertrofia e ndo da podemos elencar inimeras opgdes, que variam entre
hiperplasia celular. A morte dos cardiomidcitos, por administracio de medicamentos e procedimentos
exemplo, como conseqiiéncia de um infarto do cirdrgicos. No caso desta ultima alternativa, as
miocdrdio, faz uma fibrose tissular, que dependendo manobras oscilam desde as mais radicais como o
de sua extensdo pode levar a insuficiéncia cardiaca transplante cardfaco, o qual hd limitagdes como
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imunossupressdo e rejeicdo do 6rgdo transplantado
(Winitsky et al., 2005), e a modificacdo geométrica
do coragdo, até as menos invasivas como o implante
de marcapasso biventricular (Murry et al., 1996).

Entre as novas linhas de pesquisa que visam tratar a
insuficiéncia cardiaca; algumas se destacam por
atuar na origem do processo patolégico. Uma delas é
a administracdo dos fatores angiogénicos, com o
intuito de recuperar a vascularizagdo adequada,
melhorando a perfusdo miocdrdica Em seguida,
podemos citar o transplante de células musculares
estriadas esqueléticas e lisas, de cardiomidcitos
fetais e cardiomidcitos adultos no miocdrdio
fibrosado, com o objetivo de recuperar o seu carater
funcional. Estes tipos de procedimentos tem sido
realizados nos dltimos anos em diferentes modelos
experimentais e em diferentes centros de pesquisa no
mundo com o objetivo de determinar qual a célula
que apresenta mais vantagens na colonizag@o da drea
infartada (Sakai et al., 1999), atuando na forma de
reabilitagdo tecidual o que nos leva a pensar na
medicina regenerativa, a qual estd implicada a
orgdos considerados incapazes de desenvolver
quaisquer processos de regeneragdo, como cérebro,
medula espinhal e corag@o (Santos et al., 2004).

MATERIAL E METODOS

Todos os procedimentos foram de acordo com o
Comité de Bioética da Faculdade de Medicina
Veterinaria da Universidade de Sido Paulo, sob o
nimero 1010/2006.

Para o  desenvolvimento  desta  pesquisa
desenvolvemos diversos protocolos utilizando tanto
coracdo de suinos adultos quanto coracao fetal.

Digestao enzimatica

Para o cultivo dos cardiomidcitos adultos de suinos,
tivemos que submeter o tecido cardiaco ao processo
de digestdo enzimdtica, e para tanto testamos 2
protocolos com diferentes enzimas: Tripsina -
protocolo A e Colagenase tipo 2 associada a Elastase
Pancredtica — protocolo B.

Protocolo A - Este protocolo foi testado com tecido
cardiaco de suino adulto, com média de peso de 40
Kg, sauddvel, oriundo de uma granja da regido
proxima a cidade de Sdo Paulo (Ibitina), que
permaneceu alojado por um periodo mdximo de 3
dias, em baias apropriadas para a espécie,
pertencentes ao Departamento de Patologia (VPT)
da Faculdade de Medicina Veterindria da
Universidade de Sao Paulo - FMVZ-USP.
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O animal foi ortotanasiado e foram coletados
diversos fragmentos do coragdo, sendo estes
acondicionados em um tubo conico com DMEM.

Em fluxo laminar, foi retirado epicardio e
endocardio e os fragmentos foram cortados em tiras,
colocando-as submersas em tripsina. A solugdo
permaneceu sob agitacdo moderada a 37°C por 20
minutos, repetindo-se o procedimento 5 vezes. Ap6s
a dissociagdo, as amostras foram centrifugadas a
1200rpm por 10 minutos, a 37°C, os sedimentos
(pellets) foram resuspendidos em soro fetal bovino
(SFB) e submetidos a nova centrifugagdo. O pellet
resultante  foi  resuspendido em  DMEM
suplementado com 10% de soro fetal de cavalo, 5%
SFB, 1% gentamicina e 1% streptomicina. As células
foram incubadas em garrafas de cultura (25cm’”) por
2 horas para adesdo de fibroblastos. Apds esse
periodo, coletou-se o sobrenadante, sendo
acrescentado Ficoll-Paque™ e centrifugado por cinco
minutos, a 37°C, sob 1200rpm .

O pellet resultante foi ressuspendido em DMEM
(contendo 10% de soro fetal eqiiino, 5% de SFB, 1%
gentamicina e 1% estreptomicina) e centrifugado nas
mesmas condi¢des anteriores.

Realizamos a contagem celular e as células foram
plaqueadas em placas de 4 pogos nas concentragdes
de 1 X 10° e 5x 10° células/poco.

As placas foram mantidas em estufa com atmosfera
umida a 37 °C e 5% de gas carbonico (CO,). Apés
72 horas, o meio foi trocado por DMEM contendo
1% de gentamicina e 1% de streptomicina, sem soro.
As trocas de meio subseqiientes foram realizadas a
cada 48 horas.

Protocolo B - Este protocolo foi realizado com
coracdo fetal de suinos obtido do Frigorifico
Itapecerica S/A FISA.

Apos abertura asséptica do dtero, um total de 10
fetos com aproximadamente 2 meses de gestacdo foi
colocado em fluxo laminar para remog¢ao do coracao.
Em placa de Petri, separamos tecido adiposo e
atrios, lavando 2 vezes o material com S5Sml de
solu¢do Hank’s Balanced Salt Solution (HBSS) para
remogdo do sangue.

Em seguida o coracdo foi colocado em S5ml de
solugdo HBSS com Colagenase tipo II e Elastase
pancredtica sendo pré-incubado por 20 minutos a
37°C.

Ao término deste processo, o coracdo foi cortado em
pequenos pedacos, os quais foram colocados em uma
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nova solu¢do HBSS com Colagenase tipo II e
Elastase pancredtica e incubados por 2 horas a 37°C.
A cada 30 minutos, a solugcdo contendo os
fragmentos era pipetada para melhor
homogeneiza¢do das enzimas com os fragmentos
cardiacos.

Posteriormente, foi adicionado 1ml de soro fetal a
solucdo e centrifugamos por 7 minutos, a 1000rpm e
a temperatura ambiente. Descartado o sobrenadante,
o pellet foi resuspendido em 5ml de meio DMEM
suplementado com 10% de soro fetal bovino.

A solugdo contendo as células foi acondicionada em
garrafa de cultivo de 25cm” e mantida em estufa a
37°C com CO, a 5%. A cada 48 horas realizava-se a
troca parcial do meio da cultura.

Além dos protocolos de digestdo enzimdtica,
realizamos também protocolo de explante tanto de
coragdo adulto, quanto de corag@o fetal, constituindo
entdo, nosso protocolo C.

Protocolo C - Tanto o material obtido de coragao de
suino adulto quanto do coragdo de feto de suino foi
lavado 2 vezes com DMEM contendo 2% de
estreptomicina e posteriormente, cada material foi
fragmentado em placa de petri contendo DMEM.

Garrafas de cultivo de 25cm? foram preparadas com
fina camada de SFB para implantagdo dos
fragmentos cardiacos e encubadas por 48h a 37°C,
sendo adicionado a cada garrafa, 5Sml de DMEM
com SFB. A cada 48 horas realizava-se a troca
parcial do meio da cultura.

RESULTADOS E DISCUSSAO

O protocolo A forneceu células sem grandes

prolongamentos citoplasmdticos, sem morfologia
definida, havendo pequena proliferagdo das mesmas
no cultivo, levando a um resultado nada satisfatdrio.
Além disso, o tempo de cultivo foi de oito dias, pois
o crescimento celular ndo evoluiu e as células
acabaram morrendo, ndo formando nenhuma célula
com aspectos morfoldgicos que indicassem ser um
cardiomiécito (Figura 1 A e B). O insucesso no
cultivo de cardiomidcitos adultos pode-se dever ao
fato de se tratar de células altamente diferenciadas
que ndo podem sintetizar DNA rapidamente,
possuem sintese protéica lenta e sdo ditos como
células permanentes, ou seja, que ndo tém
capacidade de entrar novamente no ciclo celular
(Oliveri, 2000). Ou seja, possivelmente, as células
cardiacas adultas isoladas neste trabalho, ndo foram
em nimero suficiente para formar um cultivo que se
auto-perpetuasse, ja que, neste caso, a multiplicagdo
celular ndo ocorre.

Além disso, segundo Nadal-Ginard (2001)
cardiomidcitos adultos, quando cultivados in vitro,
tém menor capacidade de absorcdo de substancias
vitais para seu desenvolvimento, por se tratar de
células de metabolismo lento, o que justifica o fato
de nosso cultivo de cardiomidcitos suinos adultos,
ndo oferecer resultados satisfatrios, ja que se
tratavam de células maduras e de baixa capacidade
proliferativa.

Em contrapartida, segundo, Hagege et al. (2003), o
cultivo de células fetais permite obtengdo de
melhores resultados, pois estas células possuem alta
capacidade proliferativa in vitro e maior capacidade
adaptativa, permitindo que elas sejam multiplicadas
em quantidades suficientes para que se forme uma
estrutura tecidual. Desta forma, o Protocolo B
forneceu células com rdpida adesdo e expansdo
celular, quando comparado com o tecido adulto. A
partir do segundo dia de cultivo, as células passaram

;s L r, o N - e
Figura 1 - Fotomicrografias de cultivo de células cardiacas, utilizando-se o Protocolo A. Em (A)
elucidamos células em suspensdo com pequenas proje¢des citoplasmdticas (setas), em (B)
demonstramos a aderéncia e a expansdo celular. Barra = todas as fotos — 25um.
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a apresentar formato mais fusiforme, dispondo-se em
conglomerados e interagindo-se através de seus
citoplasmas. Nesta cultura foi possivel observar
grande quantidade de células de formato fusiforme,
com {ntimo contato citoplasmético, e em pleno
processo de multiplicagdo, sendo possivel observar
algumas células com nucleo central e mitético, tal
como descrito por Reinecke et al. (2004), que
descreve células de formato fusiforme, com nicleos
grandes e centrais e intera¢des citoplasmadticas, como
caracteristicas importantes do tecido cardiaco. A
partir do décimo quarto dia de cultivo, era possivel

observar células de formato fusiforme caracteristico,
que se dispunham na mesma direcédo, e se confluiam
em algumas regides, formando conglomerados
organizados e de intima relacdo citoplasmatica, o
que segundo Junqueira e Carneiro (2006), € uma
disposi¢do caracteristica do tecido muscular. No
décimo sexto, dia observou-se contatos
citoplasmaticos mais definidos, no qual duas ou mais
células possuifam a maior parte de sua extensdo
citoplasmdtica em contato com outra célula, fator
importante para a manuten¢do do metabolismo
celular e sobrevivéncia da cultura (Figura 2 A-F).

Figura 2 - Fotomicrografia de células cardfacas suinas fetais, utilizando-se o Protocolo B. Em (A) observa-se uma célula de
tipico formato fusiforme; em (B) observa-se a intima relagdo citoplasmatica (setas vermelhas) entre duas células de formato
fusiforme; em (C) observa-se observa-se a intima relagdo citoplasmatica das c€lulas fusiformes dispostas em um tnico
sentido; em (D) observa-se uma célula de formato fusiforme em processo mitético; em (E) e (F) observam-se células
fusiformes com intima relac@o citoplasmadtica (setas pretas). Barra = todas as fotos - 25um.
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Figura 3 - Fotomicrografia de células cardiacas suinas adultas e fetais obtidas utilizando-se o Protocolo C. Em (A) observa-
se células de formato fibroblastéide oriundas de tecido adulto, mais espacadas entre si (setas); em (B) observa-se a
confluéncia das células suinas adultas que se destacaram do fragmento; em (C) observa-se grande quantidade de céulas que
se destacaram do fragmento cardiaco fetal; em (D) observa-se células oriundas de tecido fetal,em formato fusiforme (setas
pretas) com intimas relagdes citoplasmaticas (setas vermelhas). Barra = A e B - 200um; C e D — 50pm.

Com rela¢do ao Protocolo C, foram obtidas grande
quantidade de células de formato fibroblastéide e
algumas de formato fusiforme, muito semelhantes as
obtidas no Protocolo B. A tnica diferenca entre o
tecido cardfaco adulto e o fetal é que no fragmento
cardiaco fetal, as células se desprenderam mais
rapidamente que no fragmento cardiaco adulto
(Figura 3 A-D).

A origem e estdgio evolutivo das células cardiacas
ndo sdo os unicos fatores determinantes do sucesso
no cultivo. Técnicas adequadas de processamento do
material também sdo de suma importincia. Uma
técnica ndo utilizada neste trabalho, mas que pode
ser adequada aos protocolos  bdsicos  ja
desenvolvidos e que inspiraram nosso estudo € a
preparacdo de uma superficie adequada das placas
que recebem as células para cultivo. As células
podem ser plaqueadas em superficies preparadas
com coldgeno (tipo I e II), fibronectina, laminina,
gelatina ou pronectina (Wagner et al., 1998). Nos
primeiros dias de cultivo, as células aderem a
superficie e expandem-se. A monocamada de
cardiomiécitos  formada  passa a  contrair
espontaneamnete em dois a trés dias. Vanwinkle et
al. (1996) descreveram  um  interessante
procedimento de cultivo de cardiomidcitos de ratos,
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com a formacdo de uma matriz extracelular natural,
o cardiogel, que é sintetizado pelos fibroblastos
cardiacos. Esta matriz contem laminina, fibronectina,
colageno tipo I e II e proteoglicanos, que contribuem
imensamente para a matriz extracelular no coracio.
O cardiogel propicia aderéncia mais rdpida dos
cardiomidcitos, diferenciacdo do citoesqueleto e
miofibrilas mais rapidamente e maior
desenvolvimento das células. A mesma caracteristica
do cardiogel foi verificada por Bick et al. (1998) que
publicou um estudo comparando as propriedades da
laminina e fibronectina com as propriedades do
cardiogel, sendo que a laminina apresenta-se como a
matriz menos efetiva no cultivo de cardiomidcitos
neonatais, mas € amplamente usada, enquanto que o
cardiogel é a matriz mais adequada, porém seu
dificil manuseio limita seu uso (Chlopcikova et al.,
2001).

CONCLUSAO

Apesar de utilizarmos protocolos bdsicos de cultivo
de cardiomidcitos, testados em ratos e camundongos,
concluimos inicialmente que, para cultivo de
cardiomidcitos de suinos, o protocolo B foi o que
melhor respondeu a proliferagdo celular, porém,
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compreendemos, que apesar dos  aspectos
morfolégicos da cultura tecidual cardiaca de suinos
sugerir a producdo de cardiomidcitos, faz-se
necessaria a futura confirmagdo através de analise
ultraestrutural e ensaios imunocitoquimicos.
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