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Implementacgéo de cultura celular de cardiomidcitos neonatais
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Introdugdo: A cultura celular tem sido rotineira e extensivamente utilizada para os estudos na area da fisiologia e bioquimica
celular. Na area da cardiologia, ela esta entre um dos modelos experimentais mais utilizados, permitindo aos pesquisadores
estudar e compreender caracteristicas morfolégicas, bioquimicas e eletrofisiolégicas do coracdo. Embora linhagens celulares
cardiacas imortalizadas ja estejam comercialmente disponiveis, culturas primarias sdo mais relevantes do ponto de vista estrutural
e funcional. Este estudo prop8e o estabelecimento da cultura de cardiomidcitos a partir de ratos neonatos, com vista a fornecer
uma metodologia para o estudo da fisiopatologia e bioquimica do cardiomidcito, somando conteldo aos dados in vivo ja
produzidos. Métodos: Os cora¢des dos neonatos de 2 dias foram retirados apos eutanasia por decapitacdo e transferidos para
meio livre de célcio e magnésio, em gelo. Depois disso, vasos e tecidos indesejados foram retirados, lavados, cortados em
pequenos pedacos e deixados com tripsina (50ug/mL) overnight 4°C. No segundo dia, o tecido digerido passou por uma nova
digestdo com colagenase (94 unidades/mL) em agitacdo a 190 rpm a 37°C. As células geradas foram plaqueadas por 1 h, para
aderéncia dos fibroblastos, e o sobrenadante com os cardiomidcitos foi coletado. As células foram contadas e a viabilidade
checada pela técnica azul de tripan em camara de Neubauer, sendo semeadas em placas cobertas com gelatina, com densidade
de 1x10°/mL. Resultados: Foram realizadas trés culturas celulares com um rendimento médio de 15x10 células. Uma andlise
morfofuncional por microscopia foi feita para comprovacéo dos tipos celulares, e pdde-se visualizar a morfologia caracteristica das
estrias dos cardiomidcitos com contracdes espontaneas. A suspensao celular foi analisada por citometria de fluxo, se obtendo
assim duas populagfes celulares principais. Por tamanho e complexidade celular é possivel inferir que a maior se trata dos
cardiomiécitos e a segunda, seriam fibroblastos cardiacos. Porém, a imunofenotipagem utilizando anticorpo especifico para
cardiomiécitos é necessaria para estimar a pureza da cultura celular. Perspectivas: A confirmagdo da pureza das préximas
culturas se dara por meio de imunofenotipagem com citometria de fluxo, usando anticorpo primario especifico (anti-troponina T)
marcado com sonda fluorescente, juntamente com marcador de viabilidade celular. Projeto aprovado pelo GEUA HCPA. Palavras-
cchaves: Cultura celular, cardiomidcitos, citrometria de fluxo. Projeto 130445
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