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RESUMO: No Brasil, como em todo o mundo, as doengas cardiovasculares tém sido uma das principais causas
de morte. A alta mortalidade e as poucas alternativas terapéuticas para esta doenga t€m estimulado a investigacdo no
campo das células estaminais. Recentemente, alguns grupos t€ém mostrado a presenca de células-tronco/progenitoras
residentes no coracdo. Estas poderiam ser cultivadas diretamente a partir de tecidos cardiacos produzindo aglomerados
esféricos denominados Cardioesferas estas, contém células proliferativas que dao origem, apds o plaqueamento, a uma
populacio heterogénea denominada: células derivadas de cardioesferas (CDCs). O objetivo deste estudo foi isolar, cultivar
e caracterizar as CDCs de camundongos da linhagem CDI1. Para isto, as células primdrias foram isoladas a partir de
coracdes de camundongos adultos da linhagem CD1 apds a digestdo de pequenos fragmentos do 6rgdo em 420U/ml
utilizando colagenase tipo II por 20 minutos 37°C. Nas andlises por Citometria de Fluxo (FACS) foram observadas baixa
expressdo das moléculas de CD19 (0,4%), CD45 (0,5%) e CD90 (4,77%), e alta expressdao das moléculas CD73 (71,47%),
CD105 (25,1%), CD14 (25,17%). Nos ensaios de imunofluorescéncia foi possivel observar a expressdo das proteinas no
citoplasma dos cardiomidcitos: vimentina, desmina e alfa actina de mdusculo liso, além da expressdo do filamento
intermedidrio nestina. Ao analisar a expansio celular por population doubling time foi observado que as CDCs duplicaram
sua populagdo original em cerca de 1,8 dias. Estes resultados sugerem que as CDCs isoladas a partir de camundongos da
linhagem CD1, s@o células que apresentam caracteristicas de células mesenquimais, constituindo uma populagdo celular a
ser testada nos estudos em terapias celulares. Estes resultados, motiva a estabelecer protocolos mais efetivos a fim de
investigar possiveis efeitos pardcrinos benéficos, bem como o potencial angiogénico e cardiogénico destas células.
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INTRODUCAO Mais  recentemente, diversos  grupos

demonstraram, de forma independente, a presenca de

No Brasil, assim como no resto do mundo, as
doengas cardiovasculares (DCV) sdo importantes
causas de morte. Em 2007, por exemplo, ocorreram
308.466 oObitos em decorréncia de doencas do
aparelho circulatério. Além disso, as DCV sido
responsdveis pela alta frequéncia de internagdes,
ocasionando  elevados custos médicos e
socioecondmicos (SBC, 2010).

Apesar dos avangos notdveis no tratamento da
doenca coronariana, quase um ter¢o dos pacientes que
sobrevivem a um infarto do miocardio (IAM)
desenvolvem insuficiéncia cardiaca no prazo de cinco
anos (VELAGALETI, et al.; 2008). A alta mortalidade
e as poucas alternativas terapéuticas para esta doenga
tém levado a pesquisas com células progenitoras para
o coracdo, incluindo ensaios clinicos com células
derivadas da medula 6ssea (ASSMUS et al.; 2002;
SHACHINGER et al.; 2006).

células-tronco residentes no coracdo, que podem
gerar novos cardiomidcitos. Esta descoberta tem
despertado grande interesse visando futuras
aplicagdes clinicas. Entretanto, as células-tronco
cardiacas existem em pequenas quantidades in vivo e
seu isolamento e expansdo ex vivo constituem um
desafio para seu uso clinico (JOHNSTON et al;
2009).

Células-tronco derivadas de miiltiplas fontes
tém sido utilizadas na tentativa de se promover um
remodelamento cardiaco favordvel. As células
progenitoras residentes cardiacas sdo
particularmente promissoras, uma vez que apresenta
capacidade intrinseca de promover cardiogénese e
angiogénese, tanto através da regeneracdo direta do
tecido cardiaco quanto, indiretamente, através de
efeitos pardcrinos que permitem o recrutamento de
progenitores endégenos (LI et al.; 2010).
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Um dos grupos de progenitores cardiacos ja
isolados sdo as células derivadas de cardioesferas
(CDC). Estas sdo células que expressam marcadores
tipicamente mesenquimais € um grau varidvel de
marcadores de progenitoras. Estas células, quando
injetadas no coragdo, podem melhorar a fungdo
cardiaca e, se confirmado em estudos clinicos,
poderd constituir uma nova modalidade terapeutica
no tratamento das miocardiopatias em geral
(JOHNSTON et al.; 2009). O objetivo deste estudo
foi foi isolar, cultivar e caracterizar células derivadas
de cardioesferas de camundongos da linhagem CD1.

MATERIAL E METODOS

Neste estudo foram utilizados camundongos
da linhagem CD1 fornecidos pelo biotério local
vinculado ao Laboratério de Cardiologia Celular e
Molecular do Instituto de Biofisica Carlos Chagas
Filho da Universidade Federal do Rio de Janeiro.
Os animais foram mantidos em ambiente com
temperatura controlada entre 22°C e 24°C e ciclo
claro/escuro de 12 horas. Foram respeitadas as
normas recomendadas pelo Comité de Uso de
Animais do Instituto de Biofisica Carlos Chagas
Filho (Protocolo - IBCCF 006) e pelo Comité de
Etica Animal (CEUA) da Universidade Federal de
Uberlandia (Protocolo 24/2011).

Obtencio das células do tecido cardiaco
Camundongos da linhagem CD1 entre 8 e
12 semanas de vida foram utilizados para extragdo
das células do coragdo. Os animais foram
anestesiados com isoflurano (VET ONE, Boise,
Estados Unidos) e posteriormente sacrificados por
deslocamento cervical. O protocolo de isolamento
foi realizado como  descrito  previamente
(BELTRAMI et al; 2003) com algumas
modificacdes. Os coragdes foram retirados com
auxilio de pinga e tesoura e lavados com solucdo
tampdo de fosfato (PBS) para retirar o excesso de
sangue. Em seguida, 4trios e ventriculos foram
cortados em pequenos pedacos denominados
explantes, de aproximadamente 1 mm’. Estes foram
colocados em Erlenmeyers juntamente com uma
solugd@o contendo colagenase tipo II na concentragio
de 420U/ml (Worthington, Lakewood) em meio
HAM’s F12 (LGC Biotecnologia, Rio de janeiro).
Os Erlenmeyers foram vedados
cuidadosamente e submetidos a quatro ciclos de
cinco minutos cada de digestdo enzimatica a 37°C,
sob leve agitacdo. Ao fim de cada ciclo, a suspensdo
celular foi coletada e centrifugada a 300g durante 5
minutos a 4°C. O sedimento celular foi ressuspenso
em meio nutritivo para posterior plaqueamento bem
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como os explantes remanescentes do processo de
digestdo enzimadtica.

Obtencio das células aderentes e formacao das
cardiosferas

Apés a digestdo enzimdtica, os explantes
remanescentes e 0s sobrenadantes foram plaqueados
separadamente em placas de poliestireno de 100 mm
(Falcon 353003, Becton Dickson and Company),
contendo meio HAM’s F12 (®Gibco, Grand Island,
NY) acrescido de 10% de soro fetal bovino
(®Gibco, Grand Island, NY), 1% de penicilina e
estreptomicina (®Gibco, Grand Island, NY), 10
ng/ml de fator de crescimento de fibroblastos basico
(bFGF - ®Peprotech), 0,005 unidades/ml de
eritropoietina (®Sigma-Aldrich) e 10ng/ml de fator
inibitéro de leucemia (Recombinant murine LIF,
®Millipore). As células foram mantidas em estufa a
37°C com atmosfera imida em presenca de 5% de
CO,.

Ap6s trés dias, o meio de cultura foi trocado
parcialmente e as células ndo aderentes removidas
da cultura. Aproximadamente uma semana apds o
plaqueamento, as células comecaram a se
desprender dos explantes e aderir ao frasco de
cultura formando uma monocamada. Sobre as
células que formavam a monocamada migraram
espontaneamente pequenos grupos de células
arredondadas denominadas “phase-bright cells”
(células brilhantes). Nas placas onde foram
plaqueadas a suspensdo celular do sobrenadante,
uma populacio aderente também foi observada, bem
como as “phase-bright cells”.

Para a formagdo das cardioesferas,
primeiramente as “phase-bright cells” foram
coletadas cuidadosamente das placas de cultura
utilizando uma solu¢do tampdo de fosfato (PBS).
Em seguida, a suspensdo celular foi centrifugada a
300xg. O sobrenadante contendo PBS foi descartado
e o sedimento celular contendo as “phase-bright
cells” transferidos para placas de cultura de 35 mm
tratadas com Poly 2- hidrodyethylmethacrylate
(Poly-Hema-®Sigma) a fim de impedir a aderéncia
das células e possibilitar a formacdo das
cardioesferas.

Trés dias ap6s a formagdo das cardioesferas
na placa de cultura ndo aderente, as mesmas foram
transferidas para uma nova placa de cultura de
poliestireno de 100 mm onde permaneceram
aderidas e expandiram , formando as células
derivadas de cardioesferas (CDCs). A partir deste
ponto, o meio de cultura foi trocado a cada trés dias,
sendo realizada a passagem enzimdtica com tripsina
0,05% (®Sigma). Os resultados deste trabalho
foram obtidos entre a terceira e quarta passagens.
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Citometria de fluxo

A citometria de fluxo foi realizada para
caracterizar imunofenotipicamente a populacdo de
CDCs sendo incubadas com anticorpos especificos
da linhagem hematopoiética, mesenquimais e de
células progenitoras.

Para tanto, as células foram retiradas da
placa de cultura utilizando-se uma solucdo de
dissociacdo ndo enzimdtica (®Sigma) com o
objetivo de preservar suas moléculas de superficie.
A seguir, 10° CDCs foram incubadas por 30 minutos
a 4C na diluicio de 1:30 contendo os seguintes
anticorpos primdrios: anti-CD90 conjugado a
fluoresceina de isotiocianato (FITC), anti-CD73
conjugado a ficoeritrina (PE) para identificacdo de
células mesenquimais, anti-CD45 conjugado a
aloficocianina (APC Cy7), anti-CD19 conjugado a
FITC, anti-CD14 conjugado a PE para identifica¢dao
de células hematopoiéticas e anti-CD105 conjugado
a 4’-6-Diamidino-2-phenylindole (DAPI) para
identificacao de células progenitoras.

As amostras foram lavadas uma vez com
PBS e os dados foram adquiridos utilizando o
citbmetro de fluxo BD FACS ARIAIl (®BD
Biosciences, San Diego) e analisados através do
software FlowJo( ®BD Biosciences, San Diego). Os
anticorpos contra 0s mesmos isotipos associados a
cada molécula analisada foram utilizados nas
mesmas concentracdes de cada anticorpo especifico
analisado.

Caracterizacoes por Imunofluorescéncia

A expressdo de proteinas citoplasmaticas
foram estudadas por imunofluorescéncia. Para esse
ensaio, as CDCs foram cultivadas sobre laminulas
em placas de 24 pogos (®BD Falcon, San Diego). O
meio de cultura foi retirado e as células foram
lavadas uma vez com PBS e fixadas com
paraformaldeido a 4%. A seguir, elas foram
permeabilizadas com uma solucio de Triton X-100
0,01% e incubadas com uma solucdo de soro de
cabra a 10% em temperatura ambiente por 1 hora
para bloquear os sitios inespecificos.

Os anticorpos primdrios foram encubados
durante a noite (overnight) a 4°C em cdmara imida.
No dia seguinte, as placas foram lavadas trés vezes
com PBS e incubadas com o anticorpo secunddrio
conjugado a um fluorocromo por 1 hora em
temperatura ambiente, também em camara imida.

A marcacdo nuclear foi feita utilizando
DAPI durante 5 minutos e as laminulas foram
colocadas sobre as células em laminas utilizando
solucdo de Vectashield (®Vector Laboratories). As
proteinas estudadas foram: vimentina (1:100;
mouse-monoclonal, Sigma®), a actina de musculo
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liso  (1:200; mouse-monoclonal, = Abcam®),
desmina(1:200; mouse-monoclonal, ®Sigma) e
nestina (1:100; mouse-monoclonal, ® Abcam). A
presenca dessas proteinas foi verificada pela
observacdo da marcacdo em microscopio de
epifluorescéncia (®Zeiss Imager. M2) acoplado ao
sistema apotome.

Ensaio de population doubling time (PDT)

Foram cultivadas em placas de culturas 2x
10° CDCs que contém quadriculados com 4mm” de
drea em triplicata. A quantidade de células foi
somada de quatro quadrantes escolhidos
aleatoriamente, processo este realizado diariamente
até a cultura atingir um estigio de monocamada
confluente. Para assim se obter um gréifico com a
quantidade média de células por unidade de 4rea por
cada dia de experimento.

O tempo que a populacdo original levou
para dobrar sua quantidade (PDT) foi obtida pelo
calculo inverso do coeficiente angular da reta obtida
por meio da transformada deste grafico para escala
de log2.

RESULTADOS

Cultura de células do tecido cardiaco e formacao
das cardioesferas

A Figura 1 mostra campo representativo de
culturas de células derivadas dos explantes
cardiacos de camundongos da linhagem CDI1. Uma
semana apds plaquamento inicial, pequenas células
aderentes, com aspecto fibroblastéide, migram do
explante.

Aproximadamente dez dias apds o
plaqueamento inicial, pequenas células brilhantes,
as phase bright cells, sio observadas sobre a
monocamada aderente. Estas sdo coletadas para a
formacao das cardiosferas (Figura 2).

Com o intuito de formar as cardioesferas, tal
como descrito por Messina et al., (2004), as phase
bright cells foram coletadas e transferidas para
placas ndo aderentes. Aproximadamente trés dias
ap6s o plaqueamento, foi possivel observar os
aglomerados celulares ou cardioesferas (Figura 3).
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Figura 1. Aspecto morfolégico das células derivadas do tecido cardiaco. Pequenas células migram a partir de
explante cardiaco (*) uma semana apos plaqueamento. Imagem representativa registrada utilizando o
microscopio invertido Olympus modelo CKX41.

Figura 2. Aspecto morfolégico das Phase bright cells: Pequenas células brilhosas (setas em amarelo) sobre a
monocamada aderente 10 dias apds plaqueamento. Imagem representativa registrada utilizando o
microscopio invertido Olympus modelo CKX41.

Figura 3. Aspecto morfolégico das cardioesferas: apds trés dias de cultivo em placas de culturas de 35 mm
nao-aderentes, as “phase bright cells” formam aglomerados celulares denominados cardioesferas.
Imagem representativa registrada utilizando o microscépio invertido Olympus modelo CKX41.
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Obtencao das células derivadas das cardiosferas
(CDCs)

Dada a importincia da avaliacdo da
eficiéncia do método de isolamento e expansdo
direcionado para a linhagem estudada (DAVIS et
al., 2009), a préxima etapa do presente experimento
foi a obtengdo das células derivadas de cardioesferas
(CDCs).
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Ap6s a formagdo das cardioesferas (Figura
3), as mesmas foram transferidas para placas ndo
tratadas, para permitir a aderéncia celular. Trés dias
ap6s o plaqueamento, pequenas células aderentes
migram das cardioesferas dando origem as células
derivadas de cardioesferas (CDCs - Figura 4).

Figura 4. Aspecto morfolégico das células derivadas de cardioesferas (CDCs): trés dias ap6s plaqueamento das
cardioesferas em placas aderentes, células migram das cardiosferas dando origem as CDCs (seta em
amarelo). Imagem representativa registrada utilizando o microscépio invertido Olympus modelo

CKX41.

As células derivadas das cardioesferas
foram mantidas em cultura para expansdao. Todos os
ensaios para a caracterizacio foram realizados entre
a terceira e a quarta passagem.

Population DoublingTime

O ensaio population doubling time, foi
realizado para avaliar a taxa de duplicacdo da
populagado original. Foram analisadas trés amostras.
O population doubling time foi obtido ao calcular o
inverso do coeficiente angular da reta por meio da
transformacao deste grafico para escala de log2.

A quantidade de células observadas em
quatro quadrantes escolhidos aleatoriamente foi
contada diariamente. No sexto dia, quando a cultura
atingiu um estdgio de monocamada confluente, a
contagem foi finalizada. Campos representativos
relacionando os dias pds-plaqueamento com a
densidade celular observada estdo demonstrados na
Figura 5.

Concluida a contagem, obteve-se uma
quantidade média de células por unidade de 4rea,
durante cada dia do experimento. Os resultados

estio demostrados no grafico com curva
exponencial positiva (Figura 6). O tempo em que a
populagdo de células original levou para dobrar seu
tamanho (population doubling time) foi de 1,8 dias
(Figura 7).

Caracterizacao das CDCs por citometria de fluxo

Com o intuito de investigar e quantificar,
com precisdo, o percentual da expressdo de
moléculas  que  caracterizam as  células
mesenquimais, hematopoiéticas e progenitoras, trés
amostras diferentes de CDCs foram estudadas por
citometria de fluxo.

Nas amostras de CDCs analisadas,
observou-se baixa expressdo das moléculas CD19
(0,4%), CD45 (0,5%) e CD90 (4,77%) e uma
elevada expressdo das moléculas CD73 (71,47%).
As moléculas CD105 (25,1%) e CDI14 (25,17%)
também foram observadas nas CDCs. A viabilidade
celular foi de 98,5%. As moléculas de superficie
observadas nas CDCs estdo representadas na Figura
8.
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Figura 5. Campos representativos relacionando os dias p6s-plaqueamento com a densidade celular.
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Figura 6. Curva exponencial positiva representando a quantidade de CDCs contadas por mm” e relacionada aos
dias de ensaio do population doubling time.
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Figura 7. Tempo que a populacio de células levou para dobrar de tamanho (PDT) e obtido ao calcular o
inverso do coeficiente angular da reta por meio da transformacdo em escala de log2.

©
g

-}
<

N
<

Expressao de moléculas de superficie celular %
=
S
1

o
I

D

* o
N U3
S S o)

O K &
& & S

Marcadores de moléculas de superficie celular

Figura 8. Caracterizacdo por citometria de fluxo das células derivadas de cardioesferas (CDCs) de
camundongos da linhagem CD1. Comparagdo da expressdo das moléculas de superficie nas CDCs.

A Figura 9 mostra os dot plots
representativos de uma das amostras analisadas de
CDCs onde se pode observar a alta expressdo da
molécula CD73. Além disso, a expressdao de CD 90,
uma molécula amplamente observada em células
cardiacas murinas, teve uma baixa expressao nas
CDCs analisadas, possivelmente uma caracteristica
relacionada a linhagem de camundongos estudada,
CDl1

Caracterizacao por imunofluorescéncia

Para avaliar a presenca de proteinas
citoplasmaticas, as CDCs foram plaqueadas em
laminulas para os ensaios de imunofluorescéncia.

A expressdo das proteinas o-actina de
musculo liso (Figura 10) e desmina (Figura 11)
foram detectadas nas CDCs analisadas. Além disso,
a nestina, uma proteina citoplasmdtica conhecida
por ser um marcador especifico de células
progenitoras neurais, foi observada nas células
derivadas de cardioesferas de camundongos CDI1
(Figura 12). A presenga de vimentina (Figura 13)
também foi observada nas CDCs.
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Figura 9. Caracterizacdo por citometria de fluxo das células derivadas das cardioesferas (CDCs). Dot plots
representativos de uma das amostras analisadas mostrando a intensidade de fluorescéncia dos canais
associados a cada anticorpo e/ou isotipo, no eixo X, e da granulosidade (SSC) no eixo Y.
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Figura 10. Células derivadas de cardioesferas mostrando a expressao da proteina de filamento intermedidrio
tipo I1I a-actina de misculo liso. Imagem representativa adquirida utilizando microscépio de
epifluorescéncia (Zeiss Imager. M2) acoplado ao sistema apotome
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ALEXA 488,

Figura 11. Células derivadas de cardioesferas mostrando que expressas da proteina de filamento intermedidrio
tipo III desmina. Imagem representativa adquirida utilizando microscépio de epifluorescéncia
(®Zeiss Imager. M2) acoplado ao sistema apotome.
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Figura 12. Células derivadas de cardioesferas mostrando a expressao da proteina de filamento intermedidrio
tipo IV nestina, caracteristica de células progenitoras neurais. Imagem representativa adquirida
utilizando microscépio de epifluorescéncia (®Zeiss Imager. M2) acoplado ao sistema apotome.
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Figura 13. Células derivadas de cardioesferas mostrando que expressdo da proteina de filamento intermediério
tipo III vimentina. Imagem representativa adquirida utilizando microscépio de epifluorescéncia
(®Zeiss Imager. M2) acoplado ao sistema apotome.

DISCUSSAO

O modelo utilizado no presente estudo
permitiu o isolamento, cultivo e caracterizacdo das
CDCs. O isolamento de células derivadas de
cardioesferas (CDCs) a partir de coragdes de
camundongos da linhagem CD1 foi conseguido de
forma relativamente simples utilizando o método
previamente descrito.

Este processo de isolamento das CDCs foi
reproduzido utilizando as técnicas descritas na
literatura pelos grupos de: Davis et al. (2009);
Messina et al. (2004) e Smith et al. (2007).

Ao estudar a expressdo das moléculas de
superficie utilizando citometria de fluxo, a
viabilidade celular foi de 98,5% e evidenciou baixa
expressdo das moléculas hematopoiéticas CD19
(0,4%) e CD45 (0,5%) e aumento nas expressdes
das moléculas mesenquimais CD73 (71,47%) e
CDI105 (25,1%). Davis et al. (2009) também
encontraram este mesmo padrdo de expressdo, no
presente estudo obteve-se baixa expressdo das
moléculas CD90 de marcagdo mesenquimal. Este
resultado ndo era esperado, porém pode ser
justificado por ser uma especificidade da linhagem

murina estudada. Estas pequenas variacdes nas
expressoes moléculares também esta de acordo com
a literatura ja descrita (MARBAN et al., 2012).

No ensaio de imunofenotipagem, as
marcacdes citoplasmaticas tipicas de cardiomidcitos
foram observadas. As CDCs foram marcadas para
alfa actina de muisculo liso, nestina, vimentina e
desmina. Chan et al.,(2012) também encontraram
estas marcagdes em CDCs humanas, confimando
nossos resultados.

E por dltimo, o ensaio de quantificacdo da
expansdo celular o PDT, apds o plaqueamento de
2.10° células/ml e realizagdo de registro durante seis
dias, mostrou que as CDCs, originalmente
plaqueadas, necessitam de 1,8 dias para duplicar sua
populagdo inicial.

CONCLUSOES

A técnica de isolamento e cultivo foi
realizada de forma simples e eficaz, com boa
recuperacdo celular.

A caracterizagdo das células de coragdo
obtidas sugere que as CDCs isoladas a partir
camundongos da linhagem CDI1 apresentam, no
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momento da andlise realizada, um fendtipo
mesenquimal e seu potencial terapéutico no reparo
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ABSTRACT: In Brazil, as elsewhere in the world, cardiovascular diseases have been a major cause of death.
The high mortality and few therapeutic alternatives for this disease have stimulated research in the field of stem cells.
Recently, some groups have shown the presence of stem cells residents at heart. These could be grown directly from tissue
cardiac producing spherical agglomerates called cardiospheres these contains proliferating cells that give rise after plating,
a heterogeneous population named: cells derived from cardiospheres (CDC). Our goal in this study was to isolate and
characterize the cultivar CDC CD1 strain of mice. For this purpose, primary cells were isolated from hearts of adult mice
of the CD1 strain after digestion of the organ into small fragments using 420U/ml collagenase type II for 20 minutes 37 °
C. In analysis by Flow Cytometry (FACS) were observed low expression of CD19 molecules (0.4%), CD45 (0.5%) and
CD90 (4.77%), and high expression of the molecules CD73 (71.47%), CD105 (25.1%), CD14 (25.17%). In the
immunofluorescence assays was possible to observe the expression of the proteins in the cytoplasm of cardiomyocytes:
vimentin, desmin and smooth muscle alpha actin, and expression of the intermediate filament nestin. By analyzing the
cellular expansion team for Population doubling was observed that the original CDC doubled its population in about 1.8
days. These results suggest that CDCs isolated from CD1 mouse strain to be have characteristics of mesenchymal cells,
constituting a potential population studied in cellular therapies, motivating us to establish more effective protocols to
investigate possible beneficial paracrine effects and their angiogenic and cardiogenic potential.

KEYWORDS: CDCs. Cardiac stem cells. Characterization.
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