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Resumo

As células-tronco mesenquimais possuem potencial clinico para reparar danos ou tecidos em
diferentes patologias, incluindo defeitos osteocondrais, doencas cardiovasculares e doencas
neuroldgicas e hematopoiéticas. Porém, o cultivo celular prolongado pode induzir alteragdes
indesejadas neste potencial de reparo das células-tronco. O presente trabalho visa comparar
caracteristicas de células-tronco mesenquimais entre passagens iniciais e avancadas, tanto nas
células derivadas de tecido adiposo como nas de medula dssea. ASC foram isoladas a partir
de tecido adiposo inguinal de ratos e BMSC foram isoladas a partir do fémur de ratos. Ambas
as células foram caracterizadas de acordo com a diferenciacdo osteogénica, population
doubling time e capacidade de formacdo de colonia. A plasticidade osteogénica foi
mensurada por meio da quantificacdo de fosfatase alcalina. As células de medula 6ssea em
passagem inicial formam mais colbnias que as outras células em passagem avancada. O
potencial osteogénico é maior nas células de medula em passagens iniciais, efeito esse
detectado por aumento nos niveis de fosfatase alcalina. Quando analisamos as duas
populactes de células quanto a plasticidade osteogénica, fica claro que as células obtidas de
medula sdo as mais recomendadas para uso terapéutico em reparagdes ésseas. Por fim, as
células-tronco mesenquimais que sdo mantidas em cultura precisam ser monitoradas quanto
aos seus biomarcadores funcionais. Entre os biomarcadores ja conhecidos os que usamos
neste trabalho sdo Gtimas alternativas: proliferacdo celular, capacidade formadora de colénia
e plasticidade celular.
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INTRODUCAO

Célula-tronco é definida como um tipo celular que tem a capacidade Unica de
diferenciacdo em outros tipos celulares e autorrenovacdo por periodos indefinidos. Isso
remete ao fato de que elas podem ser expandidas in vitro e dados os sinais corretos de
inducdo, uma célula multipotente pode se diferenciar em varios tipos celulares
(JANUSCHKE; NATHKE, 2014).

Existem as células-tronco embrionarias (embryonic stem cell - ESC) que podem ser
isoladas a partir da massa interna do embrido durante o periodo de blastocisto. Alem da
pluripotencialidade, que é uma das principais caracteristicas desse tipo celular, as ESC podem
formar corpos embrioides, agregados celulares que contém as trés camadas germinativas
embrionarias enquanto em cultura, e podem formar teratomas in vivo (ITSKOVITZ-ELDOR
et al., 2000). As celulas-tronco multipotentes existem nos tecidos adultos. Essas células
foram primeiramente isoladas de medula déssea adulta e entdo foram identificadas em varios
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outros tecidos adultos. Dada sua importancia médica, a identificacdo de células-tronco adultas
tem evocado grande entusiasmo, porém elas estdo presentes em baixas proporc¢des nos tecidos
adultos (JIANG et al., 2002; DA SILVA MEIRELLES et al., 2006; MARKARIAN et al.,
2014).

A capacidade de isolar células-tronco de tecidos adultos foi primeiramente
demonstrada em estudos no final da década de 1960, quando células estromais osteogénicas
foram identificadas na medula 6ssea (FRIEDENSTEIN et al., 1968). Estudos subsequentes
demonstraram que essas células aderentes possuem capacidade de autorrenovacdo e Sao
capazes de formar células mesenquimais, tais como adipdcitos, osteoblastos, condroblastos e
miocitos (PITTENGER et al., 1999). Baseados nessas propriedades, essas células s&o
conhecidas como ceélulas-tronco mesenquimais (mesenchymal stem cell — MSC). As MSC
podem ser cultivadas in vitro por longos periodos e cultivo celular prolongado pode induzir
alteracdes indesejadas no potencial de reparo das células-tronco (RUBIO et al., 2005). Apesar
de conhecimentos ja adquiridos até 0 momento, ainda é necessario explorar mais 0s aspectos
das ceélulas-tronco mesenquimais mantidas em cultura por longos periodos. O presente
trabalho visa comparar caracteristicas de células-tronco mesenquimais de ratos entre
passagens iniciais e avancgadas, tanto para células derivadas de tecido adiposo (ASC) como
para células derivadas de medula 6ssea (BMSC).

METODOLOGIA

Animais: Foram utilizadas células de trés ratos fémeas da linhagem Lewis com
aproximadamente quatro semanas de idade. O uso dos animais foi aprovado pela Comisséo
de Etica da FEPPS (MEMO no. 02/201, 07 de agosto de 2013).

Isolamento e cultivo de rASCs e rBMSCs: As ASC foram isoladas a partir de tecido adiposo
inguinal conforme metodologia estabelecida anteriormente por nosso grupo (Meirelles e
Nardi, 2003). As BMSC foram isoladas a partir do fémur dos ratos de acordo com
procedimento descrito por Meirelles e Nardi (2003). As células foram expandidas em cultura
e denominadas células em passagens iniciais - Pl (passagem 6) e avancgadas -PA (passagem
40).

Diferenciacdo osteogénica: para inducdo da diferenciacdo as células ASC e BMSC foram
expostas a meio especifico durante 14 dias. O meio osteogénico foi composto de DMEM
suplementado com 15 mM HEPES, 10% SFB (Soro Fetal Bovino), 10® M dexametasona, 5
pg/mL acido ascorbico 2-fosfato e 10 mM glicerolfosfato. As celulas foram coradas com
Alizarin Red S durante 20 minutos para coloracdo da matriz resultante de clcio.

Population doubling time: O tempo de duplicacdo da populacdo celular (PDT — Population
Doubling Time) foi calculado no programa Cell calculator — doubling time, de acordo com a
seguinte formula: PDT= duracdo x log (2) / log (concentracdo final) — log (concentracdo
inicial).

Ensaio Clonogénico: As células foram plagueadas em uma densidade de 200 células/po¢o em
placas de 6 po¢os em triplicata. Apos 14 dias de incubacdo as células foram incubadas com
alcool metilico e coradas com Giemsa para contagem de col6nias em microscopio Optico
invertido. Foram consideradas col6nias grupamentos com mais de 50 células. O resultado do
potencial de formacéo de coldnias foi expresso pela porcentagem de col6nias formadas.
Fosfatase Alcalina: Apds 14 dias em meio indutor de diferenciacdo osteogénica, as culturas
foram lavadas com PBS e incubadas 2 h a 37 °C com 200 pL de substrato BCIP/NBT
(Invitrogen). Apos a incubacdo foram adicionados 200 pL de SDS/ 10% HCI e as células
ficaram a 37 °C por 16 horas em ambiente com 5 % de CO,. A densidade oOptica (optical
density - O.D.) foi determinada em leitor de multiplaca (Multiskan Ex original, Serial-RS-
232c) a 405 nm. Os resultados foram expressos = O.D. (células diferenciadas) — O.D.
(controles).



Analise estatistica: Os dados foram representados em média + desvio padrdo. A estatistica
entre os grupos que sofreram diferentes tratamentos foi feita usando Teste t de Student ou
ANOVA seguido de Teste de Tukey. Os resultados foram analisados e os graficos foram
gerados no programa GraphPad Prism 5 software (GraphPad Software Inc., San Diego, CA,
USA). Os valores foram considerados estatisticamente significantes para p<0,05.

RESULTADOS E DISCUSSAO

A cada repique as células foram contadas; com a obtengdo do ndmero de células
possibilitou-se o acompanhamento da cultura e informagdes do doubling population time
foram adquiridos (Figura 1a e b). Woodbury (2000) cultivou células do estroma de ratos
adultos e foram expandidas como células indiferenciadas em cultura durante mais de 20
passagens, indicando a sua capacidade proliferativa. As células cultivadas no nosso trabalho
permaneceram em cultura até a passagem 40. Nos dois tipos celulares aqui estudados, as
células em passagem avancada se dividiram em menos tempo (ASC -35 h e BMSC - 36 h)
guando comparadas com as células em passagem inicial (ASC - 47 h e BMSC - 44 h). Este
tempo é maior que o tempo de MSC derivada de polpa dentéria humana que proliferaram em
cerca de 21h em passagens baixas (KADAR et al., 2009).

Figura 1: Comparacdo do tempo de duplicacédo das células ASC e BMSC em
passagem inicial (PI) e passagem avancada (PA). a) ASC. b) BMSC. Tempo de duplicagéo
expresso em horas. * p <0.05, (n = 3).
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O potencial para formar coldnias € um aspecto importante e distingue as células-
tronco mesenquimais das outras células ja diferenciadas, a capacidade de fazer mitoses
simétricas (POCHAMPALLY, 2008). No nosso trabalho, aproximadamente 2,7 % das ASC e
BMSC em passagem inicial tiveram capacidade para formar col6nias e o mesmo foi
observado nas ASC em passagem avancada. J& as BMSC em passagem avancada tiveram
aumento significativo na porcentagem de células formadoras de colénias em 1,5 vezes (Figura
2a e b). Isso pode ter ocorrido devido a maior instabilidade gendmica apontada pelo aumento
de micronucleos observados nessas células em nosso trabalho.



Figura 2: Comparacdo do potencial de formacdo de colbnias entre passagem inicial
(PI) e passagem avangada (PA). Potencial de formagéo de coldnias expresso em porcentagem
de células capazes de formar col6nias. a) ASC. b) BMSC. **p <0.01,n=3.
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As ASC e BMSC apresentaram capacidade de diferenciacdo em linhagem osteogénica
verificada através de coloracdo vermelha da matriz, tal caracteristica é resultante do depoésito
de fosfato de célcio das células diferenciadas (Figura 3). Paralelamente a estes resultados
temos que BMSC de camundongos induzidas em meio osteogénico também demonstraram
capacidade de diferenciacdo reduzida das culturas avancadas (KRETLOW et al., 2008).

Figura 3. Fotos da diferenciacdo osteogénica de ASCs em passagens iniciais (p6) e
avancadas (p40) e BMSCs iniciais (p6) e avancadas (p40). (A) ASC avancada osteo; (B) ASC
avancada controle; (C) ASC inicial osteo; (D) ASC inicial controle; (E) BMSC avancada
osteo; (F) BMSC avangada controle; (G) BMSC inicial osteo; (H) BMSC inicial controle.
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Quando analisamos a atividade de ALP (Figura 4), os niveis de ALP foram mais altos
em BMSC em passagem inicial em relacdo a passagem avanc¢ada (p<0,001), enquanto que
ndo houve diferenga na atividade de ALP em ASC em diferentes passagens. Esses achados
reforcam o maior potencial osteogénico das BMSC em passagens iniciais e vao de acordo
com o proposto por Shiratsuki et al. (2015), que observaram que BMSC séo superiores.



Figura 4. Quantificacdo da analise indireta dos niveis de ALP em ASC e BMSC em
passagem inicial (P1) e avancada (PA). a) ASC e b) BMSC. P<0.05, (n=3).
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CONCLUSOES

As ASC em passagem avancada dividem mais rapidamente e para 0s outros aspectos
analisados ndo foi detectada diferenga. As BMSC em passagem avancada formam mais
colénias que BMSC em passagem inicial. O potencial osteogénico é maior nas BMSC em
passagens iniciais, efeito esse detectado por aumento nos niveis de fosfatase alcalina.
Portanto, tempos prolongados em cultura fazem com que as BMSC formem mais colénias,
com isso 0 seu potencial osteogénico diminui. Quando analisamos as duas células quanto a
plasticidade osteogénica, fica claro que as BMSC sdo as mais recomendadas para uso
terapéutico em reparacdes 6sseas. Por fim, as células-tronco mesenquimais que sdo mantidas
em cultura precisam ser monitoradas quanto aos seus biomarcadores funcionais. Entre 0s
biomarcadores ja conhecidos, os que usamos neste trabalho sdo alternativas viaveis e
indicadas: proliferacdo celular, capacidade formadora de col6nia e plasticidade celular.
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