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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 no potencial de diferenciacdo celular das células-tronco. O presente trabalho visa
comparar a plasticidade osteogénica de células-tronco mesenquimais entre passagens iniciais
e avancadas, tanto nas células derivadas de tecido adiposo como nas de medula 6ssea. ASC
foram isoladas a partir de tecido adiposo inguinal de ratos e BMSC foram isoladas a partir do
fémur de ratos. A plasticidade osteogénica foi mensurada por meio da quantificacdo de matriz
de calcio corada com alizarina. O potencial osteogénico é maior nas BMSC em passagens
iniciais, efeito esse detectado por aumento nos niveis de mineralizacdo. Quando analisamos as
duas populacdes de células quanto a plasticidade osteogénica, fica claro que as células obtidas
de medula sdo as mais recomendadas para uso terapéutico em reparagdes 0sseas. Por fim, as
BMSC em passagens iniciais possuem potencial osteogénico mais alto sendo as mais
indicadas entre as células analisadas para uso terapéutico.
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INTRODUCAO

As células-tronco sdo tipos celulares com capacidade Unica de diferenciacdo em outros
tipos celulares e autorrenovacgdo por periodos indefinidos. Isso remete ao fato de que elas
podem ser expandidas in vitro e dados os sinais corretos de indu¢do, uma célula multipotente
pode se diferenciar em vérios tipos celulares (JANUSCHKE e NATHKE, 2014).

As células-tronco embrionarias (embryonic stem cell - ESC) que podem ser isoladas a
partir da massa interna do embrido durante o periodo de blastocisto. Além 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. As células-tronco
multipotentes, dos tecidos adultos, foram primeiramente isoladas de medula dssea adulta e
entdo foram identificadas em varios outros tecidos adultos (JIANG et al., 2002; DA SILVA
MEIRELLES et al., 2006; MARKARIAN et al., 2014).

Os conhecimentos adquiridos até o momento demonstraram que essas células
aderentes possuem capacidade de autorrenovacdo e séo capazes de formar células de origem
mesenguimal, tais como adipécitos, osteoblastos, condroblastos e midcitos. Estas células sdo
conhecidas como células-tronco mesenquimais (mesenchymal stem cell — MSC). As MSC
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podem ser cultivadas in vitro por longos periodos e cultivo celular prolongado pode induzir
alteracOes indesejadas na sua plasticidade. Apesar de conhecimentos j& adquiridos até o
momento, ainda € necessario explorar mais o0s aspectos das células-tronco mesenquimais
mantidas em cultura por longos periodos. O presente trabalho visa comparar o potencial
osteogénico de células-tronco mesenquimais de ratos entre passagens iniciais e avangadas,
tanto para células derivadas de tecido adiposo (ASC) como para células derivadas de medula
0ssea (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 Comissao
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
pug/mL acido ascorbico 2-fosfato e 10 mM glicerolfosfato. Foram feitas trocas periddicas do
meio de inducdo. Para a observacdo da diferenciacdo, apds a o periodo de inducdo a camada
de células foi lavada com tampéo fosfato (PBS) e fixada com 4% de paraformaldeido durante
10 minutos. O fixador foi retirado e adicionou-se Vermelho de Alizarina S durante 20
minutos para coloracdo da matriz resultante de calcio. O corante foi removido e lavado com
PBS. A placa de cultivo foi visualizada em microscépio de contraste de fase. Os controles da
inducdo de osteogénese foram células mantidas em meio HDMEM pelo mesmo periodo.

Analise semi-quantitativa de mineralizacdo: Apds a coloracdo da diferenciagdo osteogénica (3
e 11 dias), as células foram fixadas com 70% etanol, durante 15 minutos, e lavadas trés vezes
com agua destilada. Vermelho de Alizarina S (126 pL) foi adicionado, em placas de 12 pocos,
as células e foram incubadas durante 30 min a temperatura ambiente. O excesso de corante foi
removido por quatro lavagens com agua destilada. Apés a Ultima lavagem, as células foram
incubadas com 500 pL de isopropanol, durante 5 min. Subsequentemente, as amostras foram
distribuidas numa placa de 96 pocos para a leitura espectrofotométrica (Multiskan EX
original, serial RS-232C) a 540 nm. Para a quantificacdo da mineralizacdo, uma razdo molar
1: 2 entre 0 Vermelho de Alizarina S e de célcio foi aplicada. 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
Apos as células terem sido coradas com alizarina elas foram processadas e a alizarina

foi quantificada (Figura 1). A razéo utilizada foi 1:2, ou seja, cada mM de alizarina é capaz de
corar 2 mM de célcio. Os valores obtidos foram expressos em mM de célcio corado (Figura
2). Nao houve diferenca na quantidade de matriz de célcio formada pelas ASC em passagens
iniciais e avancadas, porém BMSC em passagem inicial produziram maior quantidade de
matriz em relacdo a passagem avancada (p<0,05). Este resultado sugere a diminuicdo da
capacidade de diferenciacdo osteogénica das BMSC mantidas até passagens altas. A partir
desses resultados também podemos observar que as BMSC apresentam mais matriz de calcio
que as ASC. Isso indica que as BMSC tém maior potencial de diferenciacdo osteogénica que
ASC.

Figura 1. Fotos da diferenciacdo osteogénica de ASCs em passagens iniciais (p6) e avancadas
(p40) e BMSC:s 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 avancada controle; (G) BMSC inicial osteo; (H) BMSC inicial controle. Aumento de

500x.

Figura 2. Quantificacdo da matriz de calcio mineralizada expressa em mM nas ASC e BMSC
ap6s manutencdo em meio indutor por 14 dias. PI: passagem inicial e PA: passagem
avancada. *p<0.05, n=3.
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CONSIDERACOES FINAIS
O potencial osteogénico é maior nas BMSC em passagens iniciais, efeito esse

detectado por aumento nos niveis de mineralizagdo. Portanto, tempos prolongados em cultura
fazem com que as BMSC tenham o seu potencial osteogénico diminuido. Quando analisamos
as duas células quanto a plasticidade osteogénica, fica claro que as BMSC sdo as mais
recomendadas para uso terapéutico em reparagdes 0sseas.
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