INTRODUGCAO

As células-tronco mesenquimais (mesenchymal stem cell - MSCs)
sao as células-tronco adultas com plasticidade e elas diferenciam-
se em células osteogénicas, condrogénicas e adipogénicas. As
MSCs que provém do tecido adiposo denominam-se ASCs
(adipose-derived stem cells) e elas tém sido utilizadas no reparo de
lesGes, contudo, em algumas situagGes é preciso cultiva-las in
vitro, o que pode acarretar modificagdes celulares indesejadas.
Objetivo: caracterizar as ASCs cultivadas em passagens iniciais (1 a
9 passagens), intermediarias (10 a 19 passagens) e avangadas (20 a
35 passagens).

METODOLOGIA

As ASCs foram isoladas de lipoaspirado proveniente de pacientes
do Servico de Cirurgia Plastica da Irmandade Santa Casa de
Misericérdia de Porto Alegre e cultivadas a longo prazo. As células
foram caracterizadas em cada periodo de cultivo de acordo quanto
a sua imunofenotipagem, plasticidade e potencial clonogénico. A
imunofenotipagem foi realizada por citometria de fluxo e foram
coletados mais de 10.000 eventos. A diferenciacdo celular foi
induzida por incubagdo com o meio de cultura especifico para
indugdo osteo, condro e adipogénica. A determinagdo do potencial
clonogénico foi realizada em culturas em triplicata apds o cultivo
das células pelo método de dilui¢do limitante.

RESULTADOS

As amostras foram coletadas de lipoaspirados provenientes do
braco, gluteo, flancos e abdémen de homens e mulheres, e o
rendimento celular variou de 2 a 10 x 10° por mL de lipoaspirado.
A taxa de expansao celular mostrou-se conforme a figura 1a, ja a
clonogenicidade, conforme a figura 1b. A morfologia celular foi
mantida em todos os periodos e a aderéncia das ASCs aumentou
de acordo com o numero de passagens. A expressdao dos
marcadores de superficie (figura 2) seguiu o perfil esperado para
células-tronco mesenquimais e o tempo de cultivo ndo alterou
essa expressdo. Também houve diferenciagcdo das ASCs (figura 3)
nas trés linhagens celulares em todas as passagens, mas a
adipogénica foi a que apresentou maior capacidade de
diferenciagdo. Entretanto foi observada uma diminui¢do
progressiva do potencial de diferenciagdo ao longo das passagens.

CONCLUSAO

Comparando-se os resultados obtidos com estudos realizados com
MSCs de medula-dssea, verificou-se que estas apresentaram
alteracdes na morfologia celular e reducdo na taxa de expansdo de
modo progressivo diferentemente do que ocorreu com as ASCs.
Além disso, as ASCs apresentam maior abundancia (100 a 500
vezes mais) por mL de tecido, maior facilidade de obtengdo e
menor morbidade para o doador. Desta forma, a utilizagdo para
fins terapéuticos dessas células é mais vantajosa, contudo, é
interessante que elas sejam submetidas a culturas iniciais e
intermedidrias devido a redugdo na capacidade de diferenciagao
celular, clonogenicidade e proliferacdo em culturas em passagens
avancgadas.
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Figura 1: a) Taxa de expansdo celular das ASCs: a partir da 302
passagem, houve redugdo na taxa de proliferagdo; b) potencial
clonogénico: o potencial colonogénico foi exponencialmente menor
nas culturas em passagens avangadas.
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Figura 2: Perfil de expressdo dos marcadores de superficie das

ASCs durante o cultivo in vitro.

Adipogénico

Figura 3: Imagem que representa os resultados da diferenciagdo
das ASCs. a) célula diferenciada; b) células diferenciadas
coradas com corantes especificos (adipo: oil red; condro: alcian
blue e osteo: alizarina); c) células ndo diferenciadas. Aumento
100X.
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