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As celulas-tronco mesenquimais possuem potencial clinico para reparar danos ou tecidos em diferentes
patologias, incluindo defeitos osteocondrais, doencas cardiovasculares, doencas neurologicas e hematopoiéticas.
O cultivo celular prolongado pode induzir alteracoes 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 celulas derivadas de tecido adiposo (ASC) como nas de medula 6ssea (BMSC).

METODOLOGIA

 Animais: Foram utilizadas celulas de trés ratos femeas da linhagem Lewis com aproximadamente gquatro
semanas de idade. O uso dos animais foi aprovado pela Comissédo 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 femur dos ratos de acordo com procedimento descrito por Meirelles e

Nardi (2003). Diferenciacao osteogénica: Para inducao da diferenciacao as ceélulas ASC e BMSC foram
expostas a meio osteogénico durante 14 dias- com trocas periddicas do meio de inducao. Analise semi-
guantitativa de mineralizacao: Apds a coloracado da diferenciacao osteogeéenica, realizou-se uma leitura
espectrofotometrica (Multiskan Ex original, serial RS-232C) a 540 nm, de uma placa de 96 pocos contendo as

cél

ulas previamente incubadas com 500 pL de isopropanol, durante 5 min. Os dados sao expressos em média

+ desvio padrao. Teste t de Student ou ANOVA seguido de Teste de Tukey. Os resultados foram analisados e 0s
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. Ensaio clonogénico:

palgueamento com diluicao limitante.

RESULTADOS

As células de BMSC em passagem inicial formam mais colonias que as outras celulas em passagem avancada. O
potencial osteogénico € maior nas células de medula em passagens iniciais. As células obtidas de medula séao as

mais recomendadas para uso terapéutico em reparacoes 0sseas.
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a) b) Figura 3. Fotos da diferenciagao osteogénica de ASCs em

Figura 1. Comparacdo do tempo de duplicacio das células ASC e PaSsadens iniclals (p6) e avancadas (p40) e BMSCs Iniciais (p6) e

BMSC em passagem Iinicial (Pl) e passagem avancada (PA). a) ASC.
b) BMSC. Tempo de duplicacao expresso em horas. * p <0.05, (n = 3).
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Figura 2. Comparacao do potencial de formacao de colonias entre

avancadas (p40).
(A) ASC avancada osteo; (B) ASC avancada controle; (C) ASC
Inicial osteo; (D) ASC inicial controle; (E) BMSC avancada osteo;

ASC BMSC (F) BMSC avancada controle; (G) BMSC Inicial osteo; (H) BMSC
— 5- . Inicial controle.
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passagem inicial (Pl) e passagem avancada (PA). Potencial de | N _ S o
formacéo de coldnias expresso em porcentagem de células capazes Figurad. Quantificacao da analise indireta dos niveis de ALP em ASC

de formar coldnias. a) ASC. b) BMSC. ** p < 0.01, n = 3. e BMSC em passagem inicial (Pl) e avancada (PA).

a) ASC e b) BMSC. P<0.05, (n=3).

nliomarcac
nlomarcac

Conclusoes: Quando analisamos as duas celulas quanto a plasticidade
osteogeénica, fica claro gue as BMSC sao as mais recomendadas para uso
terapéutico em reparacoes 0sseas. As células-tronco mesenguimais que
sao mantidas em cultura precisam ser monitoradas quanto aos Sseus
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ores funcionais. Sao alternativas viaveis e Indicadas para
ores: proliferacao celular, capacidade formadora de colonia e M\m
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