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Introducdo. As células-tronco mesenquimais (CTM) sdo aquelas que
apresentam potencial de diferenciacdo em células de origem mesenquimal
como ostedcitos, condrocitos e adipécitos, havendo evidéncias de que elas
podem também se diferenciar em células de outras origens embrionarias. Além
disso, apresentam a capacidade de secretar fatores que propiciam a
regeneracao do tecido lesado - mecanismo chamado de acdo parécrina - e séo
imunorregulatérias. Todas estas caracteristicas tornaram as CTM excelentes
candidatas para estudos envolvendo terapia celular e regeneracao de tecidos,
porém a grande variacdo nos resultados desses estudos é uma dificuldade.
Uma das principais hipdteses para esta variabilidade sdo as diferencas nos
protocolos de cultivo destas células, sendo possivel entdo aumentar a
concordancia entre as pesquisas na area por meio da criagdo de linhagens
celulares imortalizadas. Objetivo. Este trabalho tem como objetivo criar
linhagens imortalizadas a partir de CTM isoladas de medula éssea, rim e
pulmé@o de camundongos C57bl/6 utilizando um vetor retroviral contendo o
gene da subunidade catalitica da telomerase (hTERT). Materiais e Métodos.
Bactérias de linhagem XL1 foram usadas para producdo do plasmideo vetor
pPBABE-neo-hTERT. Posteriormente este plasmideo foi usado para produzir as
particulas virais juntamente com os plasmideos acessérios (codificando
envelope, capsideo e enzimas). As diferentes CTM foram tratadas com o
antibiético geneticina (G418) por duas semanas para estabelecer a quantidade
minima para selecionar as células transduzidas. As células foram incubadas
com o vetor retroviral por 16h utilizando 8ug/mL de polibreno. O sucesso de
transducdo sera avaliado através de PCR com oligonucleotideos especificos
para 0 gene da hTERT. Posteriormente serdo avaliados o potencial de
diferenciacdo osteogénica e adipogénica além da presenca dos marcadores de
superficie CD29, CD45 e CD90. Todos estes resultados serdo comparados
com os de células ndo imortalizadas. Resultados. Os vetores foram
produzidos em bactérias XL1. O vetor retroviral foi produzido na linhagem
celular HEK293T e congelado para uso posterior. As diferentes CTM foram
tratadas por duas semanas com 0,6 a 2,2 mg/mL de geneticina, em intervalos
de 0,2 mg/mL e a quantidade ideal encontrada foi 1,8 mg/mL. As CTMs foram
transduzidas com o vetor retroviral e estdo sendo selecionadas para analises
posteriores.



