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Action of low frequency pulsed electromagnetic fields on proliferation and
morphology of the mesenchymal stem cells
C.Lisii, 1.Sainsus, V. Nacu

Stimulation of cell divisionis the source of physiological recovery that provides the most reliable perspective in tissue
engineering. A non-invasive and accessible method of amplifying the process of cell division is using electromagnetic fields.
Our purpose was to analyze the oscillating electromagnetic fields capacity to influence the cellular proliferation in vitro. For
this purpose, were used cell cultures of mesenchymal stem cells, derived from 14 days aviary embryos. Cells were subjected
toaquasi-rectangular pulse del ectromagnetic field with duration of 300us, a frequency of 7.5Hz, 2hours each day for 7days.
The results indicate arise with 25% of the number of cells subjected to the magnetic field, and this report was not influenced
by the cell density. The cell morphology showed no difference between groups. These results suggest the possibility of using
low frequency pulsed electromagnetic fields in tissue engineering with the purposes to accelerate mesenchymal stem cell
division, which can be applied in bone regeneration therapy.

Key words: Stem cell, pulsed electromagnetic field, cell culture, tissue engineering, bone regeneration.

JeiicTBMe HU3KOI0 YaCTOTHOI'0 UMILYJIbCHOI0 3JIEKTPOMATHUTHOIO N10JIsl HA NpoJHdepanuio u
MOP(010ruI0 Me3eHXUMAJIbHBIX CTBOJIOBBIX KJIETOK

Crumyssinyst GU3H0IOTHYESCKIO JACTICHUS KIICTOK SBIIACTCS HCTOYHUKOM BOCCTaHOBJICHHS KJICTOK, KOTOPBIH 00eCIieunBaeT
HanOoJee HaJIC)KHBIC MIEPCIICKTHBEI B TKAHEBON MHXKCHEpHH. VICIIONB30BaHIE IEKTPOMATrHUTHBIX TIOJIEH SBISICTCS HEUH-
Ba3WBHBIM U JOCTYITHBIM METOJIOM YCHJICHHUS Iporiecca AelieHus KIeToK. Llenbio 3Toit paboTel ObUT aHATN3 CIOCOOHOCTH
MYJIbCHBIX 3JIEKTPOMArHUTHBIX ITOJICH BIIMATH HA KIIETOUHYIO IPOTH(Epariuto in vitro. J{jist 9TOH 1ETH HCII0JIb30BaIH KYJIETYPY
ME3EHXHMMAJIbHBIX CTBOJIOBBIX KJIETOK, MOIYYCHHBIX M3 ITUYbUX SMOPHOHOB. KJIeTKH MOABEPrauch KBa3U-MPSIMOYTOJIbHBIX
MyJBCHBIX 3JIEKTPOMArHUTHBIX NoJiel ¢ anutenbHocThio 300 ps, yacrora 7,5 I'n, 2 yaca KaXkIblil IeHb B T€UeHUE 7 THEH.
[Monmy4yeHHbIE pe3yIbTaThl yKa3bIBAIOT Ha 25% pOCT Kom4ecTBa KJIETOK B TPYIIIE MOJBEPIrHYTOM MAarHUTHOMY ITOJIIO YeM B
KOHTPOJILHOM, ¥ pe3y/bTaT He 3aBUCUT OT TUIOTHOCTH KJIETOK. Mop(hoJIOTHs KIETOK HE BBISIBUIIO PA3IUIHA MEX Ty TPyIIIa-
MU. DTU PE3ybTaThl CBUIETEIbCTBYIOT O BO3MOKHOCTH MCIIOIB30BaHUS HU3KOYACTOTHBIX MYJIBCHBIX 3JIEKTPOMArHUTHBIX
oJiel B TKAHEBOM MHKEHEPUU C LIEJIbI0 YCKOPUTD JEJIEHUE ME3EHXUMAJIbHBIX CTBOJIOBBIX KJIETOK.

KirueBble ci1oBa: CTBOJIIOBBIE KJICTKH, UMITYJIbCHBIC DJICKTPOMAarHuTHBIC II0JIA, KYJIbTypa KIICTOK, TKaHEBOM WHXXCHCPUH,
CTBOJIOBBIC KJICTKH.

Campurile electromagnetice pulsate (CEMP) sunt aplicate clinic pentru a stimula regenerarea osoasa [15].
Initial, eficienta CEMP era asociata cu accelerarea formdrii matricei osoase din cauza aparitiei locale a unui
curent electric slab, indus de campul magnetic [4,11].

Studiile ulterioare au indicat cd campurile electromagnetice pot vindeca fracturile osoase si incetinesc pierderea
de matrice osoasi la animale [3,9,13,19], aceasta a orientat aplicarea clinici in domeniul regenerarii osoase. In
pofida aplicarii cu succes a cAmpurilor electromagnetice au fost raportate si studii cu privire la efectele negative
asupra proliferarii i a diferentierii osteoblastelor [20, 21]. Sub influenta caAmpurilor magnetice specifice a fost
determinat cd activitatea fosfatazei alcaline creste, insa proliferarea osteoblastica este limitata [19]. Studiile actuale
au demonstrat ca aprovizionarea tisulara fiziologica cu celule functionale mature este asiguratd de proliferarea
si diferentierea celulelor stem tisulare [16].
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De asemenea a fost sugeratd ideea ca sursa de suplimentare cu celule stem a tesuturilor este asigurata de
celulele stem mezenchimale provenite din maduva osoasa. Terapia cu CEMP este utilizata cu succes pentru tra-
tarea fracturilor osoase, osteoporozei [24;14]. Insd mecanismul actiunii CEMP asupra proliferarii si diferentierii
celulelor osoase ramane nedefinit.

Materiale si metode. Obtinerea culturilor de celule

In cadrul experimentului au fost utilizate celule fetale din embrioni de pui. Embrionii au fost crescuti in in-
cubator la 37°C atmosfera umeda, la a 14-a zi au fost extrasi, iar din ei s-au separat primordiile oaselor, care au
fost strivite si introduse intr-o solutie de tripsind cu amestecare continud intr-un omogenizator magnetic, peste
20 min tripsina a fost inactivata cu mediu nutritiv suplimentat cu FBS 15%. Suspensia celulara s-a centrifugat,
supenatantul a fost extras,iar precipitatul celular a fost resuspendat in mediu nutritiv $i numarat in camera Go-
reeav. Suspensiile celulare au fost translocate si cultivate in 2 cutii cu 24 de godeuri (Biofil).

Densitatea celulara a constituit 20,0x105; 65,0x105; 85,0x105celule per godeu 1n 0.5 ml de Dulbeccos modi-
fied Eagle medium suplimentat cu 15% FBS, glutamina, insulind si streptomycina, la 37°C, 5% CO2, umiditatea
de 95% timp de 7 zile.

Mentionam ca o cutie a servit drept lot de control, iar cutia experimentala a fost introdusa intr-un solenoid
in care a fost creat campul magnetic necesar.

Cimpul electromagnetic pulsat a fost indus cu ajutorul unui generator de impulsuri electrice si a unui
solenoid care au fost calibrate cu un osciloscop pentru a furniza un camp electromagnetic oscilant cu durata de
300us, frecventa de 7,5 hz, densitatea campului magnetic de 0,13mT, iar cdmpul electric indus a fost de 2mV/
cm. Aparatul a fost construit astfel ca cutiile cu culturi celulare sa se afle in intensitatea maxima a campului
magnetic, care se dezvolta in centrul solenoidului, unde si au fost plasate cutiile cu celule. Generatorul a func-
tionat cate 2 ore zilnic timp de 7 zile.

Supravegherea celulelor a fost realizata prin intermediul microscopului invertat cu contrast de faza (KXD) la
ziua 3 si 7, ulterior au fost colorate conform tehnicii Romanovski cu eozina si azur, dupa care au fost vizualizate
la microscopul optic invertat (Olympus), unde celule au fost numarate in campul vizual si raportate la godeu.
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Fig.2. Numarul de celule rezultate de la densitatea
initiala 65,0x105cel/godeu. Nota: CEMP- campuri
electromagnetice pulsate, exp- numarul experimentului.

Fig.1. Numairul de celule rezultate de 1a densitatea
initiala 20,0x105cel/godeu. Nota: CEMP- cimpuri
electromagnetice pulsate, exp- numarul experimentului.
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Fig. 3. Numairul de celule rezultate de la densitatea initiala 85,0x105cel/godeu.
Nota: CEMP- campuri electromagnetice pulsate, exp- numarul experimentului.
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Rezultate si discutii. Experimentul a fost repetat de cinci ori, pentru a determina care este influenta cam-
pului electromagnetic pulsat asupra procesului de diviziune celulara dupa criteriul cantitativ (fig.1; fig.2; fig.3).
Astfel am observat ca numarul de celulele din proba supusa actiunii cAmpului magnetic pulsat a fost mai
mare 1n medie cu 24.55+3.13% (p<0,05) decat proba de control (fig.4), in cazul densitatilor initiale diferite de
celule per godeu (20,0x105; 65,0x105; 85,0x105cel/godeu) diferenta medie a fost de doar 1.62%+0.7191 (fig. 5).
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Fig.4. Raportul dintre numarul de celule din lotul CEMP si lotul martor in functie de numéarul experimentului.
Nota: CEMP — campuri electromagnetice pulsate.
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Fig.6. Raportul dintre numarul de celule din lotul CEMP si lotul martor in functie de densitatea celulari initiala.
Nota: CEMP — campuri electromagnetice pulsate.

Dupa aspectul morfologic am determinat celule de tip fibroblast-like care in functie de timp 1si schimbau
morfologia de la celule scurte in a 23 zi, la celule lungi cu procese celulare mariin a 7 zi, manifestand o ten-
dintd de confluentd determinata prin detectarea coloniilor, proprietatile date fiind caracteristice celulelor stem
mezenchimale.

Astfel evidentiem o crestere moderata a numarului de celule in culturile supuse CEMP. A fost demonstrat
ca regenerarea osoasa are loc nu doar pe seama stimulérii osteoblastelor, dar si din contul accelerarii apoptozei
osteoclastelor [8,19], insa sursa dominanta de aprovizionare a tesutului osos cu celule este considerata maduva
osoasa hematogena [22], care contine celule stem mezenchimale capabile s se diferentieze si sd formeze tesut
cartilaginos, conjunctiv, osos [24]. Studiile efectuate au sugerat ca CEMP stimuleaza proliferarea si diferentierea
osteoblastelor in vitro [10], insa alte cercetari au relevat ca regenerarea osoasa este stimulata de nivelul ridicat de
fosfataza alkalina, iar cAmpurile electromagnetice au efect limitat asupra proliferarii osteoblastelor [19]. Lucrarea
noastrd demonstreaza ca rolul CEMP 1n regenerarea osoasa este amplificarea diviziunii celulelor stem mezenchi-
male. Mecanismul actiunii raméne neelucidat, insa conform [23], CEMP induce vibratia fortata a tuturor ionilor
liberi pe suprafata membranei celelulare [12], presupun ca conductivitatea membranei plasmatice si nucleare se
reduce considerabil pe parcursul impulsurilor elctromagnetice. Aceste cercetari orienteaza actiunea CEMP asu-
pra modificarii potentialului electric transmembranar si stimularea diviziunii celulare prin alterarea echilibrului
electrolitic si inducerea ciclului de diviziune celulara. Toate aceste teorii nu au fost argumentate definitiv, cert
este ca campurile electromagnetice pulsate sunt capabile de a stimula diviziunea celulelor stem mezenchimale.
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Concluzii

Rezultatele noastre argumenteaza utilizarea campurilor electromagnetice pulsate in situatiile clinice cand
intr-un timp limitat este necesar de a obtine o cantitate mai mare de celule stem mezenchimale. Astfel acest studiu
ne sugereaza implementarea CEMP in ingineria tisulara si in special in regenerarea osoasa.
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