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A utilizagdo de células tronco pluripotenciais em tratamentos clinicos serd possivel quando a
derivagdo, cultivo, proliferagdo e diferenciacao ocorram sob condigdes quimicamente definidas, que
ndo venham a desenvolver uma resposta imunologica ou possam transmitir algum patéogeno ao
receptor da células ou tecidos em terapias de medicina regenerativa. Como parte de nossa pesquisa
com componentes de matrizes extracelulares quimicamente definidos para a derivagdo de células
tronco embrionarias humanas sob condi¢des de grau clinico, este estudo testou a citotoxicidade de
dois tipos de hidrogéis. Estas matrizes foram produzidas pelo Instituto de Quimica da UFRGS e
consistem na mistura de um polimero sintético PVA, poli (alcool-vinilico) reticulado com
moléculas de acido citrico ¢ o acido 1,2,3,4-butano tetracarboxilico (BTCA). Os substratos foram
testados utilizando fibroblastos embriondrios de camundongos (MEF’s) para aferimento da
capacidade de adesdo e proliferacao destas células embrionarias.

Materiais e métodos:

As MEF’s foram obtidas a partir de embrides de camondongos de 13,5 dias, sem oOrgdos
hematopoiéticos, deixados durante 3 horas em solugcdo de colagenase, e apos cultivadas com
DEMEM suplementado com 20% de soro sintético High Clone. Utilizamos culturas de MEF’s ndo
tratadas e tratadas com mitomicina (para aferir o grau de adesdao), uma droga que inibe a divisao
celular. As matrizes foram elaboradas pelo Instituto de Quimica (UFRGS). A matriz 1, é composta
de 10% de PVA com 1% BTCA ¢ a matriz 2, tem 20% de PVA com 1% BTCA..

Os substratos foram postos em focas de placas de quatro pocos contendo meio de cultura, DEMEM
suplementado com 10% de soro high clone, e deixado para equilibrar por 24 horas. Apos este
periodo, as MEF’s, com e sem mitomicina, foram colocadas sobre os hidrogéis e incubadas a
38,5°C a 5% CO, em ar. Apos 24 horas foi feita uma observacdo em microscopio de luz invertido
acoplado a uma camera das matrizes com MEFs tratadas ou ndo com mitomicina. As observagdes,
fotografias, trocas de meio e fixacdes em paraformaldeido foram feitas a cada dois dias, durante
uma semana, contando a partir das 24 horas apds a colocacdo das MEFs sobre as matrizes. Estes
periodos foram configurados do seguinte modo: Dia 1 (D1), Dia 3 (D3), Dia 5 (D5) e Dia 7 (D7)
das células sobre os substratos. Foi feito um controle de cada matriz apenas com meio, nao
contendo células. Apos o periodo de cultivo, as matrizes com as células aderidas foram fixadas e
coradas com hematoxilina e eosina, para contrastar nas analises em microscopia optica.

Resultados

A partir das analises dos dados podemos inferir que houve adesdo e proliferacao celular, este
ultimo sendo um dado qualitativo. As MEF’s sem e com mitomicina aderiram em ambas as
amostras das matrizes. Entretanto, as MEF’s tratadas com mitomicina, droga que impede a divisdo
celular, ndo proliferaram e elas tiveram uma discreta diminui¢do na cultura ao longo do
experimento em ambas as matrizes, comportamento ja esperado. Por outro lado, as MEF’s sem
mitomicina proliferaram em ambas as matrizes, mas houve uma maior distribui¢do e proliferacao
celular sobre a amostra de matriz 2. Estes dados corroboram resultados anteriores do grupo no
sentido de que matrizes quimicamente definidas sdo apropriadas para a derivagdo e
proliferagao/diferenciacdo de células tronco pluripotenciais.



