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INTRODUCAO RESULTADOS

O uso de células-tronco mesenquimais (CTMs) na medicina regenerativa, principalmente Analise morfologica

quando associado ao sistema nervoso, requer alternativas em relacdo a via de aplicacéo. Observou-se reducao no numero de celulas quando as mesmas foram submetidas a
A associacdo da terapia celular com a nanotecnologia para uso em neurociéncias é uma inducao neural, tanto no grupo controle, quanto nas células aderidas a matriz. Tal achado
abordagem inovadora no Brasil. O processo de regeneracdo do tecido nervoso pode ser corrobora com o fato que a diminuigdo da proliferacao ocorreu devido a diferenciagao
melhorado através de caracteristicas topograficas da superficie onde as CTMs s&o celular. Mesmo assim, as CTMs cultivadas nas nanofibras, em meio convencional,
cultivadas. A associacdo dessas células com matrizes de nanofibras é uma estratégia mostraram um alongamento do citoesqueleto no mesmo sentido do alinhamento das
para otimizar a regeneracdo tecidual, pois assegura a correta distribuicdo das CTMs, matrizes. Por outro lado, o controle das células néo diferenciadas apresentou aumento na
evitando que as células migrem para outros locais, melhorando, assim, sua capacidade proliferacdo e ndo mostrou uma morfologia semelhante a células neurais (Fig. 2).
proliferativa no local da lesao. Esse estudo teve como objetivo desenvolver matrizes com

nanofibras alinhadas e analisar a capacidade de diferenciagdo neural das CTMs sobre CONVENTIONAL MEDIUM NEURAL MEDIUM

essas estruturas tridimensionais.

MATERIAIS E METODOS
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Producao das matrizes de nanofibras z
As matrizes de nanofibras foram obtidas através da técnica de electrospinning. A solucao S
polimérica utilizada para a producdo das nanofibras consistiu em PLGA - poli(acido -
lactico-co-glicolico) (75:25) 15% em 1,1,1,3,3,3-hexafluoro-2-propanol e albumina em
PBS a 5%, formando a uma emulséo. As nanofibras alinhadas foram obtidas através do
uso de um cilindro rotatério a 2.500 rpm (Fig. 1).
0,002 mm/seg .”. .”'
7
| 1] 25
[ S|z
. 228 == 22kv+2kv- B | 73
«< |5
15 cm 0 e | ¥
2 |7
i A ——————

20 cm ) i

+ 2.500 rpm
_ Figura 2. Morfologia das CTMs apos 21 dias de cultura. Grupo controle em meio normal e

meio de inducéo neural (A e B). Imagens representativas (C e D) em meio normal de cultivo e
Figura 1. Producdo das matrizes de nanofibras alinhadas meio de inducao neural das CTMs cultivadas nas matrizes.
pela técnica de electrospinning.
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Isolamento, caracterizacao e cultivo das CTMs Diterenciagao neural | |

As células foram isoladas a partir da polpa de dentes deciduos esfoliados humanos, A avaliagao da diferenciagao neural das CTMs cultivadas sobre as matrizes foram
conforme protocolo padronizado pelo laboratério. As células foram caracterizadas como capazes de promover o aumento da expressao genes neurais (Fig. 3). Para o gene
CTMs por sua capacidade aderente, diferenciacdo nas linhagens adipogénica, nestina, um aumento similar na expressdo genica foi obs?rvado para as CTM_S (_:ul_tlvadas
osteogénica e condrogénica e perfil imunofenotipico. As CTMs foram cultivadas nas sobre todos os grupos em relagao ao controle. A expressao de [lll-tubulina foi similar nos
matrizes alinhadas, sobre a placa de cultura e foram submetidas a diferenciacdo neural dois grupos diferenciados e maior em relagdo ao grupo controle. Ja a expressao de NSE
através de protocolo estabelecido pelo laboratério. Quatro grupos foram estudados: foi mais evidente quando as CTMs foram submetidas ao meio de indugao neural.
Controle, onde as CTMs foram diretamente cultivadas na placa de cultivo com meio de

cultivo convencional; Alinhadas Controle (AC), quando as CTMs foram semeadas nas 450 -

matrizes com meio de cultivo convencional, Controle Diferenciado, quando as CTMs 100 :

foram semeadas diretamente na placa com meio de inducao neural; Alinhadas Controle :

Diferenciadas (ACD), contendo CTMs semeadas nas matrizes com meio de inducao 3,50 A

neural. 3.00 | O Nestina
Diferenciacao neural 550 4

A diferenciacao neural foi avaliada através da analise da morfologia celular, da marcacao % * O B-I11
por imunofluorescéncia e da expressdo de genes neurais pela técnica da reacdo em " 2,00 1 tubulina
cadeia da polimerase em tempo real (RT-PCR). As CTMs foram incubadas durante 21 150 - ]

dias em dois tipos de meios de cultura. O meio de cultura convencional (DMEM) continha | T BNSE
substratos essenciais para a proliferacdo celular, como sais inorganicos, vitaminas, 1,00 +

aminodcidos, glicose. O meio de inducao neural (Meio neurobasal A) continha substratos 0.50 -

como aminoacidos, vitaminas, sais inorganicos, glicose em concentracdes que forneciam |

condicoes para a diferenciacdo das CTMs em progenitores neurais. OS genes 0.00 Controle ' AC T Controle diforendiado ACD

guantificados por RT-PCR foram a nestina, Blll-tubulina, e enolase especifica de

neurdnios (NSE). As amostras foram padronizadas com o gene GAPDH. Figura 3. Expressdo génica das CTMs nas matrizes e nos grupos controle. RT-PCR analisa o total de RNA

iIsolado de quatro amostras independentes expostos a meio de induc&o neural e meio de cultura normal.

CONCLUSOES

As matrizes constituidas por nanofibras alinhadas induzem a diferenciacao neural das Adradecimentos : : :
CTMs, mostrando a influéncia da topografia da matriz. Com isso, conclui-se que o J _ o o Apolo Financeiro
biomaterial produzido pode ser utilizado como uma possivel estratégia para otimizar a Kerl!n QUm““anO, Virginia He”e_r, O
regeneracio de lesdes neuroldgicas. Davi Silveira, Thayane Crestani, @CNP

Daikelly Iglesias e Gerson Xavier. me.ﬁq \ \ FAPERGS IDCl'.
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