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Sumario: A bioengenharia busca o desenvolvimento de técnicas proporcionem a
regeneracao de estruturas como pele, ossos eagend através da cultura de células em
suportes tridimensionais.Células-tronco mesenquif@rMs) sao células indiferenciadas,
com capacidade de auto-renovacéo e diferenciacabferantes linhagens e, se associadas
a um biomaterial, podem se tornar importantes ri@erdas para o tratamento de lesbes
epiteliais. Objetivou-se avaliar as caracteristivesfologicas de CTMs e sua capacidade
de diferenciacdo em queratindcitos quando cultivastdore membranas (lisas e porosas)
do biopolimero de cana-de-acucar (BCA). Corddes ilicais (n=20) foram doados
mediante aprovacdo do protocolo pelo Comité deaFtim Pesquisa (n°. 482/2010). As
células foram cultivadasem meio DMEM-F12 suplemgmtaom soro fetal bovino e
mistura de antibidticos, sob acdo de indutores padi#ferenciagcdo em estufa de £
37°C e 5% de umidade controlada. A imunofenotipagmmealizada com citometria de
fluxo. Avaliou-se a biocompatibilidade celular dasmembranas através das microscopias
invertida com contraste de fase e eletronica deegiara (MEV). A diferenciacdo das
CTMs em queratindcitos ocorreu em ambos 0s sup@asssm como em garrafas sem o
biopolimero. O BCA foi capaz de manter o desenwadvrito e a diferenciacdo das CTMs
do corddo umbilical em queratinécitos.

Palavras—chave: biopolimero de cana-de-agUcar; células-tronco nigseTais;
diferenciacéo celular; queratindcitos;

INTRODUCAO
A Engenharia Tecidual é considerada uma ciénciaidgidiplinar que busca aprimorar ou
desenvolver novos biomateriais capazes de auxdbamétodos tradicionais de reparo
tecidual. A cultura de células-tronco e sua possamicabilidade terapéutica tém
reforcado o interesse por novas ferramentas tetiapéugue sejam capazes de possibilitar
uma melhor recuperacéo de estruturas cartilaginosass, componentes cardiovasculares
e pele (MALEKZADEH et al.,, 1998; FRESHNEY, et all999; GRIFFITH &
NAUGHTON, 2002). Nesse contexto, as lesfes cutadesscam-se pelo fato de que o
rompimento da barreira epidérmica predispde o pszia infeccdes, aumento da perda
insensivel de agua e eletrolitos, provocando hipote e elevacdo da morbidade, bem
como aumento nos custos com internamentos prolosgaddia atualidade, os métodos
cirirgicos tradicionais para o reparo de lesdesekgis como 0s implantes cutaneos
(autoenxerto, aloenxertos e xenoenxertos) apreseatgumas dificuldades como, por
exemplo, a escassez de areas doadoras cutanease8&lgdade impulsiona a criagdo de
novas alternativas direcionadas para o0s substituepsdérmicos a partir do
desenvolvimento cientifico da engenharia de teci(flSRREIRA et al., 2011). As CTMs
se associadas a um biomaterial, como o biopolimercana-de-acucar (BCA), podem se
tornar importantes ferramentas para o tratamentded@es relacionadas ao Sistema
Tegumentar. Neste estudo, objetivou-se avaliamescteristicas morfolégicas de CTMs e
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sua capacidade de diferenciacdo em queratinocitasdg cultivadas sobre membranas
(lisas e porosas) do biopolimero de cana-de-agucar.

MATERIAIS E METODOS
As membranas do biopolimero de cana-de-acUcar fopmoduzidas a partir da
fermentacdo do melago através da bact@aleae sp. e gentilmente cedidas pelo grupo
de pesquisa Biopolimeros de Cana-de-Acucar, coadtepelo Prof. Dr. José Lamartine
de Andrade Aguiar, do Programa de Pdés-graduacaGimmgia do Hospital das Clinicas-
CCS/UFPE. Corddes umbilicais foram doados por mragpconforme protocolo aprovado
pelo Comité de Etica em Pesquisa do Centro de @#rta Salude da Universidade
Federal de Pernambuco - CEP/CCS/UFPE (Protocold8212010). As veias dos corddes
umbilicais humanos foram preenchidas com colagetipsdV (Sigm&) para a extragéo
das CTMs. ApOs esse procedimento, as células fadtivadas em meio DMEM-F12
suplementado com Soro Fetal Bovino e antibiéticosestufa a 37°C e 5% de €@\pos
um periodo de 10 dias, observou-se confluéncidarg8i0%). A confirmacéo da linhagem
mesenquimal ocorreu através da citometria de il Scalibur BLY) e foram utilizados
marcadores de superficie especificos para confamda linhagem mesenquimal (CD 29,
CD 44 e CD 90) e marcadores da linhagem hematagmi@D 31, CD 34 e CD 45). Apds
a obtencao da 32 passagem das CTMs, avaliou-eea@nipatibilidade com as membranas
(lisas e porosas) através de microscopia invertiola contraste de fase (LEICA) e
microscopia eletrénica de varredura (MEV). A difesiacao queratinocitica foi realizada
sem a presenca do biomaterial; assim como tambénedlizada nas membranas lisas e
porosas com o meio indutor (Stemline™ Keratinodgeglium Il — Sigma-Aldricf).

RESULTADOS

Logo apols a extracdo das células da veia do camddmlical, foram observadas células
com formato arredondado. A formacédo da monocameaoiaen apos cinco dias de cultivo.
A confluéncia celular de aproximadamente 80% faerbada em torno de dez dias de
cultura Figuras 1, 2 e 3, respectivamenje

A andlise imunofenotipica deste estudbalfela 1) revelou expressdo positiva para
marcadores moleculares de superficie (CD 29, Ce 44D 90). Obteve-se expressao
negativa para marcadores tipicos de linhagens lopoiaticas e endoteliais (CD 31, CD
34 e CD 45).

Tabela 1 Representacdo dos resultados da citometria ge, fha qual se observa a expressdo de marcadores
de superficie de CTMs de corddo umbilical humanse. dados mostrados sdo do fenotipo de células
analisadas no final da 32 passagem (ARAUJO eDal 2

Clusters of Diferentiation (CDs)

Expressao positiva Fendtipo Referéncias
CD29 Molécula de adesdo das superfamilias das SPRINGER, 1990
integrinas
CD44 Receptor de hialuronato BROWN, 1991
CD90 Molécula de adesdo responsavel pela interagdo CRAIG, 1993
célula-célula e matriz celular
Expressado negativa Fendtipo Referéncias
CD31 PECAM-1 molécula de adeséo plaquetaria ALBELDA, 1199
CD34 Receptor presente em progenitol SILVESTRI, 1993
hematopoiéticos e células endoteliais
CD45 Presente em todas as células hematopoiéticas LOKEIN,

A morfologia de CTMs do corddo umbilical humano reoimembranas lisas e porosas do
biopolimero de cana-de-agucar revelou crescimeataaonias celulares, nas quais as



XXIIl CONIC
VII CONITI
IV ENIC

células apresentaram formato variando de arredesdad fibroblastdides e evidente
biocompatibilidade (80-90 %) em fungéo do procedsoconfluéncia estabelecido por
volta de dez diasH{guras 3 e 4 respectivamente). A avaliacdo da interacao dasase
tronco mesenquimais com o biomaterial por meio d&/Mevelou variados formatos das
CTMs. Observamos ainda que as CTMs projetam finagexdes citoplasmaticas
(nanofibras) em direcdo a malha do biopolimero deadale-aglcar, permitindo sua
ancoragem no biosuporte e a comunicacdo com asaséhdjacentesF{gura 5). A
diferenciacdo de CTMs em garrafas de cultura néreies do biopolimero revelou células
com aspecto fibroblastéide com a tendéncia a fafimde agrupamentos celulares. Apos o
periodo de 21 dias, evidencia-se tramas de cétolaffuentes Figura 6). Caracteristicas
morfologicas semelhantes foram observadas na ddiexgéio das CTMs em queratindcitos
sobre as biomembranaBigura 7). A microscopia eletronica de varredura das CTMs
diferenciadas em queratinécitos sobre as biomerabrém realizada apos o periodo de 21
dias e possibilitou a visualizacdo de células nstAgio avancado da diferenciagdo. A
MEV proporcionou a observacao da interacdo citopddiea por meio de filapodios em
contato com as fibras do biomaterial, reforcandmioceito de que as CTMs sao capazes
de aderir, crescer e se diferenciar sobre as bidmasras Figura 8).
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Figura 2. Fotomicrografias e eletromicrografias da culturaGléMs de corddo umbilical humano sobre as
biomembranas (lisas e porosas) do biopolimero dm-da-aglcarl) observa-se células com formato
arredondado logo apés a extragdo da veia do card@dical humano2) apds dez dias de cultura, é possivel
observar células em processo de confluéncia (apemlamente 80%)) nota-se células com morfologia
fibroblastéide em processo de confluéncia sobreiomdmbrana lisa4) Confluéncia celular sobre a
biomembrana poros&) Extensdes citoplasmaticas das CTMs em direcdo abnaga registradas por meio
da MEV. 6) Area evidenciando agrupamentos celulares de CTKésediciadas em queratincitos sem a
presenca do BCAY) observa-se uma trama de CTMs diferenciadas enatijuécitos sobre a biomembrana.
8) é possivel observar com maiores detalhes o creatimempilhamento e a ancoragem de queratinécitos
sobre o biomaterial. Escala de barra = g00(1, 2, 3 e 4), 100m (6 e 7), 2@m (5) e 5um (8).

DISCUSSAO

A adeséo das CTMs as biomembranas revelou um daspais requesitos destacados por
Pertile et al (2007), demonstrando a necessidadendeiomaterial ser capaz de permitir a
formacdo de uma ligacdo solida e biocompativel @sncélulas, proporcionando a

interacdo de proteinas da membrana celular conosuporte por meio da emissédo de
filapodios, que garantem a adequada ancoragemnetidascao biomaterial. Nesse estudo, €
possivel destacar os resultados satisfatorios guanprocesso de biocompatibilidade das
células-tronco mesenquimais (CTMs) do corddo uedilhumano com as membranas
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lisas e porosas do BCA. Esses achados corroboramosodados descritos por Barros
(2013) que reforgcou o uso do BCA como um novo deppara a cultura de CTMs. De
forma semelhante, Aradjo et al (2014) sugeriramoternxial capacidade desse novo
biomaterial de proporcionar um ambiente favoravediferenciagdo das CTMs em
queratindcitos. No decorrer da nossa avaliagcaqufievidente tais caracteristicas,
destacadas pelas analises a partir da microscigpiéreca de varredura, que proporcionou
uma rigueza de detalhes nessa investigacao.

CONCLUSOES

O biosuporte estudado nas formas de membranaselisassas do biopolimero de cana-
de-acucar mostrou-se biocompativel e capaz de mmopar o desenvolvimento das
células-tronco mesenquimais (CTMs) oriundas do a@wrdumbilical humano. As
biomembranas favoreceram um ambiente propicio pgreocesso de diferenciacdo das
CTMs em queratindcitos. Dessa forma, faz-se nedess#ensificar os estudos com
polimeros direcionados para a bioengenharia a &nsahtribuir para o desenvolvimento
de novas ferramentas para a regeneracéo tecidual.
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