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Resumo

O estudo e desenvolvimento de novas plataformas para crescimento celular sdo de
extrema importancia para o avango da medicina regenerativa, garantindo e promovendo
a salide e bem estar da populagao. Diversos estudos indicam que o tipo de material
empregado bem como a topografia da matriz de crescimento afeta a adesao das células o
que influéncia na morfologia, proliferacao e viabilidade celular. Neste trabalho sera

avaliado o crescimento de

células-tronco

mesenquimais em membranas

nanoestruturadas de poli(acido latico) produzidas por fiagao por sopro em solugio.

Palavras-chave: células-tronco, nanofibras, poli(acido latico), medicina regenerativa

Introdugao

Lesdes em tecidos ou orgaos sao um dos problemas
mais frequientes enfrentados pela medicina.
Atualmente as opgdes terapeuticas (aloenxerto,
xenoenxerto, autoenxerto e implante de dispositivos
biomédicos) t&ém ampliado a qualidade de vida da
populagao [1]. No entanto estas opgdes estao
associadas a claras limita¢des incluindo viabilidade
de doadores, infecg¢do, baixa integragdo com o
hospedeiro e potencial rejei¢do do implante. Assim,
a medicina regenerativa foi desenvolvida com o
objetivo de superar tais limitacdes e de encontrar
terapias revolucionarias capazes de sanar as lesoes
do tecido, através do reparo ou criag@o de tecidos ou
orgdos visando a restauragdo das fungOes
prejudicadas [2].

O termo engenharia de tecidos tornou-se parte da
linguagem académica em 1993, quando Langer &
Vacanti [3], a definiu como um campo
interdisciplinar que integra os principios da ciéncia

e engenharia de materiais com as ciencias da vida
para o desenvolvimento de substitutos biologicos
capazes de restaurar, manter ou melhorar a fungdo
de um tecido ou orgao.

Os biopolimeros e polimeros sintéticos a partir de
recursos renovaveis sdo considerados a base para o
desenvolvimento sustentavel e eco-eficiente dos
materiais plasticos. Como exemplo de um polimero
pioneiro em mercados emergentes de plasticos
biodegradaveis temos o poli(acido latico) (PLA) que
€ um poliéster alifatico, biocompativel e
biodegradavel [4] que pode ser obtido por
fermentagao bacteriana de glicose extraida do milho
[5].

Por fim, a técnica de Solution Blow Spinning, ou
flagado por sopro em solugdo, foi recentemente
desenvolvida por Medeiros e colaboradores em
2009 [6], a partir da combinagdo de elementos das
téecnicas para produgao de ndo tecidos de
eletrofiagdo e meltblowing. Essa técnica usa uma
matriz de fiagdo composta por canais concéntricos
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com geometria otimizada que permite a produgdo de
nanofibras de polimeros de modo analogo a
eletrofiagao. Dentre as suas vantagens estdo a nao
necessidade de uso de campo elétrico, baixo custo ¢
a alta taxa de produtividade, cerca de, pelo menos,
100 vezes mais rapida que na eletrofiagao.

Materiais e métodos

Neste trabalho, foram preparadas membranas
nanoestruturadas a partir de uma solugao contendo
6% m/v de PLA e 6% m/v da blenda PLA/PEG
90/10 (m/m) em cloroformio: acetona 3:1 (v/v) pelo
método SBS a fim de se investigar a viabilidade de
crescimento de células-tronco mesenquimais neste
tipo de estruturada. As membranas nanoestruturadas
foram cortadas em pedagos circulares, esterilizadas
através de radia¢ao ultravioleta por 30 minutos e
fixadas em placas tratadas de poliestireno de
cultura. Foram adicionados 1,5 mL de meio de
cultura nas placas por 30 minutos antes da
semeadura das células. Entdo, as células-tronco
mesenquimais foram semeadas nas placas com e
sem as diversas membranas nanoestruturadas
(controle), em uma mesma densidade por placa.

As membranas obtidas foram caracterizadas por
microscopia eletronica de varredura (MEV). A
adesao das células-tronco mesenquimais nas
membranas poliméricas nanoestruturadas  foi
investigada por coloragao de hematoxilina e eosina
no intervalo de 48 horas seguida da obtengdo de
imagens por um microscopio otico.

Resultados e discussao

Temos na Fig. 1 as imagens obtidas através de
microscopia eletronica de varredura para nanofibras
de PLA puro e da blenda PLA/PEG. Nota-se um
aumento no diametro das fibras de PLA devido a
adicao de PEG a solugdo. Esse fendmeno ja foi
constatado pelo grupo em trabalhos anteriores
envolvendo a fabricagdo de nanofibras de blendas
poliméricas [7]. Através da analise estatistica de
diametros tem-se que as fibras de PLA puro e da
blenda PLA/PEG apresentaram diametro médio de
525 nm e 1000 nm, respectivamente. Essa variagao
no diametro com a adi¢do de um novo polimero a
solucdo de PLA pode ser associada ao aumento da
viscosidade das solugbes resultante das interagdes
atrativas entre estes polimeros.

Na Fig. 2 esta ilustrado o crescimento de células-
tronco mesenquimais em diferentes matrizes.
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Figura 1. Imagens obtidas por MEV de nanofibras
de (a) PLA e (b) PLA/PEG

16 Jan 2012
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Figura 2. Imgens obtidas por microscopia Otica de
células-tronco mesenquimais sob diferentes matrizes
de crescimento:(a) controle, (b) PLA e (c) PLA/PEG
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Inicialmente experimentos de crescimento de
células-tronco  mesenquimais  bovinas  foram
realizados em placas de cultura de poliestireno
como um controle positivo. Na Fig. 2a nota-se que
conforme o esperado, as ceélulas cresceram de
forma bidimensional ao longo da superficie da placa
de cultivo. Em seguida as células foram semeadas
na superficie das membranas nanoestruturadas.
Pode-se constatar que as células se encontram
dispostas tridimensionalmente na aderidas nas
membranas nanoestruturadas de PLA ¢ PLA/PEG
devido a presenga de varios focos nas imagens Fig.
2b e 2c.

Atualmente este projeto busca através de varias
técnicas de caracterizagao tanto de materiais como
de células obter correlagdes entre as propriedades
das membranas nanoestruturadas e a resposta
celular.

Conclusoes

Os resultados apresentados confirmam a adesao de
células-tronco mesenquimais na superficie de
membranas poliméricas nanoestruturadas de PLA e
PLA/PEG obtidas pela técnica de fiagado por sopro
em solugdo. O crescimento celular foi indicado
através de ensaios microscopia eletronica de
varredura e oOtica. Assim, a tecnologia de fiagao por
sopro em solu¢do pode ser apropriadamente
empregada para a fabricagao de matrizes
tridimensionais porosas para o crescimento de
células de interesse médico-veterinario.
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