\:/pct

Instituto de Pesquisa com Células-tronco

$
UFRGS

UNIVERSIDADE FEDERAL
00 MO ORANDE DO SUL

FACLILDWDE JE FARNACLA

Utilizacao de duas fontes de células-tronco mesenquimais para regeneracao de pele
em modelo animal de queimadura

Thayane Crestani!, Daniela Steffens?, Cristiane Scher?, Kerlin Quintiliano?, Annelise Ribeiro?,
Raquel Fernandes?3, Dilmar Leonardi?, Patricia Pranke?, Carlos Alexandre Netto?

! Laboratoério de Hematologia e Células-tronco, Faculdade de Farmacia, 2 Laboratorio de Isquemia Cerebral, Departamento de Bioguimica, Universidade Federal do Rio Grande do Sul;
3 Hospital Nossa Senhora da Conceicao; Porto Alegre, Brasil. thayc@hotmail.com

As células-tronco mesenquimais (CTMs) séo celulas indiferenciadas e apresentam uma serie de caracteristicas que as tornam candidatas a
utilizacao terapéutica. Suas principais caracteristicas sdo a capacidade de auto-renovacao e de diferenciacao em diversos tipos celulares. A terapia
celular, com o uso das células-tronco, tem sido usada na engenharia tecidual, para regenerar 6rgaos ou tecidos lesados, tais como a pele. A
capacidade de promover a regeneracao da pele é muito importante, principalmente nas grandes queimaduras e feridas cronicas, onde os tratamentos
disponiveis sao insuficientes para prevenir a formacao de cicatrizes e promover a cura do paciente. O objetivo deste trabalho foi extrair CTMs a partir
de duas fontes diferentes: cordao umbilical humano (CUH) e rim de camundongo, para serem cultivadas em biomateriais, para posterior utilizacao em

modelo animal de defeito cutaneo, que mimetiza queimadura de terceiro grau, na tentativa de promover a regeneracao de pele nos camundongos.

As amostras de CUH (pecas de 8 cm) foram coletadas e as células extraidas conforme protocolo padronizado (Secco et al, 2008).

Camundongos adultos C57/B16N tiveram seus rins extraidos, cortados, lavados com solucdo Hank’s e deixados em contato com colagenase para
liberacdo das células por 60 min a 37°C. As células foram inicialmente cultivadas em placas de cultivo de 6 pocos. Apos 24 horas, as celulas nao
aderentes foram removidas e as aderentes cultivadas até confluéncia total. Ao atingir a 5% passagem, as celulas sdo caracterizadas como CTMs,
conforme ensaios padroes (Dominici et al.,, 2006) e cultivadas em matrizes de nanofibras produzidas por nanotecnologia, atraves da técnica de
electrospinning. As matrizes foram produzidas com o polimero poli-D,L-acido lactico (PDLLA) e as CTMs cultivadas nas mesmas, conforme
padronizado pelo grupo (Steffens et al, 2010), e ensaios de adesao e proliferacao celular e citotoxicidade foram realizados. As matrizes de PDLLA com
as celulas foram implantadas em modelo animal de camundongos com defeito cutaneo. Dois grupos foram estudados: Grupo 1: animais/controles:
receberam implantes de matrizes de PDLLA sem células, e Grupo 2: animais que receberam implantes de matrizes de PDLLA cultivadas com CTMs de

rim de camundongos isogénicos. Apos o sacrificio dos animais, foram realizados cortes histologicos e seréo realizadas analises imuno-histoquimicas

das pecas criopreservadas.

Um total de 7 amostras de CUH foi coletado de recém-nascidos a termo apos cesareas realizadas no
Centro Obstétrico do Hospital Moinhos de Vento. Entre os neonatos, 6 eram do sexo masculino e 1 do sexo

feminino, com idade gestacional media de 38,5+0,5 semanas, idade materna média de 29,1+6,3 anos e peso

medio do neonato de 3.216x279g. As CTMs foram caracterizadas através da sua capacidade de aderéncia e s e
morfologia, pelo perfil imunofenotipico caracteristico, bem como pela capacidade de diferenciacdo nas

linhagens adipogénica, osteogénica e condrogénica (figura 1). Os ensaios biolégicos mostraram boa interacao

das ceélulas com as matrizes de PDLLA com baixa toxicidade. Até o momento, um total de dez animais, cinco Neg. Condrogénica Dif. Condrogénica

de cada grupo, recebeu implante do biomaterial. As matrizes implantadas mostraram ser adeguadas para a

cobertura do defeito cutaneo, aderindo-se bem a leséo e cobrindo o local (figura 2). As analises imuno-

Neg. Osteogénica Dif. Osteogénica

histoguimicas serao realizadas atraves do uso do anticorpo anti-CD31, um marcador de angiogénese, para

avaliar a neovascularizacao e a regeneracao do tecido formado.
Figura 1: Diferenciacao das CTMs. Controle
negativo e diferenciacao no tipo celular
citado (400X).
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eficientes como células a serem cultivadas no biomaterial produzido por nanotecnologia, bem como parecem .~ -
ser boas candidatas a serem usadas na engenharia de tecidos para a regeneracao de pele em modelo animal ‘
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