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O cultivo celular 2D ¢ utilizado para o estudo do potencial de pluripoténcia e
diferenciagdo de células-tronco embrionarias murinas (mESCs). Contudo, ja se provou que
um substrato tridimensional (3D) proporciona um ambiente mais semelhante ao in vivo para
as mESCs. Sabe-se também que a superficie onde as ESC sdo cultivadas ¢ capaz de alterar o
equilibrio entre a manutencdo da pluripoténcia e a diferenciagdo. Dessa forma, o objetivo do
estudo foi avaliar a pluripoténcia de mESCs cultivadas em scaffolds 3D de poli(acido
lactico-co-acido glicdlico) (PLGA) tratados com gelatina ou fibronectina. Os biomateriais, ou
scaffolds, foram produzidos pela técnica de electrospinning com PLGA diluido em
diclorometano:etanol (8:2). Os parametros para a realizacao do electrospinning incluiram uma
alta tensdo de 14 kV, uma distancia do coletor a agulha de 20 cm, e uma taxa de fluxo
constante de 3.0 ml/h. A fim de diminuir a hidrofobicidade dos scaffolds, foi realizado um
tratamento com NaOH. Apds esse tratamento, os scaffolds foram organizados em trés grupos:
tratados com gelatina, tratados com fibronectina e um tratado somente com NaOH. Placas de
cultura revestidas com gelatina foram utilizadas como o grupo de controle. Os scaffolds foram
caracterizados quanto ao didmetro das fibras por microscopia eletronica de varredura (MEV)
e, quanto a sua hidrofilicidade, pela medida do angulo de contato. Foram semeadas um total
de 1,5x 10%*élulas/cm? e a analise foi realizada apos 3 e 7 dias. As interagdes das células com
os scaffolds foram avaliadas por microscopia confocal para analise da morfologia das colonias
ap6s marcacao do nucleo e citoesqueleto e apos imunofluorescéncia para os marcadores de
pluripoténcia (Oct3/4, Sox-2 e Nanog). As andlises estatisticas foram realizadas pelo teste de
Kruskal Wallis. O didmetro médio das fibras foi de aproximadamente 4,1 um . A morfologia
das colonias de mESCs foi mantida entre os diferentes tratamentos, mas as células ocuparam
uma superficie maior nos scaffolds revestidos com fibronectina. A analise da pluripoténcia
mostrou que as células preservaram a expressdo dos marcadores Oct3/4, Sox-2 e Nanog em
todos os grupos de scaffolds e na placa. Em conclusdo, todos os tratamentos apresentaram
resultados semelhantes no cultivo de mESCs, mostrando que ¢ possivel manter as células
pluripotentes nos scaffolds tratados com gelatina ou fibronectina. No entanto, ¢ importante
observar que, embora os scaffolds tratados com gelatina apresentaram o melhor resultado de
angulo de contato, ou seja, maior hidrofilicidade, as células aparentemente distribuiram-se
melhor na superficie dos biomateriais tratados com fibronectina. Portanto, o uso do sistema
3D para a cultura de mESCs pode ser considerado uma ferramenta importante para a terapia
celular e pode contribuir significativamente para os estudos de manutencao da pluripoténcia e
diferencia¢ao das mESCs.
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