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Resumo Estruturado

Introducgao

As células-tronco epiteliais (hAECs) da membrana amniética humana (MAH)
tém alta plasticidade fenotipica e baixa imunogenicidade, sendo promissoras
para a medicina regenerativa’?2 (figura 1). Diversos protocolos de isolamento
destacam a dificuldade em aumentar o rendimento sem comprometer a
viabilidade celular. Como a adesao da célula ao frasco de cultura é essencial
para sua sobrevivéncia3, este estudo testou quatro diferentes filmes para

melhorar esse processo.
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Figura 1: Origem e AplicacGes das Células-tronco Epiteliais (hAECs) de Membrana Amnidtica Humana (MAH). Criado em
https://BioRender.com

Objetivo

Avaliar a influéncia de diferentes filmes na adesao, proliferacao e viabilidade
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celular em culturas primarias de hAECs.

Métodos

Os seguintes grupos experimentais foram estabelecidos: Controle - CTL, meio
de cultura; Soro Fetal Bovino — SFB; Poli-L-lisina — PLL; Gelatina — GEL, 0,2%;
e Albumina — BSA, 10 ug/mL. Placas de 24 pogos foram preparadas com 300
ML de solugao por pogo para SFB, PLL, GEL e BSA, em triplicata, e incubadas
a 37°C, 5% CO2, por 24h. No dia seguinte, o0 excesso de solugao foi aspirado e
as placas foram deixadas para secar por 1h em fluxo laminar sob luz UV,
permitindo a formacao dos filmes. Células hAECs de primeira passagem foram
descongeladas, quantificadas e semeadas a 2-4 x 10.000 células/cm?. Os
grupos experimentais foram comparados nos tempos de 24h e 72h quanto a
viabilidade celular, numero de células vivas e total de células por poco, via
ensaio de exclusdo por azul de tripan (figura 2). A analise estatistica foi
realizada por Kruskal-Wallis e Mann-Whitney. Também foi utilizado o teste de

Wilcoxon para comparacdes entre tempos (p<0,10).

Secagem
CTL SFB PLL GFL BSA lh em UV
AN Aspiracao ]
- ." '
Incubagéo 5,
“ O ensaio de viabilidade com azul de tripan

/ \ foi conduzido até 72h

| ) &

\i ] B 4 24h

N v =1
Inicio do filme,
24ha 37°C, 5% CO, Oh Incubagio 72h
24ha72h
i ] ¥ o
m . B
300ul de solugio em et Filme Sen:ea'dur‘a 2 4 y L
o 2-4 x 10° células/cm
triplicata por grupo ﬁ (8
|
L w° e
—— e
» (g by =
temocstometer ~—

Figura 2: Determinacdo dos 5 grupos experimentais e ensaio de viabilidade celular por ensaio de exclusdo por azul de
tripan. Controle, meio de cultura - CTL, ; Soro Fetal Bovino - SFB; Poli-L-lisina - PLL; Gelatina 0,2% - GEL; Albumina 10 pg/mL
- BSA. Criado em https://BioRender.com

Resultados
O grupo PLL em 24h apresentou diferenca estatisticamente significativa na
viabilidade celular em relagédo ao grupo controle (p = 0,10). Além disso, esse

mesmo grupo demonstrou uma tendéncia de aumento no numero de células



vivas (p = 0,121), sugerindo um possivel efeito positivo do tratamento. Nos
demais grupos e tempos avaliados, nao foram observadas diferengas

significativas em comparagao ao controle (figura 3).
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Figura 3: Viabilidade celular, células vivas e total de células por grupo em 24 e 72 horas. Controle, meio de cultura - (CTL);
Soro Fetal Bovino (SFB); Poli-L-lisina (PLL); Gelatina 0,2% (GEL); Albumina 10 pg/mL (BSA). Dados expressam média=DVP.

Conclusao
Esses dados indicam que o filme de Poli-L-Lisina pode ser uma estratégia
promissora para promover a adesao celular de hAECs.
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