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RESUMO: Introdugao: As células-tronco sao células indiferenciadas que possuem
autorrenovacgao e capacidade de se diferenciar em diversas linhagens celulares, por
esse motivo tém sido considerado o seu potencial terapéutico. Dentre as mais
estudadas estdo as células-tronco mesenquimais que podem ser isoladas a partir
de qualquer tecido derivados do mesordema e tém como principais caracteristicas,
elevada plasticidade, a capacidade de originar tecidos mesodermais e nao
mesodermais, além de proporcionar a modulagdo da resposta inflamatéria e
contribuir para a reparacgao tecidual. O termo mesenquimal € utilizado para se referir
a um grupo celular presente somente no embrido em desenvolvimento, derivado
principalmente do mesoderma, que da origem as células que constituem o tecido
conjuntivo de adultos (PAIM et al., 2018). As células-tronco diferenciadas em
precursoras neuronais se mostram promissoras no tratamento de doengas
neurodegenerativas. Contudo, sua aplicagdo em tratamentos clinicos requer uma
melhor compreensao sobre os mecanismos responsaveis pela diferenciacao, além
de suas caracterizagdes imunofenotipica e genotipica efetivas. A capacidade de
diferenciagcdo das células-tronco mesenquimais em precursoras neuronais passa
pela formacao prévia de neuroesferas. No que tange ao substrato do cultivo celular,
foi demonstrado que a rigidez e elasticidade da matriz, onde as células sao
cultivadas, podem influenciar a orientagdo, seja o destino de células-tronco
pluripotentes. Essas células cultivadas em microambientes com elasticidade
comparavel ao o cérebro humano, sao capazes de se diferenciar eficientemente em
linhagens neuronais sem a adicdo de fatores de crescimento neurogénicos. Esse
mecanismo de diferenciagdo esta intimamente relacionado com a proteina YAP
(Yes-associated protein), que pode mediar as respostas a rigidez do substrato em
células-tronco mesenquimais. Quando essas células sao cultivadas em superficies
rigidas, como poliestireno ou vidro, sendo que a YAP esta localizada no interior do
nucleo e as células se autorrenovam. O oposto ocorre, quando as células-tronco
mesenquimais sao cultivadas em substratos flexiveis ou com moléculas pequenas
inibidoras da polimerizagdo da F-actina, o YAP transloca para fora do nucleo e as
células se diferenciam em linhagens neuronais. A YAP auxilia na manutengao da
pluripotencialidade das células-tronco de mamiferos, além de promover a
autorrenovagao de células-tronco neuronais e sua localizagdo durante a
diferenciacao neuronal é regulada pela proteina angiomotina (AMOT) (ZALTSMAN.,
et al, 2019). Com relacdo a AMOT, em substratos flexiveis ocorre o aumento da sua
fosforilagdo promovendo sua localizacido citoplasmatica. A AMOT super-expressa
exibe a mesma localizagdo citoplasmatica e antagoniza a ativagdo de YAP
enquanto promove a neurogénese. Em substratos rigidos, AMOT localiza-se
preferencialmente no nucleo e é hipofosforilada, permitindo que YAP suprima a
neurogénese (KANG; SCHAFFER; KUMAR, 2020).



Objetivos: O objetivo do estudo foi caracterizar as precursoras neuronais
diferenciadas a partir das células-tronco mesenquimais do tecido adiposo.

Métodos: As células-tronco mesenquimais foram isoladas do tecido adiposo
proveniente de cirurgias estéticas, diferenciadas em adipdcitos, ostedcitos,
condrécitos. As células-tronco foram diferenciadas em precursoras neuronais
através da formacgdo de neuroesferas apdés a semeadura das células-tronco
mesenquimais sobre matriz de biopolimero de acordo com os protocolos
desenvolvidos pelo grupo de pesquisa. A caracterizagdo das células-tronco
mesenquimais foi realizada por meio das técnicas de citometria de fluxo, para os
marcadores CD13, CD34, CD45, CD73, CD90, CD105, HLA-DR e HLA-ABC; para
as células precursos neuronais foram realizadas as imunocitoquimicas das
proteinas Nestina e R-tubulina Ill, YAP e AMOT e RT-PCR para os genes NEFM e
TUBB3.

Resultados: Os resultados demonstraram que as células-tronco mesenquimais se
diferenciaram em ostedcitos, condrocitos e adipocitos e expressaram o0s
marcadores caracteristicos na citometria de fluxo. As precursoras neuronais
expressaram as proteinas Nestina e 3-tubulina Il na imunocitoquimica e os genes
NEFM e TUBB3 na RT-PCR. Com relagao as proteinas YAP e AMOT, foi possivel
observar a translocacédo da proteina YAP em resposta a regulacdo da AMOT para
fora do nucleo das células comprovando a neurodiferenciagao.

Conclusao: As células-tronco mesenquimais quando semeadas na matriz de
biopolimero foram capazes de se diferenciar em precursoras neuronais, pois
expressaram os marcadores caracteristicos de células de linhagens neuronais,
comprovado através do mecanismo de translocacéo da proteina YAP regulada pela
proteina AMOT, na auséncia de meios de indugao e/ou transfecgcdes génicas.

PALAVRAS-CHAVE: célula-tronco mesenquimal, precursora neuronal, tecido
adiposo.
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