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EFEITOS DAS CELULAS ESTROMAIS MESENQUIMAIS, PARTICULAS DE
MEMBRANA E MEIO CONDICIONADO EM MACROFAGOS DE CULTURA
PRIMARIA E DE LINHAGEM

Dienifer Hermann Sirena! e Ana Helena da Rosa Paz?

Introducdo: As células-estromais mesenquimais (MSCs) sdo consideradas uma terapia
promissora para o tratamento de desordens imunoldgicas e regeneracdo tecidual. Acredita-se
que induzem a polarizacdo de macréfagos pré-inflamatdrios (M1) com morfologia arredondada
para um fenotipo anti-inflamatério (M2) caracteristicamente com projecdes. Entretanto, ha
indicativos de que sua utilizacdo pode apresentar riscos devido ao tamanho, ocorrendo
aprisionamento nos microcapilares pulmonares. Nesse sentido, desenvolveu-se particulas de
membrana a partir de MSCs lisadas visando uma nova estratégia terapéutica. Objetivos:
Avaliar os efeitos do meio condicionado, das particulas de membrana e das MSCs na
polarizagdo de macrdéfagos primarios e de linhagem. Metodologia: Foram utilizados, de
camundongos C57BL6 machos, macréfagos peritoneais e MSCs do tecido adiposo epididimal,
e a linhagem de macréfagos RAW 2647. Apoés cultura e expansédo das MSCs, estas foram
estimuladas com LPS, seu meio condicionado foi coletado, as particulas de membrana foram
geradas e depois medidas por Nanoparticle Tracking Analysis. Os macrdéfagos, primarios e de
linhagem, foram co-cultivados por 24 horas em diferentes grupos: M@ (ndo estimulados); LPS
(pro-inflamatorio); 1L4 (anti-inflamatorio); CC (com MSCs); MC (com meio condicionado) e
MP (com particulas de membrana), visando verificar sua polarizagdo. A morfologia celular foi
avaliada através de microscopia de fluorescéncia e a area e alongamento celular medidos com
o0 software ImageJ. Foi realizado ensaio de interacdo entre macréfagos e as particulas de MSCs.
As culturas foram avaliadas para o marcador de perfil anti-inflamatorio de macroéfagos CD206
por citometria de fluxo com a utilizacdo do pardmetro MFI (média de intensidade de
fluorescéncia). Ademais, determinou-se a atividade de arginase com andlise da concentragédo
de mg ureia/min/mg de proteina em espectrofotometro. Resultados e Discussao: As particulas
revelaram tamanho médio de 114nm. Morfologicamente, observou-se maior alongamento com
projecdes (p<0,05) nos grupos IL4, MC e P de cultura primaria, jA em RAW 264.7 foram o0s
grupos IL4, MC, CC e P. Entretanto, a area nao apresentou diferencas em ambos métodos de
cultura. No ensaio de interacdo observamos a fagocitose das particulas. A expressdo de CD206
apresentou os seguintes resultados de MFI: CC=6,195, P=4,582, MC=4,066 e IL-4=4.171,
indicando que os efeitos da cultura celular sdo superiores ao comparar com IL-4, um conhecido
indutor do perfil M2. As médias para atividade da arginase correspondem a 183,33 (M@),
166,67 (LPS), 217,95 (IL-4), 269,03 (MC), 414,28 (CC) e 553,56 (P), 0 que comprova uma
relacdo altamente positiva na polarizacdo de macréfagos quando ha contato entre as membranas
celulares, sejam integras ou em particulas. Conclusao: Foi possivel verificar a polarizacdo dos
macrofagos e sua alteracdo morfoldgica nos diferentes tratamentos. A particulas de membrana
de MSC mostraram efeito imunomodulador de macrofagos, fendmeno possivelmente associado
a fagocitose. Nesse sentido surge a possivel aplicacdo terapéutica das particulas de MSCs ja
que estas cumprem o papel de polarizacdo para um perfil M2 e aparentam ser mais seguras do
que a terapia celular convencional.
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