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INTRODUCAO

As ceélulas-tronco mesenquimais (MSCs) tém sido amplamente
estudadas, pois sao consideradas uma terapia promissora para o tratamento
de desordens imunoldgicas e regeneracao tecidual. Acredita-se que essas
celulas induzem a polarizacdo de macrofagos para um fenotipo anti-
Inflamatorio (M2).

Sua utilizacdo como terapia celular pode apresentar riscos devido ao seu
tamanho (>20um), ocorrendo seu aprisionamento nos microcapilares
pulmonares. Portanto, desenvolveu-se particulas de membrana a partir de
MSCs lisadas como uma nova estratégia terapéutica.

OJNISNRAVION

Avaliacdo dos efeitos do meio condicionado, das particulas de membrana
e das MSCs na polarizacdo de macréfagos.

Para os experimentos foram utilizadas MSCs do tecido adiposo
epididimal e macréfagos peritoneais coletados de camundongos C57BL/6
machos, de acordo com o diagrama ilustrado na figura 1.
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RESULTADOS

Figura 3: As particulas geradas revelaram um
tamanho médio de 114 nm e concentracdo média
de 6,24+08 por ml. Desta forma, em média, as
particulas de membrana sdo cerca de 160 vezes
menores do que uma célula-tronco mesenquimal
integra.

Figura 1: Esquema representando as etapas de coleta, cultivo e expansdo de MSCs do tecido adiposo
epididimal e macrofagos peritoneais de camundongos. As MSCs foram estimuladas com LPS, seu
meio condicionado coletado e as particulas de membrana foram geradas por lise celular e
ultracentrifugacdo e seu tamanho medido por Nanoparticle Tracking Analysis. Os grupos
experimentais foram: M@ (controle total); LPS (macrofagos + LPS, ambiente pro-inflamatorio); 1L-4
(macrofagos + IL-4, ambiente anti-inflamatério); CC (macréfagos + MSCs); MC (macréofagos + meio
condicionado) e P (macrofagos + particulas de membrana).

Figura 2: Foram coletados macréfagos peritoniais de
camundongos GPF* para posterior avaliacdo morfolégica dos
diferentes grupos experimentais.
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A fim de verificar a polarizacdo dos macrofagos, as culturas foram
avaliadas para o marcador de perfil anti-inflamatério de macréfagos CD206
por citometria de fluxo com a utilizacdo do parametro MFI (média de
Intensidade de fluorescéncia). Alem disso, determinou-se a atividade de
arginase com analise da concentracao de ureia em espectrofotometro.

Figura 4: Morfologia dos macrofagos GFP* dos diferentes grupos experimentais apos 24h de cultivo.
A: grupo M@; B: LPS; C: IL-4; D: meio condicionado; E: MSCs e F: particulas de membrana. Pode-
se observar diferentes morfologias, como: células arredondadas (caracteristica de fenotipo M1)
indicadas por asterisco (*) e células alongadas (fenotipo M2) indicadas por setas (=). Visualizacao
em microscopia de fluorescéncia.
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Figura 5: Grafico dos valores médios de
intensidade de fluorescéncia (MFI) para o
marcador CD206, indicando que os efeitos do
co-cultivo (com MSCs e MSC-P) sdo superiores
em comparagdo ao IL-4, um conhecido indutor
do perfil M2,
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Figura 6: Grafico dos valores médios para
atividade da arginase, 0 que comprova uma
relacdo altamente positiva na polarizacdo de
macrofagos quando ha contato entre as
membranas celulares, sejam integras ou em
particulas.
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CONCLUSAO

Portanto, a partir dos dados expostos, pode-se inferir que o efeito na polarizacdo de macréfagos para um fendtipo M2 estd mais relacionado a uma
Interacdo celula-célula do que ao efeito do meio condicionado, o que demonstra a possivel aplicacdo terapéutica das particulas de MSCs ja que estas, por
serem menores, possivelmente sdo mais seguras do que a terapia celular convencional, uma vez gue evitam o aprisionamento nos microcapilares pulmonares.



