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RESUMO

Os neutrdfilos sdo importantes células do sistema imune, que atuam de
diferentes formas e assumem fendtipos de acordo com o ambiente que estdo
inseridos. De forma simplificada, podemos considerar que existem neutrofilos
inflamatorios — N1, e anti-inflamatoérios — N2, além de sua forma de repouso, ou naive.
Os perfis, N1 e N2, podem estar relacionados com patologias. Dentre as possiveis
formas para modular o perfil de neutréfilos, esta a terapia celular com as células
estromais mesenquimais (MSC). As MSC sao células multipotentes que podem ser
obtidas de varios tecidos adultos, como tecido adiposo, medula 6ssea, ou anexos
embrionarios. O potencial imunomodulatério das MSC é conhecido e bem estudado
em células imunes como macréfagos, mondcitos e linfocitos, porém muito pouco
estudado em neutrdfilos. Assim, este trabalho teve como objetivo explorar os efeitos
de MSC da membrana coriénica (cMSC) sobre neutrofilos maduros, utilizando
diferentes tratamentos derivados de cMSC: Meio condicionado, microparticulas de
membrana (MP-cMSC) e co-cultivo. As MP-cMSC sdo uma alternativa de tratamento
livre de células que contorna alguns problemas da terapia com células integras, mas
mantém a possibilidade de interagado da célula alvo com proteinas de membrana das
MSC mimetizando o contato célula-célula. Como comparativo, utilizaram-se

neutrofilos naive, neutrdéfilos induzidos N1 e neutrofilos induzidos N2.

Observou-se que o tratamento com todos os derivados de cMSC apresentaram
efeitos sobre a funcionalidade dos neutrdfilos. O tratamento com meio condicionado,
e, portanto, efeitos paracrinos, apresentou uma redugcao na taxa de apoptose, leve
aumento na producdo de espeécies reativas de oxigénio, aumento do potencial
imunossupressor e alteragdes enzimaticas compativeis com um perfil semelhante ao
anti-inflamatério. Enquanto isso, os efeitos de redugcdo na taxa de apoptose,
imunossupressao e alteragdes enzimaticas ndo foram significativamente relevantes
para MP-cMSC. Isso indica que grande parte dos efeitos avaliados ndo se deve a
interacdo intima dos neutréfilos com proteinas de membrana das cMSC. No entanto,
as MP-cMSC aumentaram a producao de espécies reativas de oxigénio, indicando
uma maior atividade antimicrobiana. Ainda assim, o tratamento com MP-cMSC néo se

assemelha ao perfil N1, indicando um fenétipo diferente dos extremos N1 e N2. Para



0 grupo de co-cultivo de cMSC, foram observados resultados intermediarios, visto que

esse tratamento possui tanto interagdes paracrinas quanto interagdes célula-célula.

Podemos concluir que as cMSC e seus produtos possuem efeitos na
modulag¢do de neutréfilos indicando que o meio condicionado apresenta um maior
potencial para induzir o fenétipo semelhante ao anti-inflamatério. Contudo, mais
estudos sdo necessarios para compreender o mecanismo de acao dos diferentes

produtos de cMSC nesse tipo celular.

Palavras chaves: MSC, neutrdfilos, células estromais mesenquimais,

imunomodulagéo, microparticulas, meio condicionado, MSC membrana coribnica;



ABSTRACT

Neutrophils are essential cells of the immune system that act in various ways
and assume different phenotypes according to their environment. In a simplified way,
we can consider that there are inflammatory neutrophils — N1, and anti-inflammatory
ones — N2, in addition to their resting, or naive form. Both profiles, N1 and N2, may be
related to several pathologies. There are various ways to modulate neutrophil profiles,
one of which is cell therapy with mesenchymal stromal cells (MSC). MSC are
multipotent cells obtained from different types of adult tissues, such as adipose tissue,
bone marrow, or embryonic appendages. The immunomodulatory potential of MSC is
known in several conditions and cell types, affecting immune cells such as
macrophages, monocytes, lymphocytes, and neutrophils. The literature on MSC and
neutrophils is scarce, lacking important pieces of information about specific
mechanisms and having conflicting evidence. This work explores the effects of MSC
extracted from the chorionic membrane (cMSC) on mature neutrophils. cMSC has not
been extensively explored in the literature, and its interaction with neutrophils is
practically unknown. Different cMSC-derived treatments were compared: Conditioned
medium, membrane microparticles (MP-cMSC), and co-culture. It is pertinent to
highlight the inclusion of MP-cMSC, which is a cell-free alternative that overcomes
some problems of whole-cell therapy. As a comparison, naive neutrophils, N1-induced
neutrophils, and N2-induced neutrophils were used. It was observed that all cMSC-
derived treatments presented effects on neutrophil functionality. Treatment with a
conditioned medium, and therefore paracrine effects, showed a reduction in the rate
of apoptosis, a slight increase in the production of reactive oxygen species (ROS), an
increase in immunosuppressive potential, and enzymatic changes compatible with an
anti-inflammatory profile. Meanwhile, the effects of reducing the rate of apoptosis,
immunosuppression, and enzymatic changes were subtle, or even non-existent in MP-
cMSC treatment. This indicates that most observed effects are not due to the intimate
interaction of neutrophils with cMSC membrane proteins. However, MP-cMSC
increased the production of ROS, pointing to an enhanced microbicide capacity.
However, MP-cMSC treatments did not present similar characteristics to N1, indicating
a different profile when compared to N1 or N2. For the MSC co-culture group,

intermediate results were observed, as this treatment has both paracrine interactions



and cell-cell interactions.We can conclude that MSC and their products affect
neutrophil modulation, indicating that conditioned medium presents a greater potential
for inducing an anti-inflammatory-like phenotype. However, further studies are
necessary to understand the mechanism of action of different MSC products on this

cell type.

Keywords: MSC, Neutrophil, mesenchymal stromal cells, chorionic membrane MSC,

immunomodulation, microparticles, conditioned media.
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1. INTRODUGAO

Os neutréfilos sao células imunes comumente encontradas na circulagao e nos
tecidos do corpo humano, compondo cerca de 60% dos leucécitos circulantes no
sangue (Kraus; Gruber, 2021). S&o células originadas na medula, que compde uma
parte essencial do sistema imune inato e adaptativo. Quando liberados pela medula,
os neutroéfilos circulam através dos vasos sanguineos, juntamente com hemacias e
outras células imunes (Borregaard, 2010). Sua agao no sistema imune inato consiste
na formagdo de uma “primeira linha de defesa”, identificando sinalizagbes de
inflamacédo e migrando para os tecidos-alvo através do endotélio. Essa migracéo
através do endotélio dos vasos € chamada de extravasamento, permitindo o acesso
dos neutrdfilos ao tecido inflamado. Quando no tecido, os neutrdéfilos sdo atraidos
através de um gradiente quimiotatico, composto por diversas moléculas sinalizadoras.
A partir dai, os neutréfilos exercem sua fungéo de destruicdo de uma ampla gama de
patdgenos (Kraus; Gruber, 2021). Apesar do extravasamento de neutrofilos para os
tecidos ocorrer principalmente devido a presenga de inflamagdo, se sabe que a
migracdo de neutrofilos pode ocorrer também em situagdes fisiologicas, formando

reservatorios de neutrofilos em diferentes 6rgéos (Kolaczkowska; Kubes, 2013).

O papel dos neutréfilos no sistema imune adaptativo consiste principalmente
na regulagéo de outras células imunes como linfocitos, através da producédo de varias
citocinas, quimiocinas e outras moléculas sinalizadoras, como por exemplo: Fator de
necrose tumoral (TNF) a, Ligante de quimiocina de motivo CXC (CXCL)8, CXCL10,
ligante de quimiocina de motivo CC (CCL)2, CCL3, CCL4 e CCL23, fator estimulador
de colbnias granulocitarias (G-CSF) e fator de crescimento endotelial vascular
(VEGF), outros fatores da familia dos TNF e fatores de crescimento como fator de
crescimento semelhante ao EGF (fator de crescimento epitelial) de ligagao a Heparina
(HB-EGF). Além disso, os neutrofilos podem funcionar como células apresentadoras
de antigeno e retornarem dos tecidos inflamados para os linfonodos durante infec¢des

parasitarias ou bacterianas (Rosales, 2020).

Dada a sua funcéo, os neutréfilos sdo capazes de eliminar com rapidez e
eficiéncia uma ampla gama de patdégenos e possiveis ameagas ao corpo e seus
orgaos. Para isso, os neutrofilos utilizam diversos mecanismos, sendo os principais:

Fagocitose, producdo de explosdo oxidativa, desgranulacdo e formagao de
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“armadilhas” extracelulares de neutréfilos (NETs; Figura 1) (Papayannopoulos;
Zychlinsky, 2009).

Contengao microbiana
Acao concentrada dos microbicidas
Protec¢do do tecido préprio
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Figura 1: Principais mecanismos de agdo dos neutréfilos e suas caracteristicas. Figura elaborada pela autora.
ROS: Espécies reativas de oxigénio; MPO: Mieloperoxidase; EM: Elastase de neutrdfilo

O processo da fagocitose consiste no aprisionamento fisico de possiveis
patogenos pelo neutrdéfilo, o que resulta na formagdo de uma vesicula especializada
na destruicdo do que foi internalizado, denominada fagossomo (Nordenfelt; Tapper,
2011). O fagossomo permite a concentragdo da agao antimicrobiana em locais

especificos promovendo, portanto, menos danos colaterais para a célula, isolando
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componentes efetores potencialmente nocivos do citoplasma. Normalmente,
juntamente com o processo de fagocitose ocorre a jungao do fagossomo com granulos
contendo uma série de enzimas, como a NADPH (dinucleotideo de nicotinamida e
adenina) oxidase (NOX) e mieloperoxidase (MPO), que possibilitam o funcionamento
correto do fagossomo (Burn et al., 2021). O processo que permite a mobilizagdo das
vesiculas contendo as enzimas essenciais para os fagossomos €& denominado
desgranulagdo e induz a mobilizagcdo dos diferentes tipos de granulos para os
fagossomos ou para o ambiente extracelular. Os granulos de neutréfilos podem ser
categorizados em quatro grupos: secretores, terciarios ou de gelatinase, secundarios
ou especificos e primarios ou azurofilos. Cada tipo de granulo é caracterizado pelos
seus componentes. Os granulos secretores englobam proteinas plasmaticas e
receptores de FC e complemento. Com maior propriedade pro-inflamatdria, os
granulos primarios sao reservatorios de enzimas como a mieloperoxidase, defensinas,
elastase e azurocidina. Granulos secundarios contém proteinas como lisozima, pré-
catelicidina e lactoferrina e granulos terciarios armazenam gelatinase e
acetiltransferase (Borregaard et al., 1993). A desgranulagao é estimulada por diversos
fatores e esta intimamente associada com a fagocitose, explosao oxidativa e secre¢ao
de componentes no espago extracelular (Manara; Chin; Schneider, 1991). Mesmo
sendo um processo essencial no funcionamento do neutrdfilo, a desgranulagéo
excessiva pode ser prejudicial, pois a liberagao de enzimas com efeito antimicrobiano

também pode afetar o tecido do préprio organismo (Eichelberger; Goldman, 2020).

A explosao oxidativa (ou burst oxidativo) € um processo de produgao massiva
de espécies reativas de oxigénio (ROS) a partir da estimulagao do neutrdéfilo. Essa
producao é catalisada pela enzima NOX. As ROS sao moléculas altamente reativas
com radicais de oxigénio, que sdo produzidas fisiologicamente durante o metabolismo
celular, participando de processos de sinalizagdo. Nos casos de desregulacao de sua
producdo, seu aumento (estresse oxidativo) pode causar danos as células. Algumas
das ROS mais comumente produzidas sdo o perdxido (H20:2), superoxido (O2-) e
radicais hidroxila (OH-) (Sahoo et al., 2022). Os neutrdfilos utilizam do potencial
destrutivo das ROS para eliminagdo de elementos indesejados (Winterbourn; Kettle;
Hampton, 2016). As ROS agem interagindo com moléculas organicas, causando

danos a estrutura molecular através da oxidacdo e alteragcdo de sua estrutura,
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promovendo danos a componentes celulares como enzimas, lipideos e DNA (Hajam
et al., 2022).

Normalmente, neutrdfilos estimulados iniciam, em aproximadamente 10 a 20
minutos, um processo de catalizagdo de ROS aumentado cerca de 30 vezes em
relagao aos neutrofilos ndo ativados, sendo uma resposta rapida e direcionada para a
eliminacao de patégenos (Britt et al., 2022). A atividade da enzima NOX se inicia
concomitantemente com a desgranulagao (Lacy, 2006). Apds sua ativacdo, a NOX ira
“‘bombear” elétrons para dentro dos fagossomos. A partir dai, os ROS contidos nos
fagossomos danificam e destroem o patdégeno (Segal, 2005). Além disso, os
neutréfilos possuem a enzima MPO, presente em altas concentragdes nos granulos
primarios, que se fundem aos fagossomos durante a desgranulagdo. A
mieloperoxidase (MPO) converte H202 (produzido em grandes quantidades pela
NADPH) e ion cloreto (CI) em acido hipocloroso (HOCI), radicais hidroxila (OH") e
cloraminas, que contribuem para a degradagao dos patégenos no fagossomo. Durante
a morte celular, a MPO pode ser liberada no ambiente extracelular, onde ao se ligar
com receptores da membrana de outros neutrofilos, induzira desgranulagao, formando

uma reacédo em cadeia (Lawrence; Corriden; Nizet, 2018).

Juntamente com a liberagdo de enzimas antimicrobianas no meio externo,
neutréfilos estimulados ejetam redes de DNA pouco condensado, contendo histonas
citrulinadas ou NETs e enzimas citoplasmaticas como MPO e elastase neutrofilica
(Yazdani et al., 2019). A formacao de NETs é induzida por varios estimulos, tanto
infecciosos como nao infecciosos (Stojkov et al., 2022) e promove o aprisionamento
dos microrganismos, impedindo que se espalhem, o que potencializa o efeito das
enzimas e produtos secretados (Brinkmann et al., 2004). As NETs tém sido
associadas com o desenvolvimento de diversas doencas inflamatoérias e autoimunes,
como artrite reumatoide, lupus eritematoso sistémico, fibrose e até mesmo cancer.
Diferentes maneiras de desenvolvimento de NETs foram descritas, sendo que estas
podem ou n&o levar a morte do neutrofilo. Além disso, NETs sdo complexas, podem
atuar como pro-inflamatérias ou anti-inflamatérias, dependendo do estimulo e das
circunstancias nas quais foram geradas. Classicamente, NETs atuam de forma
inflamatdria, aumentando a reacdo de células imunes e auxiliando no combate a

infecgbes, porém em algumas situagdes, NETs podem exercer sinalizagdes anti-
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inflamatorias, como inibir a ativagdo de macrofagos, diminuindo a secregao de
interleucina (IL)-6 e aumentando a secrecdo de IL-10 (Melbouci; Haidar Ahmad;
Decker, 2023). Adicionalmente, NETs causam danos na matriz extracelular e alteram
o funcionamento de células proéprias, dificultando a recuperagéo do tecido (Zhu et al.,
2021) .

Dada a ampla gama de mecanismos e fungdes desenvolvidas pelos neutrdfilos,
pode-se constatar a grande variedade de fenétipos que neutréfilos podem assumir.
Atualmente, existe uma forte discussao sobre como classificar os diferentes tipos de
neutréfilos. Varias classes de neutrofilos ja foram sugeridas, tais como maduros,
imaturos, de baixa densidade, hiper segmentados, inflamatérios (N1) e anti-
inflamatorios (N2) além de classificacbes especificas de acordo com receptores
expressados (Hellebrekers; Vrisekoop; Koenderman, 2018). Para fins praticos, muitos
autores consideram o mesmo tipo de classificagdo utilizado para macréfagos, nos
quais se consideram os fenétipos M1 (inflamatério) e M2 (anti-inflamatério) (Abumaree
et al., 2013). Para neutrdfilos, considera-se o neutréfilo em repouso (nao estimulado),
o neutrdfilo ativado classicamente (inflamatorio) denominado N1 e o neutréfilo anti-
inflamatorio N2. Entre os dois fenétipos extremos (Figura 2), considera-se a existéncia
de um gradiente de fendtipos bastante complexo. Enquanto N1 esta relacionado com
a destruigado de patogenos, producao de ROS e aumento da inflamagao, N2 tem uma
reducdo na producado de marcadores inflamatérios, menor produ¢cdo de ROS e um
aumento da capacidade fagocitica e supresséo imune. Neutrofilos N2 sdo comumente
relacionados com tumores, sendo considerados pré-tumorigénicos (Ohms; Moller;
Laskay, 2020; Xie et al., 2023).

Entretanto, a inducio da polarizacdo de neutrofilos nos dois fendtipos basicos
- N1 e N2 — in vitro ndo esta ainda bem estabelecida, principalmente devido a
dificuldade de mimetizar o microambiente necessario. Normalmente, utiliza-se
Lipopolisacarideo (LPS) e interferon gama (IFN- y) (Marchi et al., 2014; Ohms; Mdller;
Laskay, 2020) para induzir o fenétipo N1 com certa facilidade, porém para indugéo de
N2 existe uma grande inconsisténcia na literatura, variando desde a utilizagdo de
coquetéis contendo fator de crescimento tumoral beta (TGF-3), lactato, adenosina,
prostaglandina E2 (PGE-2), IL-10, e G-CSF (Ohms; Mdller; Laskay, 2020) protocolos

mais simples com IL-4 e TGF-B (Shen et al., 2007). Além da composi¢cao dos
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indutores de fendtipo, suas concentracdes variam muito na literatura, ndo se tendo,

portanto, um consenso para sua utilizacao.

N1- Inflamatério N2 - Anti-inflamatério

T NETose IEN-y + LPS TGF-B +IL4 J
tROS i —
T Citotéxico |
T TNF-a

TNO

1 H,0, ‘\‘» § I HO

Figura 2: Representagdo dos perfis N1 e N2, juntamente com compostos indutores utilizados
neste trabalho. Elaborada pela autora. ROS: Espécies reativas de oxigénio; NO: 6xido nitrico;
IFN-y: Interferon Gama; LPS: Lipopolisacarideo; TGF-[: Fator de crescimento tumoral beta; IL-
4: Interleucina 4; H202: Perdxido de hidrogénio; TNF-a: Fator de necrose tumoral alfa;

Muitos trabalhos in vitro envolvendo neutrofilos sdo realizados com linhagens
celulares que possuem algumas caracteristicas semelhantes aos neutrofilos, como
PLB-985, NB4, Kasumi-1 e HL-60 (Blanter; Gouwy; Struyf, 2021). Dentre essas
linhagens, a HL-60 € a mais utilizada, composta de células pro-mieloblasticas,
isoladas de uma paciente com leucemia promielocitica aguda. Essa linhagem de
células pode ser diferenciada em outros tipos celulares parecidos com células imunes
maduras da linhagem mieloide, tais como granulécitos (similares a neutréfilos) e
monadcitos/macrofagos. Apesar de se diferenciarem espontaneamente, o cultivo com
dimetilsulfoxido (DMSO) ou acido retindico induz a diferenciagdo em granulécitos com
caracteristicas compartilhadas com neutrdfilos (Collins, 1987). As HL-60 diferenciadas
em neutroéfilos possuem varias caracteristicas em comum com os neutroéfilos maduros,
mas ainda assim possuem diferengas significativas quanto as suas respostas, tais
como a expressdo de diversos genes, deficiéncia na producdo de granulos
secundarios e mudancgas em sua resposta a estimulos (Blanter; Gouwy; Struyf, 2021;
Collins, 1987; Rincon; Rocha-Gregg; Collins, 2018)

Dessa forma, o uso de neutrofilos maduros extraidos diretamente do sangue
venoso de doadores, torna-se uma alterativa interessante, pois reproduz de forma
mais adequada as caracteristicas fisioldgicas de neutrdfilos in vivo. Entretanto, o uso

de neutrdfilos maduros possui algumas dificuldades na sua utilizagao in vitro.
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Devido a sua natureza, os neutréfilos sdo facilmente ativados por diversos
estimulos que podem ocorrer durante o seu isolamento e cultivo, tais como
temperatura inadequada (Salanova et al., 2005), e estimulos mecanicos (Yap; Kamm,
2005). Além disso, neutrofilos possuem um tempo de vida muito curto na circulagéo
de um individuo saudavel. Em média, estima-se que um neutréfilo permanecga apenas
de 12 a 18 horas em circulagdo (Tak et al., 2013). No entanto, ja foram descritos na
literatura neutréfilos com uma maior capacidade de sobrevivéncia, chegando a
identificacdo de neutrofilos com viabilidade superior a 5 dias (Pillay et al.,
2010). Quando mantidos fora do corpo (Ex vivo) e nas condi¢des adequadas para
cultivo celular, a viabilidade média de neutréfilos é de apenas 24h, aumentando os
graus de apoptose com o tempo decorrido. Além disso, a propria manipulagcéo e
exposicao in vitro parece ter um efeito redutor na viabilidade dos neutrdfilos (Pillay et
al., 2010). Cabe ressaltar que, quando recrutados para tecidos periféricos ou
estimulados in vitro, os neutréfilos podem persistir por periodos muito mais longos
(Pérez-Figueroa et al., 2021). Essa estimulagao pode ser exercida por componentes
inflamatorios, como LPS, componentes anti-inflamatérios ou pré tumorais, como
fatores estimuladores de col6nias (com o G-CSF e IL-3) (Pylaeva; Lang; Jablonska,
2016).

Normalmente, neutrofilos eliminam a ameaga e permitem a regeneragao do
tecido, no entanto, em algumas situagdes a sua atuacéo pode ser prejudicial para o
organismo. Diversas doengas possuem a participagdo de neutrofilos superativados,
onde seu potencial destrutivo acaba prejudicando o préprio organismo (Hellebrekers;
Vrisekoop; Koenderman, 2018). Dentre elas, podemos citar a doencga obstrutiva
pulmonar crénica, lupus e artrite reumatoide (Fresneda Alarcon; Mclaren; Wright,
2021; Hoenderdos; Condliffe, 2013; Ma Et Al.,2016)

Na doencga obstrutiva pulmonar crbnica, existe uma grande quantidade de
neutrofilos pulmonares ativados pela hipdxia tecidual. Apesar disso, pessoas com
doenca obstrutiva pulmonar cronica sofrem frequentemente de infecgdes bacterianas
e virais que acabam agravando o caso. Acredita-se que isso ocorra, pois, a hipdxia da
area afeta os neutrdfilos, diminuindo sua capacidade de combater patdgenos,
aumentando a secregao de proteases e inibindo a sua apoptose (Hoenderdos;
Condliffe, 2013). No trabalho de Ma e colaboradores, foi observado que neutrofilos

presentes no tecido cardiaco pos-infarto também apresentam um perfil
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majoritariamente N1, principalmente nos trés primeiros dias. Entretanto, esse perfil é
revertido gradualmente para N2 a partir do quarto dia pds-infarto. Interessantemente,
os periodos com uma maior fracdo de neutrofilos N1, ou seja, nas 72h iniciais,
estavam fortemente relacionados com uma fragilizagéo do tecido cardiaco infartado,
enquanto a presenca de neutrofilos N2 inibia essa fragilizacado (Ma et al., 2016). Em
patologias como artrite reumatoide, nefrite lupica e lupus eritematoso sistémico, a
ativagcdo aberrante de neutrdfilos parece ser um importante gatilho para o
desenvolvimento da doencga. Na artrite reumatoide, neutrdéfilos ativados com um perfil
muito semelhante a N1 causam danos devido a liberagdo excessiva de ROS e
derivados, diminuicao nas taxas de apoptose e liberagdo de enzimas que danificam
os tecidos. Ja para o lupus eritematoso sistémico, a ativagéo excessiva de neutrofilos
cursa com aumento de ROS e um aumento muito brusco na apoptose, levando ao
acumulo de residuos e autoanticorpos que perpetuam a inflamacdo (Fresneda
Alarcon; McLaren; Wright, 2021).

Algumas doencas também sao impactadas pela presenca de neutrofilos N2, no
qual o perfil anti-inflamatdério € prejudicial. Por exemplo, nos casos em que neutrofilos
nao funcionais impossibilitam a atuagéo correta do sistema imune, como no caso de
infeccbes sistémicas, onde neutrofilos N2 acabam nado conseguindo combater os
patogenos (Neely et al.,, 2014). No caso dos tumores, neutréfilos presentes no
microambiente tumoral assumem o fendtipo N2 e contribuem para a permanéncia e
crescimento da neoplasia, sendo um componente importante a se considerar,
juntamente com outras células imunes alteradas pelo microambiente
tumoral. (Fridlender; Albelda, 2012).

Uma possivel estratégia para modular neutréfilos sao as células estromais
mesenquimais, do inglés Mesenchymal Stromal Cells (MSC). As MSC sao células
multipotentes que podem se diferenciar em ostedcitos, condrocitos e adipdcitos e
outros tipos celulares além de manter potencial de autorrenovacgao (Pittenger, 1999).
Sao caracterizadas pela expressado de marcadores CD73, CD90 e CD105 e auséncia
de CD45, CD34, CD14, CD19 e HLA-DR (Dominici et al., 2006). As MSC possuem
como principal funcdo a participagdo no processo de regeneragdo e reparo de
praticamente todos os tecidos do corpo, atuando na modulagao do microambiente da
lesdo (Caplan; Hariri, 2015). A modificacdo desse microambiente se da através do

grande potencial imunomodulatério das MSC, ou seja, sua capacidade de alterar o
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funcionamento de células imunes (Huang; Wu; Tam, 2022). Devido a sua presenca
frequente nos tecidos pds-natais, as MSC podem ser isoladas de uma grande
variedade de tecidos, tanto de origem adulta como por exemplo, tecido adiposo e
medula Ossea, quanto de anexos embrionarios como da placenta, membrana
coribnica ou cordao umbilical (Araujo et al., 2017; Klingemann; Matzilevich; Marchand,
2008).

Devido ao seu potencial imunomodulatério, as MSC tornaram-se foco de
investigacdo, principalmente associando a imunomodulagdo como estratégia
terapéutica (Huang; Wu; Tam, 2022). Ao longo do tempo, constatou-se que a
imunomodulagao exercida pelas MSC envolve tanto a producdo de vesiculas e
moléculas secretadas no microambiente (0 que constitui os fatores soluveis ou o meio
condicionado), quanto por proteinas de membrana que atuam quando existe contato
direto entre MSC e células alvo. Tanto as moléculas secretadas quanto as interacoes
diretas variam de acordo com o tipo de célula interagindo com as MSC (Jiang; Xu,
2020). Dentre os constituintes do meio condicionado, podem-se ressaltar as vesiculas
extracelulares (EV). Essas vesiculas sado classificadas em dois grandes grupos:
Ectossomos (ou microvesiculas) e exossomos. Ectossomos sao formados a partir da
compressao da membrana citoplasmatica para fora da célula, enquanto os exossomos
possuem origem endossomal e possuem em média 100nm de didametro (Kalluri;
LeBleu, 2020). Dentro dos exossomos podem se encontrar uma grande variedade de
moléculas (Kalluri; LeBleu, 2020), tornando estes um alvo frequente de investigacao.
Tanto os ectossomos quanto os exossomos sao gerados naturalmente pelas células,
seja durante a homeostase quanto em situagbes patolégicas. O potencial
imunomodulatério das MSC vem sendo estudado para diversas células, incluindo

linfécitos, mondcitos, macrofagos e neutrofilos (Gonzalez-Gonzalez et al., 2020).

Para tratamento com MSC, geralmente a rota de administragao preferida é a
infusdo intravenosa. Essa forma de administragdo possui algumas limitagdes.
Primeiramente, existem os riscos inerentes ao uso de células vivas, visto que nao
existe um controle dessas células uma vez que sado administradas. Além disso, devido
ao seu tamanho aumentado, as MSC ficam detidas em capilares e vasos menores.
Isso dificulta a chegada das células nos locais-alvo do tratamento, além de aumentar
o risco de acidentes de obstrugdes vasculares (Ge et al.,, 2014). O uso de meio

condicionado contendo exossomos e fatores sollveis ou isolados de exossomos sdo
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utilizados como uma forma mais segura de tratamento, porém essas alternativas néo
mimetizam as interagdes célula-célula exercidas pelas MSC sobre as células imunes.
Com essa premissa, foram desenvolvidas as microparticulas de membrana (MP) de
MSC (MP-MSC).

As MP-MSC sao particulas de membrana geradas artificialmente a partir do
rompimento de MSC, seja por utilizagdo de uma solugao hipotbnica ou ciclos de
congelamento e descongelamento. Diferentemente das EV (exossomos e ectosomos)
as microparticulas ndo sdo formadas naturalmente pelas células, tratando-se de um
produto gerado exclusivamente através da manipulagéo dessas células (Figura 3).
Além das proteinas de membrana plasmatica, as MP-MSC também apresentam uma
ampla gama de proteinas de origem nucleica, vesiculas plasmaticas, citoesqueleto e
derivadas de organelas como mitocondrias, lisossomos, complexo de golgi e reticulo
endoplasmatico. Quando comparadas com vesiculas extracelulares (geradas
naturalmente pelas células), as MP-MSC apresentam uma maior diversidade de
proteinas, além de uma melhor resposta a diversificacdao de proteinas através do
priming das MSC por IFN-y (Tejeda-Mora et al., 2021). As MP-MSC geradas a partir
de MSC previamente estimuladas com IFN-y possuem um perfil diferente
significativamente das MP-MSC geradas de MSC néao estimuladas, ressaltando a
possibilidade do direcionamento e modulagcado do perfil para diferentes condigdes.
Além disso, ao contrario dos exossomos, as MP-MSC nao apresentam contaminacao
significativa com fatores soluveis (Tejeda-Mora et al., 2021). O tamanho das MP-MSC
varia de 63nm até 700nm, sendo extremamente pequena quando comparada com
MSC inteiras, que passam dos 20um. Isso facilita a circulacdo das MP-MSC,
prevenindo problemas com aprisionamento em capilares menores. Ainda que sua
interagcdo com mondcitos, linfocitos (Gongalves et al., 2017), macrofagos (da Costa
Gongalves et al., 2021) e outros tipos de células ndo imunes (Merino et al., 2021a) ja
tenha comecgado a ser explorada, ndo existe nenhum tipo de investigagao dos efeitos
das MSC-MP em neutrdfilos.

Em relacao aos linfocitos, a literatura mostra que as MSC inibem a maturagéo
de linfécitos B através da secrecédo de IL-1RA (Luz-Crawford et al., 2016), além de
suprimir a produgéo de anticorpos através da secregao de CCL2 (Rafei et al., 2008).
As MSC ainda inibem diretamente a atividade de linfocitos B através da via da proteina

de morte celular programada (PD-1) e do ligante da proteina de morte celular
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programada 1 (PD-L1) (Schena et al., 2010). O contato célula-célula entre MSC e
linfocitos B também inibe a apoptose em linfocitos B (Healy et al., 2015). Em linfocitos
T, as MSC inibem sua ativagao e proliferagao (Di Nicola et al., 2002; Krampera et al.,
2003). A secregao de IL-25 (Wang et al., 2015), indoleamina-2,3-dioxigenase (IDO), e
micro RNAs (miRNA) (Gong et al., 2020) por parte das MSC também possui influéncia
sobre os linfocitos T. Ainda, a expressao de proteinas como galectina GAL 1 (Gieseke
et al., 2010), molécula de adeséo intercelular 1 (ICAM1) (Ren et al., 2010), receptor
toll-like (TLR)3, TLR4 (Liotta et al., 2008), PD-L1 (Gu et al., 2013) e ligante da proteina
de morte celular programada 2 (PD-L2) (Davies et al, 2017) atuam na
imunomodulagao dos linfécitos através do contato direto. Os tratamentos com MSC
reduzem a proliferagédo de linfocitos T, ao mesmo tempo que aumentam a eficiéncia
do seu funcionamento, gerando uma resposta imune adequada (Jiang; Xu, 2020;
Song; Scholtemeijer; Shah, 2020) (Figura 4).
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Figura 3 :Diferenca na formacdo e composicdo de diferentes componentes utilizados nos tratamentos
com MSC, representando fatores soluveis livres, microparticulas de membrana e exossomos. Elaborada
pela autora. TNF-a: Fator de necrose tumoral alfa.

Os macréfagos e o0s mondcitos sdao um componente importante na

imunomodulagao realizada pelas MSC, visto que se presume que grande parte dos
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efeitos de maior magnitude séo explicados pela influéncia de mondcitos/macréfagos
no local da inflamagao (Jiang; Xu, 2020). Em mondcitos, o contato com as MSC induz
um fenotipo anti-inflamatério através da secrecdo de IL-10 e PGE-2. Ja em
macrofagos, a interacdo de PGE-2 também ocorre por contato direto com as MSC.
Além disso, As MSC secretam fatores moduladores como a:proteina induzida por
TNF-a (fator de necrose tumoral alfa) 6 (TSG-6), TGF-B3, fator de crescimento de
hepatécitos (HGF), IL-6, IL-10, IL-1p3, IL-12, proteina inflamatdrio de macréfago (MIP)-
1a. O efeito de todas essas interacdes € o direcionamento de macrofagos para o
fenotipo anti-inflamatorio M2 (Song; Scholtemeijer; Shah, 2020). Outros mecanismos
como a fagocitose de MSC também parece promover efeitos modulatérios sobre
monadcitos e macréfagos, além da producao de miRNAs e transferéncia de organelas,

como mencionado na revisao por (Sant'/Ana et al., 2021).
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Figura 4: llustragdo com os efeitos das MSC sobre diferentes tipos de células imunes, incluindo o tipo de
relacdo e exemplos de moléculas e interagdes responsaveis pelos efeitos observados. Abreviagdes:
CCL2 (MCP1): Proteina quimioatrativa de mondcitos 1; GAL1: Galectina 1; G-CSF: Fator estimulados de
colénias granulocitarias; HGF: Fator de crescimento de hepatdcitos; ICAM1: Molécula de adeséo
intercelular 1; IDO: indoleamina-2,3-dioxigenase; MIF: Fator de inibicdo da migragdo de macréfagos;
MIP-1a: Proteina inflamatéria de macréfagos 1 alfa; PD1: Proteina de morte programada 1; PD-L1:
Ligante 1 da proteina de morte programada; PD-L2 Ligante 2 da proteina de morte programada; PGE2:
Prostaglandina E2; TGF-B: Fator de crescimento tumoral beta; TLR: Receptor toll-like; TSG-6: Proteina
induzida por TNF-a (fator de necrose tumoral alfa) 6. Elaborada pela autora
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Em relagéo aos neutrdfilos (Figura 5), existem poucos estudos que avaliam sua
interagdo com MSC. Entretanto, um dos efeitos mais conhecidos das MSC sobre os
neutrofilos € a extensao da sua viabilidade, o que possibilita um melhor efeito
terapéutico (Cassatella et al., 2011; Hall et al., 2013; Zhu et al., 2017). Exossomos
secretados por MSC possuem diversos fatores que podem influenciar nesse aumento
na viabilidade dos neutroéfilos, dentre eles a transferéncia de mMRNAS e miRNAS como
o miRNA-21, que atua na via PISK/AKT (Cheng et al., 2018), conhecida pela regulagao
de processos como proliferagcao celular e apoptose. Além disso, o sobrenadante do
cultivo de MSC, contém fatores soluveis como G-CSF, IL-6 e interferon beta (IFN-B),
capazes de induzir um aumento na viabilidade dos neutréfilos, reduzindo sua
apoptose (Cassatella et al., 2011; Raffaghello et al., 2008). Ainda que a maior parte
dos estudos relate um aumento na viabilidade dos neutréfilos, Su et al. (Su et al.,
2019) demonstrou que MSC induzem apoptose em neutrofilos tanto in vitro quanto in
vivo, ressaltando a complexidade das interacdes dos diferentes tipos de MSC em
diferentes condicbes e ambientes com neutroéfilos (Qque também possuem interagoes

extremamente complexas).

Além dos efeitos na viabilidade, as MSC também aumentam o potencial
fagocitico de neutrdfilos, melhorando sua capacidade bactericida. Tal interacao
provavelmente esta relacionada com a modulagéo do eixo de CXCR4, visto que a
inibicdo de seus componentes em MSC e de CXCR4 em neutrdfilos diminui
significativamente esse efeito (Kwon et al., 2020).Também foi relatado que MSC
atuam na regulacao da formacao de NETs (Zheng et al., 2021), aumentando a sua
formacao, além de aumentar a producdo de ROS pelos neutrofilos (Taghavi-
Farahabadi et al., 2020), auxiliando no combate a agentes infecciosos. Ainda assim,
existem evidéncias conflitantes sobre a producdo de ROS, que indicam que MSC
reduzem a sua producao em neutroéfilos (Chu et al., 2023). Como revisado por Aubin
et al., 2023, MSC também aumentam a ativacdo e adesao de neutrofilos, enquanto
diminuem a secrecao de enzimas classicamente inflamatérias como MPO e elastase
de neutrofilo. Também ocorre o aumento da atividade da arginase e aumento na
expressdo de genes com efeitos anti-inflamatérios e antioxidantes, tornando a

interacdo de MSC com neutroéfilos extremamente complexa.
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Adicionalmente, as MSC possuem moléculas de adesao em sua membrana
que podem interagir com os neutrofilos. Por exemplo, a molécula ICAM1, que é
encontrada em MSC, interage com neutrdfilos, prevenindo sua morte (Song;
Scholtemeijer; Shah, 2020). Ainda que a protebmica das MSC ja esteja bem
estabelecida (Park; Shin; Kim, 2007), os estudos envolvendo proteinas de membrana
das MSC e neutrdéfilos ainda s&o muito deficientes, deixando uma lacuna que dificulta

o entendimento do mecanismo de imunomodulagdo de MSC sobre neutrdfilos.
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Figura 5: Diferentes efeitos das MSC sobre neutréfilos juntamente com seus principais mecanismos efetores. NET:
Armadilha extracelular de neutréfilos; SDF-1: Fator derivado de células estromais 1; SOD3: Superoxido dismutase
3; TSG6: Proteina induzida por TNF-a (fator de necrose tumoral alfa) 6; TNF-a: Fator de necrose tumoral alfa;
miRNA: MicroRNA,; IL: Interleucina; G-CSF: Fator de crescimento de coldnia granulocitaria; ROS: Espécies reativas
de oxigénio. Fonte: Aubin et al., 2023.

Por fim, ressalta-se a escassa literatura sobre a modulagéo de neutréfilos MSC,
principalmente quando comparados as demais células imunes. Em particular, as

interagdes célula-célula (neutréfilo-MSC) sdo muito pouco exploradas.
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2. JUSTIFICATIVA

As células utilizadas no presente trabalho (MSC isoladas de cérion - cMSC)
ndo possuem dados publicados em relagédo a sua interagdo com neutroéfilos, mesmos
nos tratamentos convencionais (co-cultura e meio condicionado) nesse sentido o
conhecimento gerado na dissertacao de mestrado se caracteriza como inédito. Além
disso o potencial imunomodulatério das MP-MSC ja foi comprovado em in vitro em
macrofagos, mondcitos, células endoteliais (da Costa Gongalves et al., 2021;
Gongalves et al., 2017; Merino et al., 2021b, 2021a) e em um modelo animal de colite
ulcerativa induzida por DSS em camundongos (Serafini et al., 2023), nos quais 0s
resultados indicaram atividade anti-inflamatéria. Ainda assim, uma avaliagdo mais
aprofundada sobre a interagao das MP com os diferentes tipos de células imunes é
necessaria. Dada a grande relevancia da atividade dos neutréfilos na imunidade, € de
suma importancia que se avalie a interagcdo das MP com essas células, a fim de

identificar seu potencial terapéutico.
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3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Avaliar os efeitos e a interacédo das células estromais mesenquimais coriénicas,

seu meio condicionado e microparticulas em neutréfilos humanos.

3.2 Objetivos especificos

Avaliar e comparar, os seguintes parametros nos neutréfilos expostos a diferentes

formas de tratamento com cMSC, comparando-os com neutrofilos controle, N1 e N2:

Influéncia dos tratamentos na apoptose e viabilidade dos neutréfilos, através
de citometria de fluxo com Anexina e lodeto de propidio e colorimetricamente
através da incorporacao de vermelho neutro.

Parametros de metabolismo e geragdo de ROS com MTT

Atividade da enzima arginase e peroxidase como marcadores anti-inflamatorios
e inflamatérios, através de ensaios colorimétricos

A expressao de PD-L1 como marcador de neutrdfilos com perfil
imunossupressor por citometria de fluxo

Alteragcdes morfolégicas nucleares e suas correlagdo com citotoxicidade.
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