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Comportamento de macréfagos murinos associados a substratos
rigidos e construtos de Colageno I: ativacao celular

Thiago Torres de Aguiar, Fernando Costa e Silva Filho, Renato Augusto DaMatta

A cultura de células é feita em ambiente artificial. O substrato utilizado atualmente é o
poliestireno, plastico apolar e inelastico. Estas propriedades contrastam com as condi¢des
encontradas in vivo, onde as células estéo inseridas na matriz extracelular. Esta estrutura da
feedback mecénico, modula as células e possui em sua composi¢cdo o colageno (COL).
Neste trabalho, comparamos o cultivo de macr6fagos em poliestireno e em substrato
revestido com COL. Macréfagos sdo células do sistema imune que possuem grande
plasticidade. Ao serem cultivadas com lipopolissacarideo e interferon-y adotam fenotipo M1,
caracterizado por capacidade de combate a patdogenos e secrecao de oxido nitrico (NO).
COL | de cauda de rato foi utilizado neste trabalho. Macréfagos RAW 264.7 foram
plaqueados em placas de 24 pocos, em contato com o poliestireno ou em poc¢os revestidos
com COL. Apos serem ativados por 24 h, a producdo de NO foi avaliada. Macrofagos
cultivados sobre COL produziram menos NO do que aqueles cultivados em contato com o
poliestireno. Para avaliar se o houve modulacdo mecéanica na producdo de NO, os
macrofagos foram cultivados em contato indireto com o COL com o uso de insertos transwell
(Corning, membranas com poro de 3 um) no qual o COL foi depositado e os macrofagos
semeados no poliestireno. Mesmo sem contato fisico, o COL diminuiu a producdo de NO
nos macroéfagos. A viabilidade das células foi avaliada indiretamente por MTT. O resultado
mostrou que a viabilidade das células foi equivalente nos macrofagos cultivados sem COL
ou com transwell contendo COL. A lavagem do COL depositado no transwell um dia antes
com meio de cultura DMEM néao interferiu na diminuicdo da producdo de NO. A expressao
da enzima oOxido nitrico sintase induzida, avaliada por imunofluorescéncia, produziu
resultados inconclusivos. Devido a menor producdo de NO nos macrofagos cultivados sobre
COL, era esperado que a expressao da enzima fosse menor. Entretanto, macrofagos RAW
264.7 ativados expressam constitutivamente a enzima, mesmo que ela permaneca inativa.
Outra linhagem celular sera utilizada nesta avaliacdo. Futuramente, sera testado o uso de
bloqueadores de TGF-[3, citocina imunossupressora, para avaliar se este fator esta presente
no COL extraido, e sera feita a comparacao entre fenotipos M2.
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