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RESUMO

Introducao: Macrofagos de fendtipo M1 (ativacao classica) e M2 (ativagao
alternativa) estao relacionados com diversos processos patolégicos como o cancer,
a aterosclerose e doencas neurodegenerativas. No microambiente tumoral, os
macréfagos associados ao tumor (TAM) tém atuagédo controversa na progressao da
doenca. Um modelo in vitro pode servir para avaliar a influéncia dessa alteracéao
fenotipica em diversas patologias. A linhagem celular monocitica humana U937, sob
estimulo de PMA (do inglés, Phorbol 12-myristate 13-acetate), se diferencia em
macréfagos tipicos. Estes adquirem fenétipos M1 e M2 quando estimulados,
respectivamente, por LPS/IFN-y e IL-4. Objetivo: Estabelecer um modelo in vitro
para o estudo do papel dos macrofagos e seu envolvimento na progressdo de
doencas, bem como, sua caracterizacdo fenotipica nesses eventos. Para tal,
utilizamos: a) meta-analise de dois conjuntos de dados de micro-arranjos para
avaliar os genes relacionados e b) analise de marcadores de diferenciacao celular,
taxa de adesao, alteracbes morfolégicas e niveis de espécies reativas. Métodos:

Cultura Celular: Linhagem celular humana U937, cultivada com meio de cultura

RPMI 1640 e tratada com 10nM de PMA, por 12, 24, 48 e 72 horas. Quantificacao

de Espécies Reativas de Oxigénio: Células U937 diferenciadas e indiferenciadas

incubadas com a sonda DCF para avaliar a formacao de espécies reativas, medida

fluorescéncia por 1h. Ensaio de MTT e Adeséo Celular: Células U937 diferenciadas

e indiferenciadas foram incubadas com solucdo de MTT por 1h, para analise da
viabilidade celular, foi medida absorbancia em 560nm e indice de adesao por

método de SRB. Producdo de éxido Nitrico: Quantificado pelo método de Griess, a

540nm. Andlise Morfoldgica por meio de Imagens das Células: Imagens obtidas




apos tempos de tratamento com PMA em 0, 12, 24, 48 e 72 horas. Bioinformatica: a)

obtidos dois conjuntos de dados de micro-arranjos do Gene Expression Omnibus
(GEO) - GSE5099 e GSE15038; b) criamos redes de genes para o fenotipo M1 e
M2, com ferramenta on-line STRING e software MEDUSA; c) rede de genes e
informacdes dos micro-arranjos foram combinados e plotados em graficos de acordo
com a sua topologia, com software ViaComplex. Resultados: As imagens
mostraram alteracdo morfolégica caracteristica da célula monocitica U937 (célula
proliferativa) para macréfago (célula aderida na placa), quando tratadas com PMA.
Quanto aos niveis de espécies reativas formadas e a taxa de aderéncia medida, foi
maior nas células tratadas, no decorrer do tempo de tratamento. A taxa de
proliferacdo da célula controle U937 aumentou com o tempo, enquanto que,
observamos uma diminuicdo na proliferacdo das células tratadas com PMA. A
analise bioinformatica mostrou um aumento na expressao, tratadas x controle, de
genes do fenétipo M1 e M2, nas células U937 diferenciadas por PMA e polarizadas
com LPS/IFN gama e IL-4, respectivamente. O fenétipo M1 mostrou aumento na
formacao de ER e de NO quando tratado com LPS + IFN-gamacombinados. Houve
uma diminuicao de NO no fenétipo M2 quando ativadas por IL-4. Conclusao: Nosso
trabalho descreve um método valido de diferenciacdo macrofagica da linhagem
humana U937 e a possibilidade de sua polarizagcdo ao fenétipo M1 e M2 quando
estimulada com PMA e posteriormente com LPS/IFN gama e IL-4, respectivamente.
A compreensao das relagdes entre as alteracdes fenotipicas dos macréfagos e do
microambiente gerado é importante para o desenvolvimento de pesquisas para

combater/atenuar a agressividade das patologias.



Palavras chave: U937, macrofagos, protocolo de diferenciacdo, ativacao

classica, ativacao alternativa, M1/M2.
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ABSTRACT

Introduction: /n vitro model of macrophages (M®) can be used to evaluate
the influence of these cells in human pathologies. Objective: To establish an in vitro
model to study macrophages and it’s evaluating M1/M2 polarization. Methods: The
human U937 cell line was grown in medium RPMI 1640 and differentiated into
functional macrophages by 10 nM phorbol 12-myristate 13-acetate (PMA)-treatment,
with M1 or M2 phenotypes with LPS/IFNy and IL-4, respectively. Reactive Oxigen
Species (ROS) (time course of DCF oxidation), nitric oxide (NO) (Griess method), cell
proliferation (MTT assay) and adherence (SRB method), and change in cellular
morphology were determined. Moreover, two microarray data sets from Gene
Expression Omnibus (GEO) (GSE5099 and GSE15038) were used to analyze
differential M1/M2 gene expression with the online bioinformatics tools STRING,
MEDUSA and Via Complex. Results: Time course experiments (0, 24, 48 and 72h)
showed decreased cell proliferation with increase in morphological changes, cell
adherence and ROS generation in PMA-treated U937 cells compatible with the
acquisition of a macrophage-/ike phenotype. Bioinformatics approach showed
increased expression in M1/M2 genes by PMA-treatment. 24h of LPS/IFNy-
treatment induced increased NO, ROS, and the expression of M1 genes (classical
activation M®), while 24h IL-4-treatment induced the expression of M2genes
(alternative activation M®). Conclusion: This simple human macrophage-l/ike
differentiation and M1/M2 activation protocol could be used in vitro to establish the

role of these cells in human pathologies.
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1. INTRODUCAO

Os fagocitos mononucleares compreendem uma familia de células que
possuem precursores hematopoiéticos comuns e sao distribuidos da corrente
sanguinea para os tecidos do organismo. Nos tecidos, os macro6fagos amadurecem,
adaptam-se ao microambiente e se diferenciam em varios tipos celulares, como por
exemplo, a célula de Kupffer no figado, a microglia no sistema nervoso central
(SNC), que executam funcdes especificas de vigilancia, tréficas e imunolégicas’.

Os fagécitos mononucleares tem importancia crucial para a defesa imune do
hospedeiro®. Os mondécitos emigram dos vasos sanguineos em resposta a insultos
antigénicos e entdo, se diferenciam nos tecidos em macréfagos e células
dendriticas®.

Os macréfagos sao células fundamentalmente fagociticas que exercem um
papel importante no reconhecimento e eliminagdo dos patdégenos, bem como na
remocdo de células senescentes em processo de morte celular. Sao células
ativamente endociticas e degradam antigenos, mas podem expressar peptideos em
resposta aos linfécitos T sensibilizados nas respostas imunes secundarias.

Macréfagos sao células de grandes dimensdes, ricos em lisossomas,
extremamente heterogéneas na expressao de seus genes e de suas atividades
celulares, com papéis benéficos ou destrutivos na homeostasia dos tecidos e na
defesa do hospedeiro. Pelo seu variado repertério de receptores na membrana
plasmatica e das respostas secretoras, os macrofagos interagem com outros
leucécitos e com células nao hematopoiéticas em todos os tecidos, regulando, dessa

forma, as imunidades inata e adquirida.
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Os macréfagos sao considerados fagocitos profissionais das células
apoptoticas. Uma variedade de fatores sollveis liberados no meio em que ocorre a
apoptose tem papel de auxiliar na opsonizagao dessas células por meio da criagao
de pontes entre a célula e o fagocito. A consequéncia da interagdo da célula
apoptoética com o fagocito mononuclear é a criagdo de um microambiente que facilita
uma eficiente limpeza das células apoptéticas do meio®.

Os macréfagos podem ser ativados de duas formas:

a) A via de ativacao classica, caracterizada por alta capacidade de apresentar
antigeno, alta producao de interleucinas (IL) 12 e 23 e consequente ativacao
polarizada da resposta tipo |, alta produgdo de intermediarios toxicos como o6xido
nitrico (NO) e espécies reativas de oxigénio (ERO). Ha referéncia para essa ativacao
classica, como macréfagos chamados M1 °. Sugere-se que essa via estimule a
macréfagos efetores potentes que eliminam microrganismos e células tumorais ou
doentes e produzem grandes quantidades de citocinas proé-inflamatdrias.

b) A via de ativagdo alternativa dos macrofagos é caracterizada pela
ativagdo/modulacdo dos macréfagos por meio das IL-4 e IL-13> ®. Os macréfagos
ativados alternativamente sdo chamados macréfagos M2, orientados a
remodelamento e reparo tissular, resisténcia a parasitas, regulacdo da imunidade e
promocdo tumoral’. Estes perdem, portanto, seu potencial pré-inflamatério. As
células M2 tém reduzidos niveis de citocinas inflamatérias e secretam grandes
quantidades de moléculas anti-inflamatérias como IL-10 e TGF-beta?®.

Conforme literatura estudada, podemos mencionar que: o macréfago M1, que
€ ativado por meio de IFN-gama e LPS, apresenta como marcador do fenétipo alta

producédo de IL-1 e IL-12 e baixa producéo de IL-10. Apresenta ainda alta producéo
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de ON e ERO. Ja para a ativacao alternativa, estimulada pelas IL-4 e 13, podemos
perceber alta producdo de IL-10 e alta atividade de arginase, além da baixa
producédo de IL-12.

Os macrofagos impedem o extravasamento de conteudo intracelular e o
consequente efeito pré-inflamatério na vizinhanca® e atuam em processos de
involucao fisiolégica, como de alguns érgaos, por exemplo, o utero apds o parto.

Existem também os macréfagos residentes, os quais se distribuem por todo
organismos, como células maduras. Dependendo da localizacdo e funcdo o
macrofago pode adquirir forma especifica diferenciada. Podemos citar: células de
Kupffer no figado, macréfagos do estroma na medula éssea, macrofagos da polpa
vermelha/branca no baco, macrofagos timicos no timo, da lamina prépria no
intestino, alveolares nos pulmdes, microglia no cérebro, células de Langerhans na
pele, ovario e testiculo no trato reprodutivo, osteoclastos nos ossos, etc’.

Os macréfagos também estdo relacionados a processos patolégicos, como
por exemplo, no cancer, na aterosclerose e em doencas neurodegenerativas.

Macréfagos isolados de sitios tumorais tém sido relatados como defeituosos
em sua funcdo citotéxica (fagocitica) atuando como suporte para o crescimento
tumoral® °. Tem sido recentemente sugerido que os macréfagos associados ao
tumor (TAM) podem exibir atividades pro-tumorais como efeito anti-inflamatério,
imunossupressao, fatores tréficos de crescimento e sobrevivéncia, fatores pro-
angiogénicos, propriedades pré-metastaticas® ' .

O céancer ganhou uma dimensdao maior, convertendo-se em um evidente
problema de saude publica mundial. A Organizacdo Mundial da Saude (OMS)

estimou que, no ano 2030, podem-se esperar 27 milhdes de novos casos de cancer,
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atingindo principalmente paises de baixas e médias rendas (INCA)'2. No Brasil, além
do céncer, ocorrem aproximadamente um milhdo de internagdes por doencas
cardiovasculares por ano (como aterosclerose), com profundas repercussdées na
forca de trabalho e com ébvio prejuizo e custo social, trata-se, portanto, de um grave
problema de satde publica'®.

Como resultado do aumento da expectativa de vida, a incidéncia de céancer,
doencas cardiovasculares e neurodegenerativas diagnosticados na populacéo estao
aumentando cada vez mais. Aterosclerose e doencas cardiovasculares sao as
maiores causas de mortalidade nos Estados Unidos e Europa'®. No SNC, além dos
macréfagos residentes, neutréfilos e macrofagos derivados de mondcitos podem

induzir neurodegeneragao'"’.

Existem fortes evidéncias na literatura de que a
inflamacéo no SNC esta envolvida na patogénese de doencas neurodegenerativas
agudas e cronicas, incluindo doencas de Parkinson, Alzheimer, esclerose lateral
amiotréfica, trauma cerebral e de medula espinhal e acidente vascular encefalico'®.
Pretendemos com esse trabalho mostrar a importancia do modelo in vitro,
como um modelo simples e fidedigno da ativacdo dos macréfagos como drive para
estudos posteriores, auxiliando assim a pesquisa basica. Assim, servird como base
cientifica para posterior seguimento em estudos mais elaborados utilizando uma
linhagem humana de mondécitos (U937). Como ponto positivo, mencionamos a
linhagem humana, mimetizando o que realmente acontece nos humanos. Como
limitacdo, esta a necessidade posterior de estudos in vivo, para melhor
compreensao do ambiente como um todo de determinada doenca. Outro ponto de

destaque é a importancia dos macréfagos em varios processos fisioldgicos e

também patolégico no organismo humano, respectivamente, os macrofagos
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residentes (figado, pulmao, cérebro, etc.) e os macréfagos presentes em sitios
doentes como no cancer, na aterosclerose, etc. Assim, pretendemos, com isso,
fornecer suporte para estudos posteriores que busquem maior profundidade e

abrangéncia nesta area de conhecimento.

2. REVISAO DA LITERATURA

2.1. MACROFAGOS

Macréfagos sao células de grandes dimensdes do tecido conjuntivo, ricos em
lisossomas, que fagocitam elementos estranhos ao corpo. Os macrofagos derivam
dos mondcitos circulantes do sangue e de células conjuntivas ou endoteliais,
auxiliando na defesa do organismo contra infecgdes. Os fagocitos mononucleares
tem importancia crucial para a defesa imune do hospedeiro®. Os monécitos emigram
dos vasos sanguineos em resposta a insultos antigénicos e, se diferenciam nos
tecidos em macréfagos e células dendriticas®.

Macréfagos tém caracteristicas de afinidade e de cooperacdo com o0s
linfécitos T e B, possuindo duas grandes fungdes na resposta imune: a fagocitose e
destruigdo do microrganismo.

Os macréfagos sdo elementos chaves no remodelamento e no reparo dos
tecidos e na resisténcia contra patégenos’. Esses macréfagos divergem em suas
funcdes de acordo com a ativagdo, em resposta as citocinas e outros sinais, sendo

participantes importantes na resolucdo da inflamacéo e na cicatrizacdo de feridas®.
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Em virtude do efeito anti-inflamatério e possivel papel em efeito tréfico e
processos de reparo, muitos autores tém proposto que a ativagao alternativa dos
macréfagos pode contribuir para uma gama de processos inflamatorios e nao
inflamatérios na saude e na doenca, incluindo tolerancia de feto alogénico, reparos
(como de ferida e de SNC, por exemplo), aterosclerose, interacao

tumor/estroma/hospedeiro'®.

2.2. MACROFAGOS M1 E M2

Os macréfagos podem se modificar, por meio de diferentes estimulos
liberados no meio tecidual e entdo, se diferenciar em macréfagos com diferentes
fungdes: chamados de macréfagos M1 e de macréfagos M2, conforme literatura
revisada.

A via de ativacao classica dos macrofagos € caracterizada por: alta
capacidade de apresentar antigeno, alta producao de IL-12 e IL-23 e consequente
ativacao polarizada da resposta tipo |, alta producao de intermediarios tdxicos como
oxido nitrico e espécies reativas de oxigénio. Ha referéncia para essa ativacao,
como macréfagos chamados M1°. Sugere-se que essa via leva a ativacdo de
macréfagos efetores potentes que eliminam microrganismos e células tumorais e
produzem grandes quantidades de citocinas pré-inflamatérias. Estes, portanto, sao
macréfagos pro-inflamatérios e promovem resisténcia do organismo ao tumor. A
inducao da ativagao classica (Polarizagao M1) é induzida por interferon gama (IFN-
gama) com ou sem lipopolisacarideo (LPS), com fator de necrose tumoral (TNF) e

fator estimulador de coldnia granuldcito/mondcito® 2°.
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A resposta dos macrofagos a microorganismos, células cancerigenas e
citocinas do hospedeiro é a liberacdo de produtos inflamatérios, microbicidas e
tumoricidas®. Células M1 exercem atividades anti-proliferativa e citotéxica, resultado
em parte da sua capacidade de produzir NO, ERO e citocinas pré-inflamatérias
(TNF, IL-1 e IL-6)2. O macréfago ativado M1 medeia a resisténcia aos patégenos
intracelulares, destruicdo de tecidos e, resisténcia anti-tumor”.

A via de ativacdo alternativa de macrofagos € caracterizada pela
ativagdo/modulacdo destes por meio de IL-4 e IL-13> ©. Essas, além de simples
inibidores da ativacdo classica dos macréfagos, levam para a segunda via de
ativacdo. A via alternativa tem a caracteristica de macréfagos com cascata da
arginase ativada e predominante, sintonia com a inibicao da resposta inflamatéria,
limpeza de detritos, promocdo de angiogénese, remodelacdo e reparo de tecidos®.
Os macroéfagos polarizados em M2 sao, geralmente, orientados ao remodelamento e
reparo tissular, resisténcia a parasitas, regulacdo da imunidade e promocgao
tumoral’. Esses entdo sdo macréfagos anti-inflamatérios com a proposta
caracteristica de promocéao do tumor.

As células M2 tém reduzidos niveis de citocinas inflamatérias e secretam
grandes quantidades de moléculas anti-inflamatérias como IL-10 e TGF-beta®. Os
macréfagos M2 ainda exercem funcao imunossupressora seletiva e inibem a
proliferacdo das células-T2. Esses macréfagos ainda sdo produtores de fator de
crescimento endotelial vascular (VEGF), o qual é ativador da angiogénese, ativando
a tumorigénese®.

Os macréfagos M2, em individuos saudaveis, estdo presentes na placenta,

pulmédo e sitios imunes privilegiados, como também em doengas inflamatorias
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crbnicas como artrite reumatoide, aterosclerose e psoriase, assim sugerindo que M2

protege 6rgdo e redondeza tecidual contra resposta imune prejudicial ao organismo?.

Esses macréfagos também produzem niveis aumentados de fatores envolvidos em

remodelamento tissular?.

Abaixo segue a figura A, que ilustra as vias de ativacao:
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Figura A. Indutores e propriedades funcionais selecionadas de diferentes populagbes de macréfagos polarizados.

Macréfagos polarizados e propriedades funcionais diferentes em resposta aos sinais derivados do microambiente. Macréfagos

expostos a IFN-gama e LPS levam a polarizagdo M1, enquanto macréfagos M2 sao, em geral, mais propensos a atividades

imunomoduladoras e pré-tumoral. Em particular, macr6fagos M2 séo ativados por IL-4, IL-13 e IL-10. Abreviaturas: DTH

(delayed-typehypersensitivity), IC (imunocolplexos), IFN-gama (interferon gama), iINOS (éxido nitrico sintase induzida), LPS

(lipopolissacarideo), MR (receptor de manose), RNI (intermediario reativo de nitrogénio), ROI (intermediario reativo de

oxigénio). Adaptado de Mantovani et al, TRENDS in Immunology Vol. 25 N° 12, December 2004.

A producdo de diferentes citocinas é a caracteristica fundamental dos

macréfagos polarizados (M1 e M2). O fenétipo M1 tem alta de producao de IL-12 e
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baixa de IL-10, enquanto que o fendtipo M2 tem alta producéo de IL-10 e baixa de
IL-12°.
Abaixo segue a figura B, com detalhes das citocinas e outras substancias

produzidas:
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Figura B. Macréfagos M1 e M2, os extremos de um continuo. Propriedades essenciais da populagdo de
macrofagos polarizados estdo mostradas. Para as células M1, em verde, moléculas induzidas por IFN-gama e
LPS. Para células M2, em azul, moléculas induzidas por IL-4, IL-10 e IL-13. Macréfagos expostos aos sinais de

ativacao classica, IFN-gama e LPS, expressam receptores de opsonizagéao, enquanto macréfagos do tipo M2 sao
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caracterizados por niveis abundantes de receptores nao opsodnicos. Componentes pr6 e anti-inflamatérios do
sistema da IL-1 sdo coordenadamente regulados por sinais que polarizam macréfagos na diregao tipo 1 ou tipo 2

(M1 ou M2). Adaptado de Mantovani et al, TRENDS in Immunology Vol. 23 No.11 November 2002.

Embora os macréfagos devidamente ativados sejam capazes de eliminar de
maneira bem efetiva as células tumorais, atualmente seu papel no tumor é
geralmente relacionado ao suporte para o crescimento e progressao do mesmo?'.

Macréfagos isolados de sitios tumorais tém sido relatados como defeituosos
na sua fungao citotoxica (M1) para o tumor (fagocitar) sendo suporte para o

crescimento do mesmo'® 22,

As atividades pro-tumorais que os macrofagos
associados ao tumor (TAM), quando ativados para M2, podem exibir, como efeito
anti-inflamatério, imunossupressao, fatores troéficos de crescimento e sobrevivéncia,
fatores pré-angiogénicos, propriedades pré-metastaticas, tem sido extensivamente

revisadas nos Ultimos anos'" 224,

2.3. LINHAGEM DE CELULAS HUMANAS U937

A linhagem de células monociticas humana U937, derivada de fluido pleural
de pacientes com linfoma histiocitico difuso, serve como um modelo para
diferenciacdo mondcito-macréfago®. Essa linhagem normalmente cresce em
suspensao no meio de cultura e tem uma superficie lisa®.

Alguns trabalhos ja utilizam essa linhagem de célula como célula proliferativa
(célula tumoral), como por exemplo, o trabalho que utilizou um glicosideo cardiaco e
avaliou o efeito desta linhagem?®; o estudo sobre regulacdo do volume celular?®’.

Inicialmente, esta linhagem de células foi o foco de estudos para delinear a natureza
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da sua transformacao neoplasica e as condi¢cdes sob as quais a sua malignidade
pudesse ser revertida®®. Tempos depois, uma variedade de substancias, exégenas e
endogenas, foram identificadas como capazes de atingir uma inibicao
mielomonocitica especifica da divisdo celular, com isso, caracterizou-se a perda de
capacidade proliferativa dessas células U937, acompanhada por uma série de
transformacdes fenotipicas®. Atualmente, a célula U937 é utilizada como um modelo
ideal para estudar as mudancas em eventos intracelulares que acontecem durante a
diferenciacéo celular de monécito para macréfagos®.

Outros estudos mostram o poder de transformacao e adesao dessa linhagem
humana quando diferenciada o que ocorreu por diferentes métodos, aproximando-se
entdo de células como os macrofagos. Por exemplo: o estudo de adesdo e
proliferacdo com tratamentos de PMA e dexametasona®’; a diferenciacdo da
linhagem U937 em macréfagos®. Assim como alguns trabalhos ja mencionados que
utilizam de diversos modos este poder de diferenciacdo, estamos utilizando essa
linhagem humana como modelo de diferenciacdo de mondcito para macréfagos, por
meio da ativacao utilizando PMA. Desse modo, propomos a criagdo de um protocolo
padrao de diferenciagdo de células U937 que sirva como base para outros trabalhos

utilizando essa mesma linha de pesquisa.

2.4. PMA
PMA, do inglés, Phorbol 12-myristate 13-acetate, € um ativador especifico dos
grupos A e B da proteina cinase C (PKC), quando entre 1-100 nM. Esteres de forbol

como o PMA, afetam as PKCs por mimetizar o diacilgricerol, que € um ligante natural
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e ativador desta enzima. Esse composto é também amplamente utilizado em
pesquisas de cancer e de cultura de tecidos.

A linhagem de células humanas U937 mostra diferentes alteracoes
fenotipicas e funcionais em presenca de PMA®*. Exposta ao PMA, a célula
monocitica é induzida a se diferenciar em macréfago®. Entre as mudancas incluem-
se: perda do potencial proliferativo, aquisicdo de aderéncia e de funcdes efetoras,
que sao caracteristicas de macrofagos ativados. A linhagem humana U937 em
tratamento com o PMA mostra alteracbes em suas caracteristicas morfolégicas
como: aumento no tamanho da célula, diminuicAo na razdo nucleo/citoplasma,
citoplasma paélido, com granulos mais proeminentes € um maior grau de
vacuolizagdo no citoplasma®.

Assim, as células dessa linhagem humana, em presenca de PMA, sdao um

potencial modelo in vitro para o estudo da ativagdo de mondcitos em macréfagos®.

2.5. QUIMIOCINAS

As quimiocinas fazem parte de uma familia especializada de citocinas, que
atuam como potentes mediadores ou reguladores da inflamagao, pela habilidade de
recrutar e ativar subpopulacdes especificas de leucécitos. As quimiocinas sao uma
grande familia de citocinas estruturalmente homaélogas que estimulam o movimento
dos leucécitos e regulam a migracao destes do sangue para os tecidos, séo
citocinas quimiotaticas, além de estimular a producao de novas citocinas e auxiliar
em diferenciacdes celulares. As quimiocinas envolvidas em reacgdes inflamatorias

sao produzidas por leucocitos ou células residentes do local da inflamagcao, em
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resposta a estimulos externos, e as quimiocinas que regulam o trafego celular por
meio dos tecidos sado produzidas constitutivamente por varias células nestes
tecidos®'.

Quimiocinas constituem uma superfamilia de pequenas proteinas com papel
crucial em reagdes imunes e inflamatérias®* *. Citocinas e microorganismos afetam
profundamente a funcdo dos fagdcitos mononucleares®.

Citocina € um termo genérico empregado para designar um extenso grupo de
moléculas envolvidas na emissdao de sinais entre as células durante o
desencadeamento das respostas imunes. Constituem um grupo de fatores
extracelulares que podem ser produzidos por diversas células, como mondcitos,
macréfagos, linfécitos e outras células que nao sejam linfoides. Todas as citocinas
sao pequenas proteinas ou peptideos, algumas contendo moléculas de acucar
ligadas (glicoproteinas). As diferentes citocinas podem ser enquadradas em diversas
categorias: interferons (IFN), interleucinas (IL), fator estimulador de colénias (CSF),
fator de necrose tumoral (TNF-alfa e TNF-beta), e fator de transformacédo de
crescimento (TGF-beta)*'.

As citocinas tem funcédo de regular a duracdo e intensidade das respostas
especificas e recrutar células efetoras para as areas onde se desenvolvem
respostas e induzir a geracdo e maturagdo de novas células a partir de
precursores>’.

Interferon gama sozinho ou junto com produtos microbiolégicos como
lipopolissacarideos (LPS) ou de outras citocinas, como fator de necrose tumoral
(TNF), é a principal citocina de ativagdo de macréfagos e tem fungdes criticas na

imunidade contra micro-organismos intracelulares®* **. Isso tém papel importante na
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ativacao classica dos macréfagos. Os interferons aumentam a capacidade dos
macrofagos de eliminar células tumorais, virus e bactérias e estdo também
envolvidos no controle de proliferacao, diferenciacao e resposta das células Be T.

O lipopolissacarideo (LPS) € uma endotoxina presente na parede celular de
bactérias gram-negativas, sendo liberado quando as bactérias morrem estimulando
muitas respostas imunoldgicas naturais, incluindo secreg¢ao de citocinas, inducao de
atividades antimicrobianas dos macréfagos, e a expressao de moléculas de adesao
de leucécitos no endotélio®'.

As IL-4 e -13 contribuem para a forma alternativa de ativacao de macréfagos,
e suprimem a ativacao classica inibindo, assim, a defesa contra micro-organismos
intracelulares®, levando a um fenétipo anti-inflamatério e reparador tecidual.

Durante a infecgcdo, a quimiotaxia € um importante evento para o
recrutamento de células para o sitio de inflamacao. As primeiras células a chegar ao
parénquima lesado sao os neutrofilos e, subsequentemente, os macrofagos
teciduais®.

Tem sido mantida a hipétese de que os TAM sao originados dos monécitos
circulantes e que os quimio atraentes derivados do tumor (citocinas e outros) tem um

papel chave nesse recrutamento de monécitos®.

2.6. ARGINASE
Macréfagos alternativamente ativados expressam uma grande quantidade da
enzima arginase. A arginase € uma enzima que utiliza o substrato L-arginina para a

producao de ornitina, favorecendo a proliferacao celular e a sintese de colageno.
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O metabolismo de arginina € caracterizado por niveis elevados de éxido
nitrico sintase induzivel (INOS) em macrofagos M1, enquanto que a via da arginase
predomina nas células M2, com geragéo de ornitina e poliaminas®’.

A atividade de arginase dos macrofagos recentemente ganhou mais espago.
Altos niveis de arginase-l podem promover o crescimento tumoral sob diversos
aspectos: i) aumentando a producdo de L-ornitina e putressina levando a um
aumento da proliferagdo de células cancerigenas® *%; ii) reducdo da producéo de NO

2, 38.

por INOS levando a uma diminuicdo da cito toxicidade ; lii) supressao da

atividade antitumoral da célula-T> 3,

2.7. MACROFAGOS E FISIOLOGIA

Os macréfagos sao reconhecidos como as células de limpeza do organismo.
Em estagio avancado de uma reacdo inflamatéria, por exemplo, os macrofagos
podem acumular-se nos focos inflamatérios, quando englobam e digerem os detritos
das células destruidas, as proteinas estranhas, os eritrécitos e mesmo outras células
com potencial fagocitico como os neutréfilos. Os macréfagos também fagocitam
células senescentes do organismo. Outra importante funcdo dos macréfagos
relaciona-se com a sua capacidade de produzir e secretar mais de cinquenta
substancias biologicamente ativas. Algumas sdo enzimas hidroliticas que degradam
componentes do tecido conjuntivo, outras sao citocinas que afetam varios tipos
celulares e também mediadoras da inflamacao, tais como proteinas do complemento

e prostagladinas’®'.
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Macréfagos participam da imunidade inata, servindo como células fagociticas.
Estas células precursoras sdo sintetizadas e liberadas na medula 6ssea e na
circulagdo sanguinea como mondcitos. Ao migrarem para varios tecidos, os
mondécitos se diferenciam em macréfagos teciduais.

Nos tecidos, monécitos maduros se diferenciam em varios tipos de
macréfagos em variadas localizagdes anatdmicas®. O processo de migracdo de
mondécitos, pela corrente sanguinea, para outros tecidos, permite a diferenciacdo em
macréfagos residentes®®. Macréfagos de diferentes tecidos sdo conhecidos por
diferir em relacao as funcdes desenvolvidas*! *2. Macréfagos obtidos de organismos
normais, ou seja, nao infectados e sem inflamagédo sao denominados residentes,
apresentando capacidade minima de destruir microrganismos, secretando proteases
em baixa quantidade, e pouca capacidade para responder a citocinas***°. Embora
os monécitos e macrofagos residentes sejam fagécitos efetivos, podem ser
facilmente ativados de forma que suas fungdes sejam significativamente
potencializadas*®.

Os macrofagos sdo os responsaveis pelo sistema monocitico fagocitario
(SMF), pois originam-se da maturacdo de mondcitos sanguineos. Existem células
que sao morfologicamente diferentes dos macréfagos, mas tem a mesma funcao e
provém dos mondcitos da mesma forma. Conhecidos como macréfagos especificos
de cada tecido/6rgao no organismo, dentre eles: mondcito sanguineo - circulante no
sangue; Microglia - SNC; células de Kupffer - figado; macréfagos alveolares -
pulmao; células dendriticas - regidao subcortical dos linfonodos; mesangio

intraglomerular - glomérulo de Malpighi renal; macréfagos sinusais do baco -
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cordodes de Biliroth da polpa vermelha do bago; macréfagos das serosas - peritonio,

pericardio e pleura; células de Langehans — pele*”™,

2.8. MACROFAGOS E PATOLOGIAS

Apesar da sua enorme importancia fisiolégica, acredita-se que macréfagos
podem causar lesdo em tecidos normais durante diversas condicées patoldgicas,
entre as quais a doenca de Gaucher, artrite reumatéide, tuberculose, malaria
cerebral, AIDS, aterosclerose e trauma da medula espinhal e do cérebro®® >'.

O pressuposto que consolida esta ideia € que macréfagos possuem um
grande numero de enzimas extremamente lesivas dentro de seus lisossomas (por
exemplo, proteases neutras, metaloproteinases e elastases) e estas enzimas podem
ser liberadas para o parénquima tecidual intacto durante a atividade destas células,
causando degradacdo de colageno, elastina e fibrina'®. Macréfagos podem liberar
citocinas inflamatérias (por exemplo, TNF-alfa), radicais livres (como o radical
hidroxil) e NO, os quais podem mediar a lesdo tecidual relacionada a resposta

inflamatoria®' %2,

2.8.1. CANCER
Cancer é uma doenca progressiva, ocorrendo em uma série de passos bem
definidos, tipicamente decorrente de mutacées em células proliferativas, por ativacao

(em oncogenes) e/ou desativacdo (genes supressores de tumor)°2.
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Os tumores ndo podem ser considerados como uma massa homogénea de
células mutantes de crescimento independente, mas sim, como um microambiente
no qual existe uma comunicacdo diversa entre os constituintes malignos e nao
malignos (estroma)?.

As células tumorais usam diversos mecanismos para invadir a matriz
extracelular e para produzir metastase em diferentes 6rgdos*. A interacdo entre as
células tumorais e as células do estroma no microambiente tumoral tem um
importante papel no crescimento do tumor e de metastase, onde os macréfagos sao
células estromais mais proeminentes desta interacdo?.

Os macréfagos sao essenciais no processo de inflamacao relacionado ao
tumor>>°8, Em muitos tipos de tumores tem sido observada uma correlagéo entre o
aumento no nimero e/ou densidade dos macréfagos e prognéstico ruim®¥®'. Os
macrofagos secretam uma variedade de fatores de crescimento, citocinas,
quimiocinas e enzimas que regulam o crescimento do tumor, a angiogénese, a

invasio e as metastases®.

2.8.2. MACROFAGOS NO MICROAMBIENTE TUMORAL

Os macréfagos associados ao tumor (TAM) sdo macréfagos que fazem parte
do microambiente em torno da massa tumoral, e estdo situados no interior ou
préximo ao tumor, sendo componente chave do microambiente tumoral®®. Sinais
derivados do cancer e de células do hospedeiro geralmente guiam a funcao dos

TAM para M2 polarizado, como modo propulsor do tumor®.
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O microambiente tumoral consiste em uma mistura de células residentes
como os fibroblastos e células migratérias hematopoiéticas, dos quais o0s
macréfagos estdo em maior niimero®.

Quanto a biologia tumoral, sabe-se que tumores solidos apresentam alta
densidade de células em apoptose (ou morte celular programada) e infiltracdo de
macréfagos (TAM — do inglés, tumor associated macrophages) em seu
parénquima'®.

O microambiente tumoral tem sido considerado um importante alvo para
terapias anticancer. Microambiente tumoral envolve diversos tipos celulares, néao
tumorais, essenciais para o tumor, como, por exemplo, 0s vasos sanguineos
necessarios para a vascularizacao do tumor. O tumor, mais do que uma massa de
células transformadas, é um microambiente tecidual, com caracteristicas
semelhantes a um ambiente inflamatério ou um tecido em regeneracéao.

Na biologia dos tumores, a perda de células em doencas malignas é um
componente muito significante da dindmica tumoral e a apoptose é um processo
comum em alto grau de malignidade, no qual altos indices de apoptose geralmente
refletem em progndstico ruim®. Além disso, achados do nosso grupo de pesquisa
mostram que as células apoptédticas do tumor podem, autonomamente, produzir
fatores que promovem o crescimento desta populagao celular®®.

Os macrofagos associados ao tumor, tipo M2, sdo famosos por sua atividade
pré-tumoral ao invés da funcao antitumoral®® ®®. Talvez, a mais conhecida atividade
pré-tumoral dos TAM seja a angiogénese®. Além disso, essas células podem ativar

efeitos anti-inflamatérios, ativar imunossupressao, liberar fatores de crescimento e
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sobrevivéncia, remodelar a matriz do microambiente e ainda, liberar fatores

7 g 65
metastaticos™.

Embora existam evidéncias sugerindo um papel pré-tumoral dos TAM, os
mecanismos de conversao entre fenétipos (M1 e M2) e o papel destes no desfecho
(prognostico) ainda ndo esta bem estabelecido. Sendo assim, o modelo in vitro
proposto nesse trabalho pode auxiliar no estabelecimento de condicdes basicas de
pesquisa para o entendimento e encaminhamento a estudos mimetizando realmente

a condicdo humana.

2.8.3. ATEROSCLEROSE

Aterosclerose é uma doencga inflamatéria cronica multifatorial, lenta e
progressiva, caracterizada pela formagdo de ateroma no interior dos vasos
sanguineos. Os ateromas sao placas, compostas especialmente por lipideos e
tecido fibroso, que se formam na parede dos vasos. Levam progressivamente a
diminuicdo da luz do vaso, podendo chegar a obstrucdo total do mesmo. A
aterosclerose em geral é fatal quando afeta as artérias do coracdo ou do cérebro,
orgaos esses, que resistem apenas poucos minutos sem oxigénio. Os macrofagos
sao os responsaveis pela fagocitose das lipoproteinas que penetram na parede dos
vasos sanguineos, levando ao ateroma. A aterosclerose tem como principais
consequéncias o infarto do miocardio, a isquemia cerebral e o aneurisma aértico®’.

O acumulo da lipoproteina de baixa densidade (LDL) no compartimento
plasmatico pode ocorrer em virtude de uma dieta rica em gorduras, da sintese

endogena de colesterol ou mesmo pela diminuicdo do catabolismo da LDL pelo
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figado, causado por um defeito genético que promove deficiéncia na expressao ou
na funcdo dos seus receptores, resultando na hipercolesterolemia®. No entanto,
estes fatores genéticos estabelecem uma complexa interacdo com os de natureza
ambiental, ligados principalmente com a dieta, que determinam a concentracdo da
LDL no plasma®®.

A aterosclerose é caracterizada pelo acumulo de depdésitos de colesterol/LDL
nos macrofagos em artérias de grande e médio porte. Essa deposicao leva a uma
proliferacdo de certos tipos de células no interior da parede arterial que,
gradualmente, diminui sua luz e impede o fluxo de sangue por eles®. A magnitude
deste problema é tao grande que a aterosclerose reivindica mais vidas do que todos
os tipos de cancer combinados e, os custos econdmicos sdo entdo consideraveis®.

Os radicais sado capazes de reagir com o chamado lipidio de baixa densidade,
ou o mau colesterol, que circula no sangue. Essa gordura alterada pelo oxigénio
recruta células imunolbgicas, os macréfagos, que fazem um servico de limpeza no
organismo, engolindo uma molécula de colesterol atras da outra. Essas células,
contudo, sdo convocadas para recuperar eventuais lesdes na parede dos vasos e,
essas, muitas vezes rompem, espalhando o conteldo intracelular oxidado no local
da lesdo. Isso atrai macrofagos para o sitio, provocando acumulo de colesterol na
parede do vaso, impedindo o fluxo de sangue pelo vaso (aterosclerose)’® 2.

A captacao de LDL pelo seu receptor inicia-se com a interagao da lipoproteina
com os receptores presentes em fossas revestidas (coated pits) de clatrina. O
conjunto LDL-receptor é englobado, funde-se ao lisossomo, sendo o receptor

reciclado e o colesterol liberado para o citoplasma. Esse colesterol induz a down
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regulation dos receptores para LDL, garantindo menor aporte e previnindo o
acumulo deste colesterol’®"2.

Quando LDL é captada por receptores scavengers de macréfagos, ndo ocorre
a retroalimentacdo negativa, de modo que quantidades de lipideo se acumulam,
convertendo o macrofago em uma célula espumosa, que é precursora de placas de
ateroma. A oxidacdo da LDL ocorre pelos mesmos mecanismos produtores de
radicais livres usados como bactericidas. A LDL oxidada exerce efeito imunolégico,
recrutando mondcitos que sao convertidos a macroéfagos que se tornam residentes
nesta que sera uma nova estria gordurosa. A remocao da LDL pelos receptores
scavengers resulta em acumulo de colesterol e formacédo de células espumosas.
Além disso, LDL oxidada é citotoxica, causando disfuncédo do endotélio vascular,
alterando seus mecanismos vasodilatadores e anticoagulantes. A necrose de células
espumosas e o aparecimento de fibroblastos e células musculares lisas levam ao
surgimento de uma estrutura que contém cristais de colesterol intra e extracelular,
células necréticas e fibras musculares lisas em proliferacdo. Lesdao essa que
provoca espessamento da parede do vaso, diminuindo sua luz, que é revestida por
uma capa fibrética, onde se encontram o endotélio lesado e trombos’®72.

Assim, pelo fato de os macrofagos estarem tao intimamente associados a
aterosclerose, torna-se também importante seu estudo nesta linha, seguimento que

pode ser facilitado pelo estabelecimento de um modelo padrdao de ativagdo dos

macréfagos, possibilitando estudos direcionados a essa doenca em especifico.

2.8.4. DOENCAS NEURODEGENERATIVAS
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O sistema nervoso é responsavel pela maioria das funcoes de controle em um
organismo, coordenando e regulando as atividades corporais. O neurbnio é a
unidade funcional deste sistema.

A morte celular programada faz parte de diversos processos vitais, como o
desenvolvimento embrionario, o controle de tumores e a regulacédo de populagdes
de células do sistema imune. Alteracbes nos genes responsaveis pelos sistemas de
autodestruicdo podem ser desastrosas. Por ser indispensavel a vida, a morte da
célula deve seguir um plano meticuloso, uma vez que um disturbio de sua regulacao
(tanto o excesso quanto a insuficiéncia) pode provocar uma variedade de doencas®.

Os microgliécitos ou microglia sdo as menores células da neuroglia. Pode-se
dizer que sao os macréfagos residentes no SNC. Possuem elevado poder fagocitario
e representam uma variedade de macréfagos que atuam na defesa do sistema
nervoso central. A microglia é capaz de reconhecer e fagocitar antigenos, aderindo
proteinas dos mesmos na sua membrana citoplasmatica, e apresenta estas
proteinas a outras células de defesa. Da microglia fazem parte as células
ependimarias e as células de Schwann.

Existem fortes evidéncias na literatura de que a inflamacdo no SNC esta
envolvida na patogénese de doencas neurodegenerativas agudas e crdnicas,
incluindo doencas de Parkinson, Alzheimer, esclerose lateral amiotréfica, trauma do
cérebro e medula espinhal e acidente vascular encefélico”. A neurodegeneragao
mediada por inflamacéo envolve ativacdo de macrofagos residentes no encéfalo
(microglia), que liberam fatores neurotoxicos e pro-inflamatorios, incluindo citocinas,
radicais livres, 6xido nitrico e eicosanodides que podem lesar neurénios e células

gliais™.



40

A literatura mostra que, embora os mecanismos inflamatérios participem dos
fenbmenos de reparacao tecidual, também, estdo envolvidos em processos de
degeneracdo secundaria em doencas agudas e cronicas do SNC™.

Salientando a necessidade da busca de novas terapias e métodos de
prevencao, que possam prevenir ou tratar doencas neuroldégicas hoje incuraveis. Por
isso, damos énfase a importancia do estudo de um modelo basico, in vitro, utilizando
células humanas, que possa subsidiar outros trabalhos, tendo esses dados como

principio.
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3. JUSTIFICATIVA

Essa dissertacdo apresenta uma caracteristica multidisciplinar e
interinstitucional que contribui para o avanco no conhecimento béasico dos
mecanismos envolvidos entre macréfagos e patologias. Uma vez demonstrada a
importancia dos macréfagos em relacdo a diversas patologias humanas, como o
cancer, a aterosclerose e doengas neurodegenerativas, buscamos estabelecer as
melhores condicdes para a diferenciagédo e polarizacao de macréfagos humanos,
para serem utilizados como modelo in vitro, auxiliando em estudos posteriores mais

elaborados e de maior abrangéncia.
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4. OBJETIVOS

4.1 PRINCIPAL
Estabelecer as melhores condi¢cdes de diferenciacédo celular para um modelo
in vitro, com células de linhagem humana U937, caracterizando a diferenciacao

dessas em macréfagos-like e sua posterior polarizacao até os fenétipos M1 e M2.

4.2 SECUNDARIOS

a. Estabelecer as melhores condi¢des experimentais para a diferenciacao
da linhagem de células humana U937 em macr6fagos com tratamento
com PMA;

b. Avaliar: marcadores de proliferacdo e adesdo celular, mudancas
morfolégicas da cultura in vitro e produgao de ERO;

c. Estabelecer as melhores condi¢cdes experimentais para a polarizacao
dos macréfagos em fenétipos M1 e M2, pelo tratamento com IFN-gama
+ LPS e IL-4, respectivamente;

d. Avaliar, por meio de ferramentas de bioinformatica, as redes de genes

envolvidos em cada um dos fenétipos, M1 e M2.
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ABSTRACT

Introduction: /n vitro model of macrophages (M®) can be used to evaluate
the influence of these cells in human pathologies. Objective: To establish an in vitro
model to study macrophages and it’ evaluating their M1/M2 polarization. Methods:
The human U937 cell line was grown in medium RPMI 1640 and differentiated into
functional macrophages by 10 nM phorbol 12-myristate 13-acetate (PMA)-treatment,
with M1 or M2 phenotypes with LPS/IFNy and IL-4, respectively. Reactive Oxigen
Species (ROS) (time course of DCF oxidation), nitric oxide (NO) (Griess method), cell
proliferation (MTT assay) and adherence (SRB method), and change in cellular
morphology were determined. Moreover, two microarray data sets from Gene
Expression Omnibus (GEO) (GSE5099 and GSE15038) were used to analyze
differential M1/M2 gene expression with the online bioinformatics tools STRING,
MEDUSA and Via Complex. Results: Time course experiments (0, 24, 48 and 72h)
showed decreased cell proliferation with increase in morphological changes, cell
adherence and ROS generation in PMA-treated U937 cells compatible with the
acquisition of a macrophage-like phenotype. Bioinformatics approach showed
increased expression in M1/M2 genes by PMA-treatment. 24h of LPS/IFNy-
treatment induced increased NO, ROS, and the expression of M1 genes (classical
activation M®), while 24h IL-4-treatment induced the expression of M2genes
(alternative activation M®). Conclusion: This simple human macrophage-l/ike
differentiation and M1/M2 activation protocol could be used in vitro to establish the

role of these cells in human pathologies.
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1- Introduction

Mononuclear phagocytes are of crucial importance for host immune defenses.
Monocytes emigrate from blood vessels in response to antigenic insults, and
differentiate in the tissues into macrophages (M®) and dendritic cells (DCs) [1].
Macrophages are best well known for initiating an effective innate immune response
against microbes [2]. Macrophages heterogeneity is well recognized [3]. It arises as
macrophages differentiate from monocyte precursors, and is determined by the
genetic background as well as by specific tissue-related and immune-related stimuli
[1, 4].

The best characterized macrophages response to microbial molecules, cancer
cells and host cytokines is the release of inflammatory/microbicidal/tumoricidal
products. This is the classical activation, and occurs with IFNy and TNF stimuli [3].
These macrophages are called M1 and they typically produce high levels of IL-12
and low levels of IL-10. In addition, these cells exert anti-proliferative/pro-
inflammatory/cytotoxic activities, resulting partly from their ability to secrete reactive
nitrogen and oxygen species [5, 6]. Distinct mediators have been reported to inhibit
the development of M1 and impart anti-inflammatory properties on macrophages,
which were collectively termed alternatively activated (M2): Th2 cytokines, such as
IL-4 and IL-13; deactivating cytokines, such as IL-10 and TGF-B [7, 8]. Gordon and

colleagues proposed to restrict the definition of alternative activation to IL-4 and/or IL-
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13 elicited macrophages [9]. After, was used a high production of IL-10 and low
production of IL-12 as a unifying theme to label macrophage with the more generic
name M2 [10]. Other well reports differences between M1 and M2 are situated at the
level of cytokine and chemokine secretion. M1 produce high amounts of pro-
inflammatory and Th1-steering cytokines, including IL-12, IL-23, TNF, IL-6 and Type |
IFN, while M2 are more prominent producers of the anti-inflammatory cytokines IL-10
and TGF-B [3].

A common progenitor gives rise to tissue macrophages, myeloid dendritic cells
(DCs) and osteoclasts. Once distributed through the blood stream, monocytes
constitutively enter all tissue compartments of the body. Resident macrophages
populations in different organs, such as Kupffer cells (liver), alveolar macrophages
(lung) and microglia (central nervous system, CNS), adapt to their local
microenvironment. The signals that are responsible for tissue-specific phenotypes of
macrophage include surface and secretory products of neighboring cells and
extracellular matrix [9]. Cytokines and microbial products profoundly and differentially
affect the function of mononuclear phagocytes [10].

In view of their anti-inflammatory effects and possible role in trophic and repair
processes, several authors have proposed that alternatively activated macrophages
might contribute to a range of inflammatory and non-inflammatory processes in
health and disease. These might include tolerance of the allogeneic fetus, repair
(including in the central nervous system, CNS), atherosclerosis and tumor-host-
stroma interactions [9].

Here, we describe a simple protocol for in vitro differentiate the human

histiocytic lymphoma U937 cell line into macrophages-like cells and their M1/M2



57

polarization, which can help in future studies to establish the roles of these cells in

relationship with to human pathologies.

2- Materials and methods

CELL CULTURE AND CHEMICALS: Exponentially growing human histiocytic
lymphoma U937 cells were maintained in RPMI 1640 medium (Invitrogen®)
containing 10% fetal bovine serum (FBS), 1 ug/mL of amphotericin B and 50 ug/L of
garamycin at 37°C in a humidified atmosphere of 5% of CO,, and treated with 10 nM
phorbol 12-myristate 13-acetate (PMA) in 24 well plates at a density of 10° cells/well
for 0, 24, 48 and 72 hours. Chemical were obtained from Sigma® Chemical Co. (St.

Louis, MO, USA), except when indicated.

REACTIVE OXIGEN SPECIES GENERATION: The probe DCF-DA (2', 7-
dichlorodihydrofluorescein diacetate) reacts with reactive oxygen species emitting
fluorescence and was used to determine intracellular generation of ROS. U937 cells
were seeded in 96-well plates and grown for 48h. Then, culture medium was
removed and 100 uM DCF-DA in serum-free medium was added. Later, cells were
washed and rinsed with sterile PBS. The fluorescence was monitored for 1 h in a 96-
wells plate reader (Spectra Max GEMINI XPS, Molecular Devices, USA) (ex./em.

485/520 nm).

MTT ASSAY AND CELL ADHERENCE: Undifferentiated and differentiated

U937 cells were incubated with a solution of MTT 0.5 mg/mL for 1h. The absorbance
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was measured using a wavelength of 560 nm. Adherences were calculated using the

sulforhodamine B (SRB) method.

NITRIC OXIDE PRODUCTION: Griess method was used to quantify the
production of nitric oxide (NO). Briefly, 20 pl of Griess reagent was added, and the
remaining concentration of nitrite was determined at 540 nm. As nitrite is the only
stable final product of the autoxidation of NO in aqueous solution, only nitrite was
measured by the Griess reaction. The results were expressed as a percentage of the

generated nitrite, using sodium nitrite as a standard.

CELL IMAGES: Phase contrast images of proliferative and PMA-treated U937
cells were obtained under a light microscope (Nikon ECLIPSE TE300) with a digital

camera (Nikon DXM1200C) after 0, 24, 48 and 72h of treatment.

BIOINFORMATICS: Transcript expression profile of U937 cells was extracted
from the Gene Expression Omnibus (GEO) (http://www.ncbi.nim.nih.gov/geo/)
(GSE5099 and GSE15038). U937 cells were profiled with their genome-wide gene
expression patterns using Affymetrix HG-U133A chips. After the gene selection, the
network was built utilizing the Search Tool for the Retrieval of Interacting
Genes/Proteins (STRING) version 9.0 (http://string-db.org/). All genes collected
served as entry for the database and filtered for “experiments”, “medium confidence”,
plus one layer of interaction. The resultant network is presented in figure 3A. For the
gene expression analysis we utilized the ViaComplex software version 1.0 [11]. The

main advantage of this program is that it is able to distribute a given quantity
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(quantitative or qualitative data) onto gene/protein interaction networks. To do this,
ViaComplex overlaps functional information (e.g. microarray data) with interaction
information (supplied by the gene network built). We utilized statistical analysis
available in the ViaComplex package, which estimates the relative expression level
of Groups of Functionally Associated Genes (GFAGs) and is describe elsewhere
[12]. Briefly, to obtain a quantitative parameter that characterizes the functional state
of each Group of Functionally Associated Genes (GFAQG) in the sample, ViaComplex

measures the information content using Shannon’s entropy.

STATISTICAL ANALYSIS: Data were expressed as mean * standard
deviation of at least 3 independent experiments performed in triplicate (n = 3). The "t"
test was used to analyze differences between control/treated. Multiple comparisons
were performed using ANOVA, with a minimum significance of p<.05. The statistical
analyzes and graphics were performed using GraphPad® program (San Diego, CA,

USA, version 5.0.).

3- Results

Our results show that the exponentially growing human histiocytic lymphoma
U937 cells have retained the capacity to response to inducers (treatments) of
differentiation with cessation of growth and appearance of a more mature,
differentiated, macrophages phenotype [13]. To prove that the phorbol 12-myristate
13-acetate treatment of the U937 cells induces monocyte/macrophage differentiation,

we first determine the efficiency of transformation of U937 cells to macrophages by
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treatment with PMA when compared with controls (Figure 1). Thus we can see that
treatment with PMA, as compared to control (untreated) cells, was effective since it
shows a halt in cell growth as a function of time, which is characteristic of human
U937 cells. The treated cells lose proliferative potential and become mature effector
cells. These cells had shoued also increased in the production of RS over time. The
production of reactive species is an important effector function of macrophages and
is a characteristic of maturation [14]. In other experiments we can see the capacity of
these treated cells to adhere in the bottom of culture plates. In nature cells U937, the
growth was in suspension, and the cells showed a typical spherical shape. When
treated with PMA, the most readily observable maturational changes were
morphological. The cells adhered to the plate and emited extension, showing that
PMA really inhibited and modified the growth of the human line U937 [15].

After the activation monocyte-macrophage, we left for the activation of
different phenotypes of the macrophage, M1 and M2 (Figure 2). In these
experiments, we saw that the classical activation with IFN, LPS, and both combined
was better and more effective when combined LPS and IFN treatments. It was
demonstrated that the production of NO and ROS, markers for mature effector cells
such as pro-inflammatory macrophages, were higher than when the combination
treatment was separately. On the other hand, alternative activation was just only with
IL-4, which was not as effective as the previous treatment. However, we can see a
drop in production of NO in the treated cells compared with control cells showing that
these cells really showed M2 phenotype that lose their potential effector and become

less toxic. Therefore, they have an anti-inflammatory profile [10].
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To make analysis of genes involved in the activation of monocytes and
macrophages in the different phenotypes M1 and M2, we used the bioinformatics
approach. Through database available in websites, we did a meta-analysis of genes
as enzymes, cytokines and others proteins involved with macrophages maturation
and polarization, to enhance the understanding of these different activations. These
genes are listed on table 1.

With the bioinformatics approach we analyzed several genes involved in the
activation of monocytes to macrophages and macrophage to different phenotypes
M1 and M2 (Figure 3). Network association of genes expressed in phenotypes M1
and also M2 - based on the literature studied previously - shows two opposite poles,
clearing the idea that each phenotype is proper and with very different
characteristics: M1 is pro-inflammatory and M2 is anti-inflammatory, among other
characteristics of opposition. U937 cells treated with PMA demonstrated an increase
in both M1 and M2 gene expression network. When analyzed the expression of
genes/control in cells with IFN + LPS treatment they have increase in the activity
(gene expression level) just in M1 network, confirming the efficacy of our protocol
with the classical activation. When the treatment is with IL-4, the expression of
genes/control to the M1 genes has a decrease and the activated genes were on

other side, demonstrated that is alternatively activation (M2 activation).

4- Discussion
Mononuclear phagocytes are amongst the most versatile cell types of the

immune system, able to adapt a continuum of activation states in response to
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environmental signals. M1-polarized macrophages mediate resistance to intracellular
pathogens, tissue destruction, and anti-tumor resistance. In contrast, M2-polaryzed
cells come in different flavors and are generally oriented to tissue remodeling and
repair, resistance to parasites, immunoregulation, and tumor promotion [16]. M2
macrophages have been traditionally thought of as being the predominant
macrophage phenotype in solid tumors (Macrophages associated tumor - TAM) [10].

Mononuclear phagocytes are versatile, plastic cells that respond to
environmental influences with the expression of distinct transcriptional programs and
functions. Like show the genes in the table 1, together with figure 3, is possible to
perhaps this capacity to macrophage transform in M1 or M2 phenotypes, in
according to the situation and localization of them (according with the environmental).
It is possible that one side of genes is activated, transformed to M1 polarization by
the classical activation. In other hand, if others side of genes are activated by means
stimuli, the alternative activation is turn on and the M2 polarization macrophage
came up.

Plasticity is a hallmark of the mononuclear phagocyte system [10]. The U937
human cell line provides an ideal model for studying the changes in intracellular
events that take place during differentiation. These cells proliferate autonomously;
however, they have the capacity to response to inducers of differentiation with
cessation of growth and appearance of a more mature phenotype [17], see the figure
1. One of these is the PMA, which show to be efficient for the differentiation here and
in other studies.

This in vitro model is reliable with what happened in real situations. With this

study, we can continue bigger trials in different areas and different pathologies with
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the expectation to understand the microenvironment of macrophages and other cells.
However, these hypotheses of macrophages activation merits further research in
future. Such knowledge is essential for understanding the dynamic changes those
macrophages shown in a range of physiological and pathological situations.

The in vitro model has advantages over the in vivo models for example. The
primary culture of macrophages varies considerably and cannot mimic the same
effect on each culture realized. The in vitro model is reproducible up because the cell
line (like U937 human line) is very specific and stable. There are several patterns in
the literature for this human lineage differentiation, with various substances, different
times and different doses. With this pattern of differentiation presented here, with
phorbol 12-myristate 13-acetate treatment, we demonstrate a simple model
assemble, easy to understand and practical to be used as a basis for further studies
involving analysis of macrophages in various diseases, such as the already
mentioned: cancer, atherosclerosis, neurodegenerative diseases.

Moreover, the discovery of pathways within the mononuclear phagocyte,
responsible for promiscuous activation phenotype may be an important challenge for

the future.

5- Conclusion
The main conclusion of this work is that our simple protocol is efficient to
induce a macrophages-like differentiation of the human histiocytic lymphoma U937

cell line and their M1/M2 polarization. The limitation of this work was in the M2
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differentiation. We will pretend to evaluate IL-4 plus IL-13 to potentiate this activation

and demonstrate more significant results.
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TABLE 1:

TABLE 1: Gene list used to evaluate macrophages (Mg) M1/M2 phenotypes.

Gene symbol Mg phenotype — Gene function/class

M1 - Enzymes

MMP9 matrixmetallopeptidase 9 (gelatinase B, 92kDa gelatinase,
92kDa type IV collagenase)

MMP7 matrix metallopeptidase 7 (matrilysin, uterine)
butyrobetaine (gamma), 2-oxoglutarate dioxygenase

BBOX1 (gamma-butyrobetaine hydroxylase) 1

HSD11B1 hydroxysteroid (11-beta) dehydrogenase 1

PGCP carboxypeptidase Q

PFKFB3 6-phosphofructo-2-kinase/fructose-2,6-biphosphatase 3

OAS2 2'-5'-oligoadenylate synthetase 2, 69/71kDa

GAD1 glutamate decarboxylase 1 (brain, 67kDa)

SPHK1 sphingosine kinase 1

AK3 adenylate kinase 3

OASL 2'-5'-oligoadenylate synthetase-like

TPSAB1 tryptase alpha/beta 1

NAMPT nicotinamidephosphoribosyltransferase

SGK1 serum/glucocorticoidregulatedkinase 1

PFKP phosphofructokinase, platelet

TYMP thymidine phosphorylase

IDO1 indoleamine 2,3-dioxygenase 1

PTP4A3 protein tyrosine phosphatase type IVA, member 3

CHI3L2 chitinase 3-like 2
M1 — Receptors

ARNTZ2 aryl-hydrocarbon receptor nuclear translocator 2

LPAR1 lysophosphatidic acid receptor 1

IL-15RA interleukin 15 receptor, alpha

CSF1R colony stimulating factor 1 receptor

CCR7 chemokine (C-C motif) receptor 7

NCR3 natural cytotoxicity triggering receptor 3

TNFRSF10B  tumor necrosis factor receptor superfamily, member 10b

IL-7R interleukin 7 receptor

IL-2RA interleukin 2 receptor, alpha

FAS Fas (TNF receptor superfamily, member 6)
M1 — Cytokines

IL-15 interleukin 15

IL-12B interleukin 12B (natural killer cell stimulatory factor 2,
cytotoxic lymphocyte maturation factor 2, p40)

IL-6 interleukin 6 (interferon, beta 2)

TNF tumor necrosis factor



NCF1
ATF3
KLF2
GADD45G
IRF7

IRF1
HESX1
ID3

CXcL11
SLC7A5

CXCL10
PLA1A
PI16
MS4A7
CCL3
CCL5
SLC31A2
SPP1
BMP2
BCL2A1
PSMA2
PSMB9

APOL2
APOL3
TNFSF10
CDKN1A
RGS1
APOL1
APOL6
IER3
SPRY2
INHBA
PSME2
CTNND2
CXCL9
ZFP36L1
CCL20
BCL6
PTX3
CCL19
ELAVL4
BIRC3
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M1 — Transcription factors

neutrophil cytosolic factor 1

activating transcription factor 3

Kruppel-like factor 2 (lung)

growth arrest and DNA-damage-inducible, gamma
interferon regulatory factor 7

interferon regulatory factor 7

HESX homeobox 1

inhibitor of DNA binding 3, dominant negative helix-loop-
helix protein

M1 — Proteins

chemokine (C-X-C motif) ligand 11

solute carrier family 7 (amino acid transporter light chain, L
system), member 5

chemokine (C-X-C motif) ligand 10

phospholipase A1 member A

peptidase inhibitor 16

membrane-spanning 4-domains, subfamily A, member 7
chemokine (C-C motif) ligand 3

chemokine (C-C motif) ligand 3

solute carrier family 31 (copper transporters), member 2
secreted phosphoprotein 1

bone morphogenetic protein 2

BCL2-related protein A1

proteasome (macropain) subunit, alpha type, 2
proteasome (macropain) subunit, beta type, 9 (large
multifunctional peptidase 2)

apolipoprotein L, 2

apolipoprotein L, 3

tumor necrosis factor (ligand) superfamily, member 10
cyclin-dependent kinase inhibitor 1A (p21, Cip1) regulator of
G-protein signaling 1

apolipoprotein L, 1

apolipoprotein L, 6

immediate early response 3

sprouty homolog 2 (Drosophila)

inhibin, beta A

proteasome (macropain) activator subunit 2 (PA28 beta)
catenin (cadherin-associated protein), delta 2
chemokine (C-X-C motif) ligand 9

ZFP36 ring finger protein-like 1

chemokine (C-C motif) ligand 20

B-cell CLL/lymphoma 6

pentraxin 3, long

chemokine (C-C motif) ligand 19

ELAV (embryonic lethal, abnormal vision, Drosophila)-like 4
baculoviral IAP repeat containing 3



CCL15
CDH13
GNG10
IGFBP4
VCAN
APOL1
MB
MMRN1
TSPAN7
EDN1
C13orf18
A2M
PDGFA
FAIM3
XAF1

ADK
CA2
HS3ST2
HS3ST1
CERK
LIPA
LTA4H
TPST2
HNMT
ARG2
HEXB
ALOX15
CTSC

IL1R2
FCER2
SCARB1
MRC1
TGFBR2
SCARAS3
MSR1
CXCR4
HRH1
P2RY13
P2RY14
TLR5
CD36
CCR2

chemokine (C-C motif) ligand 15

cadherin 13, H-cadherin (heart)

guanine nucleotide binding protein (G protein), gamma 10
insulin-like growth factor binding protein 4
versican

apolipoprotein L, 1

myoglobin

multimerin 1

tetraspanin 7

endothelin 1

KIAA0226-like

alpha-2-macroglobulin

platelet-derived growth factor alpha polypeptide
Fas apoptotic inhibitory molecule 3

XIAP associated factor 1

M2 - Enzymes

adenosinekinase

carbonicanhydrase Il

heparan sulfate (glucosamine) 3-O-sulfotransferase 2
heparan sulfate (glucosamine) 3-O-sulfotransferase 1
ceramidekinase

lipase A, lysosomalacid, cholesterolesterase
leukotriene A4 hydrolase
tyrosylproteinsulfotransferase 2

histamine N-methyltransferase

arginase, type |l

hexosaminidase B (beta polypeptide)

arachidonate 15-lipoxygenase

cathepsin C

M2 - Receptors

interleukin 1 receptor, type Il

Fc fragment of IgE, low affinity I, receptor for (CD23)
scavenger receptor class B, member 1

mannose receptor, C type 1

transforming growth factor, beta receptor Il (70/80kDa)
scavenger receptor class A, member 3

macrophage scavenger receptor 1

chemokine (C-X-C motif) receptor 4

histamine receptor H1

purinergic receptor P2Y, G-protein coupled, 13
purinergic receptor P2Y, G-protein coupled, 14
toll-like receptor 5

CD36 molecule (thrombospondin receptor)
chemokine (C-C motif) receptor 2
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IL-10
TGFBI

CLEC4M
SLC38A6
FGL2
FN1
SLCO2B1
GAS7
CLEC7A
EGR2
CD163
CLEC10A
ccLz7
CCL24
CcCL22
ccLz3
SLC4A7

MS4A6A
MS4A4A
MAF

IGF1
CCL16
CCL18
CCL17
CCL13
CHNZ2
CD302
CD14

M2 - Cytokines
interleukin 10
transforming growth factor, beta 1

M2 — Proteins

C-type lectin domain family 4, member M

solute carrier family 38, member 6

fibrinogen-like 2

fibronectin 1

solute carrier organic anion transporter family, 2B1
growth arrest-specific 7

C-type lectin domain family 7, member A

early growth response 2

CD163 molecule

C-type lectin domain family 10, member A
chemokine (C-C motif) ligand 27

chemokine (C-C motif) ligand 24

chemokine (C-C motif) ligand 22

chemokine (C-C motif) ligand 23

solute carrier family 4, sodium bicarbonate cotransporter,
member 7

membrane-spanning 4-domains, subfamily A, 6A
membrane-spanning 4-domains, subfamily A, 4A
v-mafmusculoaponeuroticfibrosarcomaoncogenehomolog
(avian)

insulin-like growth factor 1 (somatomedin C)
chemokine (C-C motif) ligand 16

chemokine (C-C motif) ligand 18

chemokine (C-C motif) ligand 17

chemokine (C-C motif) ligand 13

chimerin 2

CD302 molecule

CD14 molecule

Gene symbol and approved name according HGNC (HUGO gene nomenclature committee).

70



71

LEGEND OF THE FIGURES:

Fig 1: Activation of U937 human cells line in macrophages with PMA
treatment; (A) Rate of cell proliferation was measured by MTT assay at 0, 24, 48 and
72 hours; (B) Level of reactive species produced were measured by DCF assay at 0,
24, 48 and 72h; (C) Cellular images were obtained after the application of the
differentiation protocol with 0, 12, 24, 48 and 72h; (D) Relative adhesion rate were

measured by SRB assay at 24, 48 and 72 hours.

Fig 2: U937 cells differentiated with PMA and activated M1 phenotype under
the stimulus of IFN-y, LPS and LPS + IFN-y and M2 phenotype with IL-4; (A)
Quantification of reactive species (ER) in M1 macrophages using the DCF method;
(B) Measurement of NO production (uM) in macrophage phenotype M1. (C)

Quantification of NO production (uM) in macrophage phenotype M2.

Fig 3: Analysis of the expression of bioinformatics data set GSE15038,
wherein the cell line U937 was differentiated into macrophage with PMA for 32h and
after treated with IFN-y+ LPS and with IL-4; (A) Association networks of genes
expressed in the phenotypes M1 + M2 - based on literature - constructed using the
online tool STRING; (B) Activated genes in phenotypes M1 + M2; (C) Analysis of
gene expression/ctrl when the treatment is with IFN-y+ LPS (M1 phenotype); (D)
Analysis of gene expression/ctrl when the treatment is with IL-4 (M2 phenotype). The

X and Y axes represent normal values based on the network topology (ctrl). The
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color gradient Z axis represents the increase (more orange/red) or decrease (more

blue) of gene expression relative to a control.
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7. CONSIDERACOES FINAIS

Conforme demostrado nesse trabalho, confirmamos que é possivel utilizar o
modelo in vitro de diferenciagdo das células da linhagem humana U937 de célula
monocitica para macrofagos e sugerimos o protocolo proposto como base para o
desenvolvimento de estudos seguintes, conforme resultados obtidos.

Os fagocitos mononucleares sao células versateis, células plasticas que
respondem as influéncias ambientais com a expressao de diferentes programas de
transcricao e funcdes. A plasticidade é uma caracteristica do sistema mononuclear
fagocitario®.

Uma interessante aplicacdo dessa linhagem de células reside em seu uso
para o estudo de citocinas e modificadores de resposta bioldégica. Tem sido
observado que a inibicdo de crescimento, muitas vezes, indica aquisicdo de
marcadores de diferenciacdo®®. Como j& mencionado, essas células sdo muito
utilizadas mesmo na sua forma de proliferacado, contudo, sabe-se que por meio da
ativacao estas células tornam-se mais proximas a macrofagos verdadeiros, tornando
o estudo mais fidedigno.

Sendo assim, a linhagem celular humana U937 fornece um modelo ideal para
estudar mudancas em eventos intracelulares que ocorrem durante a diferenciacao.
Estas células proliferam de forma autbnoma, no entanto, elas também tém a
capacidade de responder aos indutores de diferenciacdo com cessagdo do
crescimento e apresentacao de um fenétipo mais maduro?.

Os macrofagos tém uma complexa dupla funcédo, no que se refere a sua
atividade real fagocitica e seus efeitos em diversas patogenias, conforme estudos

revisados. Os Macréfagos ativados pela via classica, M1, tém atividade fagocitica e
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pré-inflamatéria, enquanto que os macrofagos ativados alternativamente, M2, tém
caracteristicas que favorecem o crescimento e desenvolvimento de patologias como
cancer, aterosclerose, doencgas neurodegenerativas, etc.

Os mecanismos de defesa do hospedeiro tém um importante papel no
desenvolvimento de patologias, inibindo ou estimulando tumores, por exemplo”.
Neste sistema imune, podemos mencionar a capacidade de macroéfagos em destruir
as células defeituosas de modo eficaz.

Sabe-se também que os macrofagos M2 estdo presentes em maior nimero
em tumores sélidos®. A progressdo do tumor também se intensifica na presenca dos
macréfagos com fendtipo M2 devido ao fato desses ativarem a angiogénese no
tecido tumoral pela producdo de VEGF®. A alta expressdo de VEGF prediz a um
prognéstico ruim, conforme estudo prévio’®.

A limpeza das células do meio é fundamental para a tolerancia imunolégica e,
reciprocamente, uma falha nesse processo contribui para a patogénese de
inflamacéo cronica e doencas® 8 21 6% 7781,

O modelo in vitro aqui proposto mimetiza o processo fisioldgico dos
macréfagos ativados e polarizados em diversas situagdes. A partir deste estudo,
podem ser propostos novos estudos, também em diferentes areas, com a
expectativa de entender o microambiente de macréfagos e outras células. A
hipétese de que a ativacdo de macrofagos este envolvida em varias situacoes
fisiologicas e patolégicas nao pode ser desconsiderada, sendo necessarios novos
estudos abordando esse tema para dar continuidade ao conhecimento aqui

adquirido.
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