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RESUMO

Os macréfagos sado células envolvidas em varios eventos da resposta
imunoinflamatéria, sendo encontradas em diferentes tecidos e considerados as
primeiras células de defesa. Os macréfagos possuem grande plasticidade funcional
e sao classificados dentro de um espectro fenotipico que inclui basicamente dois
perfis de ativacdo denominados fendétipo M1 (ativacdo classica) e fendtipo M2
(ativagdo alternativa). E de conhecimento que cada um destes fenétipos estdo
envolvidos com distintos processos fisiopatoldgicos, e que a sua identificagdo
depende basicamente da quantificacdo de mediadores produzidos/secretados e/ou
presenca de marcadores de superficie tipicos de cada fendtipo. Portanto, com
propésito de desenvolver uma metodologia que permita a identificagdo rapida do
fendtipo de macréfago sem a necessidade de marcacao celular ou quantificagao de
citocinas, objetivamos neste estudo aplicar a técnica de espectroscopia Raman
como uma ferramenta alternativa para distinguir os fendtipos M1 e M2 de
macréfagos. Para isso, foi utilizada a linhagem de células J774.1 submetida a
estimulacdo com LPS/IFNy para diferenciacdo no perfii M1, e com IL-4 para
diferenciacao no perfil M2. Para certificacao da diferenciagdo em cada fendtipo, as
citocinas tipicas de cada perfil M1 (IL-6) ou M2 (IL-10) foram quantificadas por
ELISA. Além disso, determinamos ainda altera¢gdes morfologicas em cada perfil
fenotipico utilizando microscopia eletrénica de varredura. Em seguida, as analises
Raman foram realizadas em cada perfil ja definido, sendo os resultados das
variaveis avaliados a partir da analise de componentes principais (PCA). O aumento
da producao das citocinas IL-6 e IL-10 confirmou o sucesso do protocolo de
polarizacdo para os perfis M1 e M2, respectivamente. Os espectros Raman
submetidos a analise pela técnica de PCA permitiram distinguir os perfis M1 e M2.
Em conclusao, o presente trabalho demonstrou que a polarizagdo de macrofagos
no perfil M1 e M2 pode ser identificado por espectroscopia Raman, abrindo
possibilidade de aplicagao desta técnica para distincdo de outros tipos celulares que
apresentem diferenciagao fenotipica.

Palavras-chave: Analise espectral, PCA, espectroscopia vibracional, J774,
polarizagao.



ABSTRACT

Raman spectroscopy applied to the study of functional cell differentiation: an
evaluation on the macrophages phenotypes M1 and M2

Macrophages are important cells of the immune system, distributed by different
tissues and considered the first cells of defense against aggressive agents, playing
a fundamental role in the development of the inflammatory process. Macrophages
have great functional plasticity and are classified within a phenotypic spectrum that
basically includes two activation profiles called phenotype M1 (classical activation)
and phenotype M2 (alternative activation). It is known that each of these phenotypes
is involved with different pathophysiological processes, and that their identification
basically depends on the quantification of secreted mediators and/or the presence
of typical surface markers of each phenotype. Therefore, in order to develop a
methodology that allows the rapid identification of the macrophage phenotype
without the need to use staining or labeling techniques, we aim in this study to apply
the Raman spectroscopy technique as an alternative tool to distinguish M1 and M2
of macrophages. For this, the cell line J774.1 was used, submitted to stimulation with
LPS/IFNy for differentiation in the M1 profile, and with IL-4 for differentiation in the
M2 profile. To certify the differentiation in each phenotype, the cytokines typical of
each M1 (IL-6) or M2 (IL-10) profile were quantified by ELISA. In addition, we also
determined morphological changes in each phenotypic profile using scanning
electron microscopy. Then, the Raman analyzes were performed on each profile
already defined, with the results of the variables being evaluated from the principal
component analysis (PCA). The increased production of cytokines IL-6 and IL-10
confirmed the success of the polarization protocol for profiles M1 and M2,
respectively. The morphological analysis of the groups observed a significant
change only with regard to the M2 profile. The Raman spectra submitted to the
analysis by the PCA technique allowed to distinguish the M1 and M2 profiles. In
conclusion, the present study demonstrated that the polarization of macrophages in
the M1 and M2 profile can be identified by Raman spectroscopy, opening the
possibility of applying this technique to distinguish other cell types that show
phenotypic differentiation.

Keywords: Spectral analysis, PCA, vibrational spectroscopy, J774, polarization.
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1. INTRODUGCAO

Os macrofagos sédo importantes células fagociticas do sistema imune,
descritos pela primeira vez em 1893 por Elie Metchnikoff, numa série de
experimentos em estrelas-do-mar, que levaram ao desenvolvimento da teoria da
fagocitose (SARADNA et al., 2018). Estas células estao distribuidos por diferentes
tecidos e compdem uma das primeiras linhas de defesa do hospedeiro contra
agentes agressores por possuir uma rapida capacidade de resposta contra
inumeros estimulos do ambiente, o que a torna uma célula fundamental no
desenvolvimento do processo inflamatorio e na resposta imune inata e adaptativa
(LAVIN et al., 2014).

Macrofagos tem sua origem a partir da diferenciagdo de mondécitos
circulantes ou de macréfagos primitivos observados no saco vitelino embrionario e
no figado fetal (SARADNA et al., 2018). Devido a sua plasticidade funcional, e
dependendo do ambiente e estimulos a que estdo submetidos, os macrofagos se
apresentam em um espectro de fendtipos entre dois extremos, identificados como
macrofagos M1 e M2, caracterizados pela expressdo de marcadores especificos da
superficie celular e pela secrec¢ao de diferentes citocinas (FEITO et al., 2019). Estas
células estao relacionadas com diversos processos patolégicos como em doencgas
degenerativas, cardiopatias e cancer (BERTANI et al., 2017; LAVIN et al., 2014).

Os macrofagos associados ao tumor (tumor-associated macrophages -
TAMs) sdo um importante componente celular da inflamacéo relacionada ao cancer,
podendo exercer dupla influéncia na doenca dependendo da ativagado. Macréfagos
polarizados classicamente (M1) apresentam fungdes antitumorais, enquanto
aqueles polarizados alternativamente (M2) apresentam fungdes pro-tumorais
(ALLAVENA et al., 2008; CHANMEE et al., 2014; YANG; ZHANG, 2017).

Os TAMs podem afetar desde a promog&o da angiogénese associada ao
tumor, até o desenvolvimento de metastases (RIABOV et al., 2014). Desta forma,
essas células aparecem como um alvo clinico potencial de novas estratégias de
imunoterapia do cancer (BERTANI et al., 2017; QIAN; POLLARD, 2010) ressaltando
a importancia da caracterizagao do papel destas na doencga. O desenvolvimento de
modelos avangados in vitro para coletar dados relevantes sobre o envolvimento de
macrofagos no microambiente tumoral também estd ganhando atencéo crescente
(BAl et al., 2015; ZERVANTONAKIS et al., 2012).
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Atualmente, métodos citomorfolégicos e imunodiagndsticos sao utilizados no
estudo da diferenciagdo celular e no diagndstico funcional de diferentes tipos
celulares (BERTANI et al., 2017). No entanto, a possibilidade de monitorar e
diferenciar células sem alterar suas caracteristicas de ativacdo e sem marcacao
mostra-se ainda como um desafio, e constitui um dos objetivos de varias
abordagens metodoldgicas. Neste cenario, abrem-se novas perspectivas para
testes com farmacos, terapia celular e imunoterapia personalizada.

A espectroscopia Raman vem demonstrando seu potencial como uma
ferramenta importante na analise de amostras biolégicas por apresentar como
caracteristicas a alta sensibilidade, além de ser um método n&o destrutivo e ndo
invasivo. As aplicagcbes da técnica em amostras biolégicas sdo numerosas,
incluindo, diagndstico de cancer (TSAO et al., 2018), avaliacdo de efeitos de
farmacos sobre células e tecidos (DA SILVA et al.,, 2019) e identificagdo de
particulas estranhas em amostras biolégicas (CAMPION et al., 2018).

Considerando o potencial de aplicagdo da espectroscopia Raman no
entendimento de fenbémenos biolégicos, o presente trabalho buscou avaliar a
diferenciacdo de macrofagos para o perfil funcional M1 e M2 in vitro, a partir da
aplicacéo da espectroscopia Raman como técnica alternativa para a caracterizagao
dessa diferenciagao celular.
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral:
Este estudo teve como objetivo geral avaliar, através da espectroscopia

Raman, o perfil funcional de macrofago in vitro.

2.2 Objetivos especificos:

1. Implantar no Laboratério de Biologia Celular do ICBS-UFAL a técnica in vitro de
diferenciagao funcional de macréfagos M1 e M2.

2. Empregar a técnica de espectroscopia Raman para distinguir o perfil de ativagao
funcional em macréfagos M1 e M2.

3. Analisar os resultados de caracterizag&o funcional dos macrofagos obtidos com
a espectroscopia Raman pela técnica da Analise de Componentes Principais (PCA,
Principal Component Analysis).
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3. REVISAO DE LITERATURA

3.1 Macréfagos

3.1.1 Histdrico

Em 1893, o bidlogo russo llya Metchnikoff observou fagdcitos circundando e
tentando devorar uma lasca de espinho que ele havia introduzido em uma larva de
estrela-do-mar (EPELMAN; LAVINE; RANDOLPH, 2014). Metchnikoff classificou
entdo esses fagocitos em macréfagos (“grandes comedores”) e microfagos
(“‘comedores pequenos”, posteriormente conhecidos como neutréfilos). Através
destas observagdes, Metchnikoff desenvolveu a teoria da fagocitose, onde
explicava que o fagocito possuia fungdes no desenvolvimento e na fisiologia do
organismo (SARADNA et al., 2018). Metchnikoff demonstrou que os dois subtipos
de fagdcitos desempenhavam importante papel na resposta do individuo a
infecgcbes, uma vez que essas células ingeriam e digeriam bactérias, considerando-
as como a primeira linha de defesa do organismo. (EPELMAN; LAVINE;
RANDOLPH, 2014).

Em 1924, Ludwig Aschoff descrevia o Sistema Reticulo-Endotelial, definido
como uma rede de células residentes fagociticas presente nas proximidades do
endotélio vascular de varios orgaos (SARADNA et al., 2018). Na década de 1960,
diversos estudos foram realizados buscando entender e classificar as células
fagociticas, até ser proposto um sistema nomeado Sistema Fagocitico Mononuclear
(SFM). O SFM considerava a morfologia, fungdo e cinética de produgdo dos
fagécitos para classificar as células mononucleares fagociticas e seus precursores
(VAN FURTH et al., 1972).

O SFM abrangeria pro-mondcitos e seus precursores, mondcitos circulantes
na corrente sanguinea, macréfagos e células dendriticas residentes nos diversos
tecidos, formando assim, uma linhagem celular originada na medula éssea (HUME,
2006). No entanto, nos ultimos anos, a origem dos macrofagos foi compreendida de
uma nova maneira, estudos demonstram que muitos macrofagos residentes de
tecidos sao estabelecidos durante o desenvolvimento embrionario e persistem na
idade adulta, independentemente da entrada de mondcitos no estado estacionario
(EPELMAN; LAVINE; RANDOLPH, 2014).
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3.1.2 Diferenciacao

Os macréfagos sao células do sistema imunolégico que apresentam grande
diversidade e sao essenciais na manutencao da homeostase; especializados em
fagocitose e com grande capacidade de responder a inumeros sinais ambientais
(LAVIN et al., 2014). Quando diferenciadas em macrofago, as células apresentam-
se com grande espraiamento, citoplasma volumoso, com proje¢gdes e inumeros
vacuolos, além de um nucleo grande (SMIT, et al., 2008).

Através da fagocitose, eles degradam patdégenos microbianos, objetos
estranhos, detritos de células mortas e células cancerigenas; também regulam as
respostas imunes inata e adaptativa, recrutando outras células do sistema imune,
como os linfécitos, além de realizarem a apresentacdo de antigenos para estes
(LEE, 2019).

Macrofagos sdo encontrados em duas populagdes diferentes, onde uma
populagao é residente no tecido enquanto a outra circula na corrente sanguinea na
forma de células precursoras hematopoéticas, conhecidas como mondcitos
(DELAVARY et al., 2011). Embora os macréfagos e mondcitos se originem da
mesma linhagem celular, eles tém papéis cruciais, mas distintos, na homeostase do
tecido.

Os mondcitos precursores estdo altamente envolvidos durante a inflamacao
e a eliminagado de patégenos, enquanto os macréfagos residentes no tecido séo
responsaveis pelo desenvolvimento, homeostase tecidual e resolucédo da
inflamacé&o. Além disso, os macrofagos residentes em tecidos tém papéis diferentes,
dependendo do tecido em que se encontram (LAVIN et al., 2014).

Até recentemente, acreditava-se que os macrofagos residentes nos tecidos
dependiam do recrutamento constante de monécitos sanguineos (GINHOUX et al.,
2016). No entanto, entende-se atualmente que cada o6rgdo tem sua prépria
composicado de subconjuntos de macréfagos embrionarios e daqueles derivados,
embora estes ultimos possam substituir, até certo ponto, os macréfagos residentes
nos tecidos (EPELMAN; LAVINE; RANDOLPH, 2014).

Na primeira fase de desenvolvimento dos macrofagos, os monocitos
recrutados para o sitio de infecgao sao diferenciados em macrofagos pelo estimulo
de fatores de crescimento, como o Fator Estimulador de Colénias de Granulécitos

e Macrofagos (GM-CSF). Durante esse recrutamento, os macrofagos sdo expostos
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a varias concentragbes de citocinas provenientes do processo fisiopatologico,
induzindo a uma segunda fase, denominada priming. Este processo modula o
potencial inflamatdrio dos macréfagos e sua resposta a outros estimulos (GORDON;
MARTINEZ, 2010).

Durante a terceira fase, os macrofagos alcangam um fendétipo funcional
maduro em resposta a estimulos, tais como complexos de anticorpos e
lipopolissacarideos (LPS). Passado o processo inflamatério, ocorre a desativagao
ou resolugao. O potencial inflamatoério é desativado e 0 macrofago sofre alteragdes
funcionais adquirindo uma maior afinidade para a limpeza e reparagao (GORDON;
MARTINEZ, 2010).

3.2 Fungao dos macroéfagos

A fagocitose consiste no processo no qual células mortas e particulas
estranhas sao capturadas e ingeridas por fagécitos, como macréfagos, neutréfilos
e células dendriticas. A habilidade fisiolégica de efetuar a fagocitose é obtida
durante a diferenciagdo dos fagodcitos, podendo ser modulada por citocinas,
glicocorticoides e estimulos microbianos, por exemplo (GORDON, 2016; VARIN et
al., 2010). A fagocitose envolve o reconhecimento e ligagc&do das particulas por meio
de receptores na superficie celular e € um dos principais mecanismos de suporte
da imunidade inata e adaptativa, e também esta envolvida na homeostase e
remodelamento tecidual (GORDON, 2016).

O processo fagocitico leva a ativagcdo dos macréfagos e a indugédo na
liberacdo de uma série de citocinas proé-inflamatorias, tais como IL-1, IL-6 € TNF,
que sao benéficas ao organismo, mas podem se tornar toxicas quando produzidas
de forma desregulada, podendo provocar dano tecidual (DUQUE; DESCOTEAUX,
2014). A resposta inflamatéria pode ser seguida por uma liberagdo de mediadores
anti-inflamatdérios, evitando dano tecidual e conduzindo a um equilibrio
(FLANNAGAN; JAUMOUILLE; GRINSTEIN, 2012). A fagocitose realizada pelos
macrofagos esta envolvida na mediagao da degradagao microbiana, na inflamagéao
e reparo, bem como na lesao tecidual. Apés a morte celular por apoptose, a célula
(ou seus corpos apoptaticos) é rapidamente fagocitada e eliminada por macrofagos,
0 que pode levar a produg¢ao de mediadores anti-inflamatorios e a imunossupressao
(SAVILL et al., 2002).
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Os macrofagos reconhecem, fagocitam e degradam patégenos, para,
posteriormente, efetuarem apresentagcdo antigénica aos linfécitos T. Estes
antigenos podem ser expostos na superficie conjugados com moléculas do MHC-
II, levando a interagdo com células T CD4+, ou com moléculas MHC-I, interagindo
com células T citotéxicas, CD8+ (GORDON, 2016; SAVILL et al., 2002). A interagao
com as células T deflagra sua ativagdo e a secregao de citocinas, que modulam a
atividade macrofagica (FLANNAGAN; JAUMOUILLE; GRINSTEIN, 2012). Assim, o
macrofago € uma célula que se comporta como agente da resposta inata, mas

também como efetor da resposta adaptativa.

3.3 Ativacao dos macrofagos

As diversas fungdes dos macrofagos estdo ligadas a sua capacidade de
exibir um espectro de diferentes fenoétipos em resposta a diferentes estimulos/sinais.
Devido a sua plasticidade funcional, os macrofagos apresentam um espectro de
fendtipos entre dois extremos identificados como macréfagos M1 (pré-inflamatérios
ou classicamente ativados) e M2 (reparativos ou alternativamente ativados),
caracterizados pela expressao de marcadores especificos da superficie celular e
pela secrecao de diferentes citocinas (FEITO et al., 2019). Estes dois fendtipos séo
distintos em sua expressao do receptor, na produgao de citocinas e quimiocinas,
bem como na fungéo efetora; e seu modelo in vitro tem sido util em termos de
descrigdo da resposta imune durante infecgdes agudas, asma e alergias (XUE et
al., 2014).

Os termos M1 e M2 foram vinculados aos perfis de macrofagos por serem
entendidos como analogos na resposta das células T: o interferon gama (IFNy),
derivado da célula T auxiliar Th1 na imunidade mediada por células, na infeccao
intracelular, e a interleucina 4 (IL-4), derivada de Th2, na infecgdo extracelular
(MARTINEZ; GORDON, 2014). Outras classificagbes de M2 foram feitas (M2a, M2b,
M2c e M2d), mas essas classificagdes corroboram a idéia de que a ativagao de
macrofagos existe em um espectro, ao invés de ser definida em grupos (MURRAY
etal., 2014).

Estimulos inflamatérios, como LPS, IFNy e GM-CSF, induzem a ativacao
classica (M1), caracterizada por suas propriedades antimicrobianas e tumoricidas e
envolvidos na resposta da Th1 a infeccdo (DELAVARY et al., 2011; GINHOUX et

al., 2016). Os macréfagos M1 produzem moléculas proé-inflamataérias, incluindo fator
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de necrose tumoral a (TNFa) e interleucinas (IL-1, IL-6, IL-12, IL-23) (LEE, 2019) e
sao criticos para a protecao contra virus e bactérias intracelulares durante infecgdes
agudas ou tumores, produzindo reagentes microbicidas e tumoricidas, como 6xido
nitrico (NO) ou espécies reativas de oxigénio (ROS) (MARTINEZ; GORDON, 2014;
SICA et al., 2008).

A principal citocina associada a ativagcdo do macréfago M1 € o IFNy, que é
produzido pelas células Th1, mas também pelas células natural killer (NK) e por
outros macrofagos (LEE, 2019). A ativagcdo de IFNy leva a expressao génica
especifica de receptores de citocinas como IL12RA e IL6R, marcadores de ativagao
celular como CD38 e CD69 e moléculas de adesao como ICAM1(LEE, 2019;
MARTINEZ; GORDON, 2014).

O LPS é a sinalizagao para M1 mais bem estudada e, apds sua ligagdo ao
Receptor Toll-like 4 (TLR4), leva a expressao de citocinas pro-inflamatorias (por
exemplo, IL-12, TNF, IL-6, IL-18, IFN-B), quimiocinas e complexos apresentadores
de antigenos como o complexo principal de histocompatibilidade (MHC)
(MARTINEZ; GORDON, 2014).

Na ativagdo alternativa (M2), o estimulo é proveniente da IL4 ou IL-13, devido
a caracteristicas anti-inflamatdrias, incluindo supressao de respostas inflamatoérias
e indugao da cicatrizagao de feridas (DELAVARY et al., 2011). A IL-4 é produzida
por células Th2, eosindfilos, basoéfilos ou macréfagos. A transcrigdo de citocinas
anti-inflamatérias, como IL-1 e IL-10, é induzida e estas sinalizam aos macréfagos
para diminuir a producado de citocinas pro-inflamatérias como TNF-a e IL-1 e
também a atividade geral dos macrofagos (LEE, 2019).

A ativacdo M2, geralmente, orienta ao remodelamento e reparo tecidual,
resisténcia a parasitas, regulagdo da imunidade e promogao tumoral; também estéao
envolvidos em doencas infecciosas cronicas (BENOIT; DESNUES; MEGE, 2008;
MANTOVANI et al., 2004).

Os macrofagos M2 foram divididos em subtipos (M2a, M2b, M2c e M2d) com
base nos estimulos aplicados e nas alteragdes transcricionais (MANTOVANI et al.,
2004; TAMAS, 2015). As caracteristicas comuns dessa subpopulagcéo sao altos
niveis de IL-10 e baixos de IL-12, e a produgao de arginase-1 (Arg-1); onde o alto
nivel de Arg-1 esgota a L-arginina, prejudicando a proliferagdo de células T e a

producao de IFNy (LEE, 2019). O nivel aumentado de Arg-1 compete ainda mais
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com Oxido Nitrico Sintases (iNOS) pela L-arginina e reduz a producdo de NO
(TAMAS, 2015).

Atualmente, os métodos empregados para deteccdo da diferenciagcao
macrofagica incluem a quantificagdo de citocinas (ELISA - ensaio de
imunoabsor¢gdo enzimatica), analise de marcadores de superficie (citometria de
fluxo) ou analise de expressao génica (PCR quantitativo) (BERTANI et al., 2017).
Diante deste cenario, a busca por novas metodologias que possam monitorar e
diferenciar células sem alterar suas caracteristicas de ativacédo e sem que seja
necessaria a marcagao celular, mostra-se essencial e constitui um dos objetivos de
abordagens metodoldgicas, tanto no desenvolvimento de pesquisas, quanto na

elaboragao de novos métodos diagndsticos.

3.4 Espectroscopia Raman

Quando a luz incide sobre algum material, a energia emitida pode ser
absorvida, refletida, atravessar a matéria ou ser espalhada. A Espectroscopia
Raman é uma medida do espalhamento inelastico da luz, descrito pela primeira vez
em 1928 (RAMAN; KRISHNAN, 1928). Os fisicos indianos Chandrasekhara
Venkata Raman e Kariamanickam Srinivasa Krishnan descreveram a observagao
de um 'novo tipo de radiacdo secundaria' apos experimentos que envolveram
amostras excitadas com luz solar focada através de uma lente. Eles observaram a
luz dispersa com um comprimento de onda diferente do comprimento de onda
incidente original; essa dispersao € agora conhecida como espalhamento Raman.

Quando ocorre mudanga no estado vibracional da molécula durante o
espalhamento, ocorre também transferéncia da energia emitida. Estas alteragdes
vibracionais com transferéncia de energia sao localizadas nas ligagdes quimicas e,
uma vez que cada espécie molecular tem seu proprio conjunto exclusivo de
vibragdes moleculares, o espectro Raman de uma espécie consiste em uma série
de picos deslocados por uma das frequéncias vibracionais caracteristicas dessa
molécula (HANLON et al., 2000).

Na ultima década, a aplicacdo mais ampliada da espectroscopia Raman
referiu-se ao estudo de células e tecidos para analises farmacéuticas e de
diagndstico e, em particular, seu uso na analise da dindmica celular (SMITH,;
WRIGHT; ASHTON, 2016). Uma das principais vantagens da espectroscopia

Raman é a capacidade de determinar a estrutura quimica de uma célula: proteinas,
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lipidios e DNA podem ser visualizados de acordo com seus espectros vibracionais
e, dessa forma, as células ndo precisam ser marcadas ou coradas antes da analise
(PALONPON; SODEOKA; FUJITA, 2013).

Outra vantagem vem do fato da agua possuir um sinal Raman fraco,
possibilitando que as células possam ser visualizadas em ambientes aquosos, ou
seja, a analise pode ser realizada em células vivas, em condigdes fisioldgicas
normais (SMITH; WRIGHT; ASHTON, 2016). A utilizagao da técnica requer minimo
ou nenhum preparo prévio de amostras, além de ser uma técnica nao destrutiva e
nao-invasiva (BERTANI et al., 2017; FARHANE; BONNIER; BYRNE, 2018). Além
disso, a Espectroscopia Raman possui alta precisédo, alta sensibilidade e curto
tempo de aquisi¢cao das analises (CAMPION et al., 2018; HANLON et al., 2000).

3.5 Analise de Componentes Principais

Espectros Raman contém informacgdes bioquimicas ricas, no entanto,
macromoléculas bioldgicas (proteinas e acidos nucléicos, por exemplo) s&o
complexas e geram picos numerosos que podem se sobrepor uma banda larga
(ONG; LIM; LIU, 2012). Desta forma, o volume de informacgdes obtidos a partir da
analise é grande, fazendo-se necessario o uso de um método matematico capaz de
extrair informacgdes relevantes a partir de um grande conjunto de dados (RASHID et
al., 2014).

Uma técnica amplamente utilizada na atualidade no campo da prospec¢ao
de dados multivariados € a Analise de Componentes Principais (PCA, Principal
Component Analysis) (DA SILVA et al., 2019; DITTA et al., 2019; FRANCO et al.,
2017; RASHID et al., 2014; YANG et al., 2019). Com esta técnica é possivel reduzir
a dimensionalidade de um conjunto de dados onde ha um grande numero de
variaveis inter-relacionadas, de forma que o maximo de variancia (informagao
contida nos dados matematicos) presente nos dados seja mantido (DITTA et al.,
2019).

A técnica possibilita a diminuicdo do tamanho do conjunto de dados,
mantendo ainda assim 0 maximo possivel de informagdes. Essa reducio se da pela
obtengcdo de um novo e diminuido conjunto de variaveis nao correlacionadas,
chamadas componentes principais, dispostas em ordem decrescente de variancia
relativo as variaveis originais (FRANCO et al., 2017).
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Como resultados, os dados originais podem ser representados por um
numero menor de variaveis. Isso é bastante utii em conjunto de dados
espectroscopicos, facilitando a analise e classificagdao dos dados, separagao de
variaveis importantes e identificacdo de padrdes entre as amostras, mesmo quando
nao sao facilmente percebidas por analise superficial dos mesmos dados (ONG;
LIM; LIU, 2012).
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1 Linhagens celulares

A linhagem de macréfagos murinos J774A.1, obtida do Banco de Células do
Rio de Janeiro (BCRJ/UFRJ), foi utilizada para a realizagdo dos experimentos. As
células foram mantidas em meio de cultura DMEM, suplementado com soro fetal
bovino (SBF) a 10%, penicilina/estreptomicina (1%) e L-glutamina (2 mM), mantidas
em estufa de CO2 a 37°C. O meio de cultura foi trocado a cada dois dias e

passagens foram realizadas a cada 5 dias.

4.2 Ativacao de macréfagos

As células de J774A.1 foram semeadas (5%10° células/pogo) em laminulas
de vidro de 13 mm dispostas em placas de 24 pocos, em meio de cultura DMEM
(SBF 2%) e mantidas em estufa de CO2 a 37°C. Ap6s 24 horas de incubacéo, os
pocos foram separados em grupos para diferenciagao dos perfis M1 e M2 e outros
que nao foram diferenciados (MO0). A diferenciagao para macréfagos M1 foi realizada
utilizando 5 ng/mL de IFNy recombinante murino e 1 pg/mL de LPS. Para
macréfagos M2 foram utilizados 20 ng/mL de IL-4 recombinante murino. As células
foram mantidas nestas condi¢cbes incubadas em estufa por 24 horas. Este
experimento foi realizado em triplicatas. Para obtengédo dos grupos estimulados, o
procedimento acima foi repetido e em todos os pocgos foi adicionado LPS (100

ng/mL) e as células foram encubadas por mais 24 horas.

4.3 Quantificacao de citocinas

Os niveis de citocinas presentes no sobrenadante das células foram
quantificados através do ensaio de ELISA (Enzyme-linked immunosorbent assay).
O sobrenadante das células submetidas ao experimento de diferenciagdo foi
recolhido e a quantificagdo seguiu as instru¢des do fabricante (Peprotech®, Rocky
Hill, New Jersey, EUA) e a leitura da absorbancia realizada em leitor de microplacas
(Polaris, Celer Biotecnologia S.A.). Foram quantificados os niveis de IL-10 e IL-4,
tanto dos grupos estimulados, quanto dos grupos que nao receberam estimulo.
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4.4 Analise da expressao génica por PCR quantitativa em tempo real (PCRq)
As células J774 foram semeadas em placas de 6 pogos, no qual foram
estimuladas ou ndo com LPS (LPS 100 ng/mL e IFN-y 30 ng/mL) e IL-4 (100 ng/mL)
por 24 horas. Apos o tratamento, o RNA foi extraido com auxilio do Kit de Extracao
PureLink® RNA Mini Kit (Life Tecnologies) conforme descrigdo do fabricante. Apos
extragado do RNA, o mesmo foi quantificado com auxilio do NanoDrop One e tratado
com a enzima DNAse, para garantir a eliminagdo de qualquer residuo de DNA
gendmico, em seguida, o RNA foi transcrito reversamente para obtengdo do DNA
complementar (cDNA). A reagdo de PCRq foi realizada através da utilizagdo do
equipamento QuantiStudio 5 Real-Time PCR System (Applied Biosystems).

4.5 Microscopia Eletronica de Varredura (MEV)

A analise morfolégica das amostras foi realizada em um Microscopio
Eletrénico de Varredura, modelo Super Scan SSX-550 (Shimadzu) do Grupo de
Optica e Nanoscopia (GON) do Instituto de Fisica/ UFAL. As amostras foram fixadas
com glutaraldeido (5%) durante 5 minutos e lavadas com PBS. As laminulas foram
colocadas em dessecador contendo silica gel por 24 horas para retirada de
umidade. Apds esse periodo, as laminulas foram fixadas em um porta-amostras
circular de aco, com auxilio de fita de carbono e foram recobertas com filme de ouro

através da técnica de sputtering (10 mA, durante 5 minutos).

4.6 Espectroscopia Raman

As laminulas de vidro foram lavadas com PBS, fixadas com glutaraldeido
(1%) durante 5 minutos e lavadas novamente com PBS. As laminulas foram
colocadas em dessecador contendo silica gel por 24 horas para eliminagao da
umidade. Apos esse tempo, a analise de espectroscopia foi realizada em
temperatura ambiente no Sistema de Microscopia por Varredura de Sonda com
espectrémetro Raman integrado, do Grupo de Optica e Nanoscopia (GON) do
Instituto de Fisica/ UFAL.

Os espectros foram obtidos através de um espectrometro XploRA (Horiba)
acoplado a um microscépio Olympus, e provido de laser de 532 nm. O laser foi
focalizado na regidao nuclear das células através de uma objetiva de 100x (NA =0,9);

buscando obter melhor sinal e causar menor dano a mesma lente objetiva foi usada
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para coletar a luz espalhada apds a interagédo com a amostra. Para a calibragao da
frequéncia foi utilizada uma amostra padrao de silicio, possuindo como referéncia a
banda vibracional de 520 cm'. Nas mesmas condigbes, foram medidos os
espectros de 100 células para cada grupo na faixa espectral de 700-1800 cm'. As
aquisi¢des utilizaram 5 acumulagbes em 3 segundos, totalizando 15 segundos de
exposicao por amostra. A grade de difragdo utilizada no espectrobmetro possuia

1200 linhas/mm, o que resultou em uma resolucdo espectral de 1,5 cm.

4.7 Analise espectral

Antes de realizar a analise espectral, todos os espectros foram suavizados,
tiveram ajuste de seu background e foram normalizados usando um algoritmo
implementado no software Matlab® (Mathworks Inc., EUA). Esta metodologia
escolhe automaticamente uma ordem polinomial para corrigir os espectros de
background, evitando a intervencado do usuario e permitindo um melhor ajuste de
linha de base. Cada espectro foi normalizado com sua intensidade maxima, pelo
Matlab® (Mathworks Inc., EUA), e pela area, através do ale - UV-Vis-IR Spectral
Software 2.2 (FluorTools). A regido espectral escolhida para analise corresponde
aos principais modos de impresséao digital vibracional de amostras biologicas (700-
1800 cm™).

4.8 Andlise estatistica

Todos os resultados foram expressos em média + erro padrdo da meédia
(E.P.M.). Comparacao estatistica entre os grupos foi realizada por analise de
variancia One-way ANOVA seguida pelo pos-teste de comparagdes multiplas de
Newman-Keuls. Os resultados foram considerados estatisticamente significativos
quando oS valores de p<0,05 usando o] programa
GraphPad Prism® 7.0 (Software Inc., San Diego, CA, EUA).

Na analise estatistica dos espectros obtidos através da Espectrosopia
Raman, apds remover o fundo de fluorescéncia dos espectros, foi realizada a
analise de componentes principais (PCA). Os graficos de escores do PCA foram
construidos com os trés primeiros componentes principais (PC1, PC2 e PC3), visto
gue essas componentes sdo as que mais explicam a porcentagem da variancia total
dos dados. Esses métodos foram realizados utilizando algoritmos desenvolvidos no
Matlab® (Mathworks Inc., EUA).
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5. RESULTADOS

5.1 Caracterizagao do perfil funcional M1 e M2 em macréfagos

Inicialmente, buscou-se realizar a diferenciagao funcional dos macréfagos a
partir da quantificacdo de citocinas inflamatorias consideradas tipicas para o perfil
M1 e M2, tais como a produgéo de IL-6 para macrofagos de perfil M1 e IL-10 para
macrofagos de perfil M2. Tais quantificagbes foram realizadas através do ensaio de
ELISA. Para atingir cada perfil funcional, os macréfagos foram cultivados com IFN-
y/LPS para diferenciagao no perfil M1 ou com IL-4 diferenciag&o no perfil M2 (Figura
1).

Como demonstrado Figura 1, macréfagos mantidos em sistema de cultivo
sob tratamento com IFN-y/LPS por 24 h exibiram niveis aumentados de IL-6, o que
caracteriza o fendtipo funcional M1. Ja macrofagos mantidos em cultura sob
tratamento de IL-4 por 24 h passaram a apresentar um perfil caracteristico do
fendtipo M2 devido a producédo elevada de IL-10. Tais resultados demonstram a

polarizagao funcional dos macrofagos nos perfis M1 e M2.

Figura 1 — Polarizagao funcional dos macréfagos para o perfil M1 e M2.
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As barras representam os niveis de citocinas produzidas por macréfagos submetidos ao
tratamento com IFN-y/LPS para diferenciacao no perfil M1, e ao tratamento com IL-4 para
diferenciagéo no perfil M2. (***) representa p<0,001, quando comparado ao respectivo
grupo de células sem tratamento (MO).
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Com propédsito de verificar a reatividade funcional das células apos a
diferenciacdo, cada fenaotipo foi submetido a ativagdo com LPS (100 ng/mL) por 24
h. Apds este tempo, foi a quantificado os niveis de interleucinas tipicas para cada
fendtipo. Confirmando os dados anteriores, macrofagos tratados com IFN-y/LPS
produziram elevados niveis de IL-6, enquanto que o tratamento com IL-4 n&o
induziu elevagao nos niveis de IL-6, caracterizando o fendtipo funcional M1 (Figura
2). Quando as células polarizadas para M1 (tratados com IFN-y/LPS) foram
estimuladas com LPS os niveis de IL-6 mantiveram-se elevados. Ja as células
polarizadas para M2 (tratadas com |L-4) passaram a produzir IL-6 apos estimulag&o
com LPS, confirmando a capacidade responsiva do fenotipo M1 (Figura 2).

Figura 2 — Avaliagao da capacidade responsiva do perfil M1 de macrofagos estimulados
com LPS.
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As barras representam o nivel de IL-6 produzidas por macrofagos submetidos ao
tratamento com IFNy/LPS ou IL-4, estimulados ou ndo com LPS (100 ng/mL). A
quantificacao de IL-6 foi realizada no sobrenadante das células 24 h apds o estimulo com
LPS. (***) p<0,001 quando comparado ao grupo mantido com meio DMEM sem estimulo
(MO).
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Na Figura 3, macréfagos tratados com IL-4 produziram elevados niveis de
IL-10, enquanto o tratamento com IFN-y/LPS n&o induziu a producédo de IL-10,
caracterizando o fenétipo funcional M2. Quando as células polarizadas para M2
(tratados com IL-4) foram estimuladas com LPS os niveis de IL-10 mantiveram-se
elevados. Ja as células mantidas com IFN-y/LPS passaram a produzir IL-10 apés
estimulagcédo com LPS, confirmando a capacidade responsiva do fenétipo M2 (Figura
3).

Figura 3 — Avaliacao da capacidade responsiva do perfil M2 de macréfagos estimulados
com LPS.
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As barras representam o nivel de IL-10 produzidas por macrofagos submetidos ao
tratamento com IFNy/LPS ou IL-4, estimulados ou nd&o com LPS (100 ng/mL). A
quantificacao de IL-10 foi realizada no sobrenadante das células 24 h apés o estimulo com

LPS. (+) p<0,05 e (***) p<0,001 quando comparado ao grupo mantido com meio DMEM
sem estimulo (MO).

M2

5.2 Expressao de genes marcadores para o perfil de macréfagos M1 e M2

Para confirmar a polarizagao em nivel transcricional, foi realizado o ensaio
de PCRg em tempo real. Como apresentado na Figura 4, a polarizagdo para ambos
perfis foi obtida com sucesso, no qual os genes Tnf-a (tipico do perfil M1) e Arg1

(tipico do perfil M2) exibiram niveis aumentados apds diferenciagao fenotipica.
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Figura 4 — Expressao génica de marcadores de diferenciacédo de macréfagos
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Perfil de expressao génica em macrofagos J774 polarizados. As células foram estimuladas
LPS + IFN-y (para o perfil M1) ou com IL-4 (para o perfil M2) por 24 horas. (A) Dados
apresentados por média £ E.P.M., as analises estatisticas foram detectadas por One-way
ANOVA seguido pelo teste de Newman-Keuls, onde (*) p<0,001 quando comparado como
a expressao basal do gene.

5.3 Analise da morfologia das células submetidas a polarizagao funcional

Em seguida, com propdsito de dispor de mais informac¢des sobre a
diferenciagcdo funcional de macrofagos M1 e M2, seguimos para avaliar as
alteragcdes morfolégicas destas células utilizando a microscopia eletrbnica de
varredura. Conforme apresentado na Figura 5, observamos que os macréfagos M1
e M2 exibiram morfologias distintas. A diferenciagao no perfil M1 proporcionou que
as ceélulas apresentassem uma forma mais eliptica, fusiforme e com ramificagoes,
perfil distinto das células controle ndo diferenciadas (M0), mais arrendondadas e
ligeiramente menores. Por outro lado, a polarizagdo para o perfil M2 produziu
células maiores mantendo uma morfologia mais arredondadas com semelhancga

morfologica as células MO (Figura 5).
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Figura 5 — Imagens de Microscopia Eletrbnica de Varredura de macrofagos submetidos a
polarizagao funcional.
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Micrografia de varredura evidenciando diferengcas entre os diferentes fendtipos de
polarizagao. Perfil MO em aumento de 1000x (A) e 5000x (B). Perfil M1 em aumento de
1000x (C) e 5000x (D). Perfil M2 em aumento de 1000x (E) e 5000x (F).

5.4 Espectros Raman de macroéfagos polarizados
A analise dos espectros Raman em macréfagos submetidos a diferenciagéao

para os fendétipos M1 ou M2 permitiu avaliar o perfil das alteragbes bioquimicas nos
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macroéfagos. A Figura 6A mostra os espectros Raman médios dos trés grupos de
células apds o pré-processamento, com os respectivos desvios padrao sobrepostos
(regido sombreada). Os trés grupos apresentaram espectros bastante semelhantes,
com pequenas diferengcas apenas na intensidade de alguns picos. Mesmo quando
comparados os espectros médios dos perfis M1 e M2 (Figura 6B), as variagdes
ocorrem apenas nas intensidades das bandas, ndo sendo possivel visualizar o
surgimento/desaparecimento de picos, ou até mesmo seu deslocamento. Isso
mostra que, mesmo apos a diferenciagcdo, as mudancas na bioquimica celular

parecem néo ter afetado de forma significativa os espectros Raman.

Figura 6 — Espectros Raman de perfis de polarizagao MO, M1 e M2 de macrofagos.
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Os espectros séo das médias de 100 células para cada grupo na regido de impresséo digital
(700-1800 cm™"). As areas sombreadas representam o desvio padrdo das médias dos perfis
de polarizagao M0, M1 e M2 (A). Sobreposicao dos espectros médios dos grupos celulares
M1 e M2 (B).

As principais bandas de acido nucleico estio presentes em 788 cm' (bandas
fosfodiéster de DNA) e em 1662 cm™'. Uma banda tipica de marcadores de proteinas
(anel simétrico da fenilalanina), pode ser encontrado em 1004 cm'. Assinaturas
relacionadas a colageno sdo encontradas em 817 cm', 1035 cm™, 1243 cm-', 1324
cm™' e 1336 cm™'. Assinaturas de lipidios podem ser visualizadas em 1101 cm™' e
1449 cm-".

Apo6s a diferenciacdo, os macréfagos foram estimulados com LPS e seus
espectros Raman também foram avaliados, e divididos em trés grupos: (i) células
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estimuladas MOE, (ii) células estimuladas M1E e (iii) células estimuladas M2E, a
Figura 7A mostra os espectros Raman médios desses trés grupos. Novamente, foi
possivel observar espectros bastante semelhantes, com diferencas apenas na
intensidade de alguns picos. Mesmo apés o estimulo com o LPS, as alteragbes na
composicado celular ndo evidenciaram alteragdes espectrais significativas que
pudessem ser notadas apenas com a observagao dos espectros. Na comparacao
entre os perfis M1E e M2E (Fig. 7B), as diferengas foram ainda mais sutis do que

as observadas na comparagcédo M1/M2 (Fig. 6B).

Figura 7 - Espectro Raman de perfis de macrofagos polarizados e estimulados.
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Os espectros séo das médias de 100 células para cada grupo na regido de impresséo digital
(700-1800 cm™"). As areas sombreadas representam o desvio padrdo das médias dos perfis
de polarizacdo MOE, M1E e M2E (A). Sobreposicao dos espectros médios dos grupos
celulares M1E e M2E (B).

5.5 Classificagcao espectral baseada no PCA

Mesmo pequenas diferengcas nos espectros Raman podem ser suficientes
para distinguir diferentes grupos celulares submetidos a algum tipo de processo
como, por exemplo, a diferenciagéo. Isso é possivel através do uso conjunto da
espectroscopia Raman com a analise de componentes principais. Essa abordagem
pode ser capaz de revelar informacdes uteis sobre o processo de diferenciagao dos
macrofagos.

O PCA foi utilizado para fazer a discriminagao/classificagdo dos grupos
celulares e confirmar os resultados obtidos pelos ensaios biolégicos, ressaltando a
hipotese de que de fato ocorreu a diferenciacdo das células. Inicialmente, essa

analise foi realizada nos espectros das células pré-processadas dos grupos M0, M1
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e M2, e os escores dos trés primeiros PCs (PC1, PC2 e PC3) foram analisados
através de graficos tridimensionais.

Conforme ilustrado na Figura 8A, as células dos grupos M0, M1 e M2 foram
classificados por meio dos trés primeiros PCs, que representaram 78% da variancia
total dos dados. A analise mostrou uma grande regido de sobreposicdo das
amostras, evidenciando o fato de que muitos espectros sdao semelhantes. No
entanto, ao fazer uma comparacao direta entre os grupos M1 e M2 (Fig. 8B), é
possivel observar que o principal discriminante foi o escore do PC1, responsavel
por 60% da variancia total, onde as células do grupo M1 apresentaram, em sua
maioria, escores negativos e as células do grupo M2, escores positivos. Com base
nesses resultados, pode-se afirmar que ha uma clara distingdo entre esses grupos
celulares. Os trés primeiros PCs usados nesta comparagao representaram 81% da

variancia entre os espectros Raman obtidos desses dois grupos celulares.

Figura 8 - Analise de componentes principais (PCA) de perfis de polarizagao MO, M1 e M2
de macréfagos.
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Graficos de escores para as células dos grupos (a) MO, M1 e M2; e (b) M1 e M2.

Posteriormente, o PCA foi utilizado para fazer a discriminacdo dos
macrofagos estimulados com LPS apds a polarizagdo. Essa analise foi realizada
nos espectros das células pré-processadas dos grupos MOE, M1E e M2E, e os
escores dos trés primeiros PCs também foram analisados. Conforme ilustrado na
Figura 8A, as células dos grupos MOE, M1E e M2E foram classificados por meio

dos trés primeiros PCs, que representaram 66% da variancia total dos dados.
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Apesar da analise mostrar uma grande quantidade de amostras sobrepostas, ainda
assim é possivel fazer a classificagdo dos grupos celulares em trés clusters
distintos. A comparagao direta entre os grupos M1E e M2E é apresentada na Figura
9B. Nessa analise, os trés primeiros PCs explicaram 65% da variancia do conjunto

de dados original, com PC1 descrevendo 26%, PC2 descrevendo 21% e PC3
descrevendo 18% da variancia total.

Figura 9 - Analise de componentes principais (PCA) de perfis de polarizagdo MOE, M1E e
M2E de macrofagos polarizados e estimulados com LPS.
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Graficos de escores para as células dos grupos (a) MOE, M1E e M2E, e (b) M1 e M2.
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6. DISCUSSAO

Neste estudo, utilizamos células J774, consideradas modelos uteis para
explorar mecanismos de polarizagdo de macréfagos. Nossos resultados revelaram
que a metodologia de polarizagdo padronizada obteve sucesso, uma vez que, tanto
as citocinas relacionadas aos perfis de ativacao M1 (IL-6) e M2 (IL-10) se mostraram
comparativamente aumentadas na avaliacdo de quantificacdo; quanto a analise da
expressao génica dos genes Tnf-a (tipico do perfil M1) e Arg1 (tipico do perfil M2)
exibiram niveis aumentados apds diferenciagao fenotipica; resultado amparado pela
literatura (LEE, 2019; MARTINEZ; GORDON, 2014).

Na analise morfolégica foi possivel constatar uma pequena diferenga entre
os perfis M1 e M2, entre os perfis MO e M2 essa diferenca foi ainda mais reduzida.
Tais diferengcas foram observadas com o emprego da Microscopia Eletrénica de
Varredura, uma vez que esta técnica fornece uma maior ampliagdo do que quando
utilizado microscopio optico.

Estudos de macréfagos em cultura sugerem que os perfis ndo estimulados
(MO) possuem morfologia pequena e arredondada, sem grandes extensdes
citoplasmaticas, os M1 sado caracterizados por uma forma um pouco aumentada
com corpos alongados e aumento das extensdes citoplasmaticas na superficie
celular, enquanto os de perfil M2 demonstram heterogeneidade, com dois tipos
celulares presentes: um alongado e com extensbes citoplasmaticas nas
extremidades apicais dos corpos celulares, e um tipo com células gigantes
multinucleadas com abundantes proje¢des citoplasmaticas na superficie celular
(HEINRICH et al., 2017).

Nao foi possivel observar este ultimo tipo do perfil M2 e nem diferencas tao
marcadas entre os demais grupos, provavelmente pelo tempo do estudo, no
presente trabalho as células foram observadas apds 24 horas de estimulo e este
periodo pode ndo ser suficiente para evidenciar maiores alteracdes visuais. No
entanto, quanto mais prolongado o periodo nas placas de cultura, maiores sédo as
perdas de células, levando a uma quantidade insuficiente para as demais analises
propostas por este estudo.

Utilizado como ativador de mondcitos e macréfagos, o LPS € um componente
da membrana externa das bactérias Gram-negativas que desencadeia nestes a

secrecédo de citocinas (IL-1, IL-6 e TNF-a etc). A exposicdo de macrofagos ao LPS
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bacteriano inicia uma cascata que leva ao aumento da producao de nitrito, secrecao
de citocinas pro-inflamatérias e aquisicdo de atividade bactericida/tumoricida
aprimorada, caracteristicas de um macréfago ativado (MENG; LOWELL, 1997).

Tendo em vista a atuacado do LPS, este foi utilizado com intuito de acionar
um perfil ativo dos grupos celulares. Os grupos que receberam estimulo com LPS
apods a polarizagcao apresentaram uma menor diferenca entre si na quantificagao de
IL-6 (Fig. 2).

Uma vez que os espectros foram tomados com o laser focalizado na regiao
nuclear da célula, buscando obter melhor sinal e causar menor dano, a informacéao
€ relacionada principalmente a esta regido. Foi possivel identificar intensa atividade
relacionada a proteinas e lipidios associada ao pico da fenilalanina (PRATS MATEU
et al., 2017). Também foi identificada alta atividade relativa ao colageno
(relativamente aumentada no perfil M2), relacionado divisdo celular e o reparo
tecidual (PATEL et al., 2017; SICA; MANTOVANI, 2012).

Os espectros Raman dos grupos foram muito semelhantes, com diferengas
sutis em intensidades de picos especificos (Tabela 1). As variagées observadas nas
regides espectrais de acidos nucléicos e proteinas sugeriam uma distingdo entre
fendtipos M1 e M2, mas n&o eram suficientes para confirmacéo.

As atribuicbes das bandas Raman utilizadas na interpretagdo das
caracteristicas espectrais foram realizadas com base em literatura publicada
(MONDOL et al., 2019; MOVASAGHI; REHMAN; REHMAN, 2007).

TABELA 1 — Atribuicdo dos picos de deslocamento Raman encontrados nos espectros
celulares e sua atribuigdo de acordo com a literatura.

Pico Raman

(cm™) Atribuicao
725 Modos de respiracao dos anéis das bases de DNA/RNA
788 Bandas de fosfodiéster O-P-O DNA
817 Estiramento C-C (atribuicdo de colageno)
918 Prolina, hidroxiprolina
928 Aminoacidos

1004 Fenilalanina
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1035 Colageno

Estiramento da ligagdo CC, banda associada a lipidios,
proteinas e acidos graxos

Amida lll (colageno); fosfato assimétrico proveniente dos grupos
fosfodiéster dos acidos nucléicos

1101

1243

1245 Amida lll: B-sheet

1324 Colageno e bases purinas de DNA

1336 Guanina; colageno

1449 Lipidios; proteinas de membrana
1577 NADH

1662 Acidos nucléicos

Fonte: Modificado a partir de (MOVASAGHI; REHMAN; REHMAN, 2007)

Desta forma, optou-se pela utilizagcdo do PCA. Essa analise conjunta da
espectroscopia Raman com métodos estatisticos multivariados vem sendo bastante
utilizada em estudos para discriminagdo de amostras biolégicas, devido as
aplicacbes bem-sucedidas na classificacdo de células (ARAUJO et al., 2019;
BERTANI et al., 2017; DA SILVA et al., 2019; PRATS MATEU et al., 2017).

Através do PCA foi possivel observar que os trés grupos sao distinguiveis, o
que é ainda mais evidenciado quando se trata dos perfis M1 e M2, no qual a analise
apresentou PC1 com 60% da variancia total. No entanto, os perfis ndo estdo tao
distantes entre si, provavelmente por se tratarem de células em cultura, com
condi¢gdes semelhantes sem exposi¢cdo a fatores como farmacos ou patégenos
(ARAUJO et al., 2019; DA SILVA et al., 2019).

A avaliagdo do PCA nos grupos estimulados com LPS apds a polarizagao
(Fig. 8) demonstrou que os trés grupos apresentavam um menor coeficiente de
distingao entre si, como ja observado na quantificagdo de citocinas, corroborando o
fato dos fendtipos M1/M2 estarem mais relacionados a um espectro de fendtipos do
que a dois grupos distintos (FEITO et al., 2019) e podendo até mesmo sugerir 0
inicio de uma repolarizagao para o perfil M1 (ARORA et al., 2018).

Embora as diferencas espectrais observadas tenham sido pequenas, estas

foram reproduziveis e consistentes. Como mostrado aqui, com base nessas
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diferengas, os modelos multivariados foram capazes de discriminar entre as células.
Nos espectros Raman, a polarizagdo ndo foi associada a uma ou algumas bandas
marcadoras selecionadas. Pelo contrario, a polarizacdo foi considerada um
processo complexo multifatorial, com pequenas alteracbes na abundancia, mas
modificagdes composicionais principalmente relacionadas a acidos nucléicos.

Este estudo demonstra a sensibilidade da técnica de espectroscopia Raman
utilizada em conjunto com a analise de componentes principais para fornecer uma
ferramenta de discriminacdo de células unicas com base em suas assinaturas
biomoleculares.

A espectroscopia Raman é uma ferramenta de investigagado e diagndstico
promissora que pode auxiliar na compreensao da base molecular de doencas,
fornecendo informagdes moleculares objetivas e quantificaveis para diagndstico e
avaliacdo de tratamento. E uma metodologia cada vez mais empregada em estudos
envolvendo diferentes tipos tumorais, como mieloma (FRANCO et al., 2017), cancer
de mama (GONZALEZ-SOLIS; LUEVANO-COLMENERO; VARGAS-MANCILLA,
2013), céancer cervical (RASHID et al., 2014); e diversas outras patologias como a
hepatite C (DITTA et al., 2019) e a dengue (REHMAN et al., 2012).

Ainda no campo biolégico, a técnica ndo se limita ao estudo de patologias,
como demonstrado no presente trabalho, a espectroscopia Raman € uma poderosa
aliada no estudo de tipos celulares, avaliando, por exemplo, o padrao de
diferenciacao de linfocitos T e B do sistema imune (ICHIMURA et al., 2016) e os
mecanismos da proliferagao celular (SHORT et al., 2005).

Os dados adquiridos em estudos como o nosso fornecem base para os
futuros desafios da espectroscopia Raman: o desenvolvimento de bancos de dados
espectrais abrangentes e o estabelecimento de metodologias de classificagao que
possam ser equiparaveis aos padrdées ouro atuais. Auxiliando também no

aprimoramento de técnicas de processamento, aquisi¢ao e classificacao de dados.
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7. CONCLUSAO

O presente trabalho permitiu estabelecer o modelo in vitro de polarizacao de
macrofagos no Laboratério de Biologia Celular da UFAL, abrindo perspectivas para
o estudo dos aspectos celulares e moleculares envolvendo a diferenciagéo celular.
Além disso, foi demonstrado que a espectroscopia Raman se mostra como uma
ferramenta util para distinguir perfis de polarizagdo de macréfagos, a partir das
alteracbes bioquimicas e moleculares das células, se firmando como técnica de

alternativa para o estudo de diferenciagéo celular.
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