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Nascimento CR. Comparacéo das linhagens monociticas U937 e THP-1 como
modelos de macrofago para estudos in vitro [dissertacdo de mestrado]. Araraquara:
Faculdade de Odontologia da UNESP; 2022.

RESUMO

Macrofagos sdo células mieldides do sistema imune, caracterizados pela atividade
fagocitica e capacidade de apresentar antigenos via MHC-Il. Em sua maior parte,
podem ter mondcitos como precursores. Sao ceélulas altamente responsivas a sinais
do microambiente, podendo assumir diferentes fen6tipos em um espectro que varia
de um perfil pré-inflamatério (ou ‘classico’) denominado M1, até um perfil anti-
inflamatério (ou ‘alternativo’), denominado M2. Macréfagos M1 podem ser
polarizados por estimulos inflamatérios e microbianos como LPS e IFN-gama,
resultando no aumento da producdo de citocinas inflamatoérias, maior atividade
microbicida e producdo de ROS. Macréfagos M2 também conhecidos como pro-
reparo, apresentam maior atividade fagocitica e propriedades angiogénicas podendo
ser diferenciados por IL-4, IL-10 e IL-13. Macrofagos tem um papel central na
homeostase, patogénese e reparo, assim ha grande interesse nestas células para o
entendimento de processos biologicos relacionados a diversas doencas e processos
de reparo, além de serem um importante alvo terapéutico potencial. THP-1 e U937
sdo as linhagens monociticas humanas mais comumente utilizadas como
precursores de macréfagos, porém podem apresentar diferencas importantes na
resposta biologica, influenciando as informacfes obtidas. Este trabalho tem o
objetivo de caracterizar a resposta biolégica de macrofagos derivados das linhagens
monociticas THP-1 e U937, contribuindo para a selecdo da melhor linhagem celular
segundo a area de interesse em pesquisa. Diferentemente de mondcitos primarios,
M-CSF ndo induziu a diferenciacdo em macréfagos, indicada pela adesdo ao
substrato de cultura in vitro e por alteraces morfologicas, tanto da linhagem de
THP-1 quanto U937, sendo necessario o estimulo com forbol-miristil-acetato (PMA).
A partir dos resultados observou-se que a condicdo M1 leva ao aumento da
expressdo de TNF e IL-6 e reducéo da expresséao de Argl e IL-10 determinados por
RT-gPCR assim como maior producdo de ROS avaliada por citometria de fluxo e
aumento da secrecdo de IL-6 e IL-1B determinada por ELISA. Condigdes M2
induziram maior atividade fagocitica apenas para macrofagos derivados da linhagem
THP-1. Os resultados indicam que h& diferencas entre as linhagens THP-1 e U937
na resposta a estimulos externos, mas existem similaridades com a resposta
bioldgica de macréfagos primarios. Por fim, macréfagos derivados da linhagem THP-
1 tendem a ter maior responsividade a estimulos M1 e a assumirem um fendtipo
relacionado ao perfil pré-inflamatorio/classico, enquanto macrofagos derivados da
linhagem U937 apresentam maior responsividade a estimulos M2 e desvio fenotipico
para o perfil alternativo/de reparo.

Palavras-chave: Ativacdo de macrofagos. Células THP-1. Células U937. Fendtipo.



Nascimento CR. Comparison of monocytic cell lines U937 and THP-1 as
macrophage models for in vitro studies [dissertacdo de mestrado]. Araraquara:
Faculdade de Odontologia da UNESP; 2022.

ABSTRACT

Macrophages are immune cells of myeloid origin, characterized by phagocytic activity
and by capability of antigen presentation via MHC-II. Peripheral blood monocytes can
differentiate into macrophages in the tissues. In response to multiple signals in
microenvironment, macrophages can transiently and reversibly assume different
phenotypes, ranging in a spectrum from varying from pro-inflammatory (or “classically
activated”) also known as M1, to an anti-inflammatory (or “alternatively activated”)
also known as M2. M1 macrophages can be induced by microbial (e.g., LPS) or
endogenous (e.g., IFN-gamma) inflammatory stimuli and produce higher levels of
inflammatory cytokines, have higher microbicidal activity and greater production of
ROS. M2 macrophages are also known as pro-repair macrophages, have increased
phagocytic activity and angiogenic properties. This phenotype can be induced by
anti-inflammatory cytokines such as IL-4, IL-10 and IL-13. Macrophages play a
central role in homeostasis, pathogenesis, and repair, justifying the interest in these
cells for the comprehension of biological mechanisms associated with disease and
repair processes, as well as an important potential therapeutic target. THP-1 and
U937 are the two most used human monocytic cell lines. Albeit rarely the
experimental choice for one cell line or another is rarely justified, these two monocytic
cell lines have important differences in their biological response, which influences the
information derived from these studies. The goal of the present study is to
characterize the biological response of macrophages derived from THP-1 and U937
monocytic cell lines, contributing to an informed selection of the best cell line
according to specific research goals. Unlike primary monocytes, M-CSF did not
induce macrophage differentiation of neither THP-1 nor U937 cells, as observed by
substrate adhesion and morphological changes, which required stimulation with
phorbol-myristyl-acetate (PMA). Based on the results it was observed that the M1
condition leads to increased expression of TNF and IL-6 and reduced expression of
Argl, and IL-10 determined by RT-gPCR; as well as increased production of ROS
detected by flow cytometry and higher secretion of IL-6 and IL-1B by ELISA. Under
M2 conditions, only THP-1-derived macrophages had increased phagocytic activity.
The results indicate that THP-1 and U937 cell lines do respond differently to the
same external stimuli, but both mimic the response of primary macrophages. Finally,
macrophages derived from THP-1 cells tend to have greater responsiveness to M1
stimuli and skew their phenotype to the pro-inflammatory/classical profile, whereas
macrophages derived from U937 cells exhibit greater responsiveness to M2 stimuli
and a phenotypic shift towards the alternative/repair profile.

Keywords: Macrophage activation. THP-1 Cells. U937 Cells. Phenotype.
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1 INTRODUCAO

Mondcitos sdo células mieldides do sistema imune inato encontradas na
circulacdo sanguinea, medula 6ssea e baco. No sangue possuem meia-vida curta
(~71 h em humanos) e podem representar uma populacdo de até 10% das células
nucleadas em um humano saudavel. Tem grande importancia para o sistema imune
inato devido a expressao de receptores de padrdo moleculares (PRRs), elevada
responsividade a sinais no microambiente, e atividade fagocitical?>. No processo
inflamatoério, mondocitos migram para o tecido afetado em resposta a um gradiente de
quimiocinas produzidas localmente e, dependendo dos sinais no microambiente

tecidual, podem se diferenciar em células dendriticas ou macréfagos®.

Macréfagos, comumente originarios da diferenciagdo de mondécitos em
condi¢bes inflamatérias e cancer 4 sdo células de vida mais longa e tamanho maior,
guando comparadas com seu precursor. De fato, a distincdo entre mondcitos e
macrofagos esta relacionada primariamente a diferencas na expressao de algumas
proteinas e marcadores, mas principalmente a alteracdes funcionais e morfolégicas,
bem como a sua localizagdo intra- ou extra-vascular. Algumas caracteristicas
diferenciais de macrofagos sdo: maior atividade fagocitica e antimicrobiana,
possibilitadas por um aumento no nimero de lisossomas e um caracteristico pH

acido, além da maior producéo de ROS®.

Além da habilidade de internalizacdo ativa de particulas que lhe da nome
(denominado por Elie Metchnikoff, o termo macréfago significa “macro”: grande e
“fago”: comedor®), essas células sdo conhecidas como apresentadores de antigeno
prototipicos. Moléculas internalizadas por fagocitose s&o processadas e
externalizadas em associacdo ao complexo de histocompatibilidade (MHC) II,
possibilitando a ativacao de linfocitos T. Além disso, macrofagos produzem multiplos
mediadores inflamatoérios que influenciam a quimiotaxia e atividade de outras células
da resposta imune inata e adaptativa, evidenciando seu papel central na resposta

imunel’.

A responsividade dos macréfagos aos sinais presentes no microambiente
(padrdées moleculares associados a micrébios ou ao dano — MAMPs e DAMPSs,
respectivamente) modula o estado de ativacdo dessas células. Os mediadores
biolégicos (quimiocinas, citocinas, metaloproteinases, produtos de reacdes



enzimaticas como prostaglandinas, leucotrienos, ROS e outros) influenciam o aporte
e ativacdo de outros tipos celulares no microambiente, contribuindo para determinar

o tipo de resposta que devera ser gerada® para o restabelecimento da homeostase.

Uma caracteristica fundamental dos macrofagos € precisamente esta alta
responsividade/versatilidade em relacdo a multiplos estimulos, a qual esta
diretamente relacionada a sua plasticidade fenotipica que possibilita aos macrofagos
assumirem (de forma transitéria e reversivel) diferentes fendétipos variando em um
espectro com um extremo pro-inflamatério e outro extremo anti-inflamatorio,
configurando os macréfagos como um “camaleao imunolégico”. Em um extremo do
espectro, macréfagos classicamente ativados, ou M1, tem fendtipo primariamente
pro-inflamatério, caracterizado por elevada producdo relativa de citocinas como
interleucina (IL)-1B, IL-6, IL-12 e TNF-a, além de alta expressédo do complexo MHC-II
e maior atividade microbicida, relacionada ao aumento da producdo de espécies
reativas de oxigénio (ROS). O perfil M1 pode ser induzido por sinais microbianos
(como LPS) ou inflamatérios (como IFN-y), e se caracteriza pelo aumento da

expressao relativa de marcadores como CD80, CD86, MHC Il entre outros®19,

O processo de resolucdo da resposta inflamatéria subsequentemente a
correcdo da injuria (por ex., infeccdo ou trauma) também conta com importante
participacdo de macréfagos, os quais sofrem alteracdo fenotipica em resposta aos
novos sinais no microambiente, associados ao reparo e/ou resolucao da inflamacéo.
Macréfagos de ativacdo alternativa, ou M2, também conhecidos como macréfagos
anti-inflamatérios ou pré-reparo, apresentam elevada expressdo relativa de
mediadores como IL-10, TGF-B e VEGF, além de aumento da atividade de
fagocitose. O perfil M2 pode ser induzido por sinais associados ao padrédo de
resposta de células T helper Th2, como IL-4, IL-10 e IL-13, e se caracteriza pelo
aumento da expresséao relativa de marcadores como CD206 e CD163%11.

E importante considerar que a resposta e transi¢éo fenotipica dos macréfagos
nao é absoluta, a expressdo de marcadores e funcdes bioldgicas associadas aos
perfis M1 e M2 ndo sdo mutuamente exclusivas, e o fendtipo dos macrofagos
transita no espectro entre estes extremos M1-M2, com expressao simultanea de
marcadores caracteristicos dos dois fendtipos pela mesma célula. A predominancia
da expressao/funcdes biologicas associadas ao perfil M1 ou M2 é o que caracteriza

um macréfago como “pro-“ ou “anti-inflamatério”. Em algumas situagdes ha
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persisténcia do processo inflamatoério devido a disturbios no controle inibitorio (por
ex., doencas autoimunes) ou devido a ineficacia ha remocao do estimulo inflamatério
(por ex., doencas periodontais ou doencas vasculares crénicas). Nestas condicoes,
podem ser encontrados no microambiente macréfagos de perfil predominante M1 e
M212‘13.

Macréfagos sdo um dos tipos celulares imunes mais prevalentes em diversos
tumores sélidos, sendo denominados macroéfagos associados ao tumor (TAM, tumor-
associated macrophages). O inicio de diversos tipos de tumores (por ex., tumores
gastricos, de pulméao e de cabeca e pescoco) esta relacionado a inflamacéo crénica
de baixa intensidade, assim macrofagos de perfil ‘classico’ ou M1 podem contribuir
para a tumorigénese por meio de dano ao DNA celular resultante da produgé&o
sustentada de ROS. Mudltiplos sinais presentes no microambiente de tumores solidos
estabelecidos, como reduzida tensdo de oxigénio e outros produzidos por células
neoplasicas, fibroblastos e outras células imunes influenciam os macrofagos que
assumem um perfil fenotipico caracteristico, frequentemente associado ao perfil
alternativo ou M2 (denominado ‘M2-like’) devido a atividade supressora da resposta
imune (por ex., maior expressdo de IL-10, menor expressdo de citocinas pro-
inflamatérias como IL-12 e TNF, menor atividade de apresentacdo de antigeno).
Esta caracteristica fenotipica supressora possibilita a evasdo da imunovigilancia
pelas células neoplasicas, além da producdo de mediadores angiogénicos que
favorecem a vascularizacéo e nutricdo no microambiente, bem como a possibilidade
de disseminacdo hematogénica e geracao de metastases. Importante destacar que
elevada infiltracdo de tumores solidos por TAMs esta associada a pior
prognostico'**®, demonstrando a relevancia deste tipo celular na progressdo e
resposta ao tratamento de tumores solidos, o que o0s torna um possivel alvo

terapéutico.

Desta forma, a relevancia dos macrofagos em diversas doencgas, condicfes e
processos de reparo torna estas células objeto de interesse, uma vez que a
compreensao da biologia dos macrofagos e os possiveis mecanismos pelo qual eles
podem modular processos de patogénese e reparo pode ser explorada para o

desenvolvimento de novas abordagens terapéuticas'®'’.

Estudos in vitro sdo fundamentais na investigacdo da biologia de macrofagos.

Estes trabalhos utilizam células monaociticas primarias obtidas do sangue periférico



11

ou da medula de voluntarios humanos posteriormente diferenciadas in vitro.
Alternativamente, sdo empregadas linhagens monociticas humanas estabelecidas

como modelo experimental de macréfagos?®.

Constituidas por mondcitos circulantes, linfécitos T, B e NK, células
dendriticas, as células mononucleares de sangue periférico (PBMC, peripheral blood
mononuclear cells) sdo isoladas do sangue total por diferentes métodos, sendo o
mais comum a associacdo de uma etapa de centrifugacdo em gradiente de
densidade (utilizando um polimero de sacarose de alta densidade), seguida da
separacao (sorting) magnética ou por meio de citometria de fluxo. A manutencéo de
células priméarias usualmente requer mais atencdo e cuidados em comparacao as
linhagens celulares estabelecidas, além da reduzida longevidade das células
primarias em cultura. O rendimento do processo de isolamento de mondcitos
primarios € variavel, uma vez que a propor¢cao deste tipo celular em PBMC pode
variar entre 2 a 10%, assim a disponibilidade é mais limitada em comparacdo as

linhagens monociticas estabelecidas!®20.

A manutencdo de mondcitos primarios in vitro € dificultada pela limitada
proliferacdo destas células, e para retardar/inibir a senescéncia e apoptose, alguns
estudos indicam o estimulo com mediadores inflamatérios (por ex., IL-18 ou LPS)
que funcionariam como fatores de sobrevivéncia, porém ja influenciam no fenétipo
destas células. Outra dificuldade no uso de mondcitos primarios é a variacdo do
fenotipo e responsividade celular associada a caracteristicas individuais dos
doadores (incluindo sexo, idade, condicGes e estado geral de saude), a qual pode
introduzir importante heterogeneidade na resposta celular, bem como as implicacdes
éticas e de custo relacionadas ao recrutamento de mudltiplos doadores para

identificacdo de um padrdo de resposta consistente?:22,

A utilizagd@o de linhagens celulares monociticas pré-estabelecidas proporciona
disponibilidade virtualmente ilimitada, menor custo e maior consisténcia de resposta
biolégica. THP-1, U937, MonoMac 6, ML-2 e HL-60 s&o linhagens monociticas
humanas frequentemente utilizadas, as quais tem em comum a proliferacéo ilimitada
e resisténcia a apoptose por serem células neoplasicas (leucemia). Desta forma, as
caracteristicas convenientes destas linhagens representam também sua principal
limitacdo, uma vez que a resposta bioldégica de células neoplasicas pode ser

substancialmente diferente da resposta de células primarias ndo neoplasicas?.
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Apesar desta limitacdo, linhagens monociticas foram e ainda sdo intensamente
utilizadas por permitirem a investigacdo de mecanismos bioldgicos relevantes, os

quais séo verificados posteriormente em modelos in vivo.

Quando as células de interesse sdo os macrofagos, a dificuldade e baixo
rendimento do isolamento de células primarias a partir de tecidos e a impossibilidade
de expandir e manter estes macréfagos primarios em cultura por periodo
consideravel faz com que sejam utilizados monécitos como células precursoras, as
quais sdo estimuladas de forma a induzir sua diferenciacdo em macrofagos. As
linhagens THP-1 e U937 sdo as mais comumente utilizadas como precursoras de
macréfagos e destacam-se entre as linhagens monociticas por serem capazes de
mimetizar o processo de diferenciacdo de mondcitos primarios em macrofagos e por
apresentarem semelhancas morfolégicas e na resposta bioldégica em comparacédo a

mondcitos e macréfagos primarios?4.

A linhagem THP-1 foi estabelecida em 1980, a partir de criangca do sexo
masculino com 1 ano de idade portadora de leucemia monocitica aguda. Estas
células podem ser transfectadas, expressam receptor do complemento C3,
receptores Fc, tem atividade fagocitica e podem ser diferenciadas em macréfagos
por ésteres de forbol (TPA ou PMA). Tem proliferacéo ilimitada em meio de cultura
com minimos requisitos de suplementacao, e podem ser polarizadas nos diferentes

fendtipos de macréfagos??.

A linhagem U937 foi estabelecida em 1974 a partir da efusdo pleural de um
paciente do sexo masculino de 37 anos de idade apresentando linfoma histiocitico.
Esta linhagem também pode ser transfectada e expressa complemento C3, além de
TNF-alfa e pode ser diferenciada em macréfagos por ésteres de forbol (PMA). As
principais diferengcas com a linhagem THP-1 sé@o a origem (por serem derivadas de
linfoma histiocitico apresentam maior maturacdo) e a forma de imortalizacdo
(transformacao por virus Epstein-Barr). A facilidade de cultura em condi¢gbes pouco
exigentes em termos de suplementacdo também €& uma caracteristica desta
linhagem, que é frequentemente utilizada para investigar os mecanismos de

diferenciacdo de mondcitos em macréfagos?°2°,

Ambas as linhagens sao frequentemente utilizadas em sistemas de co-cultura

com outros tipos celulares para investigar mecanismos biolégicos de influéncia de



13

monaocitos e macréfagos em diversas doencas e processos. Apesar das limitacdes
do sistema in vitro, resultados satisfatorios e replicaveis derivados de estudos com

estas linhagens sdo relatados e tém contribuido para o avanco do conhecimento?’28,

No entanto, existem indicacdes de diferencas importantes no comportamento
e resposta celular das linhagens THP-1 e U937, e a escolha por uma ou outra
linhagem frequentemente ndo é justificada biologicamente nos estudos, supondo-se
estar primariamente relacionada a disponibilidade e/ou experiéncia dos
investigadores com uma das linhagens. Assim, a identificacdo de possiveis
diferencas na resposta celular destas linhagens e a caracterizacdo de aspectos
biolégicos como a diferenciagéo, fenétipo e responsividade de macréfagos derivados
de cada uma destas linhagens monociticas é de grande importancia para que
pesquisadores facam uma selecdo informada da linhagem mais adequada para a
finalidade especifica do estudo e modelo experimental. Embora estas linhagens
sejam intensamente utilizadas como modelos experimentais confiaveis de mondcitos
e macrofagos, ndo h4 um consenso quanto aos protocolos utilizados para sua
diferenciacédo e polarizacao fenotipica, o que dificulta a interpretacdo de resultados
conflitantes reportados na literatura. Este trabalho ira explorar o comportamento
biolégico dessas linhagens frente a diferentes estimulos de diferenciacdo e
polarizacdo fenotipica, gerando informag¢des Uteis a diversas areas de estudo

envolvendo a biologia de macrofagos.
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4 CONCLUSAO

M-CSF néo foi capaz de induzir aumento de tamanho celular e adeséo ao
substrato de cultura nas linhagens monociticas THP-1 e U937.

Estimulo com PMA (10 ng/mL) por 24 h, seguido de 48 h de ‘recuperagédo’ em
meio de cultura suplementado sem PMA induziu de forma efetiva a adesao celular
ao substrato e aumento do tamanho celular em ambas as linhagens, THP-1 e U937.

Ha semelhancas e diferencas importantes nas respostas as mesmas
condicdes por macrofagos derivados das linhagens monociticas THP-1 e U937 que
devem ser consideradas na selecdo como modelo de macréfagos in vitro,
dependendo dos objetivos do estudo e do contexto bioldgico:

- macréfagos derivados da linhagem THP-1 tendem a ter maior
responsividade a estimulos M1 e a assumirem um fenétipo relacionado ao perfil pro-
inflamatorio/classico, enquanto macréfagos derivados da linhagem U937 apresentam
maior responsividade a estimulos M2 e desvio fenotipico para o perfil alternativo/de
reparo;

- macrofagos derivados da linhagem monocitica THP-1 apresentam maior
atividade fagocitaria e maior producdo de espécies reativas de oxigénio (ROS) do
que macréfagos derivados da linhagem U937,

- condicbes M1 reduzem a atividade de fagocitose e aumentam a producao de

ROS em macroéfagos derivados de células THP-1 e U937.
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