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INTRODUCAO:

Os macrofagos desempenham um papel importante em respostas imunes, na defesa, na
inflamacdo, e sdo essenciais na manutencdo da homeostase. O distarbio de polarizacdo dos
macréfagos esta envolvido em varias doencas patogénicas como cancer e diabetes. Essas células
possuem uma ampla gama de fenotipos e podem variar de acordo com o tecido, localizacdo e
interacdo com outras células, como por exemplo, osteoclastos nos 0ssos, nos pulmbes séo
macrofagos alveolares e no sistema nervoso células da microglia. Também possuem uma alta
facilidade de se adaptar em diferentes condi¢des, colaborando para sua diversidade funcional. Suas
funcdes sdo reguladas por vias metabdlicas e metabdlitos, sendo ativados em resposta a uma
inflamacado, aumentando o metabolismo glicolitico e diminuindo a fosforilacdo oxidativa. Além disso, é
responsavel por regular a oxidacao de acidos graxos. (GENTEK R, 2014).

Os macréfagos podem ser divididos em diversas subpopulagfes, os mais estudados sao os
macrofagos classicamente ativados (M1) e macréfagos alternativamente ativados (M2). Os dois tipos
possuem respostas inflamatorias e podem ser alterados devidos alguns fatores no microambiente
tecidual. Os macréfagos classicamente ativados comumente chamados de macréfago pré
inflamatdérios, séo ativados principalmente por INF-Y, que funciona como uma sinalizagdo para que a
célula seja ativada e ajudam no combate de infecgbes. J& os macrofagos alternativamente ativados
sdo descritos como macréfagos anti-inflamatérios ou regulatério. Os M2 sdo ativados por diferentes
sinais como a Interleucina 4 que é secretada e também produzem citocinas anti-inflamatérias como IL-
10 e TGF-B contribuindo na melhora da inflamacdao e na reparacdo do tecido. (SHAPOURI-
MOGHADDAM, 2018).

A ativacdo do tecido adiposo marrom (BAT) € muito estudado para tratamentos de obesidade
devido as suas propriedades termogénicas decorrentes de sua capacidade de transportar energia
através da proteina desacopladora 1 (Ucpl). Além disso, estudos mostram como a atividade do BAT e
do tecido adiposo branco (WAT) pode ser modulada para aumentar a expressdo de proteinas
termogénicas (PRAPAHARAN, 2024).

XXXII Congresso de Iniciacdo Cientifica da UNICAMP — 2024 1



As interacdes entre macrofagos e adipécitos no tecido adiposo séo criticas para a regulacéo do
metabolismo energético e obesidade. A polarizacdo de macréfagos induzida por frio ou outros
estimulos pode impulsionar a reprogramacéo metabdlica de adipdécitos, escurecimento e termogénese
(ZHANG, 2024). Essa termogénese na gordura marrom pode estar correlacionada com variaveis
inflamatorias. Ao inibir o recrutamento excessivo de células inflamatérias no WAT e promover a
atividade termogénica do BAT, o receptor de quimiocina do adipdcito 4 previne o desenvolvimento da
obesidade (YAO, 2014). Contudo, o objetivo desse trabalho é observar a interacdo entre as células
adiposas do tecido marrom em um microambiente inflamatério com macrofagos classicamente
ativados, identificacdo lipidica através da técnica de CARS e o funcionamento do metabolismo apés

essa interagéo.

METODOLOGIA:

CELULAS UTILIZADAS

As linhagens celulares utilizadas nesse estudo foram adquiridas do BCRJ (Banco de células

do Rio de Janeiro) ou recebidas por doacao de colaboradores. As células RAW 264.7 (macréfagos)
foram cultivadas em meio de cultura DMEM com alta glicose, 10% de soro fetal bovino e 1% de
penicilina/streptomicina. As células 9B (pré-adipdcitos) foram cultivadas com meio de cultura DMEM
com alta glicose, 10% de soro fetal bovino e 1% de penicilina/streptomicina. Todas as células
cultivadas foram mantidas em incubadora de CO2 A 37°C de acordo com as recomendacfes da
ATCC.

DIFERENCIACAO CELULAR EM ADIPOCITOS

Os pré-adipocitos 9B, extraidos de tecido marrom de camundongos, foram tratados por 8

dias com 3 diferentes tratamentos. O tratamento foi iniciado no primeiro dia com as células ja aderidas
e com 100% de confluéncia, seguindo o protocolo abaixo:
. 2° dia, diluidos em meio DMEM alta glicose: 1uM/mL Dexametasona, 2 uM/mL
IBMX, 0,1uM/mL T3, 1uM/mL Indometacina e 1uM/mL Rosiglitazone.
o 4° dia, diluidos em meio DMEM alta glicose: 20nM/mL Insulina, 0,1uM/mL T3,
1uM/mL Rosiglitazone e 1% penicilina/streptomicina.
o 6° dia, diluidos em meio DMEM alta glicose: 20nM/mL Insulina, 1%
penicilina/streptomicina.

No 8° dia iniciou os experimentos de cocultura.

COCULTURA CELULAR

As células 9B depois de diferenciadas em adipdécitos, foram plagueadas e cultivadas por 24h

em placas de 4 pogos com fundo de laminula, ap6s esse periodo as células RAW 264.7 foram

adicionadas na quantidade de ¥4 na mesma placa e os tratamentos foram adicionados, 24h apos, as
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células foram fixadas. O tratamento utilizado foi 200ng/ml LPS e 20ng/ml IFN Y por 24 horas e células
sem tratamento foram utilizadas como controle.
CARS -
Técnica | CAR§ (C?herent .Anti-Stokes wms | ] I" N
Raman Scattering) foi realizada utilizando um

NDD,T

microscépio confocal LSM 780-NLO Zeiss
invertido Axio Observer Z.1 (Carl Zeiss AG, A

. . 7 . wsmku
Alemanha). Para excitar as amostras bioldgicas, @
utilizou-se o sistema Chameleon Discovery NX &% _

Laser pulsado

(Coherent Inc., Santa Clara, Califérnia), que pume
possui duas saidas de laser: um feixe de 100 s\('\ 0 . 0

SPM000

fs/80 MHz sintonizdvel no comprimento de onda _ _ .
P Figura 1- Sistema experimental. E: Espelho, T:

de 660 a 1320 nm, integrado com um pré-  Telescopio, M4: Placa de um quarto de onda. O: Objetiva,
A:  Amostra, C: Condensador, SP: ShortPass,

compensador de dispersdo de velocidade de  BP:BandPass. LP: LonaPass.

grupo (GDD), e outro feixe de 140 fs/80 MHz com comprimento de onda fixo em 1040 nm. O sinal

CARS foi gerado na vibracdo de estiramento simétrico do grupo CH2 (2840 cm™), proporcionando

imagens de lipideos com alta seletividade quimica sem a necessidade de marcadores exégenos.

Todas as imagens foram adquiridas com resolucdo espacial de 1024x1024 pixels (215x215 um) e

zoom 2x, com duracéo por pixel de 3,15 ps e tempo total de varredura de 7,75 s.

FLIM

A Imagem FLIM foi excitada com poténcia de ~10mW na amostra, com comprimento de onda

de excitacao de 760nm, os sinais NAD(P)H e FAD foram obtidas simultaneamente e coletados por 120
segundos. O SPC image foi utilizado para analise do decaimento da fluorescéncia em cada imagem
NAD(P)H e FAD.

RESULTADOS E DISCUSSAOQ:

As células 9B ja diferenciadas em adipdcitos foram submetidas em cocultura com as células
RAW 264.7 e tratadas com LPS e IFN Y, apos 24h as células foram submetidas a técnica de CARS
em microscopio confocal que ndo é necessaria coloracdo ao capturar as imagens. A capacidade de
geracdo de imagens deste sistema de microscopia foi demonstrada capturando imagens dos lipideos
presentes nos adipdcitos diferenciados em cultura.

Esse resultado nos mostrou a presenca de goticulas de lipidios dentro das células 9B apos o
tratamento de 8 dias das células em cultura, independente da presenca de macrofagos e do
tratamento utilizado, confirmando um protocolo eficaz na diferenciagéo de adipdcitos do tecido marrom.

Utilizamos as células RAW 264.7 em conjunto com as células adiposas do tecido marrom,

tratadas com LPS e IFN Y e criamos um microambiente inflamatério com macréfagos classicamente

XXXIl Congresso de Iniciagdo Cientifica da UNICAMP — 2024 3



ativados, além disso, utilizamos macrofagos nao polarizados como controle desse microambiente.
Assim, esse resultado nos mostrou que as células RAW 264.7 apos 24 horas em contato com as
células adiposas passaram a expressar lipidios dentro do seu interior sugerindo a captura de vesiculas
contendo lipidios derivadas do adipdécitos (Figura 2 A e B). Como ja descrito, macréfagos associados a
lipidios, podem capturar vesiculas extracelulares que carregam lipidios danificados e mitocdndrias
liberadas de adipdcitos marrons extressados metabolicamente, sendo assim, durante a obesidade uma
populacdo de macréfagos foi identificada como principal responséavel ao estresse metabdlico do tecido
e impulsionadores da perda de identidade dos adip6citos marrons (SCIARRETTA, 2024).

Independente do estresse causado pelos macréfagos classicamente ativados as células adiposas foi

observado também goticulas de lipidios nas células controle.

Figura 2: Interagao das células RAW 264.7 e Adipdcitos 9B. A) Grupo controle, sem tratamento, imagem campo claro e ao
lado imagem CARS demonstrando goticulas de lipidios no interior dos adipécitos e dos macréfagos. B) Grupo tratado com
LPS e INFy, imagem campo claro e ao lado imagem CARS demonstrando as goticulas de lipidios no interior de ambas as
células.

Estudos mostram que o tecido adiposo marrom é um
tecido termogénico que desacopla a fosforilacdo oxidativa
da sintese de ATP e aumenta o0 gasto energético por meio
da termogénese sem tremores em mamiferos (RAHMANI,
2024). Um experimento preliminar foi preparado para
mostrar as diferencas metabdlicas e mitocondriais e
alteracdo do metabolismo das células adiposas e das

células RAW 264.7 apOs interacdo em cocultura. Foi

Figura 3: Deteccdo por FLIM do tempo de  utilizada a técnica de FLIM (Fluorescence Lifetime Imaging
vida de NADH da interacdo entre adipcitos  Microscopy), capaz de fazer a aquisicdo de imagens de
9B e macrofagos RAW 264.7. tempo de vida de fluorescéncia e através dela podemos
observar e mapear dados metabdlicos celulares, porém esse experimento preliminar esta sendo
padronizado com as devidas condigfes e tratamentos ideais. Nesse resultado preliminar, podemos
observar pela imagem a aquisicdo do tempo de vida de NADH em um grupo de macréfagos RAW

264.7 e células 9B diferenciadas (Figura 3). Experimentos futuros serdo necessarios para mostrar as

XXXIl Congresso de Iniciagdo Cientifica da UNICAMP — 2024 4



diferencas metabdlicas das células adiposas apds serem submetidas a um ambiente inflamatério na

presenca de macréfagos classicamente ativados.

CONCLUSOES:

Podemos concluir que macréfagos da linhagem RAW 264.7 captam lipideos liberados pelas
células 9B diferenciadas em adipécitos do tecido marrom e que ocorre independente do estresse
celular causados pelos macrofagos classicamente ativados. Nao foi possivel observar os efeitos
metabdlicos causados as células adiposas no ambiente inflamatério com macréfagos, porém novos

experimentos seréo realizados.
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