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RESUMO 
 
A doença de Chagas é uma infecção parasitária cujo agente etiológico é o 
protozoário hemoflagelado Trypanosoma cruzi. A doença impacta tecidos como 
a medula óssea e tecido adiposo, onde são encontradas as células-tronco 
mesenquimais (CTMs). Porém, até o momento, ainda não se caracterizou as 
consequências da infecção de CTMs pelo parasito. Portanto, neste trabalho 
investigamos o potencial de imunomodulação parácrina de populações de CTMs 
obtidas do tecido adiposo de doadores humanos saudáveis após a infecção in 
vitro por T. cruzi. As CTMs foram isoladas do tecido adiposo de doadores 
saudáveis e caracterizadas, atendendo aos critérios de classificação da 
Sociedade Internacional de Terapia Celular. Foi estabelecida a assinatura 
imunológica de cada doador de CTM através da avaliação da expressão de 
mediadores anti-inflamatórios. Percebeu-se que existe diferença nos níveis de 
expressão basal dos genes relacionados à imunomodulação entre as CTMs de 
diferentes doadores. As CTMs foram infectadas pela cepa Colombiana de T. 
cruzi, na proporção 1:1 e 1:5 (CTMs: parasitos). A carga parasitária foi verificada 
através da detecção e quantificação relativa do gene Tc40 e revelou variação 
entre as amostras. O meio condicionado entre o 5o e 7o dia de infecção das CTMs 
foi obtido e utilizado para realização de ensaios de dosagem de óxido nítrico 
(NO) em macrófagos estimulados ou não por LPS e proliferação de células T em 
amostras de células polimorfonucleares do sangue periférico estimuladas ou não 
por fitohemaglutinina (PHA). Observou-se que independente do status de 
infecção, o sobrenadante das CTM diminuiu o nível de liberação de NO induzido 
pelo LPS e a proliferação de linfócitos T induzida pela PHA. Apesar das 
variações individuais observadas, a infecção por T. cruzi comprometeu a 
capacidade modulatória do sobrenadante das CTMs sobre os macrófagos, mas 
não sobre os linfócitos T. Individualmente, a infecção pelo parasito promoveu 
tanto o aumento quanto a diminuição da atividade imunomodulatória parácrina 
das CTMs isoladas de diferentes doadores. Os sobrenadantes de CTM 
impactaram na expressão de IL-1B e IL-10 em macrófagos, possivelmente 
levando a alterações de polarização M1 e M2. Nos ensaios de ativação de 
linfócitos T em amostras de células mononucleares de sangue periférico, 
observou-se novamente que a infecção por T. cruzi tem diferentes impactos 
sobre as CTM, de acordo com cada doador. Porém, quando analisados 
individualmente de maneira qualitativa, os dados permitem notar que o potencial 
imunomodulatório parácrino das CTM 1 e 3 foi realçado após infecção pelo 
parasita, enquanto o potencial imunossupressor parácrino da CTM 2 foi 
comprometido após infecção pelo parasito. Tomados juntos, os resultados 
demonstram que as CTMs podem ser parasitadas por T. cruzi, e que a infecção 
tem diferentes impactos sobre o potencial imunomodulatório das células 
derivadas de diferentes doadores. O impacto da infecção de CTMs pelo parasito 
deve ser, portanto, investigado em trabalhos futuros com o intuito de estabelecer 
o impacto da infecção de CTMs para o prognóstico da doença.  
 
Palavras-chave: Trypanosoma cruzi; Doença de chagas; Células-tronco 
mesenquimais; Tecido adiposo. 
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ABSTRACT 

 
Chagas disease is a parasitic infection whose etiologic agent is the 
hemoflagellate protozoan Trypanosoma cruzi. The disease impacts tissues such 
as bone marrow and adipose tissue, where mesenchymal stem cells (MSCs) are 
found. However, to date, the consequences of MSC infection by the parasite have 
not yet been characterized. Therefore, in this work we investigated the paracrine 
immunomodulation potential of MSC populations obtained from the adipose 
tissue of healthy human donors after in vitro infection with T. cruzi. MSCs were 
isolated from the adipose tissue of healthy donors and characterized, meeting the 
classification criteria of the International Society for Cell Therapy. The 
immunological signature of each MSC donor was established by evaluating the 
expression of anti-inflammatory mediators. It was noticed that there is a 
difference in the basal expression levels of genes related to immunomodulation 
between MSCs from different donors. The MSCs were infected by the Colombian 
strain of T. cruzi, in the proportions 1:1 and 1:5 (MSCs: parasites). The parasite 
load was verified through the detection and relative quantification of the Tc40 
gene and revealed variation between samples. The conditioned medium between 
the 5th and 7th day of MSC infection was obtained and used for assays of nitric 
oxide (NO) dosage in macrophages stimulated or not by LPS and T cell 
proliferation in samples of stimulated peripheral blood polymorphonuclear cells 
or not by phytohemagglutinin (PHA). It was observed that regardless of the 
infection status, the MSC supernatant decreased the level of NO release induced 
by LPS and the proliferation of T lymphocytes induced by PHA. Despite the 
individual variations observed, infection by T. cruzi compromised the modulatory 
capacity of the MSC supernatant on macrophages, but not on T lymphocytes. 
Individually, infection by the parasite promoted both an increase and a decrease 
in the paracrine immunomodulatory activity of MSCs. isolated from different 
donors. MSC supernatants impacted IL-1B and IL-10 expression in 
macrophages, possibly leading to M1 and M2 polarization changes. In the T 
lymphocyte activation assays in peripheral blood mononuclear cell samples, it 
was again observed that T. cruzi infection has different impacts on MSCs, 
according to each donor. However, when analyzed individually in a qualitative 
way, the data show that the paracrine immunomodulatory potential of MSCs 1 
and 3 was enhanced after infection by the parasite, while the paracrine 
immunosuppressive potential of MSC 2 was compromised after infection by the 
parasite. Taken together, the results demonstrate that MSCs can be parasitized 
by T. cruzi, and that the infection has different impacts on the immunomodulatory 
potential of cells derived from different donors. The impact of MSC infection by 
the parasite should therefore be investigated in future work in order to establish 
the impact of MSC infection on the prognosis of the disease. 
 
Keywords: Trypanosoma cruzi; Chagas disease; Mesenchymal stem cells; 
Adipose tissue. 
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1. Introdução 

1.1. Doença de Chagas  

A doença de Chagas é uma infecção parasitária que tem como agente 

causador o protozoário hemoflagelado Trypanosoma cruzi e configura-se como 

um grande problema de saúde pública no Brasil. O T. cruzi tem um ciclo de vida 

complexo (figura 1) que envolve hospedeiros vertebrados e invertebrados (Tyler 

et al., 2001). O ciclo de vida se inicia quando o inseto vetor Triatominae infectado 

libera formas tripomastigotas nas fezes perto do local da picada durante a sua 

alimentação de sangue. Estas formas então penetram no hospedeiro através da 

ferida ou pelas mucosas (López-Vélez et al., 2019). No hospedeiro vertebrado, 

as formas tripomastigotas invadem as células mais próximas ao local da 

inoculação, onde se diferenciam em formas amastigotas intracelulares, que se 

multiplicam por fissão binária (Bern et al., 2019). Após a multiplicação, as formas 

amastigotas se transformam novamente em formas tripomastigotas, e rompem 

a célula, indo para a corrente sanguínea (López-Vélez et al., 2019). A partir deste 

momento, se o hospedeiro vertebrado for picado pelo inseto vetor, os parasitos 

serão transmitidos ao inseto. No intestino do inseto vetor, o T. cruzi se transforma 

em epimastigotas, onde se multiplica e origina formas tripomastigotas, 

infectantes aos hospedeiros vertebrados (Bern et al., 2019). 
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Figura 1. Ciclo de vida do Trypanosoma cruzi.  Imagem de Biblioteca de imagens 

do Centro de Controle e Prevenção de Doenças. 

 

A Organização Mundial da Saúde estima que entre 8 e 10 milhões de 

pessoas no mundo todo estejam infectadas por T. cruzi, especialmente na 

América Latina, onde a doença é endêmica (Nunes et al., 2013). Nas últimas 

décadas, o perfil epidemiológico mudou em decorrência dos movimentos 

migratórios que levaram ao processo de urbanização e à globalização da doença 

(Teixeira et al., 2012). A doença de Chagas é frequentemente observada na 

população em idade produtiva, tais como os adultos jovens, e pode causar morte 

prematura e incapacidade substancial, levando a perdas econômicas 

significativas (Abuhab et al., 2013). As complicações cardíacas e 

gastrointestinais muitas vezes resultam na necessidade de terapia de longo 

prazo e procedimentos cirúrgicos, como colocação de marca-passo e 

desfibrilador cardíaco implantável e transplante cardíaco, aumentando os custos 

relacionados à doença (Mathers et al., 2007). 
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Clinicamente, a doença de Chagas apresenta uma fase aguda seguida 

de uma fase crônica que pode ser classificada como indeterminada, cardíaca ou 

gastrointestinal (Prata et al., 2001). A fase aguda da doença é caracterizada pela 

ocorrência de sintomas graves em cerca de 1% dos pacientes, que podem 

apresentar quadros de miocardite, derrame pericárdico ou meningoencefalite 

(Bern et al., 2011). A incidência de doença de Chagas aguda diminuiu 

substancialmente desde a quase interrupção da transmissão por vetores e por 

meio de transfusões de sangue na maioria dos países da América Latina, apesar 

dos casos agudos detectados recentemente devido ao consumo de alimentos 

contaminados, como o açaí. Casos agudos podem ocorrer ainda devido à 

reagudização da doença, como em pacientes crônicos que passam por regime 

de imunossupressão (Bern et al., 2012). Em pessoas imunocompetentes, o alto 

índice de parasitemia detectado na fase aguda é rapidamente controlado pelos 

mecanismos efetores imunes, resultando em níveis quase indetectáveis de T. 

cruzi no sangue e nos tecidos, à medida que o indivíduo infectado entra na fase 

crônica (de Meis et al., 2013).  

Mesmo com a baixa parasitemia observada na fase crônica da doença, 

com o passar do tempo, cerca de 20 a 30% dos indivíduos infectados 

desenvolvem quadros de cardiomiopatia (Pérez-Molina et al., 2018). Estes 

quadros são caracterizados pela inflamação crônica em todas as câmaras do 

coração e danos ao sistema de condução e ao músculo cardíaco (Nunes et al., 

2018). O desenvolvimento da forma gastrointestinal é bem menos frequente, no 

entanto, quando ocorre é caracterizada pela presença de manifestações 

esofágicas que variam de distúrbios de motilidade assintomáticos e a acalasia 

leve, à casos de megaesôfago e megacólon (El Gharib et al., 2021; Dantas et 

al., 2021). Em alguns pacientes, pode ocorrer a forma mista da doença de 

Chagas, onde existe a manifestação da forma cardíaca associada à forma 

gastrointestinal (Dutra et al., 2008). Apesar do conhecimento acumulado até o 

momento acerca da fisiopatologia e aspectos clínicos da doença de Chagas, 

ainda não se compreende completamente a alta complexibilidade da doença e a 

imprevisibilidade dos casos que se agravam ou permanecem assintomáticos  

(Pérez-Molina et al., 2018). 
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A infecção pode ser confirmada por testes sorológicos ou 

parasitológicos, eletrocardiograma e exames radiológicos do tórax, esôfago e 

cólon, sendo normalmente caracterizada pela ausência dos sinais e sintomas 

clínicos da doença (Marin-Neto et al., 2002). O tratamento disponível atualmente 

para a doença de Chagas consiste em terapia parasitária específica com os 

medicamentos Nifurtimox e benznidazol (Santos et al., 2021), que são os únicos 

medicamentos eficácia relevante contra o T. cruzi disponíveis há quase 50 anos, 

sendo indicados para pacientes com infecção aguda, crianças e pessoas 

recentemente infectadas, ou nos casos de reagudização (Andrade et al., 2011). 

1.1.1. Aspectos imunológicos da doença de Chagas 

Já foi bem estabelecido que a resposta imune e as manifestações 

imunopatológicas após a infecção pelo T. cruzi são dependentes, ao menos em 

parte, das características dos hospedeiros, da cepa do parasita, e da via de 

infecção (Zhang et al., 1999). A literatura relata a existência de uma diversidade 

de cepas de T. cruzi e que elas apresentam diferentes comportamentos 

biológicos, que estão diretamente associados à biologia molecular, e ao tropismo 

tecidual do parasito no hospedeiro (Zingales B., 2018). O Trypanosoma cruzi tem 

características genéticas muito diversas, por isso foi feita uma classificação 

através das linhagens genéticas sendo chamadas de, unidades de tipagem 

discreta (DTUs), denominadas: Tc I a Tc VI e Tc Bat (Zingales B., 2018). A DTU 

Tc I é predominante em infecções humanas na Amazônia, Região Andina, 

América Central e México, no entanto, as DTUs Tc II, Tc V e Tc VI são 

predominantes nas demais regiões da América do Sul (Brenière et al., 2016). 

A cepa colombiana de  T. cruzi foi isolada de um paciente em 1964, na 

Colômbia, e tipada como Biodeme Type III e identificado como zymodeme Z1 

em 1983 por Andrade e cols, de acordo com seus padrões enzimáticos 

(Camandaroba et al., 2001). Essa cepa vem sendo amplamente utilizada em 

estudos sobre a cardiopatia chagásica, por apresentar tropismo pelos tecidos 

cardíaco e esquelético, e também por poder parasitar outros tecidos 

(Camandaroba et al., 2006). A cepa colombiana é capaz de gerar alterações 

teciduais como o aumento do infiltrado inflamatório, a destruição neuronal e 
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deposição de colágeno, além de participar da manutenção do processo 

inflamatório através de citocinas pró-inflamatórias (do Carmo Neto et al., 2022). 

Embora qualquer célula nucleada possa ser parasitada, o parasito T. 

cruzi costuma ter preferência por alguns tipos celulares. As  diferentes cepas de 

T. cruzi tem como característica o histotropismo, que classifica a predominância 

da multiplicação do parasita em um tecido, não excluindo a possibilidade de 

haver multiplicação em outros tecidos (Andrade et al., 1997). A depender de sua 

linhagem, o parasito T. cruzi apresenta tropismo por miócitos cardíacos, células 

periféricas do músculo esquelético e liso, células endoteliais, células dos 

sistemas nervoso, células do tecido adiposo, dentre outros (Machado et al., 

2012).  

Já está bem estabelecido que o T. cruzi persiste nos tecidos de 

camundongos de forma crônica, e que essa persistência tem uma importância 

na patogênese da doença de Chagas (Ferreira et al., 2011). Por exemplo, foi 

demonstrado que o T. cruzi parasita o tecido adiposo em camundongos 

(Shoemaker et al., 1974; Andrade et al., 1995), e pode persistir no tecido adiposo 

por um ano após a infecção em um modelo de camundongo (Combs et al., 2005).  

Durante a infecção, o T. cruzi interage com vários receptores celulares 

tais com o receptor de lipoproteína de baixa densidade (LDL) da célula 

hospedeira (LDLr) com o objetivo de facilitar a sua internalização e posterior 

fusão de seu vacúolo parasitóforo com o compartimento lisossômico da célula 

hospedeira (Caradonna et al., 2011). Receptores celulares atuam também no 

reconhecimento do parasito, como os receptores Toll-like (TLRs) e receptores 

de tirosina quinase e receptores de TGF (Machado et al., 2012). 

Após a infecção, a primeira barreira de defesa contra o parasito é 

composta por elementos da imunidade inata como os macrófagos, que eliminam 

os parasitos após fagocitose ou permitem sua sobrevivência e proliferação 

(Camandaroba et al., 2006). Após a infecção de células, o T. cruzi começa a fase 

de multiplicação intracelular, onde o parasita libera muitos antígenos que vão ser 

responsáveis pela ativação da resposta imune do hospedeiro (Teixeira et al., 
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2011). Devido à presença de TLR na superfície das células do sistema imune, 

acontece o reconhecimento dos padrões moleculares associados a patógenos 

(PAMPs), responsáveis pela indução da resposta imune (Gibaldi et al., 2020 ). A 

ativação via TLR de células como macrófagos e células dendríticas, 

desencadeiam a produção de moléculas pró-inflamatórias tais como as citocinas 

IL-1β, IL-6, IL-8, IL-12, o fator de necrose tumoral (TNF) e quimiocinas (Somoza 

et al., 2022). A destruição de células não infectadas pode estar relacionada aos 

fenômenos inflamatórios diretos ou aos mecanismos imunológicos que resultam 

na cardiopatia, megaesôfago e megacólon (Prata., 2001; Teixeira et al., 2006).  

Mesmo podendo ser um dos sítios de infecção, os macrófagos atuam no 

controle da infecção pelo T. cruzi, e juntamente com os neutrófilos, produzem IL-

12, fazendo com que as células natural killer (NK) secretem o interferon-gama 

(IFN-γ), que irá aumentar a produção de TNF e óxido nítrico (NO), que serão 

muito importantes no controle da parasitemia durante a fase aguda da infecção 

(Acevedo et al., 2018).  

De acordo com os estímulos que recebem, os macrófagos podem 

expressar distintos fenótipos de ativação e variados comportamentos durante a 

infecção (Cabral-Piccin et al., 2016). Os macrófagos M1 são ativados 

classicamente e tendem a produzir IL-12 e NO para eliminar os patógenos 

intracelulares, enquanto macrófagos ativados alternativamente, pertencentes ao 

espectro M2, auxiliam no reparo tecidual, promovendo a infecção (Mills et al., 

2000). Em modelo experimental, foi observado que os macrófagos obtidos do 

baço de camundongos durante a fase aguda da infecção por T. cruzi liberam 

grandes quantidades de NO e, na ausência de outros estímulos, esses 

macrófagos acumulam altos níveis de mRNA de sintase de óxido nítrico induzível 

(iNOS) com secreção de TNF-α, IL-6 e IL-1β (Zanluqui et al., 2015).  

As células T também atuam diretamente no processo de controle de 

infecções, sendo que as células T CD8 desempenham ação na eliminação das 

células que abrigam parasitas intracelulares (Tarleton R. L., 2015), enquanto as 

células T CD4 e CD8 produzem IFN-γ, responsável pela ativação dos 

macrófagos para conter a infecção (Dos Reis et al., 2007). Durante a infecção 
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por T. cruzi, os linfócitos podem sofrer apoptose, e isso afeta negativamente a 

expansão das células T, a resposta das células B, e diminui a capacidade de 

eliminação dos parasitos pelos macrófagos classicamente ativados (Cabral-

Piccin et al., 2016). Além disso, a captação de células apoptóticas promove a 

infecção dentro dos macrófagos, por meio da produção de prostaglandina E-2 

(PGE-2) e o fator de transformação do crescimento beta (TGF-β), sendo que 

essas características estão associadas aos macrófagos ativados 

alternativamente (M2) (Mills et al., 2000). Quando acontece o bloqueio da 

produção de PGE-2 ou a inibição do apoptose de linfócitos pelos inibidores de 

caspase, o crescimento do parasita in vitro e a parasitemia são reduzidos de 

forma significativa (Silva et al., 2007), evidenciando a importância destes 

elementos no controle do parasito. Porém, foi demonstrado que a infecção por 

T. cruzi tende a diminuir a resposta das células T em pacientes com infecção 

aguda (Bonney et al., 2019). O mecanismo de diminuição induzido pelo parasito 

associado à baixa expressão de receptores de IL-2 (Passos et al., 2017). Em um 

estudo sobre células T feito em pacientes bolivianos que apresentavam infecção 

em fase aguda, foi observada uma diminuição acentuada na frequência de 

células T que expressava a região variável  5 (Vβ5) do receptor de células T 

(TCR), no entanto, em pacientes em fase crônica, as células T que expressam 

Vβ5 e TCR estavam altamente expandidas. Este evento pode ser observado 

tanto em PBMCs recém-isoladas e em PBMCS após a estimulação in vitro com 

antígenos do parasita (Costa et al., 2000).  

A lesão tecidual decorrente da doença de Chagas aguda está 

relacionada à persistência de altos níveis de citocinas pró-inflamatórias e ao 

aumento de linfócitos T CD4+ e CD8+ responsáveis pela produção de IFN-γ no 

sangue periférico, além da redução de células T reguladoras (Boscardin et al., 

2010). No entanto, durante a fase crônica indeterminada, é possível perceber o 

aumento do número de células regulatórias e produção elevada de IL-10, que 

promovem a desativação de macrófagos e inibição dos efeitos das células T e 

NK (Pérez-Antón et al., 2018). É possível perceber que para controlar a infecção, 

deve haver um equilíbrio entre os mecanismos efetores contra o parasita e a 
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produção de mediadores que impeçam que essa resposta imune exacerbada 

ocasione o dano tecidual (Passos et al., 2017).  

1.2. Células-tronco mesenquimais 

As células-tronco são identificadas de acordo com duas características: 

a capacidade de se diferenciar em diferentes linhagens e a capacidade de auto 

renovação. Essas características podem ser encontradas tanto em células 

embrionárias, como em células adultas (Potten et al., 1990).  Frequentemente, 

as células-tronco são classificadas de acordo com a multipotencialidade. De 

acordo com essa classificação, as células-tronco totipotentes são capazes de se 

dividir e se diferenciar em todos os tipos de célula, através da formação de 

estruturas embrionárias e extra-embrionárias (Zakrzewski et al., 2019). As 

células-tronco pluripotentes podem formar células de todas as camadas 

germinativas, mas não de estruturas extra-embrionárias, como a placenta (de 

Kretser D., 2007). As células-tronco multipotentes dispõem de um espectro de 

diferenciação mais estreito, podendo se especializar em células de linhagens 

celulares específicas, como as célula-tronco hematopoiéticas que podem se 

diferenciar em vários tipos de células sanguíneas (Zakrzewski et al., 2019). Por 

fim, as células-tronco unipotentes são capazes de se diferenciar em apenas um 

tipo celular, mas mantém a propriedade de auto renovação que as distingue das 

células não-tronco (Ding et al., 2011). 

As células-tronco embrionárias humanas são oriundas da massa celular 

interna do blastocisto, responsável pelo desenvolvimento do feto durante o 

processo de embriogênese (Sukuyan et al., 1993). Essas células formam 

agregações que são chamadas de camadas germinativas: endoderme, 

mesoderme e ectoderme, e cada uma delas eventualmente dará origem a 

células e tecidos diferenciados do feto (Larijani et al., 2012). As células-tronco 

multipotentes podem ser encontradas em todo o organismo como células 

indiferenciadas, e suas principais características são a proliferação pela 

diferenciação em células especializadas sob certas condições fisiológicas 

(Larijani et al., 2012). O processo de especialização das células-tronco acontece 

por sinais externos como aqueles mediados por meio do contato físico entre 
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células, ou pela secreção de mediadores solúveis; a diferenciação das células-

tronco pode ser controlada também por meio de  sinais internos, controlados por 

genes (Zakrzewski et al., 2019). As células-tronco participam dos processos de 

reparo do corpo, através da formação de novas células, sendo que essa 

participação depende diretamente do órgão em que estão (Larijani et al., 2012). 

As células-tronco participam do processo regenerativo por meio da liberação de 

fatores solúveis também, como fatores de crescimento (Baraniak et al., 2010). 

As células-tronco mesenquimais (CTMs) são células estromais que 

possuem a capacidade de auto renovação e também apresentam capacidade de 

se diferenciar em células de várias linhagens (Dennis et al., 2002). Elas podem 

ser obtidas a partir de vários tipos de tecidos, como cordão umbilical, medula 

óssea, tecido adiposo, entre outros (Ding et al., 2011). As CTMs foram 

identificadas como células-tronco residentes em quase todos os órgãos adultos 

(Mazini et al., 2020). Alguns estudos mostram que as CTMs se apresentam como 

pericitos que podem ser encontrados ao redor dos vasos sanguíneos, o que 

contribui para a compreensão de seu amplo potencial regenerativo em tecidos 

adultos (Corselli et al., 2013). Devido a sua facilidade de isolamento em alguns 

tipos de tecido, tais como o tecido adiposo e medula óssea, combinada com suas 

capacidades de auto renovação e multipotencialidade, as CTMs vem sendo 

consideradas como uma opção de tratamento promissora para diversas doenças 

(Sacchetti et al., 2007). As CTMs do tecido adiposo desempenham um papel no 

controle da inflamação tecidual e no processo de  imunomodulação, através da 

adoção de um fenótipo imunorregulador em resposta à fatores inflamatórios 

como o IFN-γ, IL-1β ou TNF-α, que serão secretados pelas células imunes 

ativadas (Hoogduijn et al., 2019). Quando essas células reconhecem padrões 

moleculares associados a patógenos, tais como o LPS, inicia-se a ativação de 

TLRs, que promoverá a expressão de citocinas inflamatórias como TNF-α (Baer 

et al., 2019). 

Devido à presença de CTMs em uma grande gama de tecidos, ainda não 

existe um biomarcador único para a sua identificação. A fim de estabelecer 

alguns critérios mínimos para a caracterização de CTMs, foi estabelecido pela 
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Sociedade Internacional de Terapia Celular (International Society for Cellular 

Therapy) (Dominici et al., 2006) (figura 2), um conjunto de marcadores e 

características celulares. Estas incluem a capacidade de auto renovação, 

aderência ao plástico, potencial de diferenciação multipotente e a expressão de 

um conjunto característico de marcadores de superfície, como cluster de 

diferenciação (CD)73, CD90 e CD105, e uma baixa expressão de CD14, CD34, 

CD45 e antígeno leucocitário humano-DR (HLA-DR) (Pendleton et al., 2013). 

Figura 2. Requisitos para caracterização das populações de CTMs segundo a 

Sociedade Internacional de Terapia Celular. Modificado de Dominici et al., 2006. 

 

A qualidade da amostra de CTM é influenciada por muitos fatores, tais 

como a qualidade do isolamento e do cultivo, a idade do doador e as condições 

de saúde (Bruder et al., 1997). Vários estudos vêm mostrando o potencial das 

CTMs de se diferenciarem em múltiplas linhagens celulares, sendo que alguns 

estudos avaliaram o potencial de diferenciação adipogênico e osteogênico 

(Fujimura et al., 2005; Vishnubalaji et al., 2012), enquanto outros se 

concentraram apenas na capacidade de diferenciação adipogênica e 

condrogênica (Danisovic et al., 2009; Afizah et al., 2007; Schipper et al., 2008). 

1.2.1. Mecanismos de imunorregulação pelas células-tronco 

mesenquimais 

Dentre as diversas propriedades descritas até o momento para as CTMs, 

está sua capacidade de modular tanto a resposta imune inata quanto a 

adaptativa. De fato, as CTMs podem inibir a ativação de células dendríticas, 
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macrófagos pró-inflamatórios do tipo M1, células NK e células B e T (figura 3), 

enquanto induzem a geração de células com fenótipos anti-inflamatórios 

(Aggarwal et al., 2005). Devido a essa alta capacidade imunorreguladora, o 

potencial terapêutico das CTMs em distúrbios autoimunes e inflamatórios tem 

sido intensamente investigado em modelos experimentais de camundongos 

(Ghannam et al., 2010; González et al., 2009). A literatura apresenta resultados 

promissores em modelo experimental de artrite (Bouffi et al., 2010; González et 

al., 2009), diabetes (Moreira et al., 2017; Capilla-González et al., 2018; Mahmoud 

et al., 2019) e lúpus (Liu et al., 2018). Parte desses resultados já foram 

confirmados em ensaios clínicos, subsidiando o uso de CTMs para auxiliar no 

tratamento de doenças fibróticas e inflamatórias como a doença do enxerto 

contra o hospedeiro (Zhou et al., 2020), esclerose múltipla (He et al., 2021), 

diabetes tipo 1 (Boháčová et al., 2018), lúpus eritematoso sistêmico (Li et al., 

2021), uveíte refratária (Yang et al., 2021), glomerulonefrite (Al Mushafi et al., 

2021), dentre outros. 

Figura 3. Interações imunomodulatórias entre as células-tronco mesenquimais 

e células imunes. As CTMs participam em funções imunomoduladoras por 

interações com células do sistema imune, como células T, células B, células NK, 

macrófagos, monócitos, células dendríticas e neutrófilos, pelas vias de contatos 

célula a célula (setas azuis) e por mediadores parácrinos (demonstrada pelo 

secretoma). Dentro do secretoma é possível encontrar uma gama de citocinas, 

fatores de crescimento e quimiocinas, e suas funções imunomodulatórias variam 

de acordo com a fonte de CTMs. Imagem retirada de Song, Na et al., 2020. 
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As CTMs atuam na modulação do sistema imune inato e adaptativo 

através de mecanismos de interação como o contato célula-célula, que atua em 

conjunto com a secreção de fatores imunológicos solúveis (Kean et al., 2013). 

Através de moduladores específicos, como mediadores celulares lipídicos, 

citocinas e fatores de crescimento, as CTMs modulam as respostas inflamatórias 

e equilibram os perfis imunológicos (Wang et al., 2018). Além de moléculas 

solúveis, moléculas de adesão,  e os antígenos do complexo de 

histocompatibilidade (HLA) são também relevantes para a indução do processo 

de imunossupressão pelas CTMs (Aboalola et al., 2017).  

O secretoma da CTMs é formado por uma diversidade de fatores de 

crescimento, como o fator de crescimento de hepatócitos (HGF), fator de 

crescimento de fibroblastos (FGF) e fator de crescimento transformante-β1 

(TGF-β1), citocinas, como TNF-α e IL-10, mediadores lipídicos como PGE2, 

enzimas como indoleamina-pirrol 2,3 - dioxigenase (IDO) e espécies reativas 

como NO, entre muitos outros que se unem para modular a função de células 

imunes (Li et al., 2017; Salgado et al., 2010). Esses fatores parácrinos são 

encontrados livres no ambiente extracelular ou encapsulados em vesículas 
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extracelulares. Neste contexto, foi demonstrado que vesículas extracelulares 

produzidas pelas CTMs atuam no aumento da geração de macrófagos M2 e de 

células T reguladoras, ao mesmo tempo que atuam na supressão da maturação 

de monócitos e da proliferação de células T e células B (Prockop et al., 2013; 

Bernardo et al., 2013). 

As CTMs também atuam no processo de regulação do processo 

inflamatório e no reparo de células e tecidos danificados, através da adesão aos 

locais com inflamação ativa (Ren et al., 2008). A modulação da imunossupressão 

é potencializado quando as CTMs são estimuladas pela primeira vez por 

citocinas inflamatórias, tais como o TNF e interleucina- (IL) 1 (Abomaray et al., 

2016). Além de responderem aos sinais das citocinas inflamatórias, as CTMs 

também produzem moléculas imunorreguladoras que atuam na mediação do 

processo de inflamação, sendo elas a IDO em humanos e NO, em camundongos 

(Su et al., 2014). Em reconhecimento à capacidade de imunomodulação do 

secretoma de CTMs, diferentes ensaios clínicos estão sendo realizados com o 

intuito de validar a utilização de secretomas de CTMs para tratar doenças imunes 

e pacientes com distúrbios imunológicos graves, incluindo doença de Crohn (Bai 

et al., 2012; Dalal et al., 2012) e COVID-19 (Sahu et al., 2021). 

A interação entre as CTMs e diferentes células imunológicas vem sendo 

gradualmente elucidado. Por exemplo,  foi demonstrado que, de acordo com o 

microambiente específico proveniente das CTMs, macrófagos podem ser 

polarizados no perfil M1 ou M2 (Glass et al., 2016). Estudos mostraram que a 

co-cultura de macrófagos com CTMs promove a indução de macrófagos M2, que 

atuam na  atividade fagocítica, na liberação de IL-10, e também regulam 

negativamente os níveis de citocinas inflamatórias, como IFN-γ, TNF-α, IL-1 β, e 

IL -12 (Zhang et al., 2010; Liu et al., 2015).  

As CTMs também demonstraram a capacidade de inibir as respostas de 

células T, com o objetivo de se comunicar com células apresentadoras de 

antígenos através da regulação positiva da molécula-1, da adesão intercelular 

(ICAM-1) e da molécula-1 de adesão celular vascular (VCAM-1), moléculas com 
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atuação importante para a ativação de células T e para o processo de 

recrutamento de leucócitos para o local da inflamação (Ren et al., 2010).  

1.2.2. Alterações funcionais de células-tronco mesenquimais em doenças 

sistêmicas 

Inicialmente descritas como células responsáveis pela regeneração 

tecidual, as CTMs são atualmente consideradas componentes relevantes para 

uma ampla gama de processos fisiológicos, como hematopoese (Aqmasheh et 

al., 2017) e outros eventos de diferenciação celular, angiogênese, controle do 

stress oxidativo, dentre outros (Vizoso et al., 2019). Consequentemente, quando 

apresentam disfunções, as CTMs contribuem para processos patológicos. De 

fato, alterações em CTMs já foram descritas em doenças como lúpus, fibrose 

pulmonar idiopática, diabetes, psoríase, artrite reumatoide, síndromes 

mielodisplásicas e também ao longo do envelhecimento (Vizoso et al., 2019).  

Quando em contato com patógenos, as CTMs também apresentam 

alterações funcionais. Quando em contato com patógenos, as CTMs podem ter 

sua capacidade imunorregulatória comprometida como observado após a 

infecção de CTMs por citomegalovírus (Meisel et al., 2014), ou no caso de 

patógenos reconhecidos por TLR3 (Najar et al., 2017). Porém, a investigação da 

interação de CTMs com diferentes patógenos ainda é incipiente, justificando 

novos trabalhos e contribuindo para a concepção de que as CTMs constituem 

não apenas ferramentas terapêuticas, mas parte do processo fisiopatológico em 

diferentes doenças.  

Considerando as alterações teciduais locais e sistêmicas observadas na 

doença de Chagas, o presente trabalho tem como objetivo investigar como as 

populações de CTMs obtidas do tecido adiposo de doadores humanos saudáveis 

se comportam durante a infecção pelo parasito hemoflagelado T. cruzi, e se essa 

infecção altera a capacidade imunomodulatória parácrina dessas células, por 

meio de ensaios com macrófagos e células mononucleadas do sangue periférico 

(PBMCs). 
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2. Justificativa 

A fisiopatologia da doença de Chagas é complexa e ainda não foi 

completamente elucidada. Este fato compromete a proposição de novos 

tratamentos efetivos para a doença, como recentemente observado nas 

tentativas frustradas de terapia celular. Entre as alterações já descritas para a 

doença estão a disfunção da medula óssea e do tecido adiposo, culminando em 

alteração da resposta imunológica, elemento relevante no combate ao parasita 

e controle da doença. Notoriamente, as CTMs residem nestes tecidos, onde 

possuem papel relevante no controle da geração e regulação de células 

imunológicas. Porém, até o momento não há nenhum tipo de investigação sobre 

o que ocorre com as populações endógenas de CTMs do hospedeiro mamífero 

infectado por T. cruzi. Por conseguinte, este é o objetivo do presente trabalho: 

avaliar o efeito do parasitismo pela cepa Colombiana de Trypanosoma cruzi 

sobre a capacidade imunomodulatória de CTMs por meio parácrino. Esta 

avaliação pode contribuir para a compreensão de mais um aspecto da 

fisiopatologia da doença de Chagas e também contribuir para a otimização de 

novas tentativas de terapia celular para a doença. 
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3. Hipótese 

Pergunta: As CTMs humanas têm sua capacidade imunomodulatória parácrina 

alterada pelo parasitismo por Trypanosoma cruzi? 

Hipótese: Hipotetiza-se que as CTMs tenham as suas funções alteradas pela 

infecção por T. cruzi. 
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4. Objetivos 

4.1. Objetivo geral 

Avaliar o efeito da infecção por Trypanosoma cruzi sobre a capacidade 

imunomodulatória parácrina de CTMs. 

4.2. Objetivos específicos 

1. Isolar e caracterizar CTMs humanas do tecido adiposo. 

2. Realizar a infecção de CTMs por formas tripomastigotas da cepa 

Colombiana de Trypanosoma cruzi e determinar a carga parasitária. 

3. Avaliar a capacidade imunomodulatória parácrina das CTMs infectadas 

ou não por T. cruzi sobre macrófagos e PBMCs humanos. 
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5. Metodologia  

5.1. Fluxograma Geral 

 

 

5.2. Preparação de meio de cultivo celular DMEM LOW GLUCOSE 

O meio Dulbecco's Modified Eagle Medium low glucose (DMEM; Sigma-

Aldrich) foi ressuspendido em água destilada e suplementado com 1 mL de 

gentamicina (Novafarm) na concentração de 100 IU/L e 3,7 g de bicarbonato de 

sódio. 

O pH foi ajustado para 7.4 e o meio foi então filtrado em sistema de 

filtração a vácuo, com membrana de 0,22 μm (Corning) e aliquotado. A 

esterilidade do meio transferido para as garrafas foi testada colocando uma 

alíquota de meio em uma estufa a 37 °C por 24 horas. Caso o meio não estivesse 

contaminado, ele foi então suplementado com 10% v.v. de soro fetal bovino 

(SFB, Gibco). 

 

5.3. Cultivo de Trypanosoma cruzi 

As formas epimastigotas da cepa Colombiana de T. cruzi foram 

provenientes do banco de células disponível no laboratório interdisciplinar de 

biociências da Faculdade de Medicina da Universidade de Brasília, mantidas a 

25 °C em meio Lit suplementado com 10% de SFB, 100 IU/mL de penicilina e 

100 μg/mL de estreptomicina (Gibco), e os repiques foram feitos a cada 15 dias. 

Para a obtenção de formas tripomastigotas, foi feita a cultura de células da 
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linhagem L6, que foram mantidas em meio DMEM suplementado com 5% v.v. 

SFB (Gibco) e incubadas a 37 °C e 5% CO₂ por 3 dias, quando foram infectadas 

pelas formas epimastigotas de T. cruzi. Após 7 dias, o sobrenadante foi coletado 

e centrifugado por 5 minutos a 300 g para a obtenção do pellet (Dumoulin et al., 

2018). 

 

5.4. Isolamento, cultivo e caracterização de células-tronco 

mesenquimais derivadas do tecido adiposo 

As CTMs humanas foram isoladas a partir do tecido adiposo subcutâneo 

abdominal de doadores saudáveis (n=3) que passaram por cirurgia de 

lipoaspiração. A obtenção das amostras de tecido adiposo ocorreu após a 

assinatura de termo de consentimento livre e esclarecido, conforme projeto 

aprovado pelo comitê de ética de pesquisa da Universidade de Brasília 

(protocolo número 30175020.00000.5558).  

As CTMs foram isoladas conforme de Carvalho JL et al., 2015. O tecido 

adiposo coletado foi lavado com tampão fosfato-salino (PBS) 0,15 M 

suplementado com uma solução de penicilina e estreptomicina (Gibco) nas 

concentrações finais de 100 U/mL e 100 µg/mL, respectivamente. Após a 

lavagem, o tecido adiposo foi então digerido por 1 hora a 37o C, em solução de 

colagenase do tipo 2 (Gibco), na concentração de 0,01% p.v. Ao final da 

digestão, a enzima foi inativada por meio da adição do mesmo volume de SFB 

(Gibco), e a amostra centrifugada para a obtenção e plaqueamento das células 

do pellet, descrito como a fração vascular estromal do tecido adiposo. O cultivo 

das células da fração vascular estromal foi feito em DMEM low glucose (Sigma-

Aldrich) suplementado com 10% v.v. de SFB (Gibco), a 37 °C e 5% CO₂. As 

células foram expandidas até a 3.ª passagem e criopreservadas em nitrogênio 

líquido até a realização dos experimentos. As células isoladas de cada doador 

foram aleatoriamente denominadas CTM 1, 2 e 3. 

 

5.4.1. Criopreservação e descongelamento 
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As CTMs foram expandidas até a 3.ª passagem e criopreservadas em 

nitrogênio líquido até o uso. Para tanto, ao atingir 70-80% de confluência, as 

células foram coletadas por meio de tripsinização, contadas e ressuspendidas 

em solução composta por 90% v.v. SFB (Gibco) e 10% v.v. de dimetilsulfóxido 

(Sigma-Aldrich). O congelamento foi feito em criotubos (Millipore), utilizando uma 

placa de congelamento lento (ThermoFisher Scientific) a -80 oC e, 

posteriormente, as células foram armazenadas em tanque de nitrogênio.  

Para o descongelamento, o conteúdo do criotubo foi descongelado em 

banho-maria a 37 °C; diluído em 3 mL de meio de cultura e centrifugado por 3 

minutos a 189 g. Após a centrifugação, o sobrenadante foi descartado e o pellet 

de células ressuspendido em 1 mL de meio de cultura. As células foram contadas 

e 200.000 células foram plaqueadas em cada garrafa de cultura de 75 cm² 

(Kasvi). Para a contagem, a solução contendo as células foi diluída na proporção 

de 1:5 com solução 0,4% de Azul de Tripan (Gibco) e aplicada na câmara de 

Neubauer para contagem das células nos quatro quadrantes exteriores. As 

CTMs foram cultivadas em meio DMEM low glucose (Sigma-Aldrich) 

suplementado com 10% v.v. de SFB (Gibco) a 37 °C e 5% CO². CTMs de 

passagem 3 a 5 foram usadas para os experimentos descritos a seguir. 

 

5.4.2. Troca de meio e passagem 

A troca de meio das células foi feita a cada 2 ou 3 dias. A quantidade de 

meio usada para manutenção foi: Garrafa 75 cm² (Kasvi) 10-15 mL; Placa de 6 

poços 2 mL/poço (Kasvi). Ao atingir confluência de aproximadamente 80%, as 

células foram lavadas com PBS (6 mL para garrafa de 75 cm²) e incubadas com 

Tripsina (Prolab) por 3 minutos a 37 °C. Em seguida, foi adicionado meio 

DMEM/SFB e o tubo foi centrifugado por 5 minutos a 256 g. O pellet de células 

foi ressuspendido em 1 mL de meio de cultura.  

 

5.4.3. Caracterização das células-tronco mesenquimais 

A caracterização das CTMs foi feita seguindo as recomendações da 

Sociedade Internacional de Terapia Celular e Gênica (Dominici et al., 2006), 

conforme descrito a seguir. 
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5.4.3.1. Adesão ao plástico 

A adesão ao plástico foi verificada por meio de observação em 

microscópio invertido Olympus CKX 41, após o isolamento e durante todo o 

período de cultivo das células.  

5.4.3.2. Perfil imunofenotípico 

A imunofenotipagem de todas as células foi realizada com o Human MSC 

Analysis Kit (BD Stemflow™), seguindo as recomendações do fabricante, e a 

leitura do sinal de fluorescência emitido pelas células marcadas ocorreu no 

equipamento FACSCalibur™ (BD). Os marcadores analisados foram CD44; 

CD73; CD90 e CD105, enquanto o coquetel negativo continha anticorpos  para 

CD45; CD34; CD11b; CD19 e HLA-DR. Foram adquiridos 10.000 eventos em 

cada leitura. Os dados foram analisados no software FlowJo (Dominici et al., 

2006). 

5.4.3.3. Diferenciação Celular 

Após descongelamento e expansão, células dos três doadores foram 

diferenciadas em condrócitos e adipócitos. Para todas as diferenciações, foram 

plaqueadas 1 x 10⁴ células por poço em placa de 6 poços, mantidas em meio de 

cultura DMEM low glucose (Sigma) acrescido de 10% v.v. SFB (Gibco) até a 

confluência de aproximadamente 80%. A partir da obtenção da confluência, foi 

iniciado o cultivo com meios específicos para as diferenciações. A troca de meio 

foi feita a cada 2 dias. Células mantidas em meio basal foram mantidas como 

controle negativo de diferenciação (Dominici et al., 2006). 

5.4.3.4. Meios de diferenciação celular 

5.4.3.4.1. Condrogênico 

Para diferenciação condrogênica foi utilizado o meio comercial 

StemPro™ Chondrogenesis Differentiation Kit (ThermoFisher Scientific), 

gentilmente cedido pelo professor Robert Pogue, da Universidade Católica de 

Brasília. O meio comercial foi diluído (1:1) em meio DMEM low glucose (Sigma-

Aldrich) sem adição de SFB (Gibco). A diferenciação durou 21 dias. 
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5.4.3.4.2. Adipogênico 

Ao meio de cultivo base, DMEM low glucose (Sigma-Aldrich), 

suplementado com 10% SFB (Gibco) e gentamicina (Novafarm); foi adicionado: 

Dexametasona (Teuto, medicamento genérico, comprimidos de 4 mg) 

concentração de 100 uM/L; Indometacina Cristalina (Sigma-Aldrich) 

concentração de 71 mg/L; isobutil-metilxantina (3-Isobutyl-1-methylxanthine, ou 

IBMX, ≥99% HPLC), Sigma-Aldrich) concentração 111,1 mg/L e Insulina 

(Novolin, Nordisk, medicamento injetável, concentração de 100 UI/mL). A 

diferenciação durou 21 dias. 

5.4.4. Coloração de células diferenciadas 

5.4.4.1. Condrogênica 

Para verificação da condrogênese, após 21 dias de indução de 

diferenciação, as células foram lavadas com PBS e fixadas por 30 minutos em 

solução de formalina 10%. Após a fixação foram novamente lavadas com PBS e 

mantidas em solução 1% de azul de alcian (do inglês, Alcian Blue - Sigma-

Aldrich) diluído em 0,1 N HCL por 30 minutos. As células coradas foram então 

lavadas três vezes com 0,1 N HCL e mantidas em PBS (Ullah et al., 2012). 

5.4.4.2. Adipogênica 

Para verificação da adipogênese, após 21 dias de indução de 

diferenciação, as células foram lavadas com PBS e fixadas por 30 minutos em 

solução de formalina 10%. Em seguida as células foram lavadas com água 

destilada e mantidas em isopropanol 60% por 5 minutos. O isopropanol foi 

retirado e adicionou-se 2 mL da solução de uso de Oil Red (Sigma-Aldrich) por 

5 minutos. As células foram lavadas com água destilada. Foi adicionado 2 mL de 

hematoxilina por 1 minuto. Após a retirada da hematoxilina, as células foram 

lavadas três vezes com PBS e mantidas em PBS (Fink et al., 2011). 

5.4.5. Capacidade proliferativa 

As CTMs foram expandidas em garrafas de cultura T75 (Kasvi) com meio 

de cultura basal DMEM (Sigma-Aldrich) suplementado com 10% v.v. de SFB 

(Gibco). Foram plaqueadas 2x10⁵ células por garrafa e a avaliação da 

capacidade proliferativa foi realizada por meio de contagem de células. 
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5.4.6. Avaliação da expressão gênica 

As CTMs 1, 2 e 3 foram avaliadas quanto à expressão basal dos genes 

gliceraldeído fosfato desidrogenase (GAPDH), interleucina 10 (IL-10), 

indoleamina-pirrol 2,3-dioxigenase (IDO), gene 6 induzível por fator de necrose 

tumoral (TSG 6) e fator de crescimento transformador beta (TGF-β), por meio de 

qRT-PCR, realizada conforme descrito no item 5.8.2. 

5.5. Infecção de células-tronco mesenquimais com T. cruzi 

As CTMs 1, 2 e 3 foram cultivadas em garrafas T75 (Kasvi) com DMEM 

low glucose (Sigma-Aldrich), suplementado com 10% v.v. de SFB (Gibco). As 

células foram infectadas por formas epimastigotas da cepa Colombiana de 

Trypanosoma cruzi, em duas concentrações diferentes, sendo 1:1 e 1:5 (CTMs: 

parasitos) e mantidas por 72 h a 37 °C e 5% CO₂. As células de cada doador 

foram consideradas como uma replicata biológica. Após a visualização da 

infecção das células pelos parasitos, foi iniciada a troca de meio DMEM low 

glucose (Sigma-Aldrich), suplementado com 5% v.v. SFB (Gibco) a cada 2 ou 3 

dias.  

 

5.6. Preparo do meio condicionado de CTMs infectadas ou não por T. 

cruzi 

O meio utilizado para o cultivo de CTMs foi coletado 48 hs após a troca 

de meio feita no 5.º dia de infecção por T. cruzi ou em células não infectadas 

como controle. Os meios coletados foram centrifugados por 3 minutos a 189 g 

para a remoção de parasitos. Posteriormente, os meios coletados foram filtrados 

em membrana de 0,22 μm e congelados até o uso.  
 

5.7. Determinação da carga parasitária 

A carga parasitária foi determinada por meio de PCR em tempo real (ou 

PCR quantitativa, qPCR) com o kit Lumina Ct Sybr Green qPCR ReadyMix 

(Sigma) com CTM de 3 doadores, infectadas e não infectadas por T. cruzi para 

a avaliação da expressão do gene Tc40 (Rose et al., 2020), conforme foi descrito 

no item 5.9.6.  
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5.8. Ensaio de ativação e polarização M1/M2 em macrófagos da linhagem 

U937 tratados com sobrenadante de CTM infectadas ou não por T. 

cruzi 

As células de linfoma U937 foram obtidas do Banco de Células do Rio 

de Janeiro e mantidas em meio RPMI 1640 (Invitrogen ®) com adição de 10% 

v.v. de SFB (Gibco), a 37 °C e 5% de CO₂. Para os experimentos, as células 

foram plaqueadas e tratadas com 10 nM phorbol 12-myristate 13-acetate (PMA) 

(Sigma-Aldrich) em placa de 96 poços em uma densidade de 10⁵ células / poço 

por 24 horas, seguindo protocolo amplamente padronizado na literatura (Song et 

al., 2015; Prasad et al., 2020; Yang et al., 2017). Após 24h, foi adicionado, de 

acordo com o grupo experimental, o sobrenadante de CTMs infectadas ou não 

infectadas diluído 1:1 em RPMI/SFB, além de LPS na concentração de 0,5 μ 

g/mL. As células foram então incubadas por mais 24 h e o sobrenadante coletado 

para a avaliação da produção de óxido nítrico (Green et al., 1982). 

5.8.1. Quantificação da produção de Óxido Nítrico 

O método de Griess foi usado para quantificar a produção de óxido 

nítrico (NO). Foram adicionados 20 µl de reagente de Griess, que foi preparado 

com 0,05 g de sulfanilamida a 1% e N-(1-naftil) etilenodiamina dihidrocloridrato 

à 0,2% dissolvido em ácido fosfórico à 5%, dissolvidos em 25 mL de água 

destilada. A concentração restante de nitrito foi determinada a 540 nm. Os 

resultados foram expressos como uma porcentagem do nitrito gerado, 

estabelecida por meio da realização de uma curva de diluição usando nitrito de 

sódio como padrão (Green et al., 1982). 

 

5.8.2. Avaliação da expressão gênica 

A expressão dos genes GAPDH que foi usado como controle, os genes 

de polarização M1: IL-1β e TNF-α e o gene de polarização M2: IL-10 foi avaliada 

em macrófagos infectados ou controle, estimulados com LPS ou não, por meio 

de qRT-PCR, conforme descrito no item 5.9.6. 

 

5.9. Ensaio de ativação de linfócitos T tratados com sobrenadante de 

CTMs infectadas ou não por T. cruzi 
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Foi feito cultivo de células mononucleares de sangue periférico 

(peripheral blood mononuclear cells - PBMCs) seguida de ativação com 

Fitohemaglutinina (phytohemagglutinin - PHA, 5 μg/mL) (Hearing et al., 1999; Lin 

et al., 2018), e avaliação de proliferação através da marcação dos PBMCs por 

carboxifluoresceína succinimidil éster (CFSE) (Serejo et al., 2019). 

5.9.1. Isolamento de células polimorfonucleares do sangue periférico 

Foi feita a coleta de sangue periférico de 3 doadores em 3 tubos com 

EDTA, com volume total de aproximadamente 10 mL. Após a coleta de sangue 

anticoagulado, foi feita uma diluição com PBS. Em um novo tubo, 3 mL de Ficoll 

(Sigma-Aldrich) foram adicionados a 8 mL de sangue diluído 1:2 em PBS, 

seguido de centrifugação por 30 a 40 minutos (sem frenagem). Após, as PBMCs 

foram transferidas para um novo tubo e uma lavagem com solução tampão foi 

feita. Para remover as plaquetas, após a lavagem, foi necessário realizar mais 

uma centrifugação a 200 g e remover o sobrenadante (Hearing et al., 1999; Lin 

et al., 2018). 

5.9.2. Ensaio de proliferação de PBMCs  

As PBMCs de 3 doadores foram ativadas por PHA (Sigma-Aldrich, 5 

μg/mL) (Hearing et al. 1999; Lin et al. 2018), seguido de avaliação de proliferação 

através da marcação por CFSE com concentração de 2,5 μM de CFSE por poço 

em 100 uL de meio RPMI 10% v.v. de SFB  acrescido de 5 μg/mL PHA (Lange-

Consiglio et al., 2020). A leitura do sinal de fluorescência emitido pelas células 

marcadas CFSE e anticorpo anti-CD3 ocorreu com a aquisição de 10.000 

eventos no Citômetro FACSCalibur utilizando os canais de FL1 (CFSE-FITC) e 

FL4 (anti-CD3). Os dados foram analisados no software FlowJo (Serejo et al., 

2019). 

5.9.3. Extração de RNA e qRT-PCR 

RNA total foi obtido de amostras de T. cruzi da cepa colombiana, CTMs, 

U937 e PBMCs. Para tanto, ao pellet de 1 milhão de células foi adicionado 1 mL 

de TRIzolTM. As amostras foram vortexadas e mantidas à temperatura ambiente 

por 5 minutos e centrifugadas a 494g por 5 minutos. O sobrenadante foi 

transferido para um novo tubo, e adicionado 200 μL de clorofórmio (Sigma-

Aldrich). As amostras foram vortexadas novamente e mantidas à temperatura 
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ambiente por 10 minutos, em seguida centrifugadas a 4 °C, a 7168 g por 20 

minutos. Após a centrifugação, a fase aquosa (de cima) foi transferida para um 

novo tubo de 1,5 mL, e adicionado 3 μL de glycoblue (Invitrogen) e 500 μL de 

isopropanol (Sigma-Aldrich). A mistura foi vortexada e incubada no gelo por 10 

minutos. Após a incubação, as amostras foram centrifugadas a 16128 g por 10 

minutos e o sobrenadante foi descartado. Então, 1 mL de etanol 70% gelado foi 

adicionado ao pellet, e o tubo foi centrifugado a 16128 g por 5 minutos. O 

sobrenadante foi novamente descartado; o pellet de RNA foi mantido à 

temperatura ambiente até secar e por fim as amostras foram ressuspendidas em 

11 μL de água RNAse free.  

5.9.4. Quantificação de RNA 

O RNA foi quantificado no equipamento Qubit® (Invitrogen). Para cada 

quantificação, 1 μL de amostra de RNA foi utilizado.  

 

5.9.5. Síntese de DNA complementar  

O DNA complementar (cDNA) foi sintetizado a partir de 500 ng de RNA 

total, em um volume de 10 μL (completado com água RNAse free, se 

necessário). Ao RNA, foi adicionado 10 μL do mix preparado com o High 

Capacity cDNA Reverse Transcription Kit® (Applied Biosystems). Com este kit, 

para cada amostra a ser sintetizada em cDNA, utilizou-se: 4,2 μL de água RNAse 

free; 2 μL do Buffer RT 10X; 0,8 μL do mix de dNTP 25X; 2 μL de Random 

Primers RT 10X e 1 μL de MultiScribeTM Reverse Transcriptase. As amostras, 

em volume final de 20 μL, foram submetidas ao seguinte ciclo de temperatura 

em um termociclador: 10 minutos a 25 °C; 120 minutos a 37 °C; 5 minutos a 85 

°C, 4 °C e armazenadas em freezer a -20 °C até o uso. 

 

5.9.6. PCR em tempo real  

A análise de expressão gênica foi realizada por PCR em tempo real com 

o kit Lumina Ct Sybr Green qPCR ReadyMix (Sigma-Aldrich). Com este kit, para 

cada amostra utilizou-se: 1,9 μL de água RNAse free; 5 μL do Lumina S.G; 0,5 

μL do Primer R; 0,5 μL do Primer F, 0,1 μL de Rox e 2 μL de cDNA. As amostras, 

em volume final de 10 μL, foram submetidas ao seguinte ciclo de temperatura no 
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equipamento Step One: 10 minutos a 25 °C; 120 minutos a 37 °C; 5 minutos a 

85 °C e 4 °C. A expressão dos seguintes genes foi avaliada:  GAPDH; IFN-γ, 

TNF-α; IL-10, TGF-β; IL-1β,Tc40, IDO e TSG-6, e os iniciadores utilizados são 

apresentados na tabela 1. 

 

Tabela 1. Sequência de iniciadores. 

Gene Primer Foward (5'- 3’) Primer Reverse (5'- 3’) 

GAPDH ACATCGCTCAGACACCATG TGTAGTTGAGGTCAATGAAGGG 

IDO GGGAAGCTTATGACGCCTGT CTGGCTTGCAGGAATCAGGA, 

IL-10 GGCACCCAGTCTGAGAACAG ACTCTGCTGAAGGCATCTCG 

IL-1β ATGATGGCTTATTACAGTGGCAA GTCGGAGATTCGTAGCTGGA 

INF-γ ACTGTCGCCAGCAGCTAAAA TATTGCAGGCAGGACAACCA 

Tc40 TGCGAAGACGAGGAGTACAA GCCACACACGAGCACTTAAA 

TGF-B1 TGACACAGAGATCCGCAGTC GCTGTATTTAAGGACACCGTGC 

TSG-6 CCCAGGTTGCTTGGCTGATT GGACCCATACGTACCTTCCC 

TNF-α CACAGTGAAGTGCTGGCAAC GATCAAAGCTGTAGGCCCCA 

 

5.10. Análise de dados 

A análise dos dados foi feita através do software GraphPad Prism 8.0.2. 

Para a comparação entre os dados de produção de NO por macrófagos e 

proliferação de linfócitos T, os dados foram analisados de forma conjunta através 

do teste T. Para os dados analisados de forma individual apenas análise 

qualitativa foi feita. 
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6. Resultados 

6.1. Isolamento e caracterização das células-tronco-mesenquimais  

As CTMs isoladas a partir da doação de tecido adiposo de três doadores 

saudáveis foram capazes de aderir ao plástico durante o processo de cultivo e 

apresentaram morfologia fibroblastoide (Figura 4).  

Figura 4: Cultivo de células-tronco mesenquimais (CTMs) de 3 doadores em 
meio DMEM suplementado com 10% v.v. de SFB, visualizadas em microscópio 
invertido, sendo: (A) CTM 1, (B) CTM 2 e (C) CTM 3. Imagem feita em objetiva 
de 5x. 



45 
 

 

A caracterização do perfil imunofenotípico foi feita através da análise da 

expressão dos marcadores de superfície CD44; CD73; CD90 e CD140 que foram 

analisados de forma individual (Tabela 2, Figura 5), e dos marcadores CD11b; 

CD19; CD34; CD45 e HLA-DR, que foram analisados utilizando-se um pool com 

todos os anticorpos contra esses marcadores (Tabela 3, Figura 6). Os 

marcadores de superfície que foram analisados de forma individual, são 

considerados marcadores positivos de CTMs pela Sociedade Internacional de 

Terapia Celular. Os marcadores que foram analisados em pool são considerados 

como marcadores negativos para CTMs, pois são indicativos de contaminação 

por células de linhagens hematopoiéticas. A tabela 2 apresenta os dados 

relativos à porcentagem dos níveis de expressão dos marcadores positivos de 

CTMs. O doador 2 de CTM apresentou um nível de expressão mais baixo para 

o marcador CD90 em relação aos outros doadores. Os demais marcadores 

apresentaram uma expressão semelhante entre os doadores, permanecendo 

sempre em níveis acima de 90%. A tabela 3 apresenta os dados relativos à 

porcentagem dos níveis de expressão do coquetel negativo que foi feito em pool. 

Apenas as CTM 1 apresentaram nível de positividade levemente superior ao 

preconizado pela Sociedade Internacional de Terapia Celular. 

Tabela 2. Dados relativos à expressão de marcadores positivos para CTMs, em 

porcentagem. 

 CD44 CD73 CD90 CD105 

CTM 1 100% 100% 100% 95,2% 

CTM 2 92,2% 98,8% 63,6% 96,3% 

CTM 3 99,9% 99,9% 99,9% 99,9% 

 

Tabela 3. Dados relativos à expressão de marcadores negativos para CTMs, em 

porcentagem. 

 CD11b, CD19, CD34, CD45 e HLA-DR 

CTM 1 7,38% 

CTM 2 0,12% 

CTM 3 1,32% 
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Os valores acima de 95% para os marcadores positivos e abaixo de 5% 

para os marcadores negativos indicam o sucesso no isolamento de populações 

celulares enriquecidas de CTMs.  No entanto, foi possível observar diferenças 

nos níveis de expressão das proteínas avaliadas entre as amostras biológicas.  

Figura 5: Histogramas representativos dos marcadores positivos CD44; CD73; 

CD90 e CD140 em CTMs isoladas de três doadores. A linha preta pontilhada 

representa o controle de isotipo. A cor azul representa o nível de positividade 

para cada um dos marcadores avaliados. 

 

Figura 6: Histogramas representativos dos marcadores negativos CD11b; CD19; 

CD34; CD45 e HLA-DR em CTMs isoladas de três doadores. A avaliação da 

expressão destes marcadores foi feita com pool de anticorpos, nas amostras (A) 

CTM 1, (B) CTM 2 e (C) CTM 3. A linha preta pontilhada representa o controle 

de isotipo (controle negativo de marcação). A cor azul representa o nível de 

positividade para os marcadores avaliados. 
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Foi possível confirmar o potencial de diferenciação multipotente das CTMs 

isoladas através do ensaio de diferenciação em adipócitos e condrócitos (Figura 

7 e 8). A capacidade de diferenciação foi verificada por meio de cultivo em 

diferentes meios de indução. As diferenciações adipogênica e condrogênica 

duraram 21 dias, período após o qual as células foram fixadas e coradas com 

corantes específicos para a detecção de cada tipo celular. Nas amostras 

induzidas à diferenciação adipogênica (Figura 7), foi possível visualizar acúmulo 

intracelular de lipídios de forma nítida em todos os grupos estimulados à 

diferenciação. Por outro lado, as células mantidas em meio basal não 

apresentaram acúmulo lipídico. Nas amostras induzidas à diferenciação 

condrogênica (Figura 8), foi possível realizar a visualização do acúmulo de matriz 

extracelular rica em glicosaminoglicanas nos grupos induzidos à diferenciação, 

ao contrário das células mantidas em meio de cultivo basal.   

 

 

 

 

 

 

 

             

A B C 
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Figura 7. Diferenciação adipogênica de células-tronco mesenquimais (CTMs). 
As CTMs foram diferenciadas pelo período de 21 dias, quando foram coradas 
por meio de coloração de Oil Red. À esquerda, são apresentadas imagens 
representativas de células mantidas em meio de cultura basal, visualizadas em 
objetiva de 5x, sendo (A) CTM 1; (C) CTM 2 e (E) CTM 3. À direita, são 
apresentadas imagens representativas de células do mesmo doador mantidas 
em meio de diferenciação adipogênica, visualizadas em objetiva de 10x, sendo 
(B) CTM 1; (D) CTM 2 e (F) CTM 3. 
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Figura 8. Diferenciação condrogênica de células-tronco mesenquimais (CTMs). 
As CTMs foram diferenciadas pelo período de 21 dias, quando foram coradas 
por meio de coloração de Alcian Blue. À esquerda, são apresentadas imagens 
representativas de células mantidas em meio de cultura basal, visualizadas em 
objetiva de 5x, sendo (A) CTM 1; (C) CTM 2 e (E) CTM 3. À direita, são 
apresentadas imagens representativas de células do mesmo doador mantidas 
em meio de diferenciação condrogênica, visualizadas em objetiva de 10x, sendo 
(B) CTM 1; (D) CTM 2 e (F) CTM 3. 
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6.2. Taxa proliferativa das CTM  

A taxa proliferativa foi calculada através do plaqueamento de número 

conhecido de CTMs e contagem das células após 96 horas. Foram plaqueadas 

inicialmente 2x10⁵ células de cada doador de CTM em garrafas de cultivo.  Após 

96h de cultivo, uma confluência de aproximadamente 80% foi atingida nas 

garrafas de células dos três doadores de CTMs. As celulas foram tripsinizadas e 

contadas em câmara de neubauer. Observou-se que a CTM 3 teve maior nível 

de proliferação em relação à CTM 1 e 2 (Figura 9).  

Figura 9. Gráfico representativo da taxa de proliferação das CTMs dos três 
doadores. 

6.3. Assinatura imunológica das CTMs 

Foi feito PCR em tempo real dos genes GAPDH que foi usado como 

controle, IL-10, IDO, TGF-β e TSG-6, com o objetivo de estabelecer o padrão da 

expressão de genes relacionados à capacidade imunomodulatória nas CTMS 

dos diferentes doadores (Figura 10). Observou-se que existe diferença nos 

níveis de expressão basal dos genes relacionados a imunomodulação entre as 

CTMs, sendo que a CTM 1 expressa maior nível IL-10, IDO, TGF-β e TSG-6 

quando comparada às CTMs dos outros doadores. 
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Figura 10. Gráfico representativo da expressão de genes relacionados a 

imunomodulação em amostras dos diferentes doadores de células-tronco 

mesenquimais (CTMs 1, 2 e 3), sendo, (A) Expressão gênica de IL-10; (B) 

Expressão gênica de IDO; (C) Expressão gênica de TGF-β e (D) Expressão 

gênica de TSG-6. 

 

6.4. Ensaio de infecção de células-tronco mesenquimais por 

Trypanosoma cruzi 

As CTMs caracterizadas foram utilizadas para o experimento de infecção 

por Trypanosoma cruzi. Para a infecção, foi escolhida a cepa Colombiana de T. 

cruzi. As CTM foram plaqueadas e divididas em três grupos experimentais:  

1. células controle não infectadas;  

2. células infectadas em proporção 1:1 (CTMs: parasitos);  

3. células infectadas em proporção 1:5 (CTMs: parasitos).  

A infecção foi mantida por 72 horas, até que os primeiros ninhos de 

amastigotas pudessem ser visualizados no grupo de infecção 1:5. A infecção das 

células foi bem-sucedida, porém foi detectada toxicidade celular a partir do 5.º 

dia pós infecção no grupo infecção 1:5 e, a partir do 10.º dia no grupo infecção 

1:1. Aos 7 dias de infecção, o sobrenadante das culturas foi coletado e as 

células, tripsinizadas para isolamento de RNA, com o intuito de avaliar alterações 

de expressão gênica e carga parasitária. As demais células foram 

criopreservadas ou replaqueadas para observação até o 14.º dia. Porém, as 

células infectadas perderam a viabilidade antes de completar 14 dias de 

infecção. Não foram detectadas diferenças significativas entre as replicatas 
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biológicas. Os resultados obtidos mostram, portanto, que foi possível observar a 

infecção das CTMs por T. cruzi tanto na proporção de 1:1 (Figura 11) como 1:5 

(Figura 11). 

 

Figura 11. Cultivo de CTMs dos três doadores, após 7 dias de infecção por T. 
cruzi na concentração de 1:1 (CTMs: parasitos). (a) CTM 1, (b) CTM 2 e (c) CTM 
3, visualizadas em objetiva de 40x. As setas apontam os parasitos visualizados 
nas amostras.  
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Figura 12. Cultivo de CTMs dos três doadores, após 7 dias de infecção por T. 
cruzi na concentração de 1:5 (CTMs: parasitos). (a) CTM 1, (b) CTM 2 e (c) CTM 
3, visualizadas em objetiva de 40x. As setas apontam os parasitos visualizados 
nas amostras.  
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6.5. Determinação da carga parasitária 

Com o objetivo de confirmar a infecção observada microscopicamente e 

determinar a carga parasitária das amostras de CTMs dos três doadores 

infectadas por T. cruzi, foi feito PCR em tempo real para detecção e quantificação 

relativa do gene Tc40 que está presente em todas as fases da infecção pelo 

parasito (Figura 13). 

Figura 13. Gráfico representativo da expressão do gene Tc40 em amostras dos 
três doadores de CTMs infectados pelo T.cruzi. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Foi possível perceber que houve variação na quantificação da carga 

parasitária entre as amostras de CTMs infectadas, apesar da mesma proporção 

CTMs: parasitos ter sido utilizada inicialmente. Enquanto a parasitemia pode ser 

detectada e quantificada nas amostras de CTM 1 e CTM 2 infectadas, as 

amostras de CTM 3, mesmo tendo parasitos visualizados por microscopia, não 

tiveram o cDNA do parasito detectado por meio de qRT-PCR. 

6.6. Avaliação da expressão de genes associados à imunorregulação 
em células-tronco mesenquimais infectadas por Trypanosoma cruzi  

A fim de avaliar se a infecção das CTMs mudaria a expressão de 

citocinas secretadas por essas células, foi feito PCR em tempo real dos genes 

GAPDH que foi usado como controle, IL-10, IDO, TGF-β e TSG-6. Após a 

infecção, enquanto as CTM 1 apresentaram aumento no nível de expressão de 
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IL-10 e TGF-β, CTM 2 e 3 tiveram diminuição da expressão desse gene. Por 

outro lado, IDO teve seu nível de expressão aumentado após a infecção por T. 

cruzi na CTM 2, evento não observado nas demais amostras. Por fim, enquanto 

CTM 1 e 2 tiveram diminuição da expressão de TSG-6 após a infecção por T. 

cruzi, as CTM 3 apresentaram aumento na expressão desse gene. Foi possível 

observar, portanto, que existe diferença na expressão dos genes avaliados entre 

os doadores de CTMs, o que seria sugestivo de uma possível variação de 

potencial ou perfil imunorregulatório entre as células dos diferentes doadores 

após a infecção. 

Figura 14. Gráfico representativo da expressão gênica de citocinas em amostras 
dos três doadores de CTMs não infectados e infectados por T. cruzi. (A) 
Expressão gênica de IL-10 em CTMs não infectados e infectados pelo T.cruzi; 
(B) Expressão gênica de IDO em CTMs não infectados e infectados pelo T.cruzi; 
(C) Expressão gênica de TGF-β em CTMs não infectados e infectados pelo T. 
cruzi e (D) Expressão gênica de TSG-6 em CTMs não infectados e infectados 
pelo T. cruzi. 

 

6.7. Avaliação da produção de óxido nítrico em macrófagos estimulados 

com LPS e tratados com o sobrenadante de CTMs infectadas ou não 

por T. cruzi 

As células U937 foram diferenciadas em macrófagos e tratadas com 

sobrenadante de CTMs infectadas por T. cruzi e com sobrenadante de CTMs 

controle (não infectadas). Após estímulo feito com LPS, foi feita a dosagem de 

NO de modo a avaliar se o tratamento de macrófagos com sobrenadante de 
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CTMs infectadas ou não era capaz de alterar os níveis de secreção de NO 

(Figura 15). 

Figura 15. Gráfico da comparação da secreção de óxido nítrico (NO) entre os 
grupos de macrófagos tratados com sobrenadante de CTMs infectadas e não 
infectadas por T. cruzi. (A) Macrófagos tratados com sobrenadante de CTMs não 
infectadas por T. cruzi, estimulados e não estimulados por LPS; (B) Macrófagos 
tratados com sobrenadante de CTMs infectadas por T. cruzi, estimulados e não 
estimulados por LPS. CN+: controle positivo composto por macrófagos 
estimulados por LPS. CN-: controle negativo composto por macrófagos sem 
tratamento. 

 

Foi possível observar que a secreção de NO foi aumentada no controle 

positivo do experimento e também em todos os grupos que foram estimulados 

por LPS. Foi possível observar também que o tratamento com o sobrenadante 

de CTMs diminuiu os níveis de produção de NO em todas as amostras 

estimuladas com LPS, independente do doador ou status de infecção por T. cruzi 

das CTM. A análise estatística foi feita através da comparação entre o grupo de 

macrófagos tratados com sobrenadante de CTMs não infectadas, não 

estimulados e o mesmo grupo, sendo estimulado por LPS, sendo feita a uma 

análise para cada doador de CTMs. Nos grupos de macrófagos tratados com o 

sobrenadante de CTMs infectadas por T. cruzi, a análise estatística foi feita da 

mesma forma, através da comparação entre o grupo estimulado e o grupo não 

estimulado, em cada doador de CTM. Observou-se que houve diferença 

estatística entre os grupos, com valor de p<0,0001 nos grupos de macrófagos 

tratados com o sobrenadante de CTMs infectadas por T. cruzi, e também nos 
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grupos com o sobrenadante de CTMs não infectadas, com valor de p<0,0001. 

Todos os sobrenadantes de CTMs foram capazes de promover a diminuição na 

produção de NO, mesmo na presença da infecção pelo T. cruzi. 

 

6.8. Avaliação da expressão gênica em macrófagos  

 Com o objetivo de avaliar a polarização de macrófagos estimulados e 

não estimulados por LPS e tratados com o sobrenadante de CTMs infectadas e 

não infectadas por T. cruzi, foi realizada análise da expressão dos genes IL-1β, 

TNF-α e IL-10 (Figura 17 e 18). Observou-se uma variação grande entre os 

doadores na expressão de todos os genes. Na ausência de estímulo por LPS 

(Figura 17), os macrófagos tratados com sobrenadante de CTM 1 infectadas 

tiveram aumento da expressão de IL-1β, quando comparados ao grupo que 

recebeu sobrenadante destas células não infectadas, o posto do que foi 

observado nas amostras tratadas com sobrenadantes derivados de CTM 3. Por 

outro lado, as amostras de macrófagos tratadas com sobrenadante de CTM 2 

infectadas e não infectadas tiveram expressão semelhante de IL-1β. 

Considerando a expressão de IL-10, apenas as amostras tratadas com o 

sobrenadante de CTM 3 infectadas por T. cruzi tiveram aumento de expressão 

do gene em relação à amostra incubada com sobrenadante de CTM não 

infectada. Considerando a expressão de TNF-α, amostras incubadas com o 

sobrenadante de CTM 1 infectada tiveram maior expressão do gene do que as 

amostras incubadas com o sobrenadante de CTM 1 não infectada, observação 

contrária aos dados de CTM 2 e CTM 3.    
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Figura 16. Gráficos representativos da expressão gênica de macrófagos 

tratados com sobrenadantes de CTMs infectadas e não infectadas por T. cruzi. 

(A) Expressão gênica de IL-1β; (B) Expressão gênica de IL-10 e (C) Expressão 

gênica de TNF-α. 

 

Considerando as amostras de macrófagos estimulados com LPS e 

tratados com sobrenadantes de CTM (Figura 17), observou-se que a expressão 

de IL-1β não sofreu grandes alterações, independente da condição experimental. 

Por outro lado, IL-10 teve sua expressão aumentada nas amostras de 

macrófagos estimuladas por LPS e tratadas com o sobrenadante de CTM 

infectada em relação às amostras incubadas com o sobrenadante de CTM não 

infectada, tanto na amostra de CTM 1 quanto CTM 2. Já a expressão de TNF-α 

foi menor nas amostras de macrófagos estimulados por LPS e tratados com o 

sobrenadante de CTM 2 e 3 infectadas, quando comparadas às amostras 

estimuladas com LPS e incubadas com sobrenadante de CTMs não infectadas. 
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Figura 17. Gráficos representativos da expressão gênica de macrófagos 

tratados com sobrenadantes de CTMs infectadas e não infectadas por T. cruzi 

estimulados por LPS. (A) Expressão gênica de IL-1β; (B) Expressão gênica de 

IL-10 e (C) Expressão gênica de TNF-α. 

 

 Uma vez que macrófagos M1 são caracterizados pela alta expressão de 

IL-1β após estímulo, e macrófagos M2 são caracterizados pela alta expressão 

de IL-10, realizou-se a análise da razão da expressão destes genes, com o intuito 

de se avaliar o perfil adquiridos pelos macrófagos estimulados por LPS e tratados 

com os sobrenadantes de CTM (Figura 18). Nas amostras tratadas com o 

sobrenadante de CTM 1, observou-se uma possível polarização M1 no grupo 

estimulado com LPS, e possível polarização M2 no grupo estimulado com LPS 

e tratado com o sobrenadante de CTM infectada. Considerando as amostras 

tratadas com os sobrenadantes de CTM 2, observou-se possível polarização M1 

nos macrófagos estimulados com LPS e tratados com o sobrenadante de CTM 

2. Nas amostras estimuladas pelo sobrenadante de CTM 3, observou-se 

possível polarização M1 de macrófagos sem estímulo de LPS e tratados com o 

sobrenadante de CTM não infectadas. Após infecção das CTM 3 por T. cruzi, a 

razão IL-10/IL-1β foi revertida, sugerindo polarização M2 nas amostras sem 

estímulo com LPS.   
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Figura 18. Gráficos representativos da razão entre a expressão gênica de IL-10 
e IL-1β (IL-10/IL-1β)em macrófagos tratados com sobrenadantes de CTMs 
infectadas e não infectadas por T. cruzi, estimuladas e não estimuladas por LPS. 

 

 

 

 

 

 

 

 

6.9. Ensaio de proliferação de PBMCs estimuladas com 

fitohemaglutinina e tratadas com o sobrenadante de CTMs 

infectadas ou não por T. cruzi 

Este experimento teve como objetivo avaliar a taxa de proliferação de 

linfócitos T estimulados ou não por PHA.  Após o isolamento de PBMCs de três 

doadores, as células foram marcadas com CFSE, plaqueadas e tratadas com 

sobrenadante de CTMs infectadas ou não por T. cruzi. Amostras pareadas foram 

incubadas com PHA ou mantidas em meio basal. As análises foram feitas por 

citometria de fluxo (Figura 19). 
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Figura 19. Histogramas representativos da população CD3+ CFSE+ em 
amostras de PBMCs. As PBMCs de 3 doadores foram marcadas com CFSE, 
estimuladas com PHA, incubadas com sobrenadante de CTMs e marcadas com 
anticorpo anti-CD3 para a verificação da proliferação de linfócitos T.  
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Ao fazer a análise inicial dos histogramas, observou-se que os picos de 

todos os 6 grupos com sobrenadante (SN) sem PHA (independente das CTMs 

terem sido infectadas ou não) estavam deslocados para a esquerda quando 

comparados com o grupo DMEM sem PHA (50% DMEM 50% RPMI). Portanto, 

o grupo SN sem PHA foi utilizado para normalizar os dados e como controle para 

prosseguir com a análise do grupo com PHA, partindo do fato de todos os picos 

estarem alinhados verticalmente (linha pontilhada em preto; figura 19). 

Foi possível observar diferenças entre os resultados obtidos a partir de 

PBMCs e CTMs dos diferentes doadores. Tomados juntos, os dados derivados 

dos três doadores de CTMs mostram que não houve diferença entre a 

capacidade de imunomodulação parácrina de CTMs controle versus infectadas 

por T. cruzi (Figura 20 B). Porém, quando analisados de maneira qualitativa 

considerando as médias dos dados de cada doador, foi possível notar que o 

potencial imunomodulatório parácrino de CTM 1 e 3 foi realçado após infecção 

pelo T. cruzi, enquanto o potencial imunossupressor parácrino da CTM 2 foi 

comprometido após infecção (Figura 20 A).  
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Figura 20. Gráficos representativos de proliferação de linfócitos T em amostras 
de PBMCs estimuladas por PHA e tratados com sobrenadante de CTMs 
infectadas e não infectadas por T. cruzi. (A) PBMCs estimulados por PHA, e 
tratadas com sobrenadante de CTMs infectadas e não infectadas por T. cruzi 
dos três doadores de CTMs (CTM 1, 2 e 3), e (B) Comparação entre o tratamento 
feito com sobrenadantes de CTMs não infectadas e infectadas por T. cruzi. 
 

 

Em relação aos doadores de CTMs, foi possível observar variação entre 

as amostras derivadas de doadores diferentes, sendo que as amostras de dois 

doadores tiveram a proliferação de linfócitos menor no grupo tratado com 

sobrenadante de CTMs infectado por T. cruzi. O outro doador apresentou 

comportamento oposto, tendo a proliferação diminuída no grupo tratado com 

sobrenadante de CTMs não infectadas 

 

6.10. Avaliação da expressão gênica em PBMCs  

Com o objetivo de investigar se o sobrenadante das CTMs infectadas ou 

não por T. cruzi alteraria o microambiente de PBMCs, realizou-se isolamento de 

RNA e análise de expressão de genes por meio de qRT-PCR.  

Foi possível perceber que os grupos de PBMCs que foram tratados com 

os sobrenadantes das CTM 1, 2 e 3 apresentaram expressão alta de IL-10 e 

TGF-β. Quando os mesmos grupos foram estimulados por PHA, houve 

diminuição na expressão de todos os genes. Além disso, o sobrenadante de 
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CTMs infectadas levou a menor expressão de IL-10 comparado aos grupos 

tratados com sobrenadante de CTMs não infectadas. 

Figura 21. Gráficos representativos da expressão gênica de PBMCs tratados 
com sobrenadantes de CTMs infectadas e não infectadas por T. cruzi. (A) 
Expressão gênica de IL-10; (B) Expressão gênica de TGF-β; (C) Expressão 
gênica de INF-γ e (D) Expressão gênica de TNF-α. 

 

Figura 22. Gráficos representativos da expressão gênica de PBMCs tratados 
com sobrenadantes de CTMs infectadas e não infectadas por T. cruzi e  
estimulados por PHA. (A) Expressão gênica de IL-10; (B) Expressão gênica de 
TGF-β; (C) Expressão gênica de INF-γ e (D) Expressão gênica de TNF-α. 

 

Portanto, foi possível perceber que existem diferentes níveis de 

expressão entre as amostras de PBMCs que foram tratadas com os 

sobrenadantes das CTMs dos três doadores. Quando os PBMCs foram tratados 

com sobrenadantes das CTMs infectadas pelo T. cruzi, houve diferença no perfil 

de expressão dos genes associados a imunomodulação.  
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7. Discussão  

A patogênese da doença de Chagas é complexa, portanto, se faz 

necessária uma melhor compreensão dos mecanismos celulares e moleculares 

que coordenam e promovem as alterações fisiopatológicas observadas 

clinicamente. O tecido adiposo atua diretamente na homeostase metabólica e no 

desenvolvimento de doenças humanas (Choe et al., 2016). Além de seu papel 

como depósito de triglicerídeos, também atua no controle do gasto energético e 

da inflamação, por meio da secreção de fatores como a leptina que atua nos 

receptores de superfície expressos em neurônios e atuam na inibição do apetite 

e estimulam a saciedade. O tecido adiposo promove também a oxidação lipídica 

e a biogênese mitocondrial que acelera o gasto energético nos tecidos por 

sinalização local e regulação de fatores derivados do cérebro (Khodamoradi et 

al., 2022). A adiponectina sintetizada no tecido adiposo é encontrada em 

abundância no sangue exerce efeitos antiobesidade e anti diabetes e alivia a 

resistência à insulina através da estimulação da oxidação lipídica e das 

respostas anti-inflamatórias (Jung et al., 2021). O tecido adiposo secreta  

citocinas pró-inflamatórias, como IL-1β, IL-6 e MCP-1, e citocinas anti-

inflamatórias, sintetizadas pelas células do sistema imune que residem no tecido 

adiposo (Choe et al., 2016). Os macrófagos são o tipo de células mais frequentes 

entre os leucócitos do tecido adiposo, constituindo quase 50% do total de células 

imunes (Nagajyothi et al., 2009). No contexto da doença de Chagas, o tecido 

adiposo atua como reservatório para o T. cruzi, e essa persistência altera as 

funções do tecido adiposo, regulando a lipólise e a inflamação (Nagajyothi et al., 

2019). Portanto, é possível que os eventos ocorridos no tecido adiposo de 

pacientes com doença de Chagas impactem seu prognóstico e história clínica. 

Estudos demonstram que as CTMs derivadas da medula óssea, cordão 

umbilical e do tecido adiposo promovem regeneração tecidual e regulam o 

sistema imunológico por meio de dois mecanismos principais: diretamente pela 

comunicação celular e indiretamente pela secreção de mediadores solúveis, 

fatores de crescimento e vesículas extracelulares (Al-Ghadban et al., 2020). No 

contexto da doença de Chagas, as CTMs têm sido investigadas como 

alternativas terapêuticas em modelos pré-clínico e clínico. Em modelos murinos 
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de cardiomiopatia chagásica crônica, foi demonstrado que o uso de células 

mononucleares da medula óssea tem a capacidade de diminuir a inflamação e a 

fibrose, e também reduzem os níveis de dilatação do ventrículo direito 

(Goldenberg et al., 2008). Já em seres humanos, os resultados são diferentes. 

Foi descrito por Vilas-Boas et al., 2006 os efeitos do transplante de CTMs da 

medula óssea em pacientes com insuficiência cardíaca, decorrente da doença 

de Chagas, incluíram um aumento da qualidade de vida e da capacidade 

funcional cardíaca desses pacientes após o transplante, ocasionando alívio 

sintomático, porém, não havendo resultados significativos referentes à 

diminuição do dano cardíaco. Posteriormente, Ribeiro Dos Santos et al., 2012 

conduziu o primeiro estudo randomizado usando transplante autólogo de células 

mononucleares derivadas da medula óssea em pacientes com cardiomiopatia 

chagásica e concluiu que o tratamento através da injeção intracoronária de 

células mononucleares autólogas não é capaz de  melhorar a função ventricular 

nem a qualidade de vida em pacientes com cardiomiopatia chagásica crônica.  

Apesar dos resultados clínicos obtidos até o momento, ainda é possível 

que o uso de CTMs poderia ter potencial terapêutico relevante para o tratamento 

da cardiomiopatia chagásica, justificando novos estudos (Guarita-Souza et al., 

2006). Possivelmente, uma melhor compreensão dos resultados obtidos em 

modelos murinos permitirá a otimização da eficácia terapêutica da terapia com 

CTMs para a doença de Chagas. Além disso, os resultados obtidos até o 

momento mostram que ainda é necessário compreender melhor como as CTMs 

podem contribuir para a melhora clínica de pacientes com doença de Chagas. 

Mostram ainda que pouco ou nada se sabe sobre o que acontece quando as 

CTMs encontram o T. cruzi no organismo dos pacientes tratados. Apesar de a 

parasitemia ser baixa durante a fase crônica da doença de Chagas (Coura et al., 

2011.), é possível que as CTMs infundidas nos pacientes sejam parasitadas e 

tenham suas funções alteradas, ajudando a justificar a ausência de resultados 

relevantes na clínica. 

Os vasos sanguíneos são compostos por uma camada interna de células 

endoteliais que revestem a parede dos vasos e por células perivasculares 

periféricas também conhecidas como pericitos. Atualmente, considera-se que 
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CTMs são encontradas como pericitos nos mais diversos tecidos do organismo 

(Ahmed et al., 2018), se apresentando como células multipotentes 

heterogêneas, semelhantes a outros tipos de células-tronco, que atuam como 

um sistema de reparo em resposta à lesão, mantendo a integridade estrutural 

dos vasos sanguíneos (Courtney et al., 2020). Sendo assim, é possível que as 

CTMs estejam envolvidas na fisiopatologia da doença de Chagas, assim como 

já foi observado em doenças inflamatórias sistêmicas como a artrite reumatoide 

(Lopez-Santalla et al., 2020) e diabetes (Wang et al., 2021), dentre outros. 

Porém, esta hipótese ainda não foi testada até o momento. Desta forma, neste 

trabalho, realizou-se a infecção de CTMs derivadas do tecido adiposo por T. cruzi 

com o intuito de avaliar as consequências para a função imunomodulatória 

parácrina das CTMs. 

As CTMs foram obtidas do tecido adiposo de três doadores saudáveis 

sendo isoladas conforme foi descrito por de Carvalho et al., 2015. A Sociedade 

Internacional de Terapia Celular propõe uma série de critérios para permitir a 

identificação das células-tronco mesenquimais (Dominici et al., 2006). Os 

critérios são a capacidade de adesão ao plástico, a expressão de marcadores 

específicos e o potencial de diferenciação multipotente. A capacidade de 

aderência à superfície de cultivo foi verificada durante o processo de cultivo e 

pode ser visualizada na figura 4. 

Como não há um marcador exclusivamente expresso por CTMs, a sua 

identificação imunofenotípica se dá por meio da avaliação de uma combinação 

de marcadores positivos e negativos. Conforme imunofenótipo estabelecido pela 

Sociedade Internacional de Terapia Celular, a população de CTMs, 

independente de seu tecido de origem,  deve  apresentar expressão >95% de 

marcadores de superfície como o CD105, CD73, CD90 e CD44. O CD105 é uma 

proteína transmembranar que compõe o complexo de sinalização por TGF-β e 

desempenha um papel importante na angiogênese (Mafra et al., 2016). Embora 

o CD105 venha sendo considerado um importante marcador de CTMs, a 

literatura mostra que a sua expressão varia dependendo da fonte das CTMs e 

do tempo de cultivo in vitro, sendo assim, um marcador com expressão 
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heterogênea (Anderson et al., 2013).  O CD73 é uma proteína de superfície que 

tem um papel importante na ativação e na sinalização adenosinérgica (Gao et 

al., 2014). É um dos marcadores clássicos que definem especificamente a 

população de CTMs, e pode apresentar um padrão de expressão heterogênea, 

que pode estar associada à propriedade reparadora, uma vez que a adenosina 

extracelular catalisada pela atividade de desfosforilação de CD73 tem se 

mostrado um regulador fundamental da resposta imune local. Esse padrão não 

uniforme de expressão está associado à propriedade reparadora diversa, por 

meio do produto catalítico de adenosina extracelular, e consegue moldar a 

resposta imune local (Tan et al., 2019). Já o CD90 é um antígeno de superfície 

que está envolvido nos processos de comunicação célula a célula (Dominici et 

al., 2006). É uma glicoproteína que está ancorada em glicosilfosfatidilinositol 

sendo detectada pela primeira vez em células T de camundongos; Participa da 

ativação de células T, liberação de vesículas, apoptose em células e cicatrização 

de feridas, entre outros. Além disso, regula a adesão de fibroblastos e a 

organização do citoesqueleto e a migração celular. Estudos recentes sugerem 

que o CD90 desempenha um papel na carcinogênese e também foi proposto 

como um marcador de células-tronco cancerígenas (Moraes et al., 2016). O 

CD44 é uma glicoproteína que está presente na superfície da célula e costuma 

ser expressa em células do sistema imune, tendo um papel importante nos 

processos inflamatórios (Zhou et al., 2021). É considerado uma das mais 

importantes moléculas de adesão, responsável pelo extravasamento de células 

T ativadas em locais de inflamação, além da ligação com ácido hialurônico, que 

facilita a migração e adesão de diversos tipos celulares, como as CTMs. A 

expressão de CD44 tem influência na diferenciação de CTMs (Moraes, D., 2018). 

Desta forma, estes marcadores possuem diversos papéis biológicos não apenas 

nas CTMs, mas em diversos tipos celulares. 

A identificação das CTMs inclui ainda a avaliação de um painel de 

marcadores que deve apresentar expressão abaixo de 2% que tem o objetivo de 

assegurar que as populações de CTMs com as quais se trabalha  não estejam 

contaminadas com outras populações celulares. Este painel de marcadores 

negativos é composto por um grupo de proteínas de superfície como o CD45, 
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que é um marcador de leucócitos; CD34, expresso em células hematopoiéticas 

progenitoras e células endoteliais; CD14 e CD11b, expressos em monócitos e 

macrófagos; CD19, marcador de células B, e; a molécula de HLA-DR, expresso 

em CTMs apenas em condições específicas (Dominici et al., 2006). 

Os valores referentes à expressão de cada um desses marcadores 

foram apresentados nas tabelas 2 e 3, e foi possível perceber uma variação nas 

porcentagens de expressão entre os doadores de CTMs. É admissível que exista 

essa variância entre doadores, que decorre da individualidade de cada doador, 

do tecido originário, e também da qualidade do isolamento dessas células (Lin 

et al., 2013; Yang, 2018). A expressão dos marcadores que devem apresentar 

valores <2% foi feita através de um pool de anticorpos, sendo assim, a discussão 

é limitada. Considerando que os anticorpos do pool podem identificar células 

diferentes, a positividade das CTM 1 para os marcadores negativos acima de 2% 

não é suficiente para desqualificar tal amostra biológica. De fato, alguns 

trabalhos mais atuais consideram como 5% o limite máximo aceitável para a 

expressão dos marcadores considerados negativos em populações de CTMs 

(Mckinnirey et al., 2021).  

Entre as amostras de CTMs isoladas e caracterizadas neste trabalho, a 

CTM 2 apresentou nível de expressão do CD90 abaixo do esperado. A baixa 

expressão de CD90 já foi associada a menor capacidade imunomodulatória, que 

pode estar relacionada a baixa produção de IL-10 que costuma ocorrer em 

condições de baixa expressão de CD90 (Campioni et al., 2009). Porém, neste 

trabalho não se investigou a fundo se as diferenças biológicas encontradas entre 

as CTMs de diferentes doadores relacionam-se diretamente a esta diferença 

imunofenotípica ou se estariam associadas a outras características biológicas 

não avaliadas.  

Além da avaliação da capacidade de adesão ao plástico e imunofenótipo 

específico, a caracterização de uma população de CTMs também demanda a 

validação funcional das células, por meio da verificação do potencial de 

diferenciação multipotente. Para tanto, as CTMs dos três doadores foram 

estimuladas com meio basal acrescido de componentes indutores, específicos 
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para cada tipo de diferenciação, conforme foi descrito no item 5.4.3.4. Foi feita a 

diferenciação adipogênica e condrogênica que teve duração de 21 dias. 

Os resultados obtidos através das diferentes colorações indicaram que 

as células dos três doadores foram capazes de se diferenciar mediante estímulo 

específico, apresentando certas diferenças qualitativas entre elas. Nos poços 

induzidos à diferenciação adipogênica, foi possível observar a presença de 

gotículas lipídicas de forma bem nítida nas células derivadas dos três doadores. 

As células do grupo controle, mantidas em meio basal, não apresentaram esse 

acúmulo intracelular de lipídeos, excluindo a possibilidade de contaminação da 

amostra com adipócitos ou diferenciação espontânea. Nos poços induzidos à 

diferenciação condrogênica, foi possível observar a formação de matriz 

extracelular por agregados celulares densos e coloração leve de azul de alcian, 

indicativo de deposição de matriz extracelular (Hamid et al., 2012) rica em 

glicosaminoglicanos sulfatados e não sulfatados, proteoglicanos grandes e 

pequenos e colágenos, tipicamente secretada por condrócitos (Wang et al., 

2008). Apesar de ser considerada um parâmetro qualitativo essencial para a 

caracterização de populações de CTMs, a capacidade de diferenciação de CTMs 

obtidas de diferentes doadores é variável. Diferentes autores demonstram que a 

multipotencialidade de CTMs é influenciada pela idade do doador e sexo, dentre 

outros (Chamberlain et al., 2007). É relevante  salientar ainda, que, apesar de 

atenderem a determinados pré-requisitos para sua identificação, as CTMs não 

são uma população homogênea de células (Liu et al., 2019). Por mais que 

diversos trabalhos investiguem CTMs que atendem aos critérios de identificação 

determinados pela Sociedade Internacional de Terapia Celular, importantes 

diferenças funcionais podem ser observadas entre CTMs isoladas de diferentes 

doadores. Portanto, a caracterização de outras características das CTMs pode 

ser relevante nos mais diferentes estudos. Neste trabalho, a expressão basal de 

genes associados à imunorregulação foi determinada, com o intuito de se 

conhecer melhor as características de cada amostra de CTMs investigadas.  

Caracterizou-se, neste trabalho, a expressão de mediadores anti-

inflamatórios como, TGF-β, IDO e IL-10, e a partir dos valores referentes a 

expressão de cada mediador em cada doador de CTM, foi possível estabelecer 
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o que denominamos "assinatura imunológica". As CTMs tiveram a sua 

capacidade imunomodulatória inicialmente verificada por ensaios de modulação 

de proliferação de células T, mostrando então que dispõem da capacidade de 

suprimir a proliferação (Bartholomew et al., 2002). As CTMs liberam citocinas 

anti-inflamatórias como, TGF-β, e IL-10 e mediadores como PGE2 e IDO para 

controlar o processo inflamatório, por meio de ação supressora, e o controle do 

prolongamento da inflamação (Hermansyah et al., 2021). A fim de investigar os 

processos associados aos ensaios funcionais de imunomodulação envolvendo 

macrófagos e PBMCs, foi feita uma avaliação da expressão de diferentes genes 

por PCR em tempo real.  

Foi possível observar que a CTM 1 apresenta uma expressão basal 

relativamente alta de IL-10, IDO, TGF-β e TSG-6, quando comparada às demais 

CTM investigadas. As CTM 2 e 3 apresentaram valores de expressão menores 

de IDO, TGF-β e TSG-6 em relação a CTM 1. A CTM 2 tem nível intermediário 

de expressão de IL-10 e TSG-6, quando comparada a CTM 1 e 3. Observou-se 

ainda que os níveis de expressão de TGF-β apresentaram menor variação entre 

os três doadores e que a CTM 3 foi a que apresentou os menores níveis de 

expressão basal de IL-10 e TSG-6 entre as amostras analisadas.  

A IL-10 é uma citocina produzida por várias células do sistema imune, e 

tem um papel importante nos processos de imunomodulação e imunorregulação. 

Ela pode atuar na inibição das células T auxiliares 1, reduzindo o nível de 

citocinas como a IL-6 e IFN-γ (Acosta et al., 2019). Em estudos recentes, 

observou-se ainda um potencial importante dos efeitos anti-inflamatórios da IL-

10 na promoção de polarização M2 dos macrófagos do tecido adiposo (Xie et al., 

2014). 

A IDO é uma enzima intracelular que atua na degradação do triptofano 

nos microambientes de tecidos locais e gera catabólitos com ação 

imunorreguladora. O triptofano é um aminoácido necessário para a função e 

proliferação de células T, sua eliminação restringindo os processos imunológicos 

relacionados a essas células (Wei et al., 2017). A IDO é também é capaz de 

induzir a conversão de células T CD4+ virgens em células T reguladoras 
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altamente supressoras (Huang et al., 2022). É uma das principais enzimas 

atuantes no processo imunorregulador das CTMs, sendo que a expressão da 

IDO é induzida por sinais emitidos por um ambiente inflamatório, que contém, 

por exemplo, altos níveis de INF-γ (Zheng et al., 2017).  

O TGF-β regula muitos processos celulares, como a diferenciação de 

adipócitos, inflamação entre outros. Alguns estudos mostram que o processo de 

inflamação prolongada pode induzir células de macrófagos tipo 2 (M2) a liberar 

vários fatores de crescimento, especialmente TGF-β (Meng et al., 2016). Ele 

também atua como um sensor molecular, que pode aumentar ou diminuir a 

proliferação celular de maneira dependente ao estímulo que recebe do ambiente, 

e precisa ser ativado no lugar e momento específico para recrutar células-

tronco/progenitoras para participar dos estímulos de regeneração/remodelação 

de tecidos (Xu et al., 2018). 

A proteína 6 estimulada pelo TNF-α ou gene 6 estimulado  por citocinas 

pró-inflamatórias, como fator de necrose tumoral alfa TNF (TSG-6) é uma 

proteína produzida pelas células do sistema imune e por células estromais. O 

TSG-6 possui potentes propriedades anti-inflamatórias, e atua na inibição da 

migração de neutrófilos e na inibição da sinalização inflamatória, contribuindo 

para a regulação negativa das redes de protease (Romano et al., 2019). 

Neste trabalho foi possível perceber que existe uma diferença clara nos 

níveis de expressão basal dos genes relacionados a imunomodulação entre as 

CTMs derivadas de diferentes doadores. Estudos anteriores já demonstraram 

que essa diferença pode decorrer devido a vários fatores, entre eles, a idade, 

sexo e as condições de isolamento das células (Chamberlain et al., 2007). Por 

exemplo, as CTMs de doadores do sexo feminino tendem a apresentar um 

potencial de imunossupressão mais potente, quando analisadas em condições 

de cultivo in vitro (Mckinnirey et al., 2021).  

As CTMs atuam nos processos inflamatórios através da comunicação 

célula-célula, ou por mensageiros como as vesículas extracelulares (Seo et al., 

2019). Alguns trabalhos relataram que existem diferenças nos perfis de 

expressão de citocinas de acordo com o tecido originário das CTMs (Kyurkchiev 
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et al., 2014). As células do sistema imune secretam fatores que estimulam o 

processo inflamatório como TNF-α e IFN-γ, e quando as CTMs entram em 

contato com esses fatores pró-inflamatórios, tendem a aumentar a secreção de 

moléculas que atuam no processo de imunomodulação, tais como a IDO, TGF-

β1 e IL-10. Essas moléculas atuam diretamente no microambiente onde são 

liberadas, e tendem a modificá-lo, transformando o ambiente pró-inflamatório em 

anti-inflamatório (Mckinnirey et al., 2021).  

Em CTMs, a expressão de IDO é geralmente induzida quando as CTMs 

são expostas ao IFN-γ. A IDO atua no catabolismo do triptofano, que tem 

participação importante no processo de ativação e proliferação de células T 

(Mckinnirey et al., 2021). Essa atuação imunossupressora da IDO pode variar 

entre os doadores de CTMs (François et al., 2012).  

Após isolar, caracterizar e estabelecer a assinatura imunológica dos 

doadores de CTMs, foi feito um ensaio de infecção das células dos três doadores 

de CTMs com a cepa colombiana do Trypanosoma cruzi. A cepa colombiana é 

caracterizada pela lenta progressão da doença parasitária, atingindo altos níveis 

de formas parasitárias disseminadas desde o estágio inicial da infecção, e baixa 

mortalidade (Camandaroba et al., 2001). A infecção foi realizada conforme 

descrito no item 5.5. A infecção por T. cruzi induz alterações bioquímicas e 

morfológicas nas células do hospedeiro e do patógeno por uma série de 

processos de sinalização celular que levam ao recrutamento de lisossomos para 

a membrana plasmática das células, resultando na internalização do T. cruzi na 

célula alvo (Gachet-Castro et al., 2021). Este trabalho teve como objetivo avaliar 

as consequências da infecção por T. cruzi em CTMs humanas derivadas do 

tecido adiposo. A infecção das células foi bem-sucedida nas diferentes 

proporções CTM: parasitos testados, porém foi observada toxicidade celular a 

partir do 5.º dia após infecção no grupo com infecção de 1:5 e, a partir do 10.º 

dia no grupo com infecção 1:1. Foi preparado um meio condicionado das CTMs 

dos três doadores infectados por T. cruzi e não infectados a fim de realizar 

ensaios de proliferação de células T em PBMCs e realizar a dosagem de NO em 

macrófagos tratados com os sobrenadantes.  
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Para tanto, foi primeiramente realizada a demonstração da infecção por 

meio de visualização microscópica de ninhos de amastigotas intracelulares e 

também a detecção de material genético do parasita nas culturas de CTMs 

infectadas, por meio de PCR em tempo real, com o objetivo de quantificar a carga 

parasitária. Esta avaliação foi realizada com a detecção e quantificação relativa 

do gene Tc40 de T. cruzi. O clone de DNA recombinante Tc40 codifica um 

antígeno imunodominante que está presente em todas as fases do 

desenvolvimento do T. cruzi, e codifica um polipeptídio de 100 kDa  altamente 

conservado nas cepas G e colombiana do T. cruzi. Este antígeno tende a reagir 

especificamente com anticorpos que estão presentes em todas as fases da 

doença de Chagas, portanto foi considerado um gene adequado para ser 

utilizado para a detecção e quantificação de T. cruzi nas amostras de CTMs 

humanas infectadas (Lesénéchal et al., 1997). Nesta avaliação, foi possível 

estimar a carga parasitária nas culturas de CTMs. Novamente, observou-se 

variação entre as CTMs obtidas de diferentes doadores, que apresentaram carga 

parasitária variável. As amostras de CTM 1 e a CTM 2 apresentaram o 

equivalente a 14 e 1 parasitos por CTM. Já a amostra de CTM 3 apresentou nível 

indetectável do gene Tc40.  

Com o objetivo de verificar se a infecção das CTMs dos três doadores por T. 

cruzi comprometeria sua capacidade de imunomodulação parácrina, foram feitos 

dois ensaios. O primeiro deles foi realizado com o intuito de se avaliar o nível de 

ativação de células U937 diferenciadas em macrófagos por LPS, de acordo com 

a produção de NO. Células de linhagens de células monocíticas como U937 e a 

THP-1 são amplamente usadas como modelo experimental de estudos que 

focam em macrófagos humanos, pois podem ser diferenciadas após estimulação 

específica (Song et al., 2015). As células monocíticas podem ser diferenciadas 

em macrófagos ou células dendríticas de acordo com os estímulos que recebem, 

sendo capazes de adotar diversos aspectos de sua morfologia e propriedades 

funcionais (Nemati et al., 2019).  

 É descrito que o mecanismo do PMA que induz a diferenciação monócito-

macrófago envolve a ativação de NF-kB, através da via da proteína quinase C, 

e também ativa a sinalização RhoA/ROCK durante a diferenciação monócito-
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macrófago (Yang et al., 2017). O tratamento de células U937 com PMA pode 

direcionar os monócitos para a diferenciação em macrófagos, processo 

acompanhado pela adesão celular à superfície de cultivo, uma diminuição da 

taxa proliferativa (Chimal-Ramirez et al., 2016), além de uma série de outras 

alterações funcionais já bem estabelecidas na literatura, como a expressão de 

CD68, SR-A, ROCK1 e ROCK2 e a fosforilação de MYPT1 (Yang et al., 2017), 

capacidade de exercer atividade fagocitária (Prasad et al., 2020) e polarização 

nos fenótipos M1 e M2 (Smith et al., 2018). 

Os perfis M1 e M2 são considerados extremos de uma ampla plasticidade 

fenotípica de macrófagos (Tedesco et al., 2018). Os macrófagos M1 atuam na 

produção de citocinas pró-inflamatórias e mediam a resistência a patógenos por 

fortes propriedades microbicidas, contribuindo também para a destruição 

tecidual (Fleetwood et al., 2017).  Tem sua característica definida pela alta 

capacidade de secretar citocinas como IL-1β, TNF-α, IL-12 e IL-18; 

fenotipicamente, expressam altos níveis do complexo principal de 

histocompatibilidade classe II (MHC-II), CD68 e moléculas coestimuladoras 

como CD80 e CD86 (Billiau et al., 2009). Os  macrófagos M1 também regulam 

positivamente a expressão da proteína intracelular supressora da sinalização da 

citocina 3, e ativam a sintase do óxido nítrico induzível (iNOS) gerando NO, 

assim, os macrófagos M1, quando estimulados, podem exacerbar os processos 

inflamatórios (Okamoto et al., 2004). Já os macrófagos M2 são normalmente 

caracterizados através da expressão do receptor de manose do macrófago 

(MMR), chamado CD206, e pela regulação positiva da glicoproteína de 

membrana CD200R (Jaguin et al., 2013). Eles são ativados por uma via oposta 

à via clássica, e quando na presença de estímulos gerados por CSF-1, IL-4, IL-

10, TGF-β e IL-13, ou de infecções por fungos e helmintos, tendem a liberar IL-

10 em altas concentrações e IL- 12 em pequenas quantidades (Jenkins et al., 

2013).  

Os macrófagos são capazes de reconhecer diferentes componentes 

bacterianos incluindo o LPS através dos receptores de reconhecimento de 

padrões como o receptor Toll-like (TLR). O reconhecimento desses 

componentes bacterianos, induz sinais celulares necessários para a resposta 
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imune inata, e os sinais responsáveis pela expressão de citocinas pró-

inflamatórias, tais como o TNF-α, a IL-1β e a IL-6, e polarização M1 (Ueno et al., 

2021).  

Neste trabalho, macrófagos derivados da linhagem U937 foram tratados com 

sobrenadantes de CTMs infectadas ou não por T. cruzi, e estimulados por LPS, 

com o intuito de avaliar como esses tratamentos iriam interferir no processo de 

ativação e polarização macrofágica. Foi feita a dosagem de NO de todos os 

grupos experimentais. Na ausência de estimulação com LPS, os grupos de 

macrófagos que foram tratados com sobrenadante de CTMs infectadas e não 

infectadas por T. cruzi, apresentaram secreção de NO em níveis baixos, quando 

comparado às amostras estimuladas por LPS.  

Quando se observa os níveis de secreção de NO, no grupo que foi tratado 

com o sobrenadante de CTMs infectadas, percebe-se diferenças entre as CTMs 

1 e 3. Nos grupos não estimulados pelo LPS, os macrófagos tratados com o 

sobrenadante das CTMs 1 e 3 apresentaram o menor nível de secreção de NO. 

O grupo tratado com o sobrenadante da CTM 2 foi o que apresentou maior 

secreção se NO na ausência do estímulo por LPS. Quando esses mesmos 

grupos foram estimulados por LPS, a liberação de NO foi maior. O grupo tratado 

com o sobrenadante da CTM 2 foi o que apresentou o maior nível de liberação 

de NO. Os grupos tratados com os sobrenadantes das CTM 1 e 3 apresentaram 

níveis de liberação de NO, semelhantes. Nos grupos experimentais que foram 

tratados com o sobrenadante de CTMs infectadas pelo T. cruzi e estimulados 

com LPS, foi possível perceber um comprometimento da capacidade de 

supressão da liberação de NO nos sobrenadantes das CTM 2 e 3 infectadas, em 

comparação aos sobrenadantes destas células não infectadas. No grupo tratado 

com o sobrenadante da CTM 1 infectada e não infectada, teve um nível de 

liberação de NO semelhante, apesar de demonstrar um leve aumento da 

capacidade de supressão da liberação de NO pelo sobrenadante das CTM 1 

infectadas por T. cruzi. Foi possível observar, portanto, diferenças individuais 

entres as replicatas biológicas, mas mesmo assim, é possível perceber que 

infecção por T. cruzi é capaz de alterar a capacidade de secreção de óxido nítrico 

em algumas amostras biológicas de CTMs, fazendo com que as CTMs modulem 
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de forma menos eficiente a função macrofágica, mesmo mediante ao estímulo 

do LPS. 

Para ampliar as análises desses grupos experimentais, foi feito PCR em 

tempo real com o objetivo de avaliar a expressão gênica de citocinas pró e anti-

inflamatórias expressas em macrófagos e indicativas de polarização M1 e M2. É 

importante salientar que a estimulação de macrófagos por LPS induz uma 

ativação e polarização M1, caracterizada pelo fenótipo pró-inflamatório com 

habilidades de matar patógenos (Orecchioni et al., 2019).  Para a avaliação da 

expressão gênica, os genes IL-1β e TNF-α, e IL-10 foram avaliados, e o gene 

GAPDH foi usado como controle. A literatura relata que um dos fatores que pode 

inibir a expressão de TNF-α, é a IL-10, que será produzida pelos macrófagos 

durante a ativação por LPS (Baer et al., 1998; de Waal Malefyt et al., 1991).  

Quando os macrófagos são tratados com sobrenadante de CTMs não 

infectadas, a expressão de todos os genes apresenta níveis baixos, no entanto, 

quando o mesmo grupo é estimulado por LPS, percebe-se um leve aumento na 

expressão. Agora quando os macrófagos são tratados com o sobrenadante de 

CTMs infectadas pelo T. cruzi, a expressão de TNF-α é maior entre os doadores 

1 e 2 de CTMs, e quando esses mesmos grupos são estimulados por LPS, é 

possível perceber que o doador 3 de CTM, expressa mais IL-10. De acordo com 

a literatura, a polarização M1 é caracterizada pela produção de níveis altos de 

citocinas pró-inflamatórias, tais como a IL-1β e o TNF-α (Davis et al., 2013). Um 

estado predominantemente pró-inflamatório é apresentado pela expressão de 

TNF-α. O estado de cicatrização tecidual é caracterizado pela expressão de IL-

10 após estimulação com LPS. Os macrófagos mudam seu estado de 

polarização com base em diversos estímulos a que são expostos (Fleetwood et 

al., 2007).  

A literatura relata que quando as CTMs são co-cultivadas com 

macrófagos, percebe-se uma indução a polarização para o fenótipo M2, e como 

consequência, a expressão de citocinas pró-inflamatórias como o TNF-α, IL-1β, 

IFN-γ, é reduzida (Wang et al., 2018). Além disso, foi demonstrado em um 

modelo murino de colite, que as CTMs regulam negativamente a proliferação de 
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células TH1, ativam Tregs e aumentam a expressão de IL-10 que vão atuar em 

conjunto aos macrófagos ativados (González et al., 2008). 

No contexto da doença de Chagas, a interação do T. cruzi com 

macrófagos induz a um aumento substancial na expressão e secreção de 

citocinas pró-inflamatórias, tais como o TNF-α, IL-1β, IL-6 (Koo et al., 2016). 

Quando os macrófagos são infectados pelo T. cruzi, eles produzem IL-12, que é 

um mediador para a produção de IFN-γ através da ativação de células NK e da 

indução de células Th1 (Lopez, Marcos et al., 2018) . O IFN-γ será necessário 

no processo de ativação da expressão de macrófagos, na ativação de óxido 

nítrico sintase induzível (iNOS), na NADPH oxidase (NOX2), e na produção de 

NO (Castro et al., 2018). O TNF-α também pode fornecer um segundo sinal 

estimulando a produção de NO/ROS em macrófagos ativados por IFN-γ, bem 

como em miócitos cardíacos infectados e, assim, aumentar a função tripanocida 

(Lopez, Marcos et al., 2018). Portanto, em doadores nos quais o sobrenadante 

das CTMs promoveram polarização M1, é possível que a infecção pelo T. cruzi 

esteja promovendo o aumento da regulação de genes relacionados à resposta 

pró-inflamatória. Nos doadores nos quais o sobrenadante das CTMs 

promoveram polarização M2, é possível que a presença do T. cruzi tenha um 

efeito potencializador no efeito anti-inflamatório das CTM infectadas. 

Ainda com o objetivo de verificar se a infecção das CTMs por T. cruzi 

comprometeria sua capacidade de imunomodulação parácrina, foi feito um 

ensaio utilizando PBMCs, que foram isolados de três doadores. Essas PBMCs 

foram tratadas com o sobrenadante de CTMs infectadas e não infectadas por T. 

cruzi e estimulados por PHA. Uma das maneiras de se fazer a avaliação das 

propriedades associadas à imunomodulação é através da avaliação da 

supressão da proliferação de leucócitos efetores. A maioria dos leucócitos 

efetores, como linfócitos T e os monócitos, têm sua capacidade de proliferação 

aumentada quando estimulados ou ativados (Hsu et al., 2015). A função 

imunomoduladora pode ser avaliada quando a supressão da proliferação é 

evidenciada. A marcação dessas células pelo CFSE permite a avaliação da 

proliferação de populações celulares específicas (Quah et al., 2007). O CFSE é 

um corante celular fluorescente que pode ser avaliado por análise de citometria 
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de fluxo. Durante o processo de divisão celular, a intensidade desse marcador 

celular diminui proporcionalmente; através da diminuição gradual da intensidade, 

é possível realizar a determinação dos níveis de proliferação celular, e avaliar 

até 8 divisões celulares (Hsu et al., 2015). 

Após isolar as PBMCs de três doadores distintos e marcar essas células 

com CFSE, um dos grupos experimentais foi tratado com o mitógeno PHA. Os 

mitógenos, também são chamados ativadores de linfócitos policlonais, e são 

capazes de induzir a proliferação através do processo de mitose (Wimer et al., 

1996). Os mitógenos atuam através de ligações com os receptores de 

membrana, e ativam a adenilato ciclase (seguida pela síntese de adenosina 

monofosfato cíclico) ou guanilato ciclase (seguida pela síntese de guanosina 

monofosfato cíclico), que faz com que as células produzam citocinas específicas 

para montar a resposta imune (Wattrang et al., 2012). A PHA é obtida através do 

extrato de lectina do feijão-vermelho, e dispõe de atividades de aglutinação 

celular e mitogênicas bem potentes (Goossens et al., 1994). As subunidades da 

PHA, são reativas de leucócitos (L) e reativas de eritrócitos (E). A subunidade L, 

tem uma afinidade grande pelos receptores de superfície dos linfócitos, e uma 

pequena afinidade pelos eritrócitos, sendo assim, é responsável pelas 

propriedades mitogênicas das isolectinas, já a subunidade E,  é responsável 

pelas propriedades aglutinantes dos eritrócitos (Hamelryck et al., 1996). 

Na análise por citometria de fluxo foi possível perceber que todos os 

grupos que foram tratados com sobrenadante de CTMs e não estimulados por 

PHA, independentemente de terem sido infectadas ou não pelo T. cruzi, 

apresentaram picos que não indicavam proliferação de linfócitos T, no entanto, 

quando esse grupo foi comparado ao controle, todos teriam um nível de 

proliferação maior que 90%. Desta forma, os grupos de PBMCs, tratados com 

sobrenadante e CTMs infectados e não infectados que não sofreram estimulo 

pelo PHA, foram utilizados como controle para prosseguir com a análise do grupo 

com PHA. Nos grupos que foram estimulados por PHA, percebeu-se que o 

tratamento com o sobrenadante das CTMs que foram infectadas pelo T. cruzi, 

são capazes de aumentar a proliferação de PBMC. No entanto, houve diferença 

nos níveis de proliferação entre os doadores de CTMs. A expressão gênica dos 
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grupos de PBMCs tratados com sobrenadantes de CTMs infectados pelo T. cruzi 

apresentou níveis baixos de expressão de todos os genes, mesmo na presença 

do estímulo por PHA. 

Tomados juntos, os resultados deste trabalho demonstram a infecção de 

CTMs por T. cruzi e as alterações funcionais desencadeadas pelo parasitismo. 

Considerando as replicatas biológicas das CTM e PBMCs utilizadas no trabalho, 

os dados obtidos refletem a diversidade entre as amostras, já descritas na 

literatura. Esta diversidade é compatível com os diferentes perfis inflamatórios 

de cada doador de CTM e PBMC, além da diversidade da história clínica de 

pacientes com doença de Chagas. 

8. Conclusão, perspectivas e limitações 

Este trabalho foi realizado durante o período da pandemia de COVID-19. 

A interrupção das atividades presenciais na Faculdade de Medicina da 

Universidade de Brasília limitou o período disponível para a execução da parte 

prática desta dissertação. Dentre as limitações estão a grande variação entre os 

resultados obtidos nas diferentes amostras biológicas de CTMs e PBMCs, além 

da baixa carga parasitária encontrada em uma das amostras de CTMs. Ainda 

assim, os achados do presente trabalho permitem sugerir que as  CTMs do 

tecido adiposo de humanos saudáveis podem ser infectadas pelo parasito 

hemoflagelado Trypanosoma cruzi. A infecção atinge níveis altos de toxicidade 

celular a partir do 14.º dia de infecção, fazendo com que as CTMs percam sua 

viabilidade. Como o presente trabalho foi realizado in vitro, futuras avaliações in 

vivo da infecção de CTMs endógenas por T. cruzi é relevante. Os dados obtidos 

demonstram também existência de diferenças individuais no imunofenótipo, taxa 

proliferativa, e na expressão de genes relacionados à capacidade imunodulatória 

entre as CTMs derivadas de diferentes doadores. Essa diversidade permanece 

em evidência em todos os ensaios realizados, fazendo com que seja necessário 

o aumento do número de doadores e uma melhor caracterização de suas 

particularidades biológicas, como idade, sexo, obesidade, comorbidades, etc, 

para que seja possível compreender o impacto da infecção de T. cruzi sobre 
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estas células. Considerando que o secretoma das CTM é composto por uma 

diversidade de moléculas e vesículas extracelulares, a investigação do impacto 

da infecção por T. cruzi sobre a composição deste secretoma também é uma 

perspectiva deste estudo. Em última instância, será relevante compreender se 

as alterações observadas em populações de CTMs infectadas por T. cruzi 

impactam o prognóstico da infecção. 
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Apêndice I:  Tabelas com os valores de expressão relativa (2-∆∆Ct).  

Figura 1: Valores de expressão relativa (2-∆∆Ct) de genes relacionados a 

imunomodulação das amostras de diferentes doadores de células-tronco 

mesenquimais, denominados de assinatura imunológica. Valores de 

expressão genica obtidos através de qRT-PCR foram normalizados pelo 

gene controle GAPDH. 
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Figura 2:  Valores de expressão relativa (2-∆∆Ct) da carga parasitaria de 

amostras de diferentes doadores de células-tronco mesenquimais, infectadas 

por T. cruzi, obtidos através de qRT-PCR. Extração do RNA a partir de 10^6 

epimastigotas de Colombiana. 

 

Figura 3:  Valores de expressão relativa (2-∆∆Ct) de genes relacionados a 

imunomodulação das amostras de diferentes doadores de células-tronco 

mesenquimais, infectadas por T. cruzi. Valores de expressão genica obtidos 

através de qRT-PCR foram normalizados pelo gene controle GAPDH. 
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Figura 4:  Valores de expressão relativa (2-∆∆Ct) de macrofagos tratados com 

sobrenadante de células-tronco mesenquimais infectadas e não infectadas por 

T. cruzi estimulados e não estimulados por LPS. Valores de expressão genica 

obtidos através de qRT-PCR foram normalizados pelo gene controle negativo. 
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Figura 5: Valores de expressão relativa (2-∆∆Ct) de PBMCs tratados com 

sobrenadante de células-tronco mesenquimais infectadas e não infectadas por 

T. cruzi estimulados e não estimulados por PHA. Valores de expressão genica 

obtidos através de qRT-PCR foram normalizados pelo gene controle negativo.   
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Anexo I: Certificado CEP 
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Anexo II: Previa do artigo 
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