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RESUMO

A doenca de Chagas € uma infeccdo parasitaria cujo agente etiolégico é o
protozoario hemoflagelado Trypanosoma cruzi. A doenca impacta tecidos como
a medula 6ssea e tecido adiposo, onde sdo encontradas as células-tronco
mesenquimais (CTMs). Porém, até o momento, ainda ndo se caracterizou as
consequéncias da infeccdo de CTMs pelo parasito. Portanto, neste trabalho
investigamos o potencial de imunomodulac&o paracrina de populacdes de CTMs
obtidas do tecido adiposo de doadores humanos saudaveis apés a infeccéo in
vitro por T. cruzi. As CTMs foram isoladas do tecido adiposo de doadores
saudaveis e caracterizadas, atendendo aos critérios de classificacdo da
Sociedade Internacional de Terapia Celular. Foi estabelecida a assinatura
imunoldgica de cada doador de CTM através da avaliagdo da expressdo de
mediadores anti-inflamatorios. Percebeu-se que existe diferenca nos niveis de
expressdo basal dos genes relacionados a imunomodulagéo entre as CTMs de
diferentes doadores. As CTMs foram infectadas pela cepa Colombiana de T.
cruzi, na propor¢éo 1:1 e 1:5 (CTMs: parasitos). A carga parasitéria foi verificada
através da deteccdo e quantificacédo relativa do gene Tc40 e revelou variacao
entre as amostras. O meio condicionado entre 0 5° e 7° dia de infec¢do das CTMs
foi obtido e utilizado para realizacdo de ensaios de dosagem de Oxido nitrico
(NO) em macroéfagos estimulados ou ndo por LPS e proliferacéo de células T em
amostras de células polimorfonucleares do sangue periférico estimuladas ou ndo
por fitohemaglutinina (PHA). Observou-se que independente do status de
infeccdo, o sobrenadante das CTM diminuiu o nivel de liberagdo de NO induzido
pelo LPS e a proliferacdo de linfocitos T induzida pela PHA. Apesar das
variacfes individuais observadas, a infeccdo por T. cruzi comprometeu a
capacidade modulatéria do sobrenadante das CTMs sobre os macréfagos, mas
nao sobre os linfécitos T. Individualmente, a infeccdo pelo parasito promoveu
tanto o aumento quanto a diminuicdo da atividade imunomodulatéria paracrina
das CTMs isoladas de diferentes doadores. Os sobrenadantes de CTM
impactaram na expressdo de IL-1B e IL-10 em macrofagos, possivelmente
levando a alteracbes de polarizacdo M1 e M2. Nos ensaios de ativacdo de
linfécitos T em amostras de células mononucleares de sangue periférico,
observou-se novamente que a infeccdo 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
imunomodulatério paracrino das CTM 1 e 3 foi realcado apés infeccao pelo
parasita, enquanto o potencial imunossupressor paracrino da CTM 2 foi
comprometido apos infeccdo pelo parasito. Tomados juntos, os resultados
demonstram que as CTMs podem ser parasitadas por T. cruzi, e que a infeccéo
tem diferentes impactos sobre o potencial imunomodulatério das células
derivadas de diferentes doadores. O impacto da infeccdo de CTMs pelo parasito
deve ser, portanto, investigado em trabalhos futuros com o intuito de estabelecer
0 impacto da infeccdo de CTMs para o prognostico da doenga.

Palavras-chave: Trypanosoma cruzi; Doenca 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.

16



1. Introducéo

1.1. Doenca de Chagas

A doenca de Chagas é uma infec¢cdo parasitaria que tem como agente
causador o protozoario hemoflagelado Trypanosoma cruzi e configura-se como
um grande problema de saude publica 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
alimentacéo de sangue. Estas formas entdo penetram no hospedeiro através da
ferida ou pelas mucosas (L6pez-Vélez et al., 2019). No hospedeiro vertebrado,
as formas tripomastigotas invadem as células mais proximas ao local da
inoculacao, onde se diferenciam em formas amastigotas intracelulares, que se
multiplicam por fissdo binaria (Bern et al., 2019). Ap6s a multiplicacéo, as formas
amastigotas se transformam novamente em formas tripomastigotas, e rompem
a célula, indo para a corrente sanguinea (Lopez-Vélez et al., 2019). A partir deste
momento, se 0 hospedeiro vertebrado for picado pelo inseto vetor, 0s parasitos
serdo 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 Prevencéo de Doencas.

NO TRIATOMINEO NO SER HUMANO
Picada do triatomineo as formas tripomastigotas penetram nas
passagem dos trypanosomas (na forma e células ao redor da picada do triatomineo
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A Organizagdo Mundial da Saude estima que entre 8 e 10 milhdes de
pessoas no mundo todo estejam infectadas por T. cruzi, especialmente na
América Latina, onde a doenca € endémica (Nunes et al., 2013). Nas ultimas
décadas, o perfil epidemiolégico mudou em decorréncia dos movimentos
migratérios que levaram ao processo de urbanizacao e a globalizacéo da doenca
(Teixeira et al., 2012). A doenca de Chagas é frequentemente observada na
populacdo em idade produtiva, tais como os adultos jovens, e pode causar morte
prematura e incapacidade substancial, levando a perdas econémicas
significativas (Abuhab et al., 2013). As complicacbes cardiacas e
gastrointestinais muitas vezes resultam na necessidade de terapia de longo
prazo e procedimentos cirdrgicos, como colocacdo de marca-passo e
desfibrilador cardiaco implantavel e transplante cardiaco, aumentando o0s custos

relacionados a doenca (Mathers et al., 2007).
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Clinicamente, a doenca de Chagas apresenta uma fase aguda seguida
de uma fase crbnica que pode ser classificada como indeterminada, cardiaca ou
gastrointestinal (Prata et al., 2001). A fase aguda da doenca € caracterizada pela
ocorréncia de sintomas graves em cerca de 1% dos pacientes, que podem
apresentar quadros de miocardite, derrame pericardico ou meningoencefalite
(Bern et al.,, 2011). A incidéncia de doenca de Chagas aguda diminuiu
substancialmente desde a quase interrup¢cao da transmissao por vetores e por
meio de transfusdes de sangue na maioria dos paises da América Latina, apesar
dos casos agudos detectados recentemente devido ao consumo de alimentos
contaminados, como o0 acai. Casos agudos podem ocorrer ainda devido a
reagudizacdo da doenca, como em pacientes cronicos que passam por regime
de imunossupresséao (Bern et al., 2012). Em pessoas imunocompetentes, o alto
indice de parasitemia detectado na fase aguda é rapidamente controlado pelos
mecanismos efetores imunes, resultando em niveis quase indetectaveis de T.
cruzi no sangue e nos tecidos, a medida que o individuo infectado entra na fase

cronica (de Meis et al., 2013).

Mesmo com a baixa parasitemia observada na fase crénica da doenca,
com o passar do tempo, cerca de 20 a 30% dos individuos infectados
desenvolvem quadros de cardiomiopatia (Pérez-Molina et al., 2018). Estes
quadros sdo caracterizados pela inflamacéo cronica em todas as camaras do
coracado e danos ao sistema de conducao e ao musculo cardiaco (Nunes et al.,
2018). O desenvolvimento da forma gastrointestinal € bem menos frequente, no
entanto, quando ocorre € caracterizada pela presenca de manifestacdes
esofagicas que variam de distarbios de motilidade assintomaticos e a acalasia
leve, a casos de megaesbfago e megacolon (ElI Gharib et al., 2021; Dantas et
al., 2021). Em alguns pacientes, pode ocorrer a forma mista da doenca de
Chagas, onde existe a manifestacdo da forma cardiaca associada a forma
gastrointestinal (Dutra et al., 2008). Apesar do conhecimento acumulado até o
momento acerca da fisiopatologia e aspectos clinicos da doenca de Chagas,
ainda ndo se compreende completamente a alta complexibilidade da doenca e a
imprevisibilidade dos casos que se agravam ou permanecem assintomaticos

(Pérez-Molina et al., 2018).
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A infeccdo pode ser confirmada por testes sorolégicos ou
parasitologicos, eletrocardiograma e exames radiolégicos do torax, esdfago e
coélon, sendo normalmente caracterizada pela auséncia dos sinais e sintomas
clinicos da doenca (Marin-Neto et al., 2002). O tratamento disponivel atualmente
para a doenca de Chagas consiste em terapia parasitaria especifica com os
medicamentos Nifurtimox e benznidazol (Santos et al., 2021), que séo 0s Unicos
medicamentos eficacia relevante contra o T. cruzi disponiveis ha quase 50 anos,
sendo indicados para pacientes com infeccdo aguda, criangcas e pessoas
recentemente infectadas, ou nos casos de reagudizacéo (Andrade et al., 2011).

1.1.1. Aspectos imunolégicos da doenca de Chagas

Ja foi bem estabelecido que a resposta imune e as manifestacdes
imunopatoldgicas apos a infec¢édo pelo T. cruzi sdo dependentes, ao menos em
parte, das caracteristicas dos hospedeiros, da cepa do parasita, e da via de
infeccdo (Zhang et al., 1999). A literatura relata a existéncia de uma diversidade
de cepas de T. cruzi e que elas apresentam diferentes comportamentos
biolégicos, que estdo diretamente associados a biologia molecular, e ao tropismo
tecidual do parasito no hospedeiro (Zingales B., 2018). O Trypanosoma cruzi tem
caracteristicas genéticas muito diversas, por isso foi feita uma classificacdo
através das linhagens genéticas sendo chamadas de, unidades de tipagem
discreta (DTUs), denominadas: Tc | a Tc VI e Tc Bat (Zingales B., 2018). ADTU
Tc | é predominante em infeccbes humanas na Amazobnia, Regido Andina,
América Central e México, no entanto, as DTUs Tc Il, Tc V e Tc VI séo

predominantes nas demais regides da América do Sul (Breniere et al., 2016).

A cepa colombiana de T. cruzi foi isolada de um paciente em 1964, na
Colémbia, e tipada como Biodeme Type Il e identificado como zymodeme Z1
em 1983 por Andrade e cols, de acordo com seus padrbes enzimaticos
(Camandaroba et al., 2001). Essa cepa vem sendo amplamente utilizada em
estudos sobre a cardiopatia chagéasica, por apresentar tropismo pelos tecidos
cardiaco e esquelético, e também por poder parasitar outros tecidos
(Camandaroba et al., 2006). A cepa colombiana é capaz de gerar alteracdes

teciduais como o aumento do infiltrado inflamatorio, a destruicdo neuronal e
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deposicdo de colageno, além de participar da manutencdo do processo

inflamatorio através de citocinas pro-inflamatoérias (do Carmo Neto et al., 2022).

Embora qualquer célula nucleada possa ser parasitada, o parasito T.
cruzi costuma ter preferéncia por alguns tipos celulares. As diferentes cepas de
T. cruzi tem como caracteristica o histotropismo, que classifica a predominancia
da multiplicacdo do parasita em um tecido, ndo excluindo a possibilidade de
haver multiplicacdo em outros tecidos (Andrade et al., 1997). A depender de sua
linhagem, o parasito T. cruzi apresenta tropismo por miécitos cardiacos, células
periféricas do musculo esquelético e liso, células endoteliais, células dos
sistemas nervoso, células do tecido adiposo, dentre outros (Machado et al.,
2012).

Ja esta bem estabelecido que o T. cruzi persiste nos tecidos de
camundongos de forma cronica, e que essa persisténcia tem uma importancia
na patogénese da doenca 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 apos a infecgdo em um modelo de camundongo (Combs et al., 2005).

Durante a infeccdo, o T. cruzi interage com varios receptores celulares
tais com o receptor de lipoproteina de baixa densidade (LDL) da célula
hospedeira (LDLr) com o objetivo de facilitar a sua internalizagdo e posterior
fus@o de seu vacuolo parasité6foro com o compartimento lisossémico da célula
hospedeira (Caradonna et al., 2011). Receptores celulares atuam também no
reconhecimento do parasito, como os receptores Toll-like (TLRsS) e receptores

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

7

ApoGs a infeccdo, a primeira barreira de defesa contra o parasito é
composta por elementos da imunidade inata como os macréfagos, que eliminam
0s parasitos apos fagocitose ou permitem sua sobrevivéncia e proliferagéo
(Camandaroba et al., 2006). Apos a infeccéo de células, o T. cruzi comeca a fase
de multiplicacéo intracelular, onde o parasita libera muitos antigenos que vao ser

responsaveis pela ativacdo da resposta imune do hospedeiro (Teixeira et al.,
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2011). Devido a presenca de TLR na superficie das células do sistema imune,
acontece o reconhecimento dos padrdes moleculares associados a patégenos
(PAMPSs), responsaveis pela inducéo da resposta imune (Gibaldi et al., 2020 ). A
ativagdo via TLR de células como macréfagos e células dendriticas,
desencadeiam a producgdo de moléculas pro-inflamatorias tais como as citocinas
IL-1 b, -6, IL48, IL-12, o fator de necrose tumoral (TNF) e quimiocinas (Somoza
et al., 2022). A destruicdo de células néo infectadas pode estar relacionada aos
fenbmenos inflamatdérios diretos ou aos mecanismos imunoldgicos que resultam

na cardiopatia, megaesofago e megacolon (Prata., 2001; Teixeira et al., 2006).

Mesmo podendo ser um dos sitios de infec¢do, os macrofagos atuam no
controle da infecgéo pelo T. cruzi, e juntamente com os neutréfilos, produzem IL-
12, fazendo com que as células natural killer (NK) secretem o interferon-gama
(IFN-2 ) gue 1 rg§8 aumentar a progNdy que serdd
muito importantes no controle da parasitemia durante a fase aguda da infeccdo
(Acevedo et al., 2018).

De acordo com os estimulos que recebem, os macréfagos podem
expressar distintos fenétipos de ativagdo e variados comportamentos durante a
infeccdo (Cabral-Piccin et al.,, 2016). Os macrofagos M1 sdo ativados
classicamente e tendem a produzir IL-12 e NO para eliminar os patégenos
intracelulares, enquanto macréfagos ativados alternativamente, pertencentes ao
espectro M2, auxiliam no reparo tecidual, promovendo a infeccao (Mills et al.,
2000). Em modelo experimental, foi observado que os macrofagos obtidos do
baco de camundongos durante a fase aguda da infec¢do por T. cruzi liberam
grandes quantidades de NO e, na auséncia de outros estimulos, esses
macréfagos acumulam altos niveis de mRNA de sintase de éxido nitrico induzivel
(iNOS) com secrecdo de TNF-U, -6l IL-1 B(Zanluqui et al., 2015).

As células T também atuam diretamente no processo de controle de
infeccdes, sendo que as células T CD8 desempenham acdo na eliminacao das
células que abrigam parasitas intracelulares (Tarleton R. L., 2015), enquanto as
células T CD4 e CD8 produzem IFN-2 ,responsavel pela ativacdo dos

macréfagos para conter a infec¢do (Dos Reis et al., 2007). Durante a infecgéo
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por T. cruzi, os linfécitos podem sofrer apoptose, e isso afeta negativamente a
expansao das células T, a resposta das células B, e diminui a capacidade de
eliminacdo dos parasitos pelos macrofagos classicamente ativados (Cabral-
Piccin et al., 2016). Além disso, a captacdo de células apoptéticas promove a
infeccdo dentro dos macréfagos, por meio da producdo de prostaglandina E-2
(PGE-2) e o fator de transformacéo do crescimento beta (TGF-b ) sendo que
essas caracteristicas estdo associadas aos macréfagos ativados
alternativamente (M2) (Mills et al., 2000). Quando acontece o bloqueio da
producédo de PGE-2 ou a inibicdo do apoptose de linfocitos pelos inibidores de
caspase, 0 crescimento do parasita in vitro e a parasitemia séo reduzidos de
forma significativa (Silva et al., 2007), evidenciando a importancia destes
elementos no controle do parasito. Porém, foi demonstrado que a infeccao por
T. cruzi tende a diminuir a resposta das células T em pacientes com infec¢édo
aguda (Bonney et al., 2019). O mecanismo de diminuicdo induzido pelo parasito
associado a baixa expresséao de receptores de IL-2 (Passos et al., 2017). Em um
estudo sobre células T feito em pacientes bolivianos que apresentavam infeccéo
em fase aguda, foi observada uma diminuicdo acentuada na frequéncia de
c®l ulas T que expressava a regi«o vari 8vel
(TCR), no entanto, em pacientes em fase crbnica, as células T que expressam
Vb5 e TCR estavam altamente expandidas. Es
tanto em PBMCs recém-isoladas e em PBMCS apés a estimulagéo in vitro com

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

A lesdo tecidual decorrente da doenca de Chagas aguda esta
relacionada a persisténcia de altos niveis de citocinas pré-inflamatorias e ao
aumento de linfocitos T CD4+ e CD8+ responséveis pela producéo de IFN-2 no
sangue periférico, além da reducao de células T reguladoras (Boscardin et al.,
2010). No entanto, durante a fase crénica indeterminada, € possivel perceber o
aumento do numero de células regulatorias e producédo elevada de IL-10, que
promovem a desativacao de macrofagos e inibicdo dos efeitos das células T e
NK (Pérez-Anton et al., 2018). E possivel perceber que para controlar a infecgao,

deve haver um equilibrio entre os mecanismos efetores contra o parasita e a
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producdo de mediadores que impecam que essa resposta imune exacerbada

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

1.2. Células-tronco mesenquimais

As células-tronco séo identificadas de acordo com duas caracteristicas:
a capacidade de se diferenciar em diferentes linhagens e a capacidade de auto
renovagdo. Essas caracteristicas podem ser encontradas tanto em células
embrionérias, como em células adultas (Potten et al., 1990). Frequentemente,
as células-tronco séo classificadas de acordo com a multipotencialidade. De
acordo com essa classificacéo, as células-tronco totipotentes sao capazes de se
dividir e se diferenciar em todos os tipos de célula, através da formacdo de
estruturas embrionarias e extra-embrionarias (Zakrzewski et al., 2019). As
células-tronco pluripotentes podem formar células de todas as camadas
germinativas, mas nao de estruturas extra-embrionarias, como a placenta (de
Kretser D., 2007). As células-tronco multipotentes dispéem de um espectro de
diferenciacdo mais estreito, podendo se especializar em células de linhagens
celulares especificas, como as célula-tronco hematopoiéticas que podem se
diferenciar em varios tipos de células sanguineas (Zakrzewski et al., 2019). Por
fim, as células-tronco unipotentes sdo capazes de se diferenciar em apenas um
tipo celular, mas mantém a propriedade de auto renovacédo que as distingue das
células ndo-tronco (Ding et al., 2011).

As células-tronco embrionarias humanas séo oriundas da massa celular
interna do blastocisto, responsavel pelo desenvolvimento do feto durante o
processo de embriogénese (Sukuyan et al., 1993). Essas células formam
agregacbes que sao chamadas de camadas germinativas: endoderme,
mesoderme e ectoderme, e cada uma delas eventualmente dard 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 caracteristicas sdo a proliferacdo pela
diferenciacdo em células especializadas sob certas condigbes fisiologicas
(Larijani et al., 2012). O processo de especializacdo das células-tronco acontece

por sinais externos como aqueles mediados por meio do contato fisico entre
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células, ou pela secrecdo de mediadores soluveis; a diferenciagdo 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 formacdo de novas células, sendo que essa
participacdo depende diretamente do 6rgdo em que estédo (Larijani et al., 2012).
As células-tronco participam do processo regenerativo por meio da liberacdo de

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

As células-tronco mesenquimais (CTMs) sdo células estromais que
possuem a capacidade de auto renovacao e também apresentam capacidade de
se diferenciar em células de varias linhagens (Dennis et al., 2002). Elas podem
ser obtidas a partir de varios tipos de tecidos, como corddo umbilical, medula
Ossea, tecido adiposo, entre outros (Ding et al.,, 2011). As CTMs foram
identificadas como células-tronco residentes em quase todos os 6rgdos adultos
(Mazini et al., 2020). Alguns estudos mostram que as CTMs se apresentam como
pericitos que podem ser encontrados ao redor dos vasos sanguineos, o que
contribui para a compreenséo 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 6ssea, combinada com suas
capacidades de auto renovacdo e multipotencialidade, as CTMs vem sendo
consideradas como uma op¢ao de tratamento promissora para diversas doencas
(Sacchetti et al., 2007). As CTMs do tecido adiposo desempenham um papel no
controle da inflamacéao tecidual e no processo de imunomodulacéo, através da
adocdo de um fendtipo imunorregulador em resposta a fatores inflamatérios
como o IFN-9, IL-1 bou TNF-U, que serdo secretados pelas células imunes
ativadas (Hoogduijn et al., 2019). Quando essas células reconhecem padrbes
moleculares associados a patdégenos, tais como o LPS, inicia-se a ativacéo de
TLRs, que promovera a expressio de citocinas inflamatérias como TNF-U (Baer
et al., 2019).

Devido a presenca de CTMs em uma grande gama de tecidos, ainda n&o
existe um biomarcador Unico para a sua identificacdo. A fim de estabelecer

alguns critérios minimos para a caracterizagdo 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
caracteristicas celulares. Estas incluem a capacidade de auto renovacao,
aderéncia ao plastico, potencial de diferenciacdo multipotente e a expresséao de
um conjunto caracteristico de marcadores de superficie, como cluster de
diferenciacéo (CD)73, CD90 e CD105, e uma baixa expressao de CD14, CD34,
CD45 e antigeno leucocitario humano-DR (HLA-DR) (Pendleton et al., 2013).

Figura 2. Requisitos para caracterizagao das populacées de CTMs segundo a
Sociedade Internacional de Terapia Celular. Modificado de Dominici et al., 2006.
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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 condicdes
de saude (Bruder et al., 1997). Varios estudos vém mostrando o potencial das
CTMs de se diferenciarem em mdltiplas linhagens celulares, sendo que alguns
estudos avaliaram o potencial de diferenciacdo adipogénico e osteogénico
(Fujimura et al., 2005; Vishnubalaji et al.,, 2012), enquanto outros se
concentraram apenas ha capacidade de diferenciacdo adipogénica e

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

1.2.1. Mecanismos de imunorregulacéo pelas células-tronco
mesenquimais

Dentre as diversas propriedades descritas até 0 momento para as CTMs,
estd sua capacidade de modular tanto a resposta imune inata quanto a

adaptativa. De fato, as CTMs podem inibir a ativacdo de células dendriticas,
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macréfagos pro-inflamatorios do tipo M1, células NK e células B e T (figura 3),
enquanto induzem a geracdo de ceélulas com fendtipos anti-inflamatorios
(Aggarwal et al., 2005). Devido a essa alta capacidade imunorreguladora, o
potencial terapéutico das CTMs em disturbios autoimunes e inflamatorios tem
sido intensamente investigado em modelos experimentais de camundongos
(Ghannam et al., 2010; Gonzalez et al., 2009). A literatura apresenta resultados
promissores em modelo experimental de artrite (Bouffi et al., 2010; Gonzalez et
al., 2009), diabetes (Moreira et al., 2017; Capilla-Gonzalez et al., 2018; Mahmoud
et al.,, 2019) e lapus (Liu et al., 2018). Parte desses resultados j& foram
confirmados em ensaios clinicos, subsidiando o uso de CTMs para auxiliar no
tratamento de doencas fibréticas e inflamatérias como a doenca do enxerto
contra o hospedeiro (Zhou et al., 2020), esclerose multipla (He et al., 2021),
di abetes tipo 1 (Boh8]ovg§ et mo(LietaR,018) ,
2021), uveite refrataria (Yang et al., 2021), glomerulonefrite (Al Mushafi et al.,
2021), dentre outros.

Figura 3. Intera¢cdes imunomodulatérias entre as células-tronco mesenquimais
e células imunes. As CTMs participam em fungBes imunomoduladoras por
interacBes com células do sistema imune, como células T, células B, células NK,
macrofagos, monadcitos, células dendriticas e neutréfilos, pelas vias de contatos
célula a célula (setas azuis) e por mediadores paracrinos (demonstrada pelo
secretoma). Dentro do secretoma € possivel encontrar uma gama de citocinas,
fatores de crescimento e quimiocinas, e suas funcées imunomodulatdrias variam

de acordo com a fonte de CTMs. Imagem retirada de Song, Na et al., 2020.
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As CTMs atuam na modulacdo do sistema imune inato e adaptativo
através de mecanismos de interacdo como o contato célula-célula, que atua em
conjunto com a secrec¢édo de fatores imunoldgicos sollveis (Kean et al., 2013).
Através de moduladores especificos, como mediadores celulares lipidicos,
citocinas e fatores de crescimento, as CTMs modulam as respostas inflamatorias
e equilibram os perfis imunolégicos (Wang et al., 2018). Além de moléculas
soluveis, moléculas de adesdo, e o0s antigenos do complexo de
histocompatibilidade (HLA) sdo também relevantes para a inducéo do processo

de imunossupresséao 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 hepatécitos (HGF), fator de
crescimento de fibroblastos (FGF) e fator de crescimento transformante-b 1
(TGF-b )}, citocinas, como TNF-U e IL-10, mediadores lipidicos como PGE2,
enzimas como indoleamina-pirrol 2,3 - dioxigenase (IDO) e espécies reativas
como NO, entre muitos outros que se unem para modular a funcéo de células
imunes (Li et al., 2017; Salgado et al., 2010). Esses fatores paracrinos sao

encontrados livres no ambiente extracelular ou encapsulados em vesiculas
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extracelulares. Neste contexto, foi demonstrado que vesiculas extracelulares
produzidas pelas CTMs atuam no aumento da geracédo de macréfagos M2 e de
células T reguladoras, ao mesmo tempo que atuam na supressao da maturacao
de mondcitos e da proliferacdo de células T e células B (Prockop et al., 2013;
Bernardo et al., 2013).

As CTMs também atuam no processo de regulacdo do processo
inflamatorio e no reparo de células e tecidos danificados, através da adeséao aos
locais com inflamacéo ativa (Ren et al., 2008). A modulacdo da imunossupressao
€ potencializado quando as CTMs sdo estimuladas pela primeira vez por
citocinas inflamatorias, tais como o TNF e interleucina- (IL) 1 (Abomaray et al.,
2016). Aléem de responderem aos sinais das citocinas inflamatorias, as CTMs
também produzem moléculas imunorreguladoras que atuam na mediacdo do
processo de inflamacgao, sendo elas a IDO em humanos e NO, em camundongos
(Su et al.,, 2014). Em reconhecimento a capacidade de imunomodulacdo do
secretoma de CTMs, diferentes ensaios clinicos estdo sendo realizados com o
intuito de validar a utilizacao de secretomas de CTMs para tratar doencas imunes
e pacientes com disturbios imunoldgicos graves, incluindo doenca de Crohn (Bai

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

A interacdo entre as CTMs e diferentes células imunolégicas vem sendo
gradualmente elucidado. Por exemplo, foi demonstrado que, de acordo com o
microambiente especifico proveniente das CTMs, macr6fagos podem ser
polarizados no perfil M1 ou M2 (Glass et al., 2016). Estudos mostraram que a
co-cultura de macréfagos com CTMs promove a inducéo de macrofagos M2, que
atuam na atividade fagocitica, na liberacdo de IL-10, e também regulam
negativamente os niveis de citocinas inflamatorias, como IFN-2, TNF-U, IL-1 b ,
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
antigenos atraves da regulacéo positiva da molécula-1, da adesao intercelular

(ICAM-1) e da molécula-1 de adeséao celular vascular (VCAM-1), moléculas com
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atuacdo importante para a ativagdo de células T e para o processo de

recrutamento de leucdcitos para o local da inflamacéo (Ren et al., 2010).

1.2.2. Alteracdes funcionais de células-tronco mesenquimais em doencas
sistémicas

Inicialmente descritas como células responsaveis pela regeneragéo
tecidual, as CTMs séo atualmente consideradas componentes relevantes para
uma ampla gama de processos fisioldégicos, como hematopoese (Agmasheh et
al., 2017) e outros eventos de diferenciacéo celular, angiogénese, controle do
stress oxidativo, dentre outros (Vizoso et al., 2019). Consequentemente, quando
apresentam disfuncdes, as CTMs contribuem para processos patoldgicos. De
fato, alteracbes em CTMs j& foram descritas em doengas como lupus, fibrose
pulmonar idiopatica, diabetes, psoriase, artrite reumatoide, sindromes

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

Quando em contato com patégenos, as CTMs também apresentam
alteracdes funcionais. Quando em contato com patégenos, as CTMs podem ter
sua capacidade imunorregulatoria comprometida como observado apds a
infeccdo de CTMs por citomegalovirus (Meisel et al., 2014), ou no caso de
patégenos reconhecidos por TLR3 (Najar et al., 2017). Porém, a investigacao da
interacdo de CTMs com diferentes patdgenos ainda é incipiente, justificando
novos trabalhos e contribuindo para a concepcao de que as CTMs constituem
nao apenas ferramentas terapéuticas, mas parte do processo fisiopatoldgico em

diferentes doencas.

Considerando as alteracdes teciduais locais e sistémicas observadas na
doenca de Chagas, o presente trabalho tem como obijetivo investigar como as
populacdes de CTMs obtidas do tecido adiposo de doadores humanos saudaveis
se comportam durante a infecgéo pelo parasito hemoflagelado T. cruzi, e se essa
infeccdo altera a capacidade imunomodulatéria paracrina dessas células, por
meio de ensaios com macroéfagos e células mononucleadas do sangue periférico
(PBMCs).
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2. Justificativa

A fisiopatologia da doenca de Chagas € complexa e ainda nao foi
completamente elucidada. Este fato compromete a proposicdo de novos
tratamentos efetivos para a doencga, como recentemente observado nas
tentativas frustradas de terapia celular. Entre as alteracdes ja descritas para a
doenca estdo a disfuncdo da medula 6ssea e do tecido adiposo, culminando em
alteracdo da resposta imunoldgica, elemento relevante no combate ao parasita
e controle da doenca. Notoriamente, as CTMs residem nestes tecidos, onde
possuem papel relevante no controle da geracdo e regulacdo de células
imunoldgicas. Porém, até o momento ndo ha nenhum tipo de investigacao sobre
0 que ocorre com as populacdes endogenas de CTMs do hospedeiro mamifero
infectado por T. cruzi. Por conseguinte, este € o objetivo do presente trabalho:
avaliar o efeito do parasitismo pela cepa Colombiana de Trypanosoma cruzi
sobre a capacidade imunomodulatéria de CTMs por meio paracrino. Esta
avaliacdo pode contribuir para a compreensdo de mais um aspecto da
fisiopatologia da doenca de Chagas e também contribuir para a otimizacdo de

novas tentativas de terapia celular para a doenca.
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3. Hipotese
Pergunta: As CTMs humanas tém sua capacidade imunomodulatoria paracrina

alterada pelo parasitismo por Trypanosoma cruzi?

Hipotese: Hipotetiza-se que as CTMs tenham as suas func¢fes alteradas pela

infeccéo por T. cruzi.
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4. Objetivos
4.1. Objetivo geral
Avaliar o efeito da infec¢do por Trypanosoma cruzi sobre a capacidade

imunomodulatoéria paracrina de CTMs.

4.2. Objetivos especificos
1. Isolar e caracterizar CTMs humanas do tecido adiposo.
2. Realizar a infeccdo de CTMs por formas tripomastigotas da cepa
Colombiana de Trypanosoma cruzi e determinar a carga parasitaria.
3. Avaliar a capacidade imunomodulatoria paracrina das CTMs infectadas

ou néo por T. cruzi sobre macréfagos e PBMCs humanos.
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5. Metodologia

5.1. Fluxograma Geral

Cultivo dos parasitos. Isolamento e
caracterizagao de células
de trés doadores.

5.2. Preparacgao de meio de cultivo celular DMEM LOW GLUCOSE

O meio Dulbecco's Modified Eagle Medium low glucose (DMEM; Sigma-
Aldrich) foi ressuspendido em &gua destilada e suplementado com 1 mL de
gentamicina (Novafarm) na concentragéo de 100 IU/L e 3,7 g de bicarbonato de
sodio.

O pH foi ajustado para 7.4 e o meio foi entdo filtrado em sistema de
filtracAo a vacuo, com membrana de 0,2 2 em ( Co aliguotady.) A
esterilidade do meio transferido para as garrafas foi testada colocando uma
aliquota de meio em uma estufa a 37 °C por 24 horas. Caso o0 meio ndo estivesse
contaminado, ele foi entdo 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 disponivel no laboratério interdisciplinar de
biociéncias da Faculdade de Medicina da Universidade de Brasilia, mantidas a
25 °C em meio Lit suplementado com 10% de SFB, 100 IU/mL de penicilina e
100 eg/ mL de €&Gbto), e gstrepiguesdoram &itos a cada 15 dias.
Para a obtencdo 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% COFpor 3 dias, quando foram infectadas
pelas formas epimastigotas de T. cruzi. Apos 7 dias, o sobrenadante foi coletado
e centrifugado por 5 minutos a 300 g para a obtencéo do pellet (Dumoulin et al.,
2018).

5.4. Isolamento, cultivo e caracterizacao de células-tronco

mesenquimais derivadas do tecido adiposo

As CTMs humanas foram isoladas a partir do tecido adiposo subcutaneo
abdominal de doadores saudaveis (n=3) que passaram por cirurgia de
lipoaspiracdo. A obtencdo das amostras de tecido adiposo ocorreu apés a
assinatura de termo de consentimento livre e esclarecido, conforme projeto
aprovado pelo comité de ética de pesquisa da Universidade de Brasilia
(protocolo numero 30175020.00000.5558).

As CTMs foram isoladas conforme de Carvalho JL et al., 2015. O tecido
adiposo coletado foi lavado com tampéo fosfato-salino (PBS) 0,15 M
suplementado com uma solucdo de penicilina e estreptomicina (Gibco) nas
concentracfes finais de 100 U/mL e 100 pg/mL, respectivamente. Apls a
lavagem, o tecido adiposo foi entédo digerido por 1 hora a 37° C, em solugao de
colagenase do tipo 2 (Gibco), na concentracao de 0,01% p.v. Ao final da
digestdo, a enzima foi inativada por meio da adicdo do mesmo volume de SFB
(Gibco), e a amostra centrifugada para a obtencao e plagueamento das células
do pellet, descrito como a fragao vascular estromal do tecido adiposo. O cultivo
das células da fracdo vascular estromal foi feito em DMEM low glucose (Sigma-
Aldrich) suplementado com 10% v.v. de SFB (Gibco), a 37 °C e 5% COF As
células foram expandidas até a 3.2 passagem e criopreservadas em nitrogénio
liquido até a realizacdo dos experimentos. As células isoladas de cada doador

foram aleatoriamente denominadas CTM 1, 2 e 3.

5.4.1. Criopreservacao e descongelamento
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As CTMs foram expandidas até a 3.2 passagem e criopreservadas em
nitrogénio liquido até o uso. Para tanto, ao atingir 70-80% de confluéncia, as
células foram coletadas por meio de tripsinizacdo, contadas e ressuspendidas
em solugdo composta por 90% v.v. SFB (Gibco) e 10% v.v. de dimetilsulfoxido
(Sigma-Aldrich). O congelamento foi feito em criotubos (Millipore), utilizando uma
placa de congelamento lento (ThermoFisher Scientific) a -80 °C e,
posteriormente, as células foram armazenadas em tanque de nitrogénio.

Para o descongelamento, o contetdo do criotubo foi descongelado em
banho-maria a 37 °C; diluido em 3 mL de meio de cultura e centrifugado por 3
minutos a 189 g. Apés a centrifugacéo, 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 cmz?
(Kasvi). Para a contagem, a solucdo contendo as células foi diluida na proporgéo
de 1:5 com solucédo 0,4% de Azul de Tripan (Gibco) e aplicada na camara 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% CO:. 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 manutencao foi: Garrafa 75 cm2 (Kasvi) 10-15 mL; Placa de 6
pocos 2 mL/poco (Kasvi). Ao atingir confluéncia de aproximadamente 80%, as
células foram lavadas com PBS (6 mL para garrafa de 75 cm?2) 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. Caracterizacao das ceélulas-tronco mesenquimais
A caracterizacdo das CTMs foi feita seguindo as recomendacdes da
Sociedade Internacional de Terapia Celular e Génica (Dominici et al., 2006),

conforme descrito a seguir.
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5.4.3.1. Adesao ao plastico
A adesdo ao plastico foi verificada por meio de observacdo em

microscopio invertido Olympus CKX 41, apds o isolamento e durante todo o
periodo de cultivo das células.

5.4.3.2. Perfil imunofenotipico
A imunofenotipagem de todas as células foi realizada com o Human MSC

Analysis Kit ( BD St emf | owE) , seguindo as recomendze
leitura do sinal de fluorescéncia emitido pelas células marcadas ocorreu no

equi pamento FACSCaliburE (BD). Os marcador
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. Diferenciacao Celular
Apbs descongelamento e expansdo, células dos trés doadores foram

diferenciadas em condrdcitos e adipdcitos. Para todas as diferenciacfes, foram
pl aqueadas 1 x 10 c®l ulas por po-0 em pl ac
cultura DMEM low glucose (Sigma) acrescido de 10% v.v. SFB (Gibco) até a
confluéncia de aproximadamente 80%. A partir da obtenc&o da confluéncia, foi
iniciado o cultivo com meios especificos para as diferenciacdes. A troca de meio
foi feita a cada 2 dias. Células mantidas em meio basal foram mantidas como

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

5.4.3.4. Meios de diferenciagéo celular
5.4.3.4.1. Condrogénico
Para diferenciacdo condrogénica foi utilizado o meio comercial
St emPr oE Chondr ogenesi s(ThebrioFishes rSeientific)at i on K
gentilmente cedido pelo professor Robert Pogue, da Universidade Catélica de
Brasilia. O meio comercial foi diluido (1:1) em meio DMEM low glucose (Sigma-
Aldrich) sem adicdo de SFB (Gibco). A diferenciacédo durou 21 dias.
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5.4.3.4.2. Adipogénico
Ao meio de cultivo base, DMEM Ilow glucose (Sigma-Aldrich),

suplementado com 10% SFB (Gibco) e gentamicina (Novafarm); foi adicionado:
Dexametasona (Teuto, medicamento genérico, comprimidos de 4 mgQ)
concentracdo de 100 uM/L; Indometacina Cristalina (Sigma-Aldrich)
concentracdo de 71 mg/L; isobutil-metilxantina (3-Isobutyl-1-methylxanthine, ou
| BMX, 099 % HP-Al@iyh) corBénagéa 111,1 mg/L e Insulina
(Novolin, Nordisk, medicamento injetavel, concentragdo de 100 Ul/mL). A

diferenciacéo durou 21 dias.

5.4.4. Coloracédo de células diferenciadas
5.4.4.1. Condrogénica

Para verificacdo da condrogénese, apd6s 21 dias de inducdo de
diferenciacéo, as células foram lavadas com PBS e fixadas por 30 minutos em
solucéo de formalina 10%. Apos a fixagcdo foram novamente lavadas com PBS e
mantidas em solugdo 1% de azul de alcian (do inglés, Alcian Blue - Sigma-
Aldrich) diluido em 0,1 N HCL por 30 minutos. As células coradas foram entéo

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

5.4.4.2. Adipogénica

Para verificacdo da adipogénese, apdés 21 dias de inducdo de
diferenciacéo, as células foram lavadas com PBS e fixadas por 30 minutos em
solucdo de formalina 10%. Em seguida as células foram lavadas com &agua
destilada e mantidas em isopropanol 60% por 5 minutos. O isopropanol foi
retirado e adicionou-se 2 mL da solucao de uso de Oil Red (Sigma-Aldrich) por
5 minutos. As células foram lavadas com agua destilada. Foi adicionado 2 mL de
hematoxilina por 1 minuto. Apés a retirada da hematoxilina, as células foram

lavadas trés 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
(Gi bco) . Foram plaqueadas 2x10 c ®I

capacidade proliferativa foi realizada por meio de contagem de células.
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5.4.6. Avaliacao da expresséo génica
As CTMs 1, 2 e 3 foram avaliadas quanto a expressao basal dos genes

gliceraldeido fosfato desidrogenase (GAPDH), interleucina 10 (IL-10),
indoleamina-pirrol 2,3-dioxigenase (IDO), gene 6 induzivel por fator de necrose
tumoral (TSG 6) e fator de crescimento transformador beta (TGF-b), por meio de

gRT-PCR, realizada conforme descrito no item 5.8.2.

5.5. Infeccao 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 concentracdes diferentes, sendo 1:1 e 1:5 (CTMs:
parasitos) e mantidas por 72 h a 37 °C e 5% COF R8s células de cada doador
foram consideradas como uma replicata biol6gica. ApOs a visualizacdo da
infeccdo 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 ndo por T.
cruzi

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

de meio feita no 5.° dia de infec¢é@o por T. cruzi ou em células ndo infectadas

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

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

em membrana de 0,22 em e congel ados

5.7. Determinacédo da carga parasitaria

A carga parasitaria foi determinada por meio de PCR em tempo real (ou
PCR quantitativa, gPCR) com o kit Lumina Ct Sybr Green gPCR ReadyMix
(Sigma) com CTM de 3 doadores, infectadas e ndo infectadas por T. cruzi para
a avaliacédo da expressao do gene Tc40 (Rose et al., 2020), conforme foi descrito

no item 5.9.6.
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5.8. Ensaio de ativacédo e polarizacdo M1/M2 em macréfagos da linhagem
U937 tratados com sobrenadante de CTM infectadas ou néo 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 adi¢do de 10%

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

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

(Sigma-Aldrich)yem pl aca de 96 po-o0s em uma d

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

al., 2015; Prasad et al., 2020; Yang et al., 2017). Ap6s 24h, foi adicionado, de
acordo com o grupo experimental, o sobrenadante de CTMs infectadas ou néo
infectadas dilu2do 1:1 em RPMI/ SFB,

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

para a avaliacdo da producao de 6xido nitrico (Green et al., 1982).

5.8.1. Quantificacdo da producdo de Oxido Nitrico

O método de Griess foi usado para quantificar a producdo de oOxido
nitrico (NO). Foram adicionados 20 pl de reagente de Griess, que foi preparado
com 0,05 g de sulfanilamida a 1% e N-(1-naftil) etilenodiamina dihidrocloridrato
a 0,2% dissolvido em &cido fosférico a 5%, dissolvidos em 25 mL de agua
destilada. A concentracdo restante de nitrito foi determinada a 540 nm. Os
resultados foram expressos como uma porcentagem do nitrito gerado,
estabelecida por meio da realiza¢do de uma curva de diluicdo usando nitrito de

sédio como padrao (Green et al., 1982).

5.8.2. Avaliacao da expresséo génica

A expressédo dos genes GAPDH gque foi usado como controle, os genes
de polarizacédo M1: IL-1 be TNF-Ue o gene de polarizacéo M2: IL-10 foi avaliada
em macrofagos infectados ou controle, estimulados com LPS ou néao, por meio

de gRT-PCR, conforme descrito no item 5.9.6.

5.9. Ensaio de ativacao de linfocitos T tratados com sobrenadante de
CTMs infectadas ou néo por T. cruzi
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Foi feito cultivo de células mononucleares de sangue periférico
(peripheral blood mononuclear cells - PBMCs) seguida de ativacdo com
Fitohemaglutinina (phytohemagglutinn-PHA, 5 e€g/ mL) ( He a
et al., 2018), e avaliacdo de proliferacédo através da marcacdo dos PBMCs por
carboxifluoresceina 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. Apds a coleta de sangue
anticoagulado, foi feita uma diluicdo com PBS. Em um novo tubo, 3 mL de Ficoll
(Sigma-Aldrich) foram adicionados a 8 mL de sangue diluido 1:2 em PBS,
seguido de centrifugacdo por 30 a 40 minutos (sem frenagem). Apds, as PBMCs
foram transferidas para um novo tubo e uma lavagem com solugéo tampé&o foi
feita. Para remover as plaguetas, apés a lavagem, foi necesséario realizar mais
uma centrifugacéo a 200 g e remover o sobrenadante (Hearing et al., 1999; Lin
et al., 2018).
5.9.2. Ensaio de proliferagdo de PBMCs

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

eg/ mL) (Hearing et aseguidold®&digcaolde prolifexacdoa |

através da marcacdo por CFSE com concentracao de 2,5 ¢ M de CFSE por poc¢o
em 100 uL de meio RPMI 10% v.v. de SFB acrescido de 5 eg/mL PHA (Lange-
Consiglio et al., 2020). A leitura do sinal de fluorescéncia emitido pelas células
marcadas CFSE e anticorpo anti-CD3 ocorreu com a aquisicdo de 10.000
eventos no Citdmetro 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. Extracdo 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 milhdo de células foi adicionado 1 mL
de TRIzolTM. As amostras foram vortexadas e mantidas a temperatura ambiente

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

tansferido para um novo tubo, e adi<i

Aldrich). As amostras foram vortexadas novamente e mantidas a temperatura
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ambiente por 10 minutos, em seguida centrifugadas a 4 °C, a 7168 g por 20
minutos. Apés a centrifugacéo, a fase aquosa (de cima) foi transferida para um
novo tubo de 1,5 mL, e adicionado 3 L de
isopropanol (Sigma-Aldrich). A mistura foi vortexada e incubada no gelo por 10
minutos. Apés a incubacgdo, as amostras foram centrifugadas a 16128 g por 10
minutos e o sobrenadante foi descartado. Entdo, 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 a
temperatura ambiente até secar e por fim as amostras foram ressuspendidas em
11 eL de 8gua RNAse free.
5.9.4. Quantificacdo de RNA

O RNA foi quantificado no equipamento Qubit® (Invitrogen). Para cada
guantifica-«o, 1 ¢eL de amostra de RNA foi u

5.9.5. Sintese de DNA complementar

O DNA complementar (cDNA) foi sintetizado a partir de 500 ng de RNA
total, em um vol ume de 10 eL (compl et ado
necesss8rio). Ao RNA, foi adicionddggop 10 €L
Capacity cDNA Reverse Transcription Kit® (Applied Biosystems). Com este Kit,
para cada amostra a ser sintetizadaem cDNA, utilizou-s e: 4, 2 €L de 8gua
free; 2 eL do Buffer RT 10X; 0,8 L do mi:
Primers RT 10X e 1 eL de Multi ScribeTM Rev:«
emvol ume final de 20 €L, foram submetidas ¢
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 analise de expressao génica foi realizada por PCR em tempo real com
o kit Lumina Ct Sybr Green gPCR ReadyMix (Sigma-Aldrich). Com este kit, para

cada amostra utilizou-s e : 1,9 eL de 8gua RNAse free; 5
eL do Pri mer R:FO,®, tLedod®rRomere 2 €L de c¢c|
em volume final de 10 gL, foram submeti das

42



equipamento Step One: 10 minutos a 25 °C; 120 minutos a 37 °C; 5 minutos a

85 °C e 4 °C. A expressédo dos seguintes genes foi avaliada: GAPDH; IFN-o
TNF-U; -10, IGF-b ; -116Ic40, IDO e TSG-6, e os iniciadores utilizados s&o

apresentados na tabela 1.

Tabela 1. Sequéncia de iniciadores.

Gene Primer Foward (5'-3 0 ) Primer Reverse (5-3 6 )

GAPDH ACATCGCTCAGACACCATG TGTAGTTGAGGTCAATGAAGGG
IDO GGGAAGCTTATGACGCCTGT CTGGCTTGCAGGAATCAGGA,
IL-10 GGCACCCAGTCTGAGAACAG ACTCTGCTGAAGGCATCTCG
IL-1 b ATGATGGCTTATTACAGTGGCAA GTCGGAGATTCGTAGCTGGA
INF-2 ACTGTCGCCAGCAGCTAAAA TATTGCAGGCAGGACAACCA
Tc40 TGCGAAGACGAGGAGTACAA GCCACACACGAGCACTTAAA

TGF-B1 TGACACAGAGATCCGCAGTC GCTGTATTTAAGGACACCGTGC
TSG-6 CCCAGGTTGCTTGGCTGATT GGACCCATACGTACCTTCCC
TNF-U CACAGTGAAGTGCTGGCAAC GATCAAAGCTGTAGGCCCCA

5.10. Analise de dados

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

Para a comparacdo entre os dados de producdo de NO por macréfagos e

proliferacéo de linfocitos T, os dados foram analisados de forma conjunta através

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

qualitativa foi feita.
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6. Resultados

6.1. Isolamento e caracterizacdo das células-tronco-mesenquimais

As CTMs isoladas a partir da doacao de tecido adiposo de trés doadores
saudaveis foram capazes de aderir ao plastico 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 microscépio

invertido, sendo: (A) CTM 1, (B) CTM 2 e (C) CTM 3. Imagem feita em objetiva
de 5x.

44



A caracterizacao do perfil imunofenotipico foi feita através da anélise da
expressao dos marcadores de superficie 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 superficie que foram analisados de forma individual, sao
considerados marcadores positivos de CTMs pela Sociedade Internacional de
Terapia Celular. Os marcadores que foram analisados em pool sédo considerados
como marcadores negativos para CTMs, pois sdo indicativos de contaminacao
por células de linhagens hematopoiéticas. A tabela 2 apresenta os dados
relativos a porcentagem dos niveis de expressdo dos marcadores positivos de
CTMs. O doador 2 de CTM apresentou um nivel de expressdo mais baixo para
o marcador CD90 em relagcdo aos outros doadores. Os demais marcadores
apresentaram uma expressdo semelhante entre os doadores, permanecendo
sempre em niveis acima de 90%. A tabela 3 apresenta os dados relativos a
porcentagem dos niveis de expressao do coquetel negativo que foi feito em pool.
Apenas as CTM 1 apresentaram nivel de positividade levemente superior ao

preconizado pela Sociedade Internacional de Terapia Celular.

Tabela 2. Dados relativos a expressao 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 a expressao 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 populagdes
celulares enriquecidas de CTMs. No entanto, foi possivel observar diferencas

nos niveis de expressédo das proteinas avaliadas entre as amostras biologicas.

Figura 5: Histogramas representativos dos marcadores positivos CD44; CD73;
CD90 e CD140 em CTMs isoladas de trés doadores. A linha preta pontilhada
representa o controle de isotipo. A cor azul representa o nivel de positividade

para cada um dos marcadores avaliados.

CTM 1

cD4a com cD90 o105

CTM 2

Caunt

CTM 3

Figura 6: Histogramas representativos dos marcadores negativos CD11b; CD19;
CD34; CD45 e HLA-DR em CTMs isoladas de trés doadores. A avaliacdo da
expressado 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 marcacgao). A cor azul representa o nivel de

positividade para os marcadores avaliados.
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Foi possivel confirmar o potencial de diferenciacdo multipotente das CTMs
isoladas através do ensaio de diferenciacdo em adipdécitos e condrocitos (Figura
7 e 8). A capacidade de diferenciacdo foi verificada por meio de cultivo em
diferentes meios de inducdo. As diferenciacbes adipogénica e condrogénica
duraram 21 dias, periodo apés o qual as células foram fixadas e coradas com
corantes especificos para a deteccdo de cada tipo celular. Nas amostras
induzidas a diferenciacdo adipogénica (Figura 7), foi possivel visualizar acamulo
intracelular de lipidios de forma nitida em todos os grupos estimulados a
diferenciacdo. Por outro lado, as células mantidas em meio basal néo
apresentaram acumulo lipidico. Nas amostras induzidas a diferenciacéo
condrogénica (Figura 8), foi possivel realizar a visualizacdo do acumulo de matriz
extracelular rica em glicosaminoglicanas nos grupos induzidos a diferenciacao,

ao contrario das células mantidas em meio de cultivo basal.
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Figura 7. Diferenciacdo adipogénica de células-tronco mesenquimais (CTMs).
As CTMs foram diferenciadas pelo periodo de 21 dias, quando foram coradas
por meio de coloracdo de Oil Red. A esquerda, sdo 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. A direita, s&o
apresentadas imagens representativas de células do mesmo doador mantidas
em meio de diferenciacdo adipogénica, visualizadas em objetiva de 10x, sendo
(B)CTM 1; (D) CTM 2 e (F) CTM 3.
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Figura 8. Diferenciacdo condrogénica de células-tronco mesenquimais (CTMs).
As CTMs foram diferenciadas pelo periodo de 21 dias, quando foram coradas
por meio de coloracéo de Alcian Blue. A esquerda, sdo 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. A direita, sdo
apresentadas imagens representativas de células do mesmo doador mantidas
em meio de diferenciacado condrogénica, 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 numero
conhecido de CTMs e contagem das células ap6s 96 horas. Foram plaqueadas
i nicial mente 2x10 c®l ulas de cada d
96h de cultivo, uma confluéncia de aproximadamente 80% foi atingida nas
garrafas de células dos trés doadores de CTMs. As celulas foram tripsinizadas e
contadas em camara de neubauer. Observou-se que a CTM 3 teve maior nivel
de proliferacdo em relacdo a CTM 1 e 2 (Figura 9).

Figura 9. Grafico representativo da taxa de proliferacdo das CTMs dos trés
doadores.
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6.3. Assinaturaimunoldgica das CTMs

Foi feito PCR em tempo real dos genes GAPDH que foi usado como
controle, IL-10, IDO, TGF-b e TSG-6, com o0 objetivo de estabelecer o padréo da
expressdo de genes relacionados a capacidade imunomodulatéria nas CTMS
dos diferentes doadores (Figura 10). Observou-se que existe diferenca nos
niveis de expressao basal dos genes relacionados a imunomodulacéo entre as
CTMs, sendo que a CTM 1 expressa maior nivel IL-10, IDO, TGF-b e TSG-6
quando comparada as CTMs dos outros doadores.
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Figura 10. Gréfico representativo da expressdo de genes relacionados a
imunomodulacdo em amostras dos diferentes doadores de células-tronco
mesenquimais (CTMs 1, 2 e 3), sendo, (A) Expressao génica de IL-10; (B)
Expressao génica de IDO; (C) Expressédo génica de TGF-b e (D) Expressao
génica de TSG-6.
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6.4. Ensaio de infeccado de células-tronco mesenquimais por

Trypanosoma cruzi

As CTMs caracterizadas foram utilizadas para o experimento de infeccao
por Trypanosoma cruzi. Para a infeccao, foi escolhida a cepa Colombiana de T.
cruzi. As CTM foram plaqueadas e divididas em trés grupos experimentais:

1. células controle ndo infectadas;
2. células infectadas em proporcédo 1:1 (CTMs: parasitos);
3. células infectadas em proporcao 1:5 (CTMs: parasitos).

A infeccdo foi mantida por 72 horas, até que os primeiros ninhos de
amastigotas pudessem ser visualizados no grupo de infeccdo 1:5. A infec¢éo das
células foi bem-sucedida, porém foi detectada toxicidade celular a partir do 5.°
dia pos infeccéo no grupo infeccdo 1.5 e, a partir do 10.° dia no grupo infeccéo
1:1. Aos 7 dias de infeccdo, o sobrenadante das culturas foi coletado e as
células, tripsinizadas para isolamento de RNA, com o intuito de avaliar alteracdes
de expressdo g@génica e carga parasitaria. As demais células foram
criopreservadas ou replaqueadas para observacdo até o 14.° dia. Porém, as
células infectadas perderam a viabilidade antes de completar 14 dias de

infeccdo. Nao foram detectadas diferencas significativas entre as replicatas

51



biolégicas. Os resultados obtidos mostram, portanto, que foi possivel observar a
infeccdo das CTMs por T. cruzi tanto na proporcado de 1:1 (Figura 11) como 1:5
(Figura 11).

Figura 11. Cultivo de CTMs dos trés doadores, apos 7 dias de infeccao por T.
cruzi na concentracao de 1:1 (CTMs: parasitos). (a) CTM 1, (b) CTM 2 e (c) CTM
3, visualizadas em objetiva de 40x. As setas apontam 0s parasitos visualizados
nas amostras.
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Figura 12. Cultivo de CTMs dos trés doadores, apos 7 dias de infeccdo por T.
cruzi na concentracdo de 1:5 (CTMs: parasitos). (a) CTM 1, (b) CTM 2 e (c) CTM
3, visualizadas em objetiva de 40x. As setas apontam 0s parasitos visualizados

nas amostras.
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6.5. Determinacdo da carga parasitaria

Com o objetivo de confirmar a infec¢cado observada microscopicamente e
determinar a carga parasitaria das amostras de CTMs dos trés doadores
infectadas por T. cruzi, foi feito PCR em tempo real para deteccédo e quantificacao
relativa do gene Tc40 que esta presente em todas as fases da infec¢éo pelo
parasito (Figura 13).

Figura 13. Grafico representativo da expressao do gene Tc40 em amostras dos
trés doadores de CTMs infectados pelo T.cruzi.
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Foi possivel perceber que houve variacdo na quantificacdo da carga
parasitaria entre as amostras de CTMs infectadas, apesar da mesma proporcao
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, ndo
tiveram o cDNA do parasito detectado por meio de qRT-PCR.

6.6. Avaliacdo da expresséo de genes associados a imunorregulacéo
em células-tronco mesenquimais infectadas por Trypanosoma cruzi

A fim de avaliar se a infeccdo das CTMs mudaria a expressdo de
citocinas secretadas por essas células, foi feito PCR em tempo real dos genes
GAPDH que foi usado como controle, IL-10, IDO, TGF-b e TSG-6. Apds a
infec¢éo, enquanto as CTM 1 apresentaram aumento no nivel de expresséo de
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IL-10 e TGF-b, CTM 2 e 3 tiveram diminuicdo da expressdo desse gene. Por
outro lado, IDO teve seu nivel de expressdo aumentado apos a infeccao por T.
cruzi na CTM 2, evento ndo observado nas demais amostras. Por fim, enquanto
CTM 1 e 2 tiveram diminuicdo da expressdo de TSG-6 ap0s a infeccao por T.
cruzi, as CTM 3 apresentaram aumento na expressao desse gene. Foi possivel
observar, portanto, que existe diferenca na expressao dos genes avaliados entre
os doadores de CTMs, o0 que seria sugestivo de uma possivel variacdo de

potencial ou perfil imunorregulatério entre as células dos diferentes doadores
apos a infeccao.

Figura 14. Grafico representativo da expressao génica de citocinas em amostras
dos trés doadores de CTMs nédo infectados e infectados por T. cruzi. (A)
Expressao génica de IL-10 em CTMs néo infectados e infectados pelo T.cruzi;
(B) Expresséo génica de IDO em CTMs néo infectados e infectados pelo T.cruzi;
(C) Expressao génica de TGF-b em CTMs néo infectados e infectados pelo T.

cruzi e (D) Expresséo génica de TSG-6 em CTMs né&o infectados e infectados
pelo T. cruzi.
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6.7. Avaliacdo da producéo de 6xido nitrico em macroéfagos estimulados
com LPS e tratados com o sobrenadante de CTMs infectadas ou ndo

por T. cruzi

As células U937 foram diferenciadas em macréfagos e tratadas com
sobrenadante de CTMs infectadas por T. cruzi e com sobrenadante de CTMs
controle (ndo infectadas). Apos estimulo feito com LPS, foi feita a dosagem de

NO de modo a avaliar se o tratamento de macrofagos com sobrenadante de
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CTMs infectadas ou ndo era capaz de alterar os niveis de secre¢cdo de NO
(Figura 15).

Figura 15. Gréfico da comparacéo da secrecdo de Oxido nitrico (NO) entre os
grupos de macrofagos tratados com sobrenadante de CTMs infectadas e néao
infectadas por T. cruzi. (A) Macréfagos tratados com sobrenadante de CTMs nao
infectadas por T. cruzi, estimulados e ndo estimulados por LPS; (B) Macréfagos
tratados com sobrenadante de CTMs infectadas por T. cruzi, estimulados e ndo
estimulados por LPS. CN+: controle positivo composto por macrofagos
estimulados por LPS. CN-: controle negativo composto por macréfagos sem
tratamento.
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Foi possivel observar que a secrecao de NO foi aumentada no controle
positivo do experimento e também em todos os grupos que foram estimulados
por LPS. Foi possivel observar também que o tratamento com o sobrenadante
de CTMs diminuiu os niveis de producdo de NO em todas as amostras
estimuladas com LPS, independente do doador ou status de infecg&o por T. cruzi
das CTM. A andlise estatistica foi feita através da comparacgéo entre o grupo de
macrofagos tratados com sobrenadante de CTMs ndo infectadas, nao
estimulados e 0 mesmo grupo, sendo estimulado por LPS, sendo feita a uma
andlise para cada doador de CTMs. Nos grupos de macréfagos tratados com o
sobrenadante de CTMs infectadas por T. cruzi, a analise estatistica foi feita da
mesma forma, através da comparacao entre o grupo estimulado e o grupo ndo
estimulado, em cada doador de CTM. Observou-se que houve diferenca
estatistica entre os grupos, com valor de p<0,0001 nos grupos de macréfagos
tratados com o sobrenadante de CTMs infectadas por T. cruzi, e também nos
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grupos com o sobrenadante de CTMs nao infectadas, com valor de p<0,0001.
Todos os sobrenadantes de CTMs foram capazes de promover a diminui¢cdo na

producdo de NO, mesmo na presenca da infeccdo pelo T. cruzi.

6.8. Avaliacdo da expressao génica em macroéfagos

Com o objetivo de avaliar a polarizacdo de macréfagos estimulados e
nao estimulados por LPS e tratados com o sobrenadante de CTMs infectadas e
nao infectadas por T. cruzi, foi realizada analise da expressédo dos genes IL-1 b
TNF-U e IL-10 (Figura 17 e 18). Observou-se uma variacdo grande entre 0s
doadores na expressao de todos os genes. Na auséncia de estimulo por LPS
(Figura 17), os macrofagos tratados com sobrenadante de CTM 1 infectadas
tiveram aumento da expressdo de IL-1 h quando comparados ao grupo que
recebeu sobrenadante destas células ndo infectadas, o posto do que foi
observado nas amostras tratadas com sobrenadantes derivados de CTM 3. Por
outro lado, as amostras de macréfagos tratadas com sobrenadante de CTM 2
infectadas e nao infectadas tiveram expressdo semelhante de IL-1 b .
Considerando a expressao de IL-10, apenas as amostras tratadas com o
sobrenadante de CTM 3 infectadas por T. cruzi tiveram aumento de expresséo
do gene em relacdo a amostra incubada com sobrenadante de CTM néo
infectada. Considerando a expressdo de TNF-U, amostras incubadas com o
sobrenadante de CTM 1 infectada tiveram maior expresséao do gene do que as
amostras incubadas com o sobrenadante de CTM 1 n&o infectada, observacao
contraria aos dados de CTM 2 e CTM 3.
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Figura 16. Graficos representativos da expressdo génica de macréfagos
tratados com sobrenadantes de CTMs infectadas e néo infectadas por T. cruzi.
(A) Expressao génica de IL-1 b (B) Expresséo génica de IL-10 e (C) Expresséo
génica de TNF-U.
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Considerando as amostras de macrofagos estimulados com LPS e
tratados com sobrenadantes de CTM (Figura 17), observou-se que a expressao
de IL-1 mao sofreu grandes alteracdes, independente da condigao experimental.
Por outro lado, IL-10 teve sua expressdo aumentada nas amostras de
macrofagos estimuladas por LPS e tratadas com o sobrenadante de CTM
infectada em relacdo as amostras incubadas com o sobrenadante de CTM nao
infectada, tanto na amostra de CTM 1 quanto CTM 2. Ja a expresséo de TNF-U
foi menor nas amostras de macréfagos estimulados por LPS e tratados com o
sobrenadante de CTM 2 e 3 infectadas, quando comparadas as amostras

estimuladas com LPS e incubadas com sobrenadante de CTMs néo infectadas.
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Figura 17. Graficos representativos da expressdo génica de macréfagos
tratados com sobrenadantes de CTMs infectadas e néo infectadas por T. cruzi
estimulados por LPS. (A) Expressao génica de IL-1 b (B) Expressao génica de
IL-10 e (C) Expresséo génica de TNF-U.

Uma vez que macréfagos M1 sdo caracterizados pela alta expresséo de
IL-1 bapds estimulo, e macréfagos M2 séo caracterizados pela alta expressao
de IL-10, realizou-se a analise da razao da expressao destes genes, com o intuito
de se avaliar o perfil adquiridos pelos macrofagos estimulados por LPS e tratados
com os sobrenadantes de CTM (Figura 18). Nas amostras tratadas com o
sobrenadante de CTM 1, observou-se uma possivel polarizacdo M1 no grupo
estimulado com LPS, e possivel polarizacdo 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 possivel polarizagdo M1
nos macréfagos estimulados com LPS e tratados com o sobrenadante de CTM
2. Nas amostras estimuladas pelo sobrenadante de CTM 3, observou-se
possivel polarizacdo M1 de macréfagos sem estimulo de LPS e tratados com o
sobrenadante de CTM néo infectadas. Apoés infeccdo das CTM 3 por T. cruzi, a
razao IL-10/IL-1 bfoi revertida, sugerindo polarizacdo M2 nas amostras sem
estimulo com LPS.
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Figura 18. Gréficos representativos da razdo entre a expresséo génica de IL-10
e IL-1 b(IL-10/IL-1 hem macrofagos tratados com sobrenadantes de CTMs
infectadas e nao infectadas por T. cruzi, estimuladas e nao estimuladas por LPS.
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6.9. Ensaio de proliferacdo de PBMCs estimuladas com
fitohemaglutinina e tratadas com o sobrenadante de CTMs

infectadas ou nao por T. cruzi

Este experimento teve como objetivo avaliar a taxa de proliferacao de
linfécitos T estimulados ou ndo por PHA. Apds o isolamento de PBMCs de trés
doadores, as células foram marcadas com CFSE, plagueadas e tratadas com
sobrenadante de CTMs infectadas ou ndo por T. cruzi. Amostras pareadas foram
incubadas com PHA ou mantidas em meio basal. As andlises foram feitas por
citometria de fluxo (Figura 19).
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Figura 19. Histogramas representativos da populacdo 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 verificacdo da proliferacao de linfocitos T.
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Ao fazer a andlise inicial dos histogramas, observou-se que 0s picos de
todos os 6 grupos com sobrenadante (SN) sem PHA (independente das CTMs
terem sido infectadas ou ndo) 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 analise do grupo com PHA, partindo do fato de todos os picos
estarem alinhados verticalmente (linha pontilhada em preto; figura 19).

Foi possivel observar diferencas entre os resultados obtidos a partir de
PBMCs e CTMs dos diferentes doadores. Tomados juntos, os dados derivados
dos trés doadores de CTMs mostram que nao houve diferenca entre a
capacidade de imunomodulacao paracrina 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 possivel notar que o
potencial imunomodulatério paracrino de CTM 1 e 3 foi realcado apos infeccéo
pelo T. cruzi, enquanto o potencial imunossupressor paracrino da CTM 2 foi

comprometido apés infeccao (Figura 20 A).
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Figura 20. Gréficos representativos de proliferacao de linfocitos T em amostras
de PBMCs estimuladas por PHA e tratados com sobrenadante de CTMs
infectadas e nao infectadas por T. cruzi. (A) PBMCs estimulados por PHA, e
tratadas com sobrenadante de CTMs infectadas e néo infectadas por T. cruzi
dos trés doadores de CTMs (CTM 1, 2 e 3), e (B) Comparacao entre o tratamento
feito com sobrenadantes de CTMs néo infectadas e infectadas por T. cruzi.
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Em relacédo aos doadores de CTMs, foi possivel observar variacdo entre
as amostras derivadas de doadores diferentes, sendo que as amostras de dois
doadores tiveram a proliferacdo de linfocitos menor no grupo tratado com
sobrenadante de CTMs infectado por T. cruzi. O outro doador apresentou
comportamento oposto, tendo a proliferagcdo diminuida no grupo tratado com

sobrenadante de CTMs néo infectadas

6.10. Avaliacdo da expressédo génica em PBMCs

Com o objetivo de investigar se o sobrenadante das CTMs infectadas ou
nao por T. cruzi alteraria 0 microambiente de PBMCs, realizou-se isolamento de

RNA e analise de expresséo de genes por meio de gRT-PCR.

Foi possivel perceber que os grupos de PBMCs que foram tratados com
0s sobrenadantes das CTM 1, 2 e 3 apresentaram expressao alta de IL-10 e
TGF-b. Quando os mesmos grupos foram estimulados por PHA, houve
diminuicdo na expressédo de todos os genes. Além disso, o sobrenadante de
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CTMs infectadas levou a menor expressao de IL-10 comparado aos grupos

tratados com sobrenadante de CTMs nao infectadas.

Figura 21. Gréficos representativos da expressdo génica de PBMCs tratados
com sobrenadantes de CTMs infectadas e nado infectadas por T. cruzi. (A)
Expressdo génica de IL-10; (B) Expressdo génica de TGF-b; (C) Expresséo
génica de INF-2 e (D) Expressio génica de TNF-U.
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Figura 22. Graficos representativos da expressao génica de PBMCs tratados
com sobrenadantes de CTMs infectadas e nao infectadas por T. cruzi e
estimulados por PHA. (A) Expressédo génica de IL-10; (B) Expresséo génica de
TGF-b; (C) Expresséo génica de INF-2 e (D) Expresséo génica de TNF-U.
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Portanto, foi possivel perceber que existem diferentes niveis de
expressdo entre as amostras de PBMCs que foram tratadas com os
sobrenadantes das CTMs dos trés doadores. Quando os PBMCs foram tratados
com sobrenadantes das CTMs infectadas pelo T. cruzi, houve diferenca no perfil

de expresséo dos genes associados a imunomodulacéo.
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7. Discusséo

A patogénese da doenca de Chagas é complexa, portanto, se faz
necessaria uma melhor compreensao dos mecanismos celulares e moleculares
que coordenam e promovem as alteracdes fisiopatologicas observadas
clinicamente. O tecido adiposo atua diretamente na homeostase metabdlica e no
desenvolvimento de doengas humanas (Choe et al., 2016). Além de seu papel
como deposito de triglicerideos, também atua no controle do gasto energético e
da inflamacao, por meio da secrecéao de fatores como a leptina que atua nos
receptores de superficie expressos em neurbnios e atuam na inibicdo do apetite
e estimulam a saciedade. O tecido adiposo promove também a oxidac&o lipidica
e a biogénese mitocondrial que acelera o gasto energético nos tecidos por
sinalizacao local e regulacéo de fatores derivados do cérebro (Khodamoradi et
al., 2022). A adiponectina sintetizada no tecido adiposo € encontrada em
abundéancia no sangue exerce efeitos antiobesidade e anti diabetes e alivia a
resisténcia a insulina através da estimulagcdo da oxidacdo lipidica e das
respostas anti-inflamatérias (Jung et al.,, 2021). O tecido adiposo secreta
citocinas pro-inflamatérias, como IL-1 b, -6 le LMCP-1, e citocinas anti-
inflamatorias, sintetizadas pelas células do sistema imune que residem no tecido
adiposo (Choe et al., 2016). Os macrofagos séo o tipo de células mais frequentes
entre os leucdcitos do tecido adiposo, constituindo quase 50% do total de células
imunes (Nagajyothi et al., 2009). No contexto da doenga de Chagas, o tecido
adiposo atua como reservatdrio para o T. cruzi, e essa persisténcia altera as
funcdes do tecido adiposo, regulando a lipdlise e a inflamacé&o (Nagajyothi et al.,
2019). Portanto, € possivel que os eventos ocorridos no tecido adiposo de

pacientes com doenca de Chagas impactem seu progndstico e histéria clinica.

Estudos demonstram que as CTMs derivadas da medula 6ssea, cordao
umbilical e do tecido adiposo promovem regeneracdo tecidual e regulam o
sistema imunolégico por meio de dois mecanismos principais: diretamente pela
comunicacdo celular e indiretamente pela secrecdo de mediadores soluveis,
fatores de crescimento e vesiculas extracelulares (Al-Ghadban et al., 2020). No
contexto da doenca de Chagas, as CTMs tém sido investigadas como
alternativas terapéuticas em modelos pré-clinico e clinico. Em modelos murinos
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de cardiomiopatia chagasica cronica, foi demonstrado que o uso de células
mononucleares da medula éssea tem a capacidade de diminuir a inflamacéo e a
fibrose, e também reduzem os niveis de dilatacdo do ventriculo direito
(Goldenberg et al., 2008). Ja em seres humanos, os resultados sédo diferentes.
Foi descrito por Vilas-Boas et al., 2006 os efeitos do transplante de CTMs da
medula 6éssea em pacientes com insuficiéncia cardiaca, decorrente da doenca
de Chagas, incluiram um aumento da qualidade de vida e da capacidade
funcional cardiaca desses pacientes apds o transplante, ocasionando alivio
sintomatico, porém, ndo havendo resultados significativos referentes a
diminuicdo do dano cardiaco. Posteriormente, Ribeiro Dos Santos et al., 2012
conduziu o primeiro estudo randomizado usando transplante autélogo de células
mononucleares derivadas da medula 6ssea em pacientes com cardiomiopatia
chagasica e concluiu que o tratamento através da injecdo intracoronaria de
células mononucleares autélogas ndo é capaz de melhorar a funcao ventricular

nem a qualidade de vida em pacientes com cardiomiopatia chagéasica cronica.

Apesar dos resultados clinicos obtidos até o momento, ainda é possivel
gue o uso de CTMs poderia ter potencial terapéutico relevante para o tratamento
da cardiomiopatia chagésica, justificando novos estudos (Guarita-Souza et al.,
2006). Possivelmente, uma melhor compreenséo dos resultados obtidos em
modelos murinos permitira a otimizacdo da eficacia terapéutica da terapia com
CTMs para a doenca de Chagas. Além disso, os resultados obtidos até o
momento mostram que ainda é necessario compreender melhor como as CTMs
podem contribuir para a melhora clinica de pacientes com doenca 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 crénica da doenca de Chagas (Coura et al.,
2011.), é possivel que as CTMs infundidas nos pacientes sejam parasitadas e
tenham suas funcdes alteradas, ajudando a justificar a auséncia de resultados

relevantes na clinica.

Os vasos sanguineos sdo 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 sao encontradas como pericitos nos mais diversos tecidos do organismo
(Ahmed et al., 2018), se apresentando como células multipotentes
heterogéneas, semelhantes a outros tipos de células-tronco, que atuam como
um sistema de reparo em resposta a lesdo, mantendo a integridade estrutural
dos vasos sanguineos (Courtney et al., 2020). Sendo assim, é possivel que as
CTMs estejam envolvidas na fisiopatologia da doenca de Chagas, assim como
ja foi observado em doencas inflamatorias sistémicas como a artrite reumatoide
(Lopez-Santalla et al.,, 2020) e diabetes (Wang et al., 2021), dentre outros.
Porém, esta hipotese ainda néo foi testada até o momento. Desta forma, neste
trabalho, realizou-se a infeccéo de CTMs derivadas do tecido adiposo por T. cruzi
com o intuito de avaliar as consequéncias para a funcdo imunomodulatoria

paracrina das CTMs.

As CTMs foram obtidas do tecido adiposo de trés doadores saudaveis
sendo isoladas conforme foi descrito por de Carvalho et al., 2015. A Sociedade
Internacional de Terapia Celular propde uma série de critérios para permitir a
identificacdo das células-tronco mesenquimais (Dominici et al., 2006). Os
critérios sdo a capacidade de adeséo ao plastico, a expressdo de marcadores
especificos e o potencial de diferenciacdo multipotente. A capacidade de
aderéncia a superficie de cultivo foi verificada durante o processo de cultivo e

pode ser visualizada na figura 4.

Como ndo ha um marcador exclusivamente expresso por CTMs, a sua
identificacdo imunofenotipica se da por meio da avaliacdo de uma combinacao
de marcadores positivos e negativos. Conforme imunofenoétipo estabelecido pela
Sociedade Internacional de Terapia Celular, a populacdo de CTMs,
independente de seu tecido de origem, deve apresentar expressao >95% de
marcadores de superficie como o CD105, CD73, CD90 e CD44. O CD105 é uma
proteina transmembranar que compde o complexo de sinalizagdo por TGF-b e
desempenha um papel importante na angiogénese (Mafra et al., 2016). Embora
o CD105 venha sendo considerado um importante marcador de CTMs, a
literatura mostra que a sua expressao varia dependendo da fonte das CTMs e

do tempo de cultivo in vitro, sendo assim, um marcador com expressao
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heterogénea (Anderson et al., 2013). O CD73 é uma proteina de superficie que
tem um papel importante na ativacao e na sinalizacdo adenosinérgica (Gao et
al., 2014). E um dos marcadores classicos que definem especificamente a
populacdo de CTMs, e pode apresentar um padrédo de expresséo heterogénea,
que pode estar associada a propriedade reparadora, uma vez que a adenosina
extracelular catalisada pela atividade de desfosforilacdo de CD73 tem se
mostrado um regulador fundamental da resposta imune local. Esse padrdao néo
uniforme de expressdo esta associado a propriedade reparadora diversa, por
meio do produto catalitico de adenosina extracelular, e consegue moldar a
resposta imune local (Tan et al., 2019). Ja o CD90 é um antigeno de superficie
gue esta envolvido nos processos de comunicacdo célula a célula (Dominici et
al., 2006). E uma glicoproteina que esta ancorada em glicosilfosfatidilinositol
sendo detectada pela primeira vez em células T de camundongos; Participa da
ativacao de células T, liberac&o de vesiculas, apoptose em células e cicatrizacao
de feridas, entre outros. Além disso, regula a adesdo de fibroblastos e a
organizacdo do citoesqueleto e a migracao celular. Estudos recentes sugerem
que o CD90 desempenha um papel na carcinogénese e também foi proposto
como um marcador de células-tronco cancerigenas (Moraes et al., 2016). O
CD44 é uma glicoproteina que esta presente na superficie da célula e costuma
ser expressa em ceélulas do sistema imune, tendo um papel importante nos
processos inflamatorios (Zhou et al., 2021). E considerado uma das mais
importantes moléculas de adeséo, responsavel pelo extravasamento de células
T ativadas em locais de inflamacéo, além da ligacdo com acido hialurénico, que
facilita a migracdo e adesao de diversos tipos celulares, como as CTMs. A
expressao de CD44 tem influéncia na diferenciacédo de CTMs (Moraes, D., 2018).
Desta forma, estes marcadores possuem diversos papéis bioldgicos ndo apenas

nas CTMs, mas em diversos tipos celulares.

A identificacdo das CTMs inclui ainda a avaliacdo de um painel de
marcadores que deve apresentar expressao abaixo de 2% que tem o objetivo de
assegurar que as populacdes de CTMs com as quais se trabalha né&o estejam
contaminadas com outras populagdes celulares. Este painel de marcadores
negativos € composto por um grupo de proteinas de superficie como o CD45,
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gue é um marcador de leucdcitos; CD34, expresso em células hematopoiéticas
progenitoras e células endoteliais; CD14 e CD11b, expressos em monaocitos e
macrofagos; CD19, marcador de células B, e; a molécula de HLA-DR, expresso

em CTMs apenas em condi¢cdes especificas (Dominici et al., 2006).

Os valores referentes a expressdo de cada um desses marcadores
foram apresentados nas tabelas 2 e 3, e foi possivel perceber uma variacao nas
porcentagens de expressao entre os doadores de CTMs. E admissivel que exista
essa variancia entre doadores, que decorre da individualidade de cada doador,
do tecido originario, e também da qualidade do isolamento dessas células (Lin
et al.,, 2013; Yang, 2018). A expressao dos marcadores que devem apresentar
valores <2% foi feita através de um pool de anticorpos, sendo assim, a discussao
é limitada. Considerando que os anticorpos do pool podem identificar células
diferentes, a positividade das CTM 1 para os marcadores negativos acima de 2%
nao é suficiente para desqualificar tal amostra bioldgica. De fato, alguns
trabalhos mais atuais consideram como 5% o limite maximo aceitavel para a
expressdo dos marcadores considerados negativos em populagbes de CTMs
(Mckinnirey et al., 2021).

Entre as amostras de CTMs isoladas e caracterizadas neste trabalho, a
CTM 2 apresentou nivel de expressdo do CD90 abaixo do esperado. A baixa
expressdo de CD90 ja foi associada a menor capacidade imunomodulatéria, que
pode estar relacionada a baixa producdo de IL-10 que costuma ocorrer em
condicdes de baixa expressdo de CD90 (Campioni et al., 2009). Porém, neste
trabalho ndo se investigou a fundo se as diferencas biolégicas encontradas entre
as CTMs de diferentes doadores relacionam-se diretamente a esta diferenca
imunofenotipica ou se estariam associadas a outras caracteristicas biolégicas

nao avaliadas.

Além da avaliacdo da capacidade de adeséo ao plastico e imunofendtipo
especifico, a caracterizacdo de uma populacdo de CTMs também demanda a
validacdo funcional das células, por meio da verificagdo do potencial de
diferenciacdo multipotente. Para tanto, as CTMs dos trés doadores foram

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

diferenciacédo adipogénica e condrogénica que teve duracao de 21 dias.

Os resultados obtidos através das diferentes coloracdes indicaram que
as células dos trés doadores foram capazes de se diferenciar mediante estimulo
especifico, apresentando certas diferencas qualitativas entre elas. Nos pocos
induzidos a diferenciacdo adipogénica, foi possivel observar a presenca de
goticulas lipidicas de forma bem nitida nas células derivadas dos trés doadores.
As células do grupo controle, mantidas em meio basal, ndo apresentaram esse
acumulo intracelular de lipideos, excluindo a possibilidade de contaminacdo da
amostra com adipdécitos ou diferenciacdo espontanea. Nos pocos induzidos a
diferenciacdo condrogénica, foi possivel observar a formacdo de matriz
extracelular por agregados celulares densos e coloragéo leve de azul de alcian,
indicativo de deposicdo de matriz extracelular (Hamid et al., 2012) rica em
glicosaminoglicanos sulfatados e nao sulfatados, proteoglicanos grandes e
pequenos e colagenos, tipicamente secretada por condrécitos (Wang et al.,
2008). Apesar de ser considerada um parametro qualitativo essencial para a
caracterizacao de populacdes de CTMs, a capacidade de diferenciacdo de CTMs
obtidas de diferentes doadores € variavel. Diferentes autores demonstram que a
multipotencialidade de CTMs é influenciada pela idade do doador e sexo, dentre
outros (Chamberlain et al., 2007). E relevante salientar ainda, que, apesar de
atenderem a determinados pré-requisitos para sua identificacdo, as CTMs néo
sdo uma populacdo homogénea de células (Liu et al., 2019). Por mais que
diversos trabalhos investiguem CTMs que atendem aos critérios de identificacédo
determinados pela Sociedade Internacional de Terapia Celular, importantes
diferencas funcionais podem ser observadas entre CTMs isoladas de diferentes
doadores. Portanto, a caracterizacdo de outras caracteristicas das CTMs pode
ser relevante nos mais diferentes estudos. Neste trabalho, a expressao basal de
genes associados a imunorregulacdo foi determinada, com o intuito de se

conhecer melhor as caracteristicas de cada amostra de CTMs investigadas.

Caracterizou-se, neste trabalho, a expressdao de mediadores anti-
inflamatorios como, TGF-b, IDO e IL-10, e a partir dos valores referentes a

expressdo de cada mediador em cada doador de CTM, foi possivel estabelecer
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0 que denominamos "assinatura imunoldgica". As CTMs tiveram a sua
capacidade imunomodulatdria inicialmente verificada por ensaios de modulacéo
de proliferacdo de células T, mostrando entdo que dispbéem da capacidade de
suprimir a proliferagdo (Bartholomew et al., 2002). As CTMs liberam citocinas
anti-inflamatoérias como, TGF-b, e IL-10 e mediadores como PGE2 e IDO para
controlar o processo inflamatério, por meio de acdo supressora, e o controle do
prolongamento da inflamacao (Hermansyah et al., 2021). A fim de investigar os
processos associados aos ensaios funcionais de imunomodulagéo envolvendo
macréfagos e PBMCs, foi feita uma avaliagdo da expressao de diferentes genes

por PCR em tempo real.

Foi possivel observar que a CTM 1 apresenta uma expresséo basal
relativamente alta de IL-10, IDO, TGF-b e TSG-6, quando comparada as demais
CTM investigadas. As CTM 2 e 3 apresentaram valores de expressdo menores
de IDO, TGF-b e TSG-6 em relagdo a CTM 1. A CTM 2 tem nivel intermediario
de expresséao de IL-10 e TSG-6, quando comparada a CTM 1 e 3. Observou-se
ainda que os niveis de expressado de TGF-b apresentaram menor variacéo entre
os trés doadores e que a CTM 3 foi a que apresentou 0s menores niveis de

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

A IL-10 é uma citocina produzida por varias células do sistema imune, e
tem um papel importante nos processos de imunomodulacdo e imunorregulacao.
Ela pode atuar na inibicdo das células T auxiliares 1, reduzindo o nivel de
citocinas como a IL-6 e IFN-o ( Acost a et al ., 201
observou-se ainda um potencial importante dos efeitos anti-inflamatérios da IL-
10 na promocao de polarizacdo M2 dos macréfagos do tecido adiposo (Xie et al.,
2014).

A IDO é uma enzima intracelular que atua na degradacédo do triptofano
nos microambientes de tecidos locais e gera catabdlitos com acao
imunorreguladora. O triptofano € um aminoacido necessario para a funcao e
proliferacéo de células T, sua eliminacéo restringindo os processos imunoldgicos
relacionados a essas ceélulas (Wei et al., 2017). A IDO € também é capaz de

induzir a conversdo de células T CD4+ virgens em células T reguladoras
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altamente supressoras (Huang et al., 2022). E uma das principais enzimas
atuantes no processo imunorregulador das CTMs, sendo que a expressao da

IDO é induzida por sinais emitidos por um ambiente inflamatorio, que contém,

por exemplo, altos niveisdeINF-o ( Zheng et al ., 2017).

OTGFb regula muitos processos cel
adipdcitos, inflamacao entre outros. Alguns estudos mostram que 0 processo de
inflamacao prolongada pode induzir células de macrofagos tipo 2 (M2) a liberar

véarios fatores de crescimento, especialmente TGF-b ( Meng et al

também atua como um sensor molecular, que pode aumentar ou diminuir a
proliferacéo celular de maneira dependente ao estimulo que recebe do ambiente,
e precisa ser ativado no lugar e momento especifico para recrutar células-
tronco/progenitoras para participar dos estimulos de regeneracao/remodelacao
de tecidos (Xu et al., 2018).

A proteina 6 estimulada pelo TNF-Uou gene 6 estimulado por citocinas
pré-inflamatérias, como fator de necrose tumoral alfa TNF (TSG-6) € uma
proteina produzida pelas células do sistema imune e por células estromais. O
TSG-6 possui potentes propriedades anti-inflamatérias, e atua na inibicdo da
migracdo de neutrofilos e na inibicdo da sinalizacdo inflamatéria, contribuindo

para a regulacéo negativa das redes de protease (Romano et al., 2019).

Neste trabalho foi possivel perceber que existe uma diferenca clara nos
niveis de expressao basal dos genes relacionados a imunomodulagéo entre as
CTMs derivadas de diferentes doadores. Estudos anteriores jA demonstraram
gue essa diferenca pode decorrer devido a varios fatores, entre eles, a idade,
sexo e as condi¢Bes de isolamento das células (Chamberlain et al., 2007). Por
exemplo, as CTMs de doadores do sexo feminino tendem a apresentar um
potencial de imunossupressédo mais potente, quando analisadas em condicfes

de cultivo in vitro (Mckinnirey et al., 2021).

As CTMs atuam nos processos inflamatoérios através da comunicacao
célula-célula, ou por mensageiros como as vesiculas extracelulares (Seo et al.,
2019). Alguns trabalhos relataram que existem diferencas nos perfis de

expressao de citocinas de acordo com o tecido originario das CTMs (Kyurkchiev
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et al., 2014). As células do sistema imune secretam fatores que estimulam o
processo inflamatério como TNF-U e -d,FNe quando as CTMs en
contato com esses fatores pro-inflamatorios, tendem a aumentar a secre¢ao de
moléculas que atuam no processo de imunomodulacéo, tais como a IDO, TGF-
b 1e IL-10. Essas moléculas atuam diretamente no microambiente onde séo
liberadas, e tendem a modifica-lo, transformando o ambiente pré-inflamatério em

anti-inflamatério (Mckinnirey et al., 2021).

Em CTMs, a expresséo de IDO é geralmente induzida quando as CTMs
sdo expostas ao IFN-2. A IDO atua no catabolismo do triptofano, que tem
participacdo importante no processo de ativacdo e proliferacdo de células T
(Mckinnirey et al., 2021). Essa atuacdo imunossupressora da IDO pode variar
entre os doadores de CTMs (Frangois et al., 2012).

ApOs isolar, caracterizar e estabelecer a assinatura imunolégica dos
doadores de CTMs, foi feito um ensaio de infeccao das células dos trés doadores
de CTMs com a cepa colombiana do Trypanosoma cruzi. A cepa colombiana é
caracterizada pela lenta progresséo da doenca parasitaria, atingindo altos niveis
de formas parasitarias disseminadas desde o estagio inicial da infeccao, e baixa
mortalidade (Camandaroba et al.,, 2001). A infeccdo foi realizada conforme
descrito no item 5.5. A infeccdo por T. cruzi induz alteracbes bioquimicas e
morfolégicas nas células do hospedeiro e do patégeno por uma série de
processos de sinalizacao celular que levam ao recrutamento de lisossomos para
a membrana plasmatica das células, resultando na internalizacdo do T. cruzi na
célula alvo (Gachet-Castro et al., 2021). Este trabalho teve como objetivo avaliar
as consequéncias da infeccdo por T. cruzi em CTMs humanas derivadas do
tecido adiposo. A infeccdo das células foi bem-sucedida nas diferentes
propor¢cdes CTM: parasitos testados, porém foi observada toxicidade celular a
partir do 5.° dia apds infeccao no grupo com infeccédo de 1:5 e, a partir do 10.°
dia no grupo com infeccdo 1:1. Foi preparado um meio condicionado das CTMs
dos trés doadores infectados por T. cruzi e ndo infectados a fim de realizar
ensaios de proliferacao de células T em PBMCs e realizar a dosagem de NO em

macroéfagos tratados com os sobrenadantes.
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Para tanto, foi primeiramente realizada a demonstracéo da infecgéo por
meio de visualizacdo microscopica de ninhos de amastigotas intracelulares e
também a deteccdo de material genético do parasita nas culturas de CTMs
infectadas, por meio de PCR em tempo real, com o objetivo de quantificar a carga
parasitaria. Esta avaliacdo foi realizada com a deteccao e quantificacdo relativa
do gene Tc40 de T. cruzi. O clone de DNA recombinante Tc40 codifica um
antigeno imunodominante que esta presente em todas as fases do
desenvolvimento do T. cruzi, e codifica um polipeptidio de 100 kDa altamente
conservado nas cepas G e colombiana do T. cruzi. Este antigeno tende a reagir
especificamente com anticorpos que estdo presentes em todas as fases da
doenca de Chagas, portanto foi considerado um gene adequado para ser
utilizado para a detecgcédo e quantificacdo de T. cruzi nas amostras de CTMs
humanas infectadas (Lesénéchal et al., 1997). Nesta avaliacdo, foi possivel
estimar a carga parasitaria nas culturas de CTMs. Novamente, observou-se
variacdo entre as CTMs obtidas de diferentes doadores, que apresentaram carga
parasitaria variavel. As amostras de CTM 1 e a CTM 2 apresentaram 0
equivalente a 14 e 1 parasitos por CTM. J4 a amostra de CTM 3 apresentou nivel
indetectavel do gene Tc40.

Com o objetivo de verificar se a infeccdo das CTMs dos trés doadores por T.
cruzi comprometeria sua capacidade de imunomodulacgéo paracrina, foram feitos
dois ensaios. O primeiro deles foi realizado com o intuito de se avaliar o nivel de
ativacao de células U937 diferenciadas em macrofagos por LPS, de acordo com
a producédo de NO. Células de linhagens de células monociticas como U937 e a
THP-1 sdo amplamente usadas como modelo experimental de estudos que
focam em macro6fagos humanos, pois podem ser diferenciadas apos estimulacao
especifica (Song et al., 2015). As células monociticas podem ser diferenciadas
em macrofagos ou células dendriticas de acordo com os estimulos que recebem,
sendo capazes de adotar diversos aspectos de sua morfologia e propriedades
funcionais (Nemati et al., 2019).

E descrito que o mecanismo do PMA que induz a diferenciacdo mondcito-
macréfago envolve a ativagdo de NF-kB, através da via da proteina quinase C,

e também ativa a sinalizacdo RhoA/ROCK durante a diferenciagdo mondcito-
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macréfago (Yang et al., 2017). O tratamento de células U937 com PMA pode
direcionar os mondcitos para a diferenciacdo em macrofagos, processo
acompanhado pela adesao celular a superficie de cultivo, uma diminuicdo da
taxa proliferativa (Chimal-Ramirez et al., 2016), além de uma série de outras
alteragcfes funcionais ja bem estabelecidas na literatura, como a expresséo de
CD68, SR-A, ROCK1 e ROCK2 e a fosforilacdo de MYPT1 (Yang et al., 2017),
capacidade de exercer atividade fagocitaria (Prasad et al., 2020) e polarizacao
nos fenotipos M1 e M2 (Smith et al., 2018).

Os perfis M1 e M2 séo considerados extremos de uma ampla plasticidade
fenotipica de macréfagos (Tedesco et al., 2018). Os macrofagos M1 atuam na
producao de citocinas pro-inflamatérias e mediam a resisténcia a patdgenos por
fortes propriedades microbicidas, contribuindo também para a destruicdo
tecidual (Fleetwood et al., 2017). Tem sua caracteristica definida pela alta
capacidade de secretar citocinas como IL-1 b TNF-U, -12 le IL-18;
fenotipicamente, expressam altos niveis do complexo principal de
histocompatibilidade classe Il (MHC-II), CD68 e moléculas coestimuladoras
como CD80 e CD86 (Billiau et al., 2009). Os macréfagos M1 também regulam
positivamente a expressao da proteina intracelular supressora da sinalizacdo da
citocina 3, e ativam a sintase do 6xido nitrico induzivel (iNOS) gerando NO,
assim, os macrofagos M1, quando estimulados, podem exacerbar os processos
inflamatoérios (Okamoto et al., 2004). J4 os macrofagos M2 sdo normalmente
caracterizados através da expressdo do receptor de manose do macrofago
(MMR), chamado CD206, e pela regulacdo positiva da glicoproteina de
membrana CD200R (Jaguin et al., 2013). Eles séo ativados por uma via oposta
a via classica, e quando na presenca de estimulos gerados por CSF-1, IL-4, IL-
10, TGF-b  e-13] ol de infec¢des por fungos e helmintos, tendem a liberar IL-
10 em altas concentracdes e IL- 12 em pequenas quantidades (Jenkins et al.,
2013).

Os macrofagos sdo capazes de reconhecer diferentes componentes
bacterianos incluindo o LPS através dos receptores de reconhecimento de
padroes como o receptor Toll-like (TLR). O reconhecimento desses

componentes bacterianos, induz sinais celulares necessarios para a resposta
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imune inata, e 0s sinais responsaveis pela expressdo de citocinas proé-
inflamatdrias, tais como o TNF-U, 4 bl k -6,& pdlatizacdo M1 (Ueno et al.,
2021).

Neste trabalho, macréfagos derivados da linhagem U937 foram tratados com
sobrenadantes de CTMs infectadas ou ndo por T. cruzi, e estimulados por LPS,
com o intuito de avaliar como esses tratamentos iriam interferir no processo de
ativacdo e polarizacdo macrofagica. Foi feita a dosagem de NO de todos os
grupos experimentais. Na auséncia de estimulacdo com LPS, os grupos de
macrofagos que foram tratados com sobrenadante de CTMs infectadas e néo
infectadas por T. cruzi, apresentaram secrecédo de NO em niveis baixos, quando
comparado as amostras estimuladas por LPS.

Quando se observa os niveis de secrecdo de NO, no grupo que foi tratado
com o sobrenadante de CTMs infectadas, percebe-se diferengas entre as CTMs
1 e 3. Nos grupos nao estimulados pelo LPS, os macrofagos tratados com o
sobrenadante das CTMs 1 e 3 apresentaram o menor nivel de secrecao de NO.
O grupo tratado com o sobrenadante da CTM 2 foi 0 que apresentou maior
secrecdo se NO na auséncia do estimulo por LPS. Quando esses mesmos
grupos foram estimulados por LPS, a liberacdo de NO foi maior. O grupo tratado
com o sobrenadante da CTM 2 foi 0 que apresentou o maior nivel de liberacao
de NO. Os grupos tratados com os sobrenadantes das CTM 1 e 3 apresentaram
niveis de liberacdo de NO, semelhantes. Nos grupos experimentais que foram
tratados com o sobrenadante de CTMs infectadas pelo T. cruzi e estimulados
com LPS, foi possivel perceber um comprometimento da capacidade de
supresséao da liberacdo de NO nos sobrenadantes das CTM 2 e 3 infectadas, em
comparacao aos sobrenadantes destas células ndo infectadas. No grupo tratado
com o sobrenadante da CTM 1 infectada e nao infectada, teve um nivel de
liberacdo de NO semelhante, apesar de demonstrar um leve aumento da
capacidade de supressao da liberacdo de NO pelo sobrenadante das CTM 1
infectadas por T. cruzi. Foi possivel observar, portanto, diferencas individuais
entres as replicatas bioldgicas, mas mesmo assim, é possivel perceber que
infeccdo por T. cruzi é capaz de alterar a capacidade de secrecéo de 6xido nitrico

em algumas amostras bioldgicas de CTMs, fazendo com que as CTMs modulem
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de forma menos eficiente a funcdo macrofagica, mesmo mediante ao estimulo
do LPS.

Para ampliar as andalises desses grupos experimentais, foi feito PCR em
tempo real com o objetivo de avaliar a expressdo génica de citocinas pro e anti-
inflamatdrias expressas em macrofagos e indicativas de polarizagdo M1 e M2. E
importante salientar que a estimulacdo de macrofagos por LPS induz uma
ativacdo e polarizacdo M1, caracterizada pelo fenotipo proé-inflamatério com
habilidades de matar patégenos (Orecchioni et al., 2019). Para a avaliacdo da
expressdo génica, os genes IL-1 be TNF-U, e IL-10 foram avaliados, e o gene
GAPDH foi usado como controle. A literatura relata que um dos fatores que pode
inibir a expresséo de TNF-U , ®-10a qué dera produzida pelos macrofagos
durante a ativagéao por LPS (Baer et al., 1998; de Waal Malefyt et al., 1991).

Quando os macrofagos sdo tratados com sobrenadante de CTMs néo
infectadas, a expressao de todos 0s genes apresenta niveis baixos, no entanto,
quando o mesmo grupo é estimulado por LPS, percebe-se um leve aumento na
expressdo. Agora quando os macrofagos sdo tratados com o sobrenadante de
CTMs infectadas pelo T. cruzi, a expressido de TNF-Ué maior entre os doadores
1 e 2 de CTMs, e quando esses mesmos grupos sdo estimulados por LPS, é
possivel perceber que o doador 3 de CTM, expressa mais IL-10. De acordo com
a literatura, a polarizacdo M1 é caracterizada pela producdo de niveis altos de
citocinas pré-inflamatérias, tais como a IL-1b e o TNF-U (Davis et al., 2013). Um
estado predominantemente proé-inflamatério € apresentado pela expressao de
TNF-U. O estado de cicatrizac&o tecidual é caracterizado pela expressio de IL-
10 ap6s estimulacdo com LPS. Os macr6fagos mudam seu estado de
polarizacdo com base em diversos estimulos a que sdo expostos (Fleetwood et
al., 2007).

A literatura relata que quando as CTMs s&o co-cultivadas com
macréfagos, percebe-se uma indugéo a polarizacdo para o fenétipo M2, e como
consequéncia, a expressao de citocinas pré-inflamatérias como o TNF-U, -11bL,
IFN-0, é reduzida (Wang et al., 2018). Além disso, foi demonstrado em um

modelo murino de colite, que as CTMs regulam negativamente a proliferacdo de
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células TH1, ativam Tregs e aumentam a expressao de IL-10 que vao atuar em

conjunto aos macrofagos ativados (Gonzalez et al., 2008).

No contexto da doenca de Chagas, a interacdo do T. cruzi com
macrofagos induz a um aumento substancial na expressdo e secrecao de
citocinas pro-inflamatérias, tais como o TNF-U, -11bL, -6 (Kdo et al., 2016).
Quando os macrofagos sado infectados pelo T. cruzi, eles produzem IL-12, que é
um mediador para a producdodeIFN-o atr av®s da ativa-«o0o de
inducéo de células Thl (Lopez, Marcos et al.,, 2018) .OIFN-0 ser 8 necess8§8r
no processo de ativacdo da expressdao de macréfagos, na ativacdo de Oxido
nitrico sintase induzivel (iINOS), na NADPH oxidase (NOX2), e na producéo de
NO (Castro et al., 2018). O TNF-U t amb®m pode fornecer um
estimulando a producdo de NO/ROS em macréfagos ativados por IFN-0 bem

N

como em midcitos cardiacos infectados e, assim, aumentar a funcao tripanocida
(Lopez, Marcos et al., 2018). Portanto, em doadores nos quais o sobrenadante
das CTMs promoveram polarizacdo M1, é possivel que a infeccao pelo T. cruzi
esteja promovendo o aumento da regulacdo de genes relacionados a resposta
pré-inflamatéria. Nos doadores nos quais o sobrenadante das CTMs
promoveram polarizacdo M2, é possivel que a presenca do T. cruzi tenha um

efeito potencializador no efeito anti-inflamatério das CTM infectadas.

Ainda com o obijetivo de verificar se a infeccdo das CTMs por T. cruzi
comprometeria sua capacidade de imunomodulacdo paracrina, foi feito um
ensaio utilizando PBMCs, que foram isolados de trés doadores. Essas PBMCs
foram tratadas com o sobrenadante de CTMs infectadas e nao infectadas por T.
cruzi e estimulados por PHA. Uma das maneiras de se fazer a avaliacdo das
propriedades associadas a imunomodulacdo é através da avaliacdo da
supressao da proliferacdo de leucdcitos efetores. A maioria dos leucécitos
efetores, como linfécitos T e 0os mondcitos, tém sua capacidade de proliferacédo
aumentada quando estimulados ou ativados (Hsu et al., 2015). A funcéao
imunomoduladora pode ser avaliada quando a supressdo da proliferagédo é
evidenciada. A marcacdo dessas células pelo CFSE permite a avaliacdo da
proliferacdo de populacdes celulares especificas (Quah et al., 2007). O CFSE é

um corante celular fluorescente que pode ser avaliado por analise de citometria
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de fluxo. Durante o processo de divisdo celular, a intensidade desse marcador
celular diminui proporcionalmente; através da diminuicdo gradual da intensidade,
€ possivel realizar a determinacdo dos niveis de proliferacdo celular, e avaliar

até 8 divisdes celulares (Hsu et al., 2015).

Apos isolar as PBMCs de trés doadores distintos e marcar essas células
com CFSE, um dos grupos experimentais foi tratado com o mitégeno PHA. Os
mitdgenos, também sdo chamados ativadores de linfocitos policlonais, e séo
capazes de induzir a proliferacédo através do processo de mitose (Wimer et al.,
1996). Os mitbgenos atuam através de ligacbes com o0s receptores de
membrana, e ativam a adenilato ciclase (seguida pela sintese de adenosina
monofosfato ciclico) ou guanilato ciclase (seguida pela sintese de guanosina
monofosfato ciclico), que faz com que as células produzam citocinas especificas
para montar a resposta imune (Wattrang et al., 2012). A PHA é obtida através do
extrato de lectina do feijdo-vermelho, e dispbde de atividades de aglutinacéo
celular e mitogénicas bem potentes (Goossens et al., 1994). As subunidades da
PHA, séo reativas de leucdcitos (L) e reativas de eritrocitos (E). A subunidade L,
tem uma afinidade grande pelos receptores de superficie dos linfécitos, e uma
pequena afinidade pelos eritrocitos, sendo assim, é responsavel pelas
propriedades mitogénicas das isolectinas, ja a subunidade E, é responsavel
pelas propriedades aglutinantes dos eritrocitos (Hamelryck et al., 1996).

Na analise por citometria de fluxo foi possivel perceber que todos os
grupos que foram tratados com sobrenadante de CTMs e nao estimulados por
PHA, independentemente de terem sido infectadas ou ndo pelo T. cruzi,
apresentaram picos que nao indicavam proliferacdo de linfocitos T, no entanto,
gquando esse grupo foi comparado ao controle, todos teriam um nivel de
proliferacdo maior que 90%. Desta forma, os grupos de PBMCs, tratados com
sobrenadante e CTMs infectados e néo infectados que nao sofreram estimulo
pelo PHA, foram utilizados como controle para prosseguir com a analise 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,
sao capazes de aumentar a proliferacdo de PBMC. No entanto, houve diferenca

nos niveis de proliferacdo entre os doadores de CTMs. A expressdo génica dos
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grupos de PBMCs tratados com sobrenadantes de CTMs infectados pelo T. cruzi
apresentou niveis baixos de expressao de todos 0s genes, mesmo na presenca

do estimulo por PHA.

Tomados juntos, os resultados deste trabalho demonstram a infeccao de
CTMs por T. cruzi e as alteracdes funcionais desencadeadas pelo parasitismo.
Considerando as replicatas biolégicas das CTM e PBMCs utilizadas no trabalho,
os dados obtidos refletem a diversidade entre as amostras, ja descritas na
literatura. Esta diversidade & compativel com os diferentes perfis inflamatérios
de cada doador de CTM e PBMC, além da diversidade da historia clinica de

pacientes com doenca de Chagas.

8. Conclusao, perspectivas e limitacdes

Este trabalho foi realizado durante o periodo da pandemia de COVID-19.
A interrupcdo das atividades presenciais na Faculdade de Medicina da
Universidade de Brasilia limitou o periodo disponivel para a execucao da parte
pratica desta dissertacdo. Dentre as limitacdes estdo a grande variacdo entre 0s
resultados obtidos nas diferentes amostras biolégicas de CTMs e PBMCs, além
da baixa carga parasitaria encontrada em uma das amostras de CTMs. Ainda
assim, os achados do presente trabalho permitem sugerir que as CTMs do
tecido adiposo de humanos saudaveis podem ser infectadas pelo parasito
hemoflagelado Trypanosoma cruzi. A infec¢éo atinge niveis altos de toxicidade
celular a partir do 14.° dia de infeccdo, fazendo com que as CTMs percam sua
viabilidade. Como o presente trabalho foi realizado in vitro, futuras avalia¢des in
vivo da infeccdo de CTMs enddgenas por T. cruzi € relevante. Os dados obtidos
demonstram também existéncia de diferencas individuais no imunofenétipo, taxa
proliferativa, e na expressao de genes relacionados a capacidade imunodulatéria
entre as CTMs derivadas de diferentes doadores. Essa diversidade permanece
em evidéncia em todos 0s ensaios realizados, fazendo com que seja necessario
0 aumento do numero de doadores e uma melhor caracterizacdo de suas
particularidades biolégicas, como idade, sexo, obesidade, comorbidades, etc,

para que seja possivel compreender o impacto da infeccdo de T. cruzi sobre
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estas células. Considerando que o secretoma das CTM é composto por uma
diversidade de moléculas e vesiculas extracelulares, a investigacdo do impacto
da infeccdo por T. cruzi sobre a composicdo deste secretoma também € uma
perspectiva deste estudo. Em ultima instancia, sera relevante compreender se
as alteracdes observadas em populagbes de CTMs infectadas por T. cruzi

impactam o prognostico da infeccéo.
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Apéndice I: Tabelas com os valores de expresséo relativa (2-®®G!

Figura 1: Valores de expressédo relativa (22®§'de genes relacionados a
imunomodulacdo das amostras de diferentes doadores de células-tronco
mesenquimais, denominados de assinatura imunologica. Valores de
expressdo genica obtidos através de qRT-PCR foram normalizados pelo

gene controle GAPDH.
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Gene
Gene alvo .
referéncia
Z-AACt-
Ct IL-10 CtGAPDH  |ACT AACt Expressdo
relativa
Amostra |cTM1 | 30,3586502] 21,4392777 8,919 -2,102] 4,292
MEDIA 11,021
Amostra |cTm2 | 28,5393848| 18,3921814 10,147 -0,874] 1,832
MEDIA 11,021
Amostra JcTm3 | 31,6284332] 17,6305313 13,998 2,977 0,127
MEDIA 11,021
Z-AACt-
Ct IDO Ct GAPDH ACT AACE Expressdo
relativa
Amostra [cTm1 | 30,6170273] 21,4392777] 9,17774963] -1,066484456| 2,09432372
MEDIA 10,2442341
Amostra ctm2 | 29,0708752] 18,3921814] 10,6786938] 0,434459681] 0,74
MEDIA 10,2442341
Amostra JcTm3 | 28,5067902] 17,6305313] 10,8762589] 0,63202476] 0,645
MEDIA 10,2442341
Z—AACt—
Ct TGF-B CtGAPDH  |ACT AACt Expressdo
relativa
Amostra |cTM1 | 29,4660454] 21,4392777] 8,02676773] -0,185092926] 1,137
MEDIA 8,21186066
Amostra [cTM2 | 26,8464737] 18,3921814] 8,4542923] 0,24243164] 0,845
MEDIA 8,21186066
Amostra [ctm3 | 25,7850533] 17,6305313] 8,15452194] -0,057338715] 1,041
MEDIA 8,21186066
Z—AACt»
Ct TSG-6 CtGAPDH  |ACT AACt Expressdo
relativa
Amostra |CTM1 | 29,5291882| 21,4392777] 8,08991051] -0,909894308] 1,879
MEDIA 8,99980482
Amostra [ctm2 | 27,012167] 18,3921814] 8,61998558] -0,379819235] 1,301
MEDIA 8,99980482
Amostra [cTm3 | 27,9200497] 17,6305313] 10,2895184] 1,289713541] 0,409
MEDIA 8,99980482
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Figura 2: Valores de expresséo relativa (2##9'da carga parasitaria de
amostras de diferentes doadores de células-tronco mesenquimais, infectadas

por T. cruzi, obtidos através de gRT-PCR. Extracdo do RNA a partir de 10”6

epimastigotas de Colombiana.

Amostra | Qde Ct Cr
log Mean

1016 2000 | 3,30103 | 20,5057 | 20,3742
1026 2000 | 3,30103 | 19,9929 | 20,3742
1055 200 | 2,30103 | 22,9978 | 23,1099
105 200 | 2,30103 | 23,2221 | 23,1099
1074 20| 1,30103 | 26,5296 | 26,4014
1074 2011,30103 | 26,2732 | 26,4014
1043 210,30103 | 30,1876 | 29,9912
103 210,30103 | 29,7948 | 29,9912
1052 0,2| -0,699 33,5617 |33,6473
1042 0,2| -0,699 (33,7328 | 33,6473

10 0,02| -1,699 |36,6531 | 36,6531

Equacéo da reta: x = (-1)*((y-31,037)/(3,3552))

Eff = 98,63%
Amostras 2-AACt - Expressao relativa
CTM1 Undetermined
CTM 2 Undetermined
CTM 3 Undetermined
CTM 1 — Infectada por 7. cruzi | 34,75447
CTM 2 — Infectada por T. cruzi | 27,55599

CTM 3 — Infectada por 7. cruzi | Undetermined

Figura 3: Valores de expressdo relativa (2#2J'de genes relacionados a
imunomodulacdo das amostras de diferentes doadores de células-tronco
mesenquimais, infectadas por T. cruzi. Valores de expresséo genica obtidos

através de gRT-PCR foram normalizados pelo gene controle GAPDH.
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Gene

Gene alvo T
referéncia
A Expressao
CtIL-10 Ct GAPDH ACT AACt relativa
+
Aot [ i 31,671 30,924 0,747 5,827 56,758
7. cruzi
MEDIA 6,574
CTM 2 +
Amostra .| 37,6607704 | 22,9729652 14,688 8,114 0,004
T. cruzi
MEDIA 6,574
CTM 3 +
Amostra .| 30,7055817 | 19,8452988 10,86 4,286 0,051
T. cruzi
MEDIA 6,574
22 Expressao
relativa
CtIDO Ct GAPDH ACT AACL
CTM 1+
Amostra . 45 30,924 14,076 4,986 0,031550666
7. cruzi
MEDIA 9,08955511
CTM 2 +
Amoslra N 27,0890503 | 22,9729652 | 4,11608505 |-4,973470053 31,417
MEDIA 9,08955511
CTM 3 +
Amostra G 28,9221382 | 19,8452988 | 9,07683945 |-0,012715658 1,009
MEDIA 9,08955511
g e Expressao
Ct TGF-B Ct GAPDH ACT AACE relativa
CTM 1+
Amostra .| 35,9109993 30,924 4,987 -2,662 6,33
T. cruzi
MEDIA 7,649
CTM 2 +
Amoslra Gt i 31,4379768 | 22,9729652 | 8,4650116 |0,816011597 0,568
MEDIA 7,649
CTM 3 +
Amostra il 29,3396606 | 19,8452988 | 9,49436188 | 1,845361877 0,278
MEDIA 7,649
 tama Expressao
Ct TSGé6 Ct GAPDH ACT AACt relativa
CTM 1+
Amostra - 45 30,924 14,076 5,113 0,028901747
T. cruzi
MEDIA 8,96304131
CTM 2 +
Amostra S 32,3441582 | 22,9729652 | 9,37119293 | 0,408151626 0,754
MEDIA 8,96304131
CTM 3 +
Amostra — 28,4001885 | 19,8452988 | 8,55488968 |-0,408151627 1,327
MEDIA 8,96304131




Figura 4: Valores de expressdo relativa (2##G'de macrofagos tratados com

sobrenadante de células-tronco mesenquimais infectadas e nao infectadas por

T. cruzi estimulados e ndo estimulados por LPS. Valores de expressao genica

obtidos através de gRT-PCR foram normalizados pelo gene controle negativo.

GAPDH IC10_] GAPDH [TNea ] capon
s o e
GeneAlvo | Generef | acr | act [expressio Gene Alvo| Goneref | acr | aact  [expressa Gene Alvo| Generef | acr | aact fexn
relativa relativa relativa
Amostra | MOS8 | 23 95810420 1700 | 3857 | o069 Arostis | 19480 | 20308 | 2020003 | 7081 | 2046 | 0202 amosia [ MOS8 | 26563 | 21505 | osas | 10900 [1es0.232
Controls | Controle -] 2416983141 | 2631764221 | 2,348 Controle | Controle | 3135276 | 2631763 | 5035 Conucle |Controle | 3124 | 25737 | 1178
Mo + SN Mo + SN Mo + SN
amostrs |98 1500418182 | 2005825408 | 2912 | 076 | 1600 amostra [ ™M 2543 | 200565 | 7478 | 2403 | 0ams amostra [12SMI) o5a70 | 1948 | 0258 | 4147 |esseaes
com . comT. comT.
cruzi cruzi cruzi
irolz | Controle -] 24 16363141 | 2631764221 | 2148 Controle | Controle | 3135076 | 2631764 |_5.035 Contole | Controle | 3124 | 25737 | 1iom
P Mo+ SN S Mo + SN SN Mo + SN
Amostra | decrm | 1792308044 | 205 2661 | 013 | 1427 Amosua | dectm1 | 2751454 | 2058375 | 7231 | 2196 | o218 Amosva |decrma| 24787 | 20028 | 095 | 2874 |oaseass
+1pS +1pS +1ps
Controle | Controle -] 2416363141 | 2631764201 |_2.148 Controle | Controle | 3135076 | 2631764 | 5035 Conrole | Controle -|_3124_| 25737 | 352
Mo+ SN Mo + SN Mo + SN
deCTM1 deCTM1 deCTM1
Amosta | comz. | aaer 35.08 1as2 | o6%6 | oe1 pmostia | com?. | 31713 | 3s0e3 | aas | s3es | 334308 amostra | comT. | 33692 | 3s0es | 7955 | 2208 |asr7ers
cruzi + crui + crui +
s ps Lps
Controle | Comrole -] 2416363141 | 2631764201 | 2138 Controle | Controle | 3135276 | 263176 | 5035 Convole | controle | 3124 | 25737 | 16253
amosra | MO4S8 | sosasoser | 2170seass | 26a | o0t6 [ aem Amostes [ 1050 | 29042t [2170808 [ 8233 | 3108 | o0 Amostra | MO2SM | 2507 | 0w | 03 | sass |esssess
Contrale | Controle | 2416993147 | 2631764221 | 2,148 Conirole | Conerdle | 3135775 | 26,31768 Conirck |Controle -|_3124_| 25737 | 5108
Mo+ SN o + SN Mo + SN
Amostra | % 2] 20 06ana500 | 2268 2205 | ooss | o6 amostra | %€ ™2 31055 | 22168 | sse7 | 3ss2 | o0ee Amosta | ™21 55729 | 22132 | ooz | sa%8 |2037ss
comT. comT. comT.
cruzl cruzl
Contrae |C 2416993141 | 631764201 | 788 Controle | Corerole | 3135076 | 2631764 | 5035 [ Conoe conirole | 3124 | 55737 | %24
M2 M2 Mo + SN amz Mo + SN
Amostra as1275635 | 2370507828 | 2282 | 0135 | vose amostra [dectmz | 32505 | 237008 87 | 3675 | oo Amostra |dectmz | 23735 | 23 | 2908 | 215 | 703808
+1ps +1p5
Contrdle | Controle | 24.1699314: | 263176421 | 2,348 Controle | Controle | 3135276 | 2631764 | 5,035 Contwoke [Controle | 3124 | 25737 | 5813
Mo+ SN Mo + SN Mo + SN
decTM2 de CTM2 deCTM2
Amostra | com. | 2534984308 | 2652270508 | 1473 | 0975 | os09 amostra | comT. | 31797 |2652271| 5278 | 0239 | osaz Amostra | com7. | 32802 | 25427 | 7085 | 764 |3306715
cruzi + crui + crui +
s 1ps Lps
Controle | Controle -] 24,16993141 26,31764221 2,148 Controle | Controle -] 31,35276 | 26,31764 5,035 Controle 31,24 25,737 8,829
Amostra | M9 =N | 20 94026047 173 | oar | o783 amostra [0S0 | 3008 [2267597| 827 | 3235 | oo MorSN | 2608 | 22411 | 1203 | 397 [a037a2
Contral 24 16383141 138 [ Controle | controle | 3135076 | 2631764 | 5035 3124 | 2573 | aeis
Mo + 5N
13 2698447441 1 2 dect™M3| ) 162 12
Amostra 31,308 269844744 4314 6,462 0011 Amostra 31,97558 | 256,99447 4,981 0,054 1,038 Amostra 34,162 26,622 8425 5122 0,028714
comT. comT.
cruzi eruzi
Contrls 2416383141 2188 Controle | Controle | 3135276 | 2631764 | _5:035 Controk |Controle |_3124 | 25737 | 3303
 Contrle Lcontroke
SR o o + SN e Mo+ SN
Amostra 2905315 | 2800077702 | 1995 | oas2 | o Amostra | de T3 | 31,9885 | 28.90078 | 3098 | 1937 | 3829 Amestra |dectm3 | 31aar | 27937 | s04 | o516 [ose3s7
+LPS +LPS
Controle | Controle - 24 16333141 26.31764221 -2,148 Controle | Controle -] 31,35276 | 26,31764 5,035 Controle | Controle - 31,24 25,737 5,188
Mo+ SN Mo + SN Mo + SN
deCTM 3 de CTM 3 deCTM 3
Amostra | comT. 26.9503: 0,998 115 0,451 Amostra | comT. | 31,79606 | 26,95036 4,846 0,189 114 Amostra | comT. 34,509 26,052 8,772 3477 0,089812
cruzi + cruzi + cruzi +
s Lps
Contrale | Controle_ T6a1764221 | 24 Controle 3135076 | 2631763 | 5035 Conuwok | Controle | 3124 | 25737 | 5208
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Figura 5: Valores de expressdo relativa (2®®§tde PBMCs tratados com

sobrenadante de células-tronco mesenquimais infectadas e nao infectadas por

T. cruzi estimulados e ndo estimulados por PHA. Valores de expressao genica

obtidos através de gRT-PCR foram normalizados pelo gene controle negativo.

IL-10 GAPDH TNF-o GAPDH INF-y GAPDH
Gene ZMG_ Gene Z-M“_ Gene fm_
Alvo Gene ref ACT BACt | Expr ess ARo Gene ref ACr BACE Expre?sao Ao Gene ref filag Aact Expre?sau
relativa relativa relativa
PBMCs + PBMCs + PBMCs +
Amostra | Snde | 26875 | 18658 | 8177 0,233 1,175 smostra | SNde | 233a5 | 18698 | 4647 1,29 0,409 smostra | Snde | 25,120 | 18698 | 6,432 0,63 0,646
CT_M 1 — CI'_M 1 — CTM 1
Controle JControle-§ 28,365 | 19,855 8,41 5,938 1 Controle |Controle-] 23,313 | 19,955 | 3,358 3,372 1 Controle fControle-| 25,671 | 1987 5,802 4,27 1
PBMICs + PBMCs + PBMICs +
5N de SN de 5N de
Amostra | ctm1 | 29,818 | 27345 | 2472 -5,938 | 61,289 smostra | ctm1 | 27332 | 27,336 | 0014 | -3372 | 10354 Amostra | ctm1 | 28878 | 27345 | 1532 -4,27 19,289
wmT. comT. wmT.
cruzi cruzi — cruzi
Controle JControle-§ 28,365 | 19,955 8,41 1 Controle |Controle-] 23,313 | 19,955 | 3,358 1 Controle fControle-] 25,671 | 1987 5,802 1
ami PBMCs + M1 PBMCs + ami PBMICs +
Amostra SN e 32,108 23,403 8,704 0,295 0815 Amostra 3Nde 28,771 23,403 6,368 301 0,124 Amostra b 29,127 23,403 5,723 0078 1,056
CTM 1+ CTM 1+ CTM 1+
PHA PHA PHA
Controle JControle-§ 28365 19,955 841 1 Controle JControle -] 23313 19,955 3,358 1 Controle §Controle-] 25,671 19.87 5,802 1
PBMCs + PBMCs + PBMICs +
SN de SNde SN de
Amostra eme 28,761 30121 -1,361 -9,77 873,312 Amostra aml 26,722 30,121 -3,389 -6,757 108,177 Amostra ams 29,258 30,985 -1,727 -7,528 184,609
wmT. omT wmT.
crzi + cruzi + cruzi +
PHA PHA PHA
Controle JControle - ﬁ 365 15,955 841 1 Controle JControle -] 23313 19,955 3358 1 Controle §Controle-] 25,671 19.87 5,802 1
PBMCs + PBMCs + PBMCs +
pmostra | sMde | 31,000 | 2559 | 6303 22173 | 4513 Amostra | SNde 31,88 25,59 | 6282 2,319 02 Amostra | snde | 31,361 | 25602 | 5,759 1,781 0,291
CTM 2 CTM 2 CTM 2
Controle JControle-§ 27,588 1911 8477 3,382 1 Controle JControle -] 23074 19,11 3,963 2,542 1 Controle §Controle-] 23,318 19,34 3,978 {0,889 1
PBMCs + PBMCs + PBMCs +
5N de SN de 5N de
Amostra | ctm2 | 32,183 | 27088 | 5,085 -3382 | 10425 Amostra | ctaz | 28489 | 27088 | 1422 | -2342 | 5823 amostra | ctmz | 30,157 | 27088 | 3089 | D& 1,852
omT. comT. wmT.
cruzi cruzi cruzi
Controle JControle-§ 27,588 1911 B8.477 1 Controle JControle -] 23074 19,11 3,963 1 Controle §Controle-] 23318 19,34 3,978 1
oMz PBMCs + M 2 PBMCs + amz PBMICs +
5N de SN de 5N de
Amostra M2+ 27,156 20,225 6,931 -1,546 292 Amostra oM 2+ 25772 20,225 5,547 1,584 0,334 Amostra TM2+ 26,509 20,225 6,284 2,306 0,202
PHA PHA PHA
Controle JControle-J 27588 1911 2477 1 Controle JControle -} 23074 1911 3,963 1 Controle §Controle-] 23318 1934 3978 1
PBMCs + PBMCs + PBMCs +
SN de SNde SN de
€TM 2 €TV 2 ™ 2
Amostra 33,775 | 33305 047 -8007 | 257,297 Amostra 31,805 | 33,305 | -1,501 | -5464 | 44,14 Amostra 32,624 32,5 0128 | 3853 | 14462
wmT. com T, wmT.
cruzi + crwei + cruzi +
PHA — PHA PtA
Controle JControle-J 27,588 19,11 8,477 1 Controle JControle -] 23,074 19,11 3,963 1 Controle §Controle-] 23,318 19,34 3,978 1
PBMICs + PBMCs + PBMVICs +
pmostra | sMde | 27,873 | 17973 99 1,615 0,326 pAmostra | Snde | 23022 | 1797 | sma8 1,34 0,395 Amostra | SMde | 24,583 | 17,885 | 6,650 1,381 0,384
€TV 3 CTM 3 CTM 3
Controle JControle-§ 28 088 19,803 8,285 1,143 1 Controle JControle -] 23511 19 & 3708 1,882 1 Controle §Controle-] 24,973 19, 5_96 5277 174 1
PBMICs + PBMCs + PBMICs +
5N de SN de 5N de
amostra | ctm3 | 30343 | 23208 | 7135 | -1,149 2,218 pamostra | ctm3 | 25033 | 23,208 | 1,825 | -1,882 | 3,687 Amostra | ctm3 | 26745 | 23208 | 3537 -1,74 3,341
wmT. comT. wmT.
cruzi cruzi cruzi
Controle JControle-§ 28088 15,803 8,285 1 Controle JControle -] 23511 19 & 3708 1 Controle §Controle-] 24,973 19, 59_6 5,277 1
ams3 PBMCs + ™ 3 PBMCs + ams3 PBMCs +
Amostra CS[F:Ad:+ 30,213 21,167 9,046 0,761 0,59 Amostra C?NMd:+ 28,259 21,167 7,092 3,385 0,096 Amostra ;';6:4 28,019 21,167 6,852 1,574 0,336
PHA PHA PtA
Controle JControle-§ 28,088 | 13803 | 8285 1 Controle [Controle -] 23,511 | 19,803 | 3708 1 Controle fControle-] 24,973 | 19696 | 5,277 1
PBMCs + PBMCs + PBMCs +
SN de SNde SN de
Amostra s 32,359 28,932 3,427 -4,858 28,993 Amostra £ 30,075 28,932 1,143 -2,565 5,918 Amostra HIMS 30,647 28932 1,715 -3,563 11,816
wmT. comT. wmT.
cruzi + cruzi + cruzi +
PHA PHA PHA
Controle JControle-§ 28088 19,803 8,285 1 Controle JControle -] 23511 19 803 3,708 1 Controle JControle-] 24,973 15,696 5,277 1
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Anexo I: Certificado CEP
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PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: Uso de células humanas para pesquisas in vitro, em substituigdo a experimentagédo
animal.

Pesquisador: Juliana Lott de Carvalho

Area Temitica:

Versido: 1

CAAE: 30175020.0.0000.5558

Instituigdo Proponente: Faculdade de Medicina da Universidade de Brasilia - UNB
Patrocinador Principal: Financiamento Préprio

DADOS DO PARECER

Numero do Parecer: 3.954.541

Apresentagdo do Projeto:

Trata-se de projeto de pesquisa em sua primeira verséo que visa investigar o uso de células humanas para
pesquisas in vitro em substituicdo a experimentagdo em animais.A pele é o maior érgéo do corpo e tem
fungdes essenciais ao organismo como proteger o organismo de insultos extemos, homeostase de fluidos e
deteccdo sensorial. Por este motivo, é o primeiro 6rgéo insultado por substéancias téxicas aplicadas
topicamente, lesdes mecanicas, infecgdes,dentre outros. Pesquisas envolvendo este 6rgédo incluem a busca
de agentes regenerativos, que limitem o comprometimento estético e funcional da pele com cicatrizes; a
avaliagdo da capacidade de novos produtos (ex. peptideos) penetrarem na pele; a pesquisa envolvendo o
envelhecimento da pele e desenvolvimento de novos exfratos com potencial cosmético. Entre os modelos de
pesquisa que representem a pele disponiveis atualmente estdo as linhagens celulares imortalizadas, as
células primarias (diretamente isoladas de tecidos humanos) e os modelos animais. Dentre eles, as células
primarias destacam-se pois nédo séo artificialmente imortalizadas como as linhagens celulares imortalizadas
sdo, e ndo apresentam questdes éticas nem dissimilaridade genética, como os modelos animais. Portanto,
as células humanas compdem os modelos que mais fielmente mimetizam a pele humana e sé@o
interessantes também por substituir os animais como modelo de pesquisa. 30 individuos de 18 a 60 anos,
de ambos os sexos, consideradas aptos (com base nos exames indicados pelo médico responsavel) que
passarem por procedimento cirtrgico estético

(lipoaspiragédo, abdominoplastia, blefaroplastia, ou outros), que assinarem o TCLE irdo compor a
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amostra. A estratégia de recrutamento sera por meio de convite feito pela médica Dra. Marcia Moreira aos
pacientes de sua clinica de cirurgia plastica que atenderem aos critérios de inclusé@o. Serédo excluidos do
estudo menores de 18 anos ou maiores de 60 anos e pacientes considerados inaptos a realizar o
procedimento cirtrgico. A clinica Marcia Moreira Cirurgia Plastica, localizada em Brasilia ficara responsavel
pela coleta do material humano (pele e tecido adiposo) que seria descartado. Sera apresentado aos
pacientes que irdo realizar procedimentos de lipoaspiragéo, blefaroplastia, abdominoplastia, ou outros, o
projeto de pesquisa e o TCLE. Evidencia-se que o procedimento de escolha dos individuos doadores das
amostras ndo sera alterado em nada em fungdo do presente projeto. Apenas as amostras de tecido humano
que seriam descartadas serdo entregues a pesquisadora principal. Ndo havera remuneragéo alguma a
clinica ou aos pacientes.Os procedimentos para o isolamento das células da epiderme, derme e tecido
adiposo estéo detalhados no projeto de pesquisa.

Objetivo da Pesquisa:

O objetivo da proposta é obter tecidos de pele e tecido adiposo humanos para isolamento, expanséo,
caracterizagéo e utilizagdo em pesquisa cientifica e tecnolégica, aplicada sobretudo a testagem de novos
cosméticos e medicamentos aplicados a pele humana.

Avaliagdo dos Riscos e Beneficios:

O risco ou desconforto relatado pelo pesquisador € minimo e que eventualmente sera o da entrevista
aplicada pela médica coletora do material O risco atribuivel as informagdes coletadas serdo mitigadas pelo
seu completo sigilo. Ademais, o procedimento ciriirgico pelo qual o paciente irda passar nédo sera alterado de
nenhuma forma em fungdo da pesquisa, ndo acarretando nenhum risco adicional ao paciente neste estagio.
Apenas apds o procedimento, ao invés do excesso de tecido eventualmente retirado do paciente ser
eliminado, este ser4 encaminhado ao laboratério para isolamento de células e realizagdo de pesquisa
cientifica. Esta proposta podera néo trazer beneficios diretos ao paciente, mas as células obtidas a partir
dos tecidos coletados serdo de grande valia no desenvolvimento de novos produtos farmacéuticos,
cosméticos, objetos de pesquisa do grupo proponente. A proposta também prop&e potencialmente salvar a
vida de milhares de animais, que deixardo de ser usados em pesquisas para desenvolvimento destes
produtos. O doador estara contribuindo para a evolugdo da ciéncia e desenvolvimento de produtos mais
seguros e eficazes pelo simples gesto de doar os subprodutos da sua cirurgia, que normalmente seriam
descartados. A participagéo na pesquisa né@o acarretara gasto ao paciente, sendo totalmente gratuita.
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