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Far better it is to dare mighty things, to 

win glorious triumphs, even though checkered by 

failure, than to take rank with those poor spirits 

who neither enjoy much nor suffer much, because 

they live in the gray twilight that knows not 

victory nor defeat. 
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RESUMO 

FREITAS, S. Influência da cianidina como potencial modulador da capacidade 

imunorregulatória das Células-Tronco Mesenquimais. 2023. 109p. Dissertação (Mestrado) 

– Faculdade de Ciências Farmacêuticas, Universidade de São Paulo, 2023. 

 

As células-tronco mesenquimais (CTMs) são consideradas ferramentas promissoras para a 

terapia de diversas doenças, como neoplasias, doenças autoimunes, inflamatórias e infecciosas. 

Essas células possuem importante capacidade imunorregulatória, pois são capazes de modular 

a atividade de várias células do sistema imunológico e produzir fatores solúveis, como 

citocinas, quimiocinas e fatores de crescimento. Por outro lado, as antocianinas são pigmentos 

alimentares naturais que possuem propriedades bioativas, como ação anti-inflamatória, 

antioxidante e antimicrobiana. Considerando a capacidade imunorregulatória das CTMs, este 

trabalho investigou se a cianidina-3-glicosídeo (CY3G), a antocianina mais comum e conhecida 

por sua capacidade anti-inflamatória, teria algum efeito sobre as características 

imunorregulatórias das CTMs. A linhagem celular murina C3H/10T1/2 (CCL-226™, ATCC®) 

foi cultivada e suplementada com 50µM de CY3G, sendo também estimulada com 

Lipopolissacarídeo (LPS). Esta dose foi escolhida com base na citometria de fluxo e nos ensaios 

de MTT. A análise da produção de citocinas por ensaio de ELISA revelou uma diminuição na 

produção de IL-1β, mas não foram observados dados significativos para IL-6, IL-10 e TGF-β. 

Houve aumento na produção de óxido nítrico (NO). Ao avaliar a expressão da proteína por 

Western blotting, observou-se redução na porção fosforilada do NFκB, mas não foram 

observadas alterações para PCNA e STAT3. A linhagem celular murina RAW 264.7 (TIB-71™, 

ATCC®) e linfócitos esplênicos de camundongos C57BL/6 foram cultivados na presença de 

meio condicionado C3H/10T1/2. Essas células RAW 264.7 exibiram uma produção 

significativamente menor de IL-1β, IL-6 e IL-12, enquanto os níveis de IL-10 não foram 

afetados. Em relação à expressão da proteína para NFκB, observou-se uma diminuição em sua 

porção fosforilada. Nos linfócitos esplênicos, houve diminuição da produção de IL-2 e aumento 

da produção de IL-10. Não foram observadas alterações significativas em relação à produção 

de IFN-γ em linfócitos esplênicos. Quanto à expressão da proteína NFκB entre os linfócitos 

esplênicos, não foram observadas alterações significativas quanto à sua fosforilação. Em 

conclusão, os dados aqui apresentados verificaram que o CY3G influenciou a capacidade 

imunorregulatória das CTMs promovendo um perfil imunossupressor, ao mesmo tempo em que 

modulava células do sistema imune. 



 

 

Palavras-Chave: Cianidina, Célula-tronco mesenquimal, Imunorregulação, Citocinas, NFκB, 

Macrófagos, Linfócitos.



 

 

ABSTRACT 

FREITAS, S. Influence of Cyanidin as a potential modulator of the 

immunoregulatory capacity of Mesenchymal Stem Cells. 2023. 109p. Dissertation (Master’s 

Degree) – School of Pharmaceutical Sciences, University of São Paulo, 2023. 

 

Mesenchymal stem cells (MSCs) are considered promising tools for the therapy of several 

diseases, such as neoplasms, autoimmune, inflammatory, and infectious diseases. These cells 

have a significant immunoregulatory capacity, as they are able to modulate the activity of 

various cells of the immune system and produce soluble factors, such as cytokines, chemokines, 

and growth factors. On the other hand, anthocyanins are natural food pigments that possess 

bioactive properties, such as anti-inflammatory, antioxidant, and antimicrobial action. 

Considering the immunoregulatory capacity of MSCs, this work investigated whether cyanidin-

3-glucoside (CY3G), the most common anthocyanin and one known for its anti-inflammatory 

capacity, would have any effect on the immunoregulatory characteristics of MSCs. The murine 

cell lineage C3H/10T1/2 (CCL-226™, ATCC®) was cultured and supplemented with 50µM of 

CY3G, while also being stimulated with Lipopolysaccharide (LPS). This dose was chosen 

based on flow cytometry and MTT assays. Analysis of cytokine production by ELISA assay 

revealed a decrease in IL-1β production, but no significant data were observed for IL-6, IL-10, 

and TGF-β. There was an increase in the production of the immunomodulator nitric oxide (NO). 

When evaluating protein expression by Western blotting, a reduction in the phosphorylated 

portion of NFκB was observed, but no changes were observed for PCNA and STAT3. The 

murine cell lineage RAW 264.7 (TIB-71™, ATCC®) and splenic lymphocytes from C57BL/6 

mice were cultured in the presence of C3H/10T1/2 conditioned media. These RAW 264.7 cells 

displayed a significantly lower production of IL-1β, IL-6, and IL-12 while IL-10 levels were 

not affected. Regarding the protein expression for NFκB, a decrease in its phosphorylated 

portion was observed. In splenic lymphocytes, there was a decrease in the production of IL-2 

and an increase in the production of IL-10. No significant changes were seen regarding the 

production of IFN-γ in splenic lymphocytes. As for the protein expression of NFκB among 

splenic lymphocytes, no significant changes were seen regarding its phosphorylation. In 

conclusion, the data shown here verified that CY3G influenced the immunoregulatory capacity 

of MSCs by promoting an immunosuppressive profile, while also modulating cells of the 

immune system. 

Keywords: Cyanidin, Mesenchymal Stem Cell, Immunoregulation, Cytokines, NFκB, 

Macrophages, Lymphocytes. 
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1 INTRODUÇÃO E JUSTIFICATIVA 

Atualmente, muitas doenças crônicas estão ligadas à inflamação, o que está relacionado 

ao envelhecimento da população global e associadas com o modo de vida e diversos fatores de 

risco como sedentarismo, dieta inadequada, tabagismo entre vários outros (FURMAN et al., 

2019). Estudos sobre inflamação são fundamentais para o desenvolvimento de estratégias 

terapêuticas mais eficazes no tratamento de doenças inflamatórias. Um dos enfoques atuais é a 

imunoterapia com células-tronco mesenquimais (CTMs)(KARUNAKARAN et al., 2021; KOT 

et al., 2019; MUSIA\L-WYSOCKA; KOT; MAJKA, 2019). 

Atualmente, as células-tronco mesenquimais (CTMs) estão sendo amplamente 

utilizadas em pesquisa ao redor do mundo, nos Estados Unidos temos vários estudos clínicos, 

atuando no tratamento de várias doenças crônicas (COFFMAN et al., 2019; KNYAZEV; 

KAGRAMANOVA; PARFENOV, 2022). No Brasil, temos vários estudos com testes clínicos 

sendo conduzidos com o enfoque nas CTMs (SENEGAGLIA et al., 2021; TOBIN et al., 2013). 

As CTMs desempenham um papel regulador fundamental, pois são capazes de modular 

tanto as respostas inflamatórias quanto as respostas imunossupressoras. Essas células 

desempenham um papel importante na reparação de lesões, danos celulares e teciduais no 

organismo (BULATI et al., 2020; RAGNI et al., 2020). Além disso, interagem com diversas 

células efetoras do sistema imunológico, seja por meio de contato direto ou indireto, e liberam 

diversos mediadores, como fatores solúveis, citocinas e quimiocinas (JAFRI et al., 2020). 

A cianidina, um tipo importante de antocianina encontrada na dieta em alguns alimentos 

de origem vegetal, oferece diversos benefícios para o organismo (MAZZA, 2017). Ela 

desempenha um papel essencial como moduladora da resposta imune, induzindo um perfil 

imunossupressor que ajuda a controlar os níveis de citocinas inflamatórias e seus mediadores. 

Além disso, a cianidina possui propriedades antioxidantes e outras características benéficas 

(DZHANFEZOVA et al., 2020; TORABIAN et al., 2019; WANG; STONER, 2008). 

Embora as CTMs estejam sendo utilizadas no desenvolvimento de diversas terapias, 

resta a questão de como potencializar sua ação, especialmente em relação à regulação 

imunológica. Neste trabalho, buscamos avaliar o impacto da cianidina na ação 

imunorregulatória das CTMs e sua influência sobre outras células do sistema imunológico. 
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Dessa forma, buscamos compreender melhor como a cianidina pode modular as CTMs e seus 

efeitos na regulação imunológica. 
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2 REVISÃO DA LITERATURA 

2.1 CÉLULA-TRONCO MESENQUIMAL 

As células tronco mesenquimais (CTMs) têm atraído cada vez mais atenção devido sua 

grande capacidade terapêutica, que englobam: imunorregulação, regulação da inflamação, 

reparo e homeostasia tecidual (REGMI et al., 2021; YAMADA et al., 2022; ZHANG et al., 

2023). Entretanto, os conhecimentos relacionados a essa célula são relativamente recentes 

(CAPLAN, 1991). 

Os conceitos de hematopoese e de célula-tronco hematopoética foram estabelecidos 

pelo pesquisador russo Alexander Maximow (1874-1928) sendo postulado que todas as células 

sanguíneas provem da mesma célula ancestral (MAXIMOW, 1924). A partir desses achados, 

estudos pioneiros relacionados as células-tronco mesenquimais foram realizadas em meados da 

década de 70 por Friedenstein (1924 -1998), o qual demonstrou que a medula óssea continha 

células precursoras não - hematopoéticas, bem como, possuíam características clonogênicas, 

com morfologia fibroblastóides, com alta aptidão para replicação in vitro e com alta capacidade 

de diferenciação celular (FRIEDENSTEIN et al., 1974; V; ELENA; R, 2009). 

Assim, as CTM são células que atuam com grande importância nos processos de 

renovação tecidual do organismo, atualmente sabe-se que essas células não são restritas a 

medula óssea, podendo ser encontradas na maioria dos tecidos celulares do organismo como: 

medula óssea, tecido adiposo, placenta, polpa dental e muitos outros (BARRY; MURPHY, 

2004; HE et al., 2019; WANG et al., 2020). Apresentando assim diferentes capacidades e 

características de acordo com a origem da CTMs (KAVIANI et al., 2019). 

Essas células já tiveram diversas nomenclaturas, contudo a nomenclatura que está mais 

difundida atualmente é a de célula-tronco mesenquimal (CAPLAN, 2010, 2017). Além disso, 

como as CTM são encontradas na maioria dos tecidos, foram necessários estabelecer critérios 

para definir essas células. Atualmente foram postulados critérios pelo The Mesenchymal and 

Tissue Stem Cell Commitee of the Internacional Society for Cellular Therapy que devem ser 

levados em consideração ao se fazer estudos com essas células como: aderência ao plástico, 

capacidade de diferenciação, expressão de marcadores baseados em Grupamento de 
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diferenciação (CD) como CD14, CD34, CD45, CD73, CD90 e CD105, além da ausência de 

marcadores de linhagem hematopoética positiva conforme a Figura 1 (BARRY; MURPHY, 

2004; DOMINICI et al., 2006; WITWER et al., 2019).  

 

Figura 1 - Critérios para isolamento de CTMs 

 

Critérios mínimos para isolamento de CTMs de acordo com a International Society of Cellular 

Therapy (ISCT). A figura foi feita utilizando BioRender®. Fonte: Autoria própria, 2021. 

 

 As CTMs são células encontradas na medula óssea e apresentam uma morfologia 

fusiforme e fibroblastóide. Estas células tem a capacidade de transformar-se nas células que 

compõem o estroma medular, tendo uma grande importância e influência na composição do 

microambiente hematopoético (HOCKING; GIBRAN, 2010). Essas células representam uma 

fração de 0,01 a 0,001% das células nucleadas totais presentes na medula óssea (MELIEF et 

al., 2013). Essas células podem transdiferenciar-se em células endodérmicas, mesodérmicas e 

neuroectodérmicas que apresentando os fenótipos funcionais das mesmas (EGEA et al., 2011). 

 As CTMs são células capazes de uma confecção intensa de exossomos podendo assim 

ser utilizado para a entrega de fármacos (GUO et al., 2019; YEO et al., 2013). Os exossomos 

são um tipo de vesículas extracelulares formados da bicamada lipídica apresentando de 30 a 

200nm de diâmetro de origem endossomal (KALLURI; LEBLEU, 2020). Essas estruturas 

formadas a partir de CTM são ricas em RNA mensageiro (mRNA) e microRNA (miRNA), além 

disso, essas estruturas são consideradas úteis para o uso em diversas modalidades terapêuticas 

atuando em doenças como autismo, diabetes, doença de Parkinson e em diversos tipos de câncer 
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(BAGHERI et al., 2020; BISWAS et al., 2019; CHEN et al., 2020a; PERETS et al., 2018; 

SHARMA et al., 2021). 

 A CTM tem diversas propriedades biológicas que podem ser benéficas para o organismo 

como atividade anti-inflamatória, anti-apoptótica, anti-tumoral, anti-microbiana, propriedades 

regenerativas e proliferativas (BONFIELD et al., 2021; MANDAL et al., 2019; RAGNI et al., 

2020; XIA et al., 2019; ZHANG et al., 2019a). Vários  estudos têm considerado as CTMs como 

uma ferramenta promissora na terapia celular pela sua grande capacidade imunorregulatória, 

uma vez que estas células são capazes de modular as funções de células do sistema imune e 

ainda produzem fatores solúveis, como citocinas, quimiocinas, fatores de crescimento e 

angiopoietinas (JAFRI et al., 2020; LIU et al., 2022, 2021a).  

Mesmo com as suas grandes capacidades terapêuticas não podemos desconsiderar a 

eficiência insuficiente apresentada em algumas terapias in vivo (REGMI et al., 2021). A 

capacidade imunorregulatória dessas células é um dos pontos cruciais nos tratamentos de 

doenças ou desordens autoimunes e são o ponto chave de sua capacidade terapêutica, por isso, 

a necessidade de estudar como melhorar/potencializar a capacidade imunorregulatória dessas 

células.  

2.1.1 Célula-tronco mesenquimal: aspectos imunoregulatórios 

As CTMs possuem capacidade de modular diversas reações imunes, incluindo a 

liberação de citocinas e fatores de crescimento como Fator estimulante de colônias granulocítica 

(G-CSF), fator estimulante de colônias grânulo-monocíticas (GM-CSF), Fator de crescimento 

de macrófagos (M-CSF), Stem cell factor (SCF), Interleucina (IL-6), IL-8, IL-11, IL-12, IL-14 

e IL-15 (BULATI et al., 2020; CHINNICI et al., 2019). Esses estímulos, ou fatores solúveis 

modulam as funções de várias células imunes, incluindo linfócitos, monócitos, macrófagos, 

células Natural killer (NK), Células dendríticas (DC) e neutrófilos, além de estimular a 

proliferação dessas células em casos de processos inflamatórios (CHINNICI et al., 2019; LI; 

HUA, 2017) conforme a Figura 2. 
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O papel imunorregulatório da CTM envolve sua atuação com células da imunidade inata e 

adaptativa além de diversos fatores solúveis como citocinas, quimiocinas e fatores de 

crescimento. Fonte: (Adaptado de CHINNICI et al., 2019; ENGLISH et al., 2009; LI; HUA, 

2017; NAJAR et al., 2010). A figura foi feita utilizando BioRender®. 

 

As CTMs apresentam diversas moléculas de adesão, tais como Molécula de adesão 

intercelular-1 (ICAM-1), Molécula de adesão intercelular-2 (ICAM-2) e Molécula de adesão de 

célula vascular-1 (VCAM) (NAUTA et al., 2006; RAHBARGHAZI et al., 2019). No que diz 

respeito ao sistema imunológico, essas células apresentam e expressam Antígenos leucocitários 

humanos de classe  I (HLA-I) na sua superfície, mas não apresentam Antígenos leucocitários 

humanos de classe II (HLA-II) e nem moléculas co-estimulatórias como CD40, CD80 e CD86 

(KOT et al., 2019; TSE et al., 2003; WANG et al., 2019b). Adicionalmente, elas expressam 

baixos níveis de Molécula do complexo de histocompatibilidade principal classe I (MHC I) e 

pouca ou nenhuma expressão de Moléculas do complexo de histocompatibilidade principal 

classe II (MHC-II) (BARRACHINA et al., 2020; CHEN et al., 2020b; FIBBE; NOORT, 2003). 

Sabe-se que a plasticidade imunológica das CTM está diretamente relacionada aos 

estímulos presentes no microambiente em que elas se encontram (WANG et al., 2014). Na 

presença de citocinas como Interferon-γ (IFN-γ) ou Fator de Necrose Tumoral-α (TNF-α), essas 

Figura 2 - Papel imunorregulátório das CTMs com atuação tanto da 

imunidade inata e da adaptativa 
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células adquirem características imunossupressoras. A imunossupressão pode ocorrer por meio 

do contato célula-célula e da liberação de fatores solúveis pelas CTMs, que são mediados por 

diferentes moléculas, como Prostaglandina E2 (PGE2), Indoleamina 2,3-dioxigenase (IDO), 

Óxido nítrico (NO), IL-27, Fator de transformação do crescimento-β (TGF-β) e diversas outras 

moléculas (ALMEIDA-PORADA; ATALA; PORADA, 2020; LEE; JUNG; KIM, 2021; 

ZHANG et al., 2019b). 

A CTM exerce um papel muito importante na modulação das reações imunes, sendo 

responsável por liberar diversos fatores solúveis que atuam na regulação das funções das células 

do sistema imune. A secreção de IL-6, M-CSF e PGE2 pelas CTM pode inibir a diferenciação e 

maturação das DCs, diminuindo a expressão de moléculas co-estimulatórias e alterando o perfil 

de produção de citocinas (ABBASI-KENARSARI et al., 2020; ORTIZ-VIRUMBRALES et al., 

2020; SHAHIR et al., 2020). As CTMs também podem inibir a proliferação e a sobrevivência 

das células NK por meio da produção de IDO, TGF-β e PGE2, e pela ação citotóxica exercida 

pelo contato célula-célula (LYNCH et al., 2020; SHOKRI et al., 2019). 

As CTM também têm um impacto sobre as células da imunidade adaptativa. Elas atuam 

na inibição da ativação da célula T, acompanhada ou não pelo aumento de Linfócitos T 

reguladores (Tregs) (BOLANDI et al., 2020; REGMI et al., 2019). Essa supressão dos linfócitos 

pode ocorrer mediante a modulação das Células apresentadoras de antígeno (APC), como as 

DCs, que levam à alteração na expressão de citocinas e aumento na apresentação de antígenos. 

As CTM de diferentes tecidos também são capazes de suprimir a proliferação de células T 

CD4+ e CD8+ (ENGLISH et al., 2009; NAJAR et al., 2010). Em geral, a ação anti-inflamatória 

e imunossupressora das CTM é exercida por meio da modulação de diversas células imunes, o 

que confere a essas células um papel importante na manutenção da homeostase do sistema 

imune. 

Há evidências conflitantes em relação ao efeito das CTMs sobre a proliferação de 

linfócitos B in vitro (MAGATTI et al., 2020). Embora alguns estudos sugiram que as CTMs 

possam inibir a proliferação das células B, outros demonstram que as CTMs são importantes 

para a sobrevivência, proliferação e diferenciação de células B secretoras de antígenos em 

humanos (CHENG et al., 2019; TAGO et al., 2021). A divergência pode estar relacionada às 

diferenças nas condições experimentais utilizadas para isolar as células. 

Os linfócitos B também são modulados pelas CTMs, tanto pelo contato direto célula-

célula quanto por fatores solúveis, assim como ocorre com os linfócitos T. Acredita-se que a 
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modulação seja mediada pelo TGF-β produzido pelas CTMs e pelas interações entre o 

Programmed cell death protein 1 (PD-1) e seus ligantes, este expresso pelos linfócitos T 

ativados (NI et al., 2018; WU et al., 2020a). As CTMs possuem uma subpopulação produtora 

da citocina IL-17 que atua de forma autócrina, ativando a via de sinalização do Fator de 

transcrição nuclear kappa-B (NFκB), o que inibe a produção de TGF-β pelas CTMs e prejudica, 

assim, sua função imunossupressora (YANG et al., 2013). Além disso, as CTM são capazes de 

inibir a diferenciação e a expressão constitutiva dos receptores de quimiocinas (CUESTA-

GOMEZ; GRAHAM; CAMPBELL, 2021). 

Para analisar o equilíbrio entre o perfil pró e anti-inflamatório das CTMs, é necessário 

considerar os diferentes estímulos que as ativam conforme a Figura 3. 

 

 
Figura 3 - A atuação das CTMs para manter um equilíbrio imunológico. 

 

 

 A atuação das CTMs para manter um equilíbrio imunológico. As CTMs atuam dependendo 

da necessidade provendo um perfil pró-inflamatório e em outras condições promove um 

perfil imunossupressor. Fonte: (JIANG; XU, 2020) 
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Por exemplo, a presença de danos, lesões ou infecções, detectados por receptores de 

padrão como Padrões moleculares associados a danos (DAMP) e Padrões moleculares 

associados a patógenos (PAMP), podem induzir a liberação de substâncias como IL-6, IL-8 e 

IL-1, que favorecem um perfil pró-inflamatório (COCHET; PERI, 2017; KURTE et al., 2020). 

Por outro lado, a liberação de PGE2, induzida pelo contato celular e dependente de Ciclo-

oxigenase-2 (COX-2), pode inibir diretamente a proliferação de Linfócito T helper 17 (Th17) e 

a diferenciação e maturação DCs, além de promover a liberação de citocinas como IL-10 e 

TGF-β1, que têm um papel importante no controle negativo das reações inflamatórias (JIANG; 

XU, 2020; SUZDALTSEVA et al., 2022; TATARA et al., 2011). 

No que se refere à regulação da resposta adaptativa, a CTM libera uma série de fatores 

solúveis, incluindo PGE2, TGF-β, IL-10, Fator de crescimento de hepatócitos (HGF), NO e PD-

1, que atuam sobre a polarização de linfócitos T CD4+ para Linfócitos T helper 1 (Th1) e Th17 

e suprimem a sua proliferação (HERMANKOVA et al., 2016; PREVOSTO et al., 2007; RAO 

et al., 2020). Além disso, na presença de citocinas inflamatórias, as CTMs induzem a produção 

de NO pelos linfócitos T CD8+, o que reduz sua citotoxicidade, proliferação e produção de 

citocinas (LE BLANC et al., 2004; PREVOSTO et al., 2007). Em relação à imunidade humoral, 

a liberação de fatores solúveis e PD-1/Programmed cell death ligand 1 (PD-L1) pela CTM 

induz a redução da ativação, diferenciação, expressão dos receptores de quimiocina e 

proliferação dos linfócitos B (LIU; LIU; CHEN, 2020; LUZ-CRAWFORD et al., 2012; 

SCHENA et al., 2010). 

Uma das vias de atuação imunossupressora das CTMs é a via do NFκB, que é ativada 

em ações pró-inflamatórias e está relacionada à ativação de macrófagos para a síntese de fatores 

como IL-1 e TNF-α (CHOU; HO; HUNG, 2022; DORRONSORO et al., 2014). Além disso, a 

ativação da via Janus kinase/signal transducers and activators of transcription (JAK-STAT) está 

associada ao equilíbrio entre a imunidade inata e adaptativa e é ativada por uma variedade de 

interferons e citocinas (JI et al., 2017; SHABBIR et al., 2010). Embora haja quatro tipos de 

JAKs e sete STATs em mamíferos, suas funcionalidades podem mudar de acordo com as 

diversas linhagens celulares e citocinas que recebem o sinal de cascata de sinalização 

semelhante que têm o potencial de apresentar perfis diferentes e assim a Sinal de transdução e 

ativação de transcrição-3 (STAT3) está associada com a rede de pluripotência (KIM et al., 2019; 

VILLARINO et al., 2015).  
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As CTMs podem ser utilizadas em terapias para tratamentos associados ao sistema 

imune, diabetes tipo I, infarto do miocárdio, defeitos nos músculos esqueléticos, trauma 

cerebral, Alzheimer e neoplasias, entre outros (BUSCHHAUS et al., 2022; FREITAG et al., 

2019; GONDALIYA et al., 2022; MALVICINI et al., 2022; PINHO et al., 2022; WANG et al., 

2022). Há diversos testes clínicos em que as CTM são utilizadas por estarem mais associadas 

em terapias celulares, como estudos que as relacionam com fatores epigenéticos que atuam nas 

células-tronco e induzem sua diferenciação (LIAO et al., 2021; MORTADA; MORTADA, 

2018). Demais estudos recentes na área de medicina regenerativa sugerem que os exossomos 

provenientes das CTMs podem ser uma importante e promissora terapia (LIU et al., 2021a; 

SHARMA et al., 2021). Entretanto, ainda há muito a ser estudado sobre o potencial terapêutico 

da célula-tronco mesenquimal. 

2.2 VIA DE SINALIZAÇÃO DO NFΚB ATIVADO PELO LPS 

Em 1986, foi descoberto o NFκB, um fator de transcrição que codifica a cadeia leve κ 

das moléculas de anticorpo das células B (κB) (SEN; BALTIMORE, 1986). Sua função mais 

bem estudada é na resposta imunológica, regulando a expressão de genes envolvidos em 

processos essenciais como inflamação, proliferação, crescimento celular, sobrevivência e 

apoptose (BARKETT; GILMORE, 1999; JANA et al., 2017; YU et al., 2020). 

 A ativação dessa via ocorre em situações de desequilíbrio ou estresse, através de 

Receptores de reconhecimento de patógenos (PRRs) que reconhecem PAMPs. Um exemplo 

notável de estímulo é o Lipopolissacarídeo (LPS), um componente da parece celular de 

bactérias gram-negativas que é reconhecido pelo Receptor Toll-like-4 (TLR-4) presente na 

membrana plasmática (COCHET; PERI, 2017; KURTE et al., 2020). 

O NFκB, fator de transcrição que regula a expressão de genes em resposta a uma 

variedade de estímulos, é constituído por heterodímeros ou homodímeros pertencentes à família 

Rel de proteínas de ligação ao Ácido desoxirribonucleico (DNA). Em mamíferos, o NFκB é 

composto por RelA (p65), RelB, c-Rel, NFκB1 ou p105 (precursor de p50) e NFκB2 ou p100 

(precursor de p52) (HAYDEN; GHOSH, 2008). A atividade do NFκB é controlada pela Proteína 

inibidora κB (IκB), que inclui Bcl-3, IκBα, IκBβ, IκBγ e IκBε. Quando inativo, o NFκB está 
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ligado à IκB, mas pode ser ativado por várias citocinas, moléculas inflamatórias e sinais de 

estresse (HAYDEN; GHOSH, 2008). 

O NFκB pode ser ativado por distintas vias moleculares como: a via canônica (via de 

ativação clássica) ou pela via não-canônica (via de ativação alternativa) conforme a Figura 4 . 

 

 
Figura 4 - A via de sinalização do fator de transcrição NFκB 

 

 

A via de sinalização do fator de transcrição NFκB. A via do fator de transcrição NFκB pode 

ser ativada de forma canônica e não-canônica. Fonte: (SINGH et al., 2020) 
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A via canônica de NFκB é composta pelos dímeros RelA (p65), c-Rel e NFκB1 ou p105 

(precursor de p50) (SUN, 2017). Essa via é ativada por citocinas pró-inflamatórias, infecções 

bacterianas e virais, bem como por processos que geram estresse celular. A ativação ocorre por 

meio da fosforilação de IκB pela Quinase IκB (IKK), seguida de ubiquitinação e degradação da 

IκB no citoplasma. Além disso, proteínas adaptadoras e ancoradoras também estão presentes 

no citoplasma. Com a degradação de IκB, os dímeros de NFκB são liberados e translocam para 

o núcleo, onde se ligam a sequências específicas e ativam a transcrição gênica associada a vários 

processos biológicos (ZHANG et al., 2021b). 

A via não-canônica de NFκB é formada pelos dímeros RelB e NFκB2 ou p100 

(precursor de p52). Essa via está associada à expressão de genes relacionados com o 

desenvolvimento e a conservação de órgãos linfóides (SUN, 2017; TRARES; ACKERMANN; 

KOCH, 2022).   

O fator de transcrição NFκB regula diversas funções no organismo, incluindo a 

produção de diversas citocinas como IL-1, IL-6 e TNF-α, que possuem um perfil inflamatório, 

reguladores do ciclo celular (ciclinas), quimiocinas (CXCL1 e CXCL10), fatores anti-

apoptóticos (caspases) e moléculas de adesão (VCAM-1 e ICAM-1) (LIU et al., 2017) 

conforme a Figura 5. 
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As diversas atuações do fator de transcrição NFκB. O NFκB está associado com várias 

funções como fatores anti-apoptótico, reguladores do ciclo celular, citocinas quimiocinas, 

moléculas de adesão e atuação com diversas células do sistema imune. Fonte: (LIU et al., 

2017) 

 

Estudos indicam que o fator de transcrição NFκB tem sua atuação inibida quando 

estimulado por diversos fitoquímicos e em diferentes condições patológicas. Alguns exemplos 

incluem o cardamomo (RUIBIN; BO; DAYNING, 2020), curcumina (CHOWDHURY et al., 

2019), genisteína (YUAN et al., 2019), kaempeferol (QU et al., 2021), quercetina (XIONG et 

al., 2019), e resveratrol (ZHAO et al., 2021) e diversas outras como as antocianinas 

(ABOONABI; ABOONABI, 2020).  

Figura 5 - As diversas atuações do fator de transcrição NFκB 
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2.3 CIANIDINA 

As antocianinas são um conjunto de pigmentos naturais das cores vermelho, roxo e azul. 

Apresentam caráter hidrossolúvel, presentes em várias frutas, flores, alguns vegetais e plantas 

(MAZZA, 2017; PRINSI et al., 2020; SU et al., 2019b). O nome Antocianina vem do Grego 

anthos, que significa flor e da palavra grega kyanos, que significa azul, essa nomenclatura era 

usada para descrever o pigmento azul da planta Centáurea (Centaurea cyanus)(STRACK; 

WRAY, 1989). Elas pertencem à classe dos flavonóides, que são um subgrupo de polifenóis 

amplamente consumidos na dieta (KONG et al., 2003).  

No entanto, as antocianinas são substâncias instáveis, reativas e altamente sensíveis a 

variações de condições ambientais e químicas, como mudanças na quantidade de oxigênio, 

variações de Potencial hidrogeniônico (pH), flutuações de temperatura, ácido ascórbico, 

dióxido de enxofre, íons metálicos, exposição à luz e ação proteolítica (QIU et al., 2018; TONG 

et al., 2020). Devido a isso, é difícil manter a estabilidade das antocianinas para preservar suas 

propriedades benéficas e impedir a sua degradação (QIU et al., 2018; TONG et al., 2020). 

As antocianinas, estão presentes na natureza englobando radicais glicosídeos e quando 

não estão associadas com glicosídeos (desglicosiladas ou na forma aglicona) são chamadas de 

antocianidinas. As antocianidinas detêm a capacidade de obter radicais livres (COOKE et al., 

2005; COSTA, 2017). Há seis tipos principais de antocianidinas, a saber: cianidina, delfinidina, 

malvidina, peonidina, pelargonidina e petunidina com uma proporção respectivamente de 50%, 

12%, 12%, 7% e 7% (ZHANG; VAREED; NAIR, 2005). 

Em relação as propriedades químicas as antocianidinas, são associadas com açúcares 

normalmente sendo a glicose, galactose, ramnose, xilose ou arabinose, tendo também outros 

monossacarídeos e suas possíveis combinações. Os monossacarídeos são associados com a 

estrutura da antocianidina a partir do grupo Hidroxila (OH)na posição C3 do anel C 

(HARBORNE; GRAYER, 1988; MAZZA; FRANCIS, 1995). 

As antocianinas tem grande atuação no organismo, principalmente no auxílio ao sistema 

imunológico, foram identificadas várias características positivas, como a ação anti-inflamatória 

(NIKBAKHT et al., 2021), antioxidante (DZHANFEZOVA et al., 2020), atividade 

antimicrobiana (MA et al., 2019), e outros benefícios para o organismo, como estudos 
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envolvendo obesidade (VUGIC et al., 2020), diabetes (LEE et al., 2022) e neoplasias (HE; 

GIUSTI, 2010; MAZEWSKI; KIM; GONZALEZ DE MEJIA, 2019). 

A capacidade antioxidante, ou seja, a capacidade de eliminar radicais livres desses 

compostos é devido a presença do grupo Hidroxila (OH) na posição C3 do anel C e as posições 

3’,4’ e 5’ do anel B. A capacidade antioxidante é menor nas antocianinas (glicosídeos) do que 

nas antocianidinas (agliconas), porque diminui quanto mais monossacarídeos tem a estrutura 

(WANG; STONER, 2008). 

A Cianidina-3-glicosídeo (CY3G) por ter a maior distribuição na natureza também é a 

mais estudada. Essa antocianina possui alguns sinônimos como cloreto de cianidina 3-

glicosídeo ou cloreto de cianidina 3-O-glicosídeo, com uma fórmula molecular de C12H21ClO11 

e com peso molecular de 484,84g/mol e estrutura química conforme Figura 6 

 

 

   

Demonstrada a estrutura química da Cianidina 3-glicosídeo (CY3G). Fonte:(“Cyanidin 3-

glucoside chloride phyproof Reference Substance 7084-24-4”, [s.d.]). 

 

Na artrite reumatóide ocorre um distúrbio no balanço entre os linfócitos Th17/Treg e da 

relação do linfócito T CD4+ folicular nas manifestações dessa doença. A cianidina diminui a 

severidade da artrite reumatóide, induzindo a produção da citocina IL-10, inibindo o aumento 

da diferenciação celular do linfócito Th17 e promove os linfócitos Treg em modelos in vivo e 

in vitro (SAMARPITA; RASOOL, 2021). 

Figura 6 - Estrutura química da CY3G. 
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Em relação a danos em cartilagem as CTMs possuem uma grande capacidade para auto-

renovação contudo, a cartilagem regenerada não consegue manter a homeostase e os 

condrócitos apresentam fenótipos hipertróficos. Foi avaliado que a cianidina nesse modelo 

inibiu os marcadores condrogênicos Sry-related hmg-box gene 9 (SOX9), Collagen type II alpha 

1 (COL2A1) e os marcadores hipertróficos Runt-related transcription factor 2 (RUNX2) e 

Collagen type X alpha-1 (COL10A1). Resultando assim na atuação da cianidina na inibição da 

diferenciação condrogênica e hipertrófica resultante de CTMs (CAO et al., 2018). 

Em modelo de Colite (uma inflamação do cólon) in vivo de camundongos e in vitro de 

Células de adenocarcinoma de cólon humano (Caco-2), estimulados com LPS verificou-se que 

a cianidina 3- glicosídeo e a aglicona cianidina inibiram a atuação de citocinas pró-inflamatórias 

TNF-α, IL-1β e IL-6, e verificou-se a inibição de NO. Mostrado que a cianidina nas duas formas 

apresentadas tem a capacidade anti-inflamatória para atuar nessa doença inflamatória intestinal 

(GAN et al., 2020). 

Pela literatura sabemos que a cianidina tem grande potencial anti-inflamatório enquanto 

que a CTM tem um perfil imunorregulatório, podendo atuar tanto como anti-inflamatória como 

também com um perfil imunossupressor. No entanto, na literatura não existem estudos sobre os 

efeitos imunorregulatórios da cianidina sobre as células-tronco mesenquimais, justificando 

assim a necessidade de pesquisar sobre esse assunto.  
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3 OBJETIVOS 

3.1 OBJETIVO GERAL 

Tendo em vista que as CTMs influenciam a modulação do sistema imune e a cianidina 

apresenta ação anti-inflamatória, este trabalho teve como o objetivo investigar os efeitos da 

cianidina sobre alguns aspectos imunoregulatórios CTMs. 

 

3.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

Para tal, foram avaliadas: 

• A padronização da dose de cianidina por ensaio de MTT, avaliação da viabilidade, 

apoptose e ciclo celular por citometria de fluxo sobre as células C3H/10T1/2; 

• A expressão dos fatores de transcrição NFκB, STAT3 e PCNA em células C3H/10T1/2 

estimuladas e cultivadas na presença de cianidina; 

• A produção de fatores solúveis (IL-1β, IL-6, IL-10 e TGF-β) por ensaio de ELISA e a 

produção de NO por ensaio de das células C3H/10T1/2 estimuladas e cultivadas na presença de 

cianidina; 

• As propriedades imunoregulatórias das células C3H/10T1/2, quando cultivadas na 

presença de cianidina, sobre as células RAW 264.7, por meio da cultura condicionada 

mensurando a produção de fatores solúveis (IL-1β, IL-6, IL-10 e IL-12) e avaliando a expressão 

do fator de transcrição NFκB na linhagem RAW 264.7; 

• As propriedades imunoregulatórias das células C3H/10T1/2, quando cultivadas na 

presença de cianidina, sobre os linfócitos esplênicos, por meio da cultura condicionada 

mensuramos a produção de fatores solúveis (IL-2, IL-10 e IFN-γ) e avaliamos a expressão do 

fator de transcrição NFκB sobre os linfócitos esplênicos. 



36 

 

4 MATERIAIS E MÉTODOS 

4.1 CULTURA DA LINHAGEM C3H/10T1/2  

A linhagem celular utilizada in vitro foi a C3H/10T1/2 clone 8 (American Type Culture 

Collection – CCL226; EUA) que é derivada de células embrionárias de camundongos C3H. 

Estas células possuem características de célula-tronco mesenquimal, tendo assim uma 

morfologia fibroblastóide, aderência ao plástico e capacidade de se diferenciar nas linhagens 

(adipócitos, condrócitos e osteoblastos) conforme a Figura 7. Além disto, esta linhagem é 

sensível ao contato, podendo ser alterada por agentes químicos.  

 

 

 

 

Fotomicrografia de células da linhagem C3H/10T1/2. Aumento de 200x. Fonte: Autoria 

própria, 2022. 

 

As células foram cultivas em Meio Dulbecco modificado (DMEM) de cultura estéril de 

baixa glicose (Vitrocell Embriolife®, Brasil) suplementado com 10% de Soro bovino fetal 

(SBF) (Vitrocell Embriolife®, Brasil), tampão Hepes (2g/L), 1% de penicilina G sódica (Sigma- 

Figura 7 - Fotomicrografia de células da linhagem C3H/10T1/2. 
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Aldrich®, EUA) e de estreptomicina (Sigma-Aldrich®, EUA) com o pH final entre 7,2 a 7,4. 

Em seguida, as células foram mantidas em estufa a 37ºC, com 5% de CO2, até atingir 

confluência de pelo menos 70%. Após expandir-se o suficiente, passado a fase log de 

crescimento celular, estas foram semeadas. Todos os procedimentos envolvendo cultura celular 

foram realizados em fluxo laminar bidirecional com o intuito de evitar contaminação das 

culturas celulares. 

Para avaliação dos efeitos da cianidina 3-glicosilada (Sigma- Aldrich®, EUA; 

PHL89616 Lot#75283695), esta considerada por sua grande estabilidade e apresentando uma 

pureza de ≥ 98.0% (GUIMARÃES et al., 2018; ZHANG et al., 2021a, 2008). Para a escolha 

das doses utilizadas nas CTMs, essas células foram tratadas com diferentes doses de cianidina 

(3 µM, 6,25 µM, 12,5 µM, 25µM, 50 µM e 100 µM), pelo tempo de 24 horas, onde após a 

avaliação por meio do ensaio de Brometo de 3- (4,5-dimetiltiazol-2-ilo) -2,5-difeniltetrazólio 

(MTT), a dose de 50µM foi selecionada, além do controle, utilizando ou não o estímulo de 1,25 

g/mL de LPS (FOCK, 2005). Sendo posteriormente realizados os plaqueamentos conforme a 

Figura 8. 
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Figura 8 - Esquematização dos grupos analisados com a linhagem CTM. 

 

 

 

 

 Esquematização dos grupos analisados com a linhagem C3H/10T1/2. Foram semeadas 1 x 

106 células / por poço em placa de 12 poços. Grupo CTR - proveniente da linha C3H/10T1/2 

sem nenhum estímulo; Grupo CY3G - proveniente da linha C3H/10T1/2 com o estímulo de 

50µM de cianidina; Grupo CTR/LPS - com o estímulo de 50µM de cianidina e de 1,25 µg/ml 

de Lipopolissacarídeo (LPS), Grupo CY3G/LPS - com o estímulo de 50µM de cianidina e de 

1,25 µg/ml de Lipopolissacarídeo (LPS). A figura foi feita utilizando BioRender®. Fonte: 

Autoria própria, 2023. 

 

4.1.1 Padronização da dose por ensaio de MTT 

Para avaliar os efeitos da cianidina 3-glicosilada (Sigma- Aldrich®, EUA; PHL89616 

Lot#75283695) nas CTMs, diferentes doses da substância (3 µM, 6,25 µM, 12,5 µM, 25µM, 

50 µM e 100 µM) foram utilizadas em células cultivadas por 24 horas. Após a avaliação pelo 
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ensaio de MTT, a dose efetiva foi definida. As células foram semeadas em placas de 12 poços 

com uma concentração de 1x106 células / poço e incubadas com diferentes doses de cianidina. 

Após o período de tratamento, o meio de cultura foi aspirado e a solução de MTT (5mg/ml em 

PBS) (Sigma- Aldrich®, EUA) foi adicionada. Após incubação por 3h30min a 37ºC, a solução 

resultante foi dissolvida em Dimetilsulfóxido (DMSO), e a absorbância foi medida a 540nm 

pelo espectrofotômetro Varioskan Flash (Thermo Scientific, UK) (MOSMANN, 1983).  

 

4.1.2 Avaliação da viabilidade das CTM por Citometria de Fluxo 

A avaliação de morte celular por apoptose e necrose foi conduzida por meio da marcação 

das células com Anexina V- Isotiocianato de fluoresceína (FITC) e Iodeto de Propídio (PI). As 

células da linhagem CTMs foram cultivadas conforme descrito previamente, em uma densidade 

de 1x106 células por poço, em um volume total de 1000 µL, e tratadas com cianidina e/ou 

estimuladas com LPS por 24 horas, de acordo com a Figura 8.  
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Figura 8 - Esquematização dos grupos analisados com a linhagem CTM.  

Em seguida, as células foram tripsinizadas e submetidas a duas centrifugações de 10 

minutos a 106g. Para cada amostra, 3 µL de Anexina V, 50 µL de tampão Anexina V-FITC e 8 

µL de PI foram adicionados, e a suspensão foi incubada por 20 minutos protegida da luz. Após 

incubação, 200 µL de tampão Anexina foram adicionados e a aquisição dos dados foi realizada 

em um citômetro de fluxo (FACScan®, Becton Dickson, EUA). A análise foi conduzida com 

base na porcentagem de células marcadas com Anexina V-FITC e/ou PI, utilizando o software 

FlowJo® (Tree Star, EUA). 

4.1.3 Avaliação do ciclo celular das CTMs por Citometria de Fluxo 

No primeiro passo deste experimento, foi realizada uma fase de carência com o objetivo 

de sincronizar os cultivos na fase G0/G1, por meio de incubação das células com meio de 

cultura DMEM contendo 0,5% de SBF por 24 horas. Após este período, as células foram 

tratadas de acordo com as condições descritas anteriormente e posteriormente suplementadas 

por 24 horas, conforme a Figura 8.  

A suspensão foi centrifugada por 10 minutos a 106g e o sobrenadante foi descartado. A 

próxima etapa consistiu em adicionar 200µL de Triton X-100 0,1% + Citrato de Sódio 0,1% em 

PBS e 20µL de RNAse (4mg/ml) em PBS, o qual foi incubado por 25 minutos no escuro. Para 

a marcação do DNA, as células foram incubadas com 5µL de PI (BD Pharmigen, Becton 

Dickson, EUA) por 5 minutos no escuro. A aquisição dos dados foi realizada pelo citômetro de 

fluxo FACS Canto II e a progressão do ciclo celular foi avaliada pela quantificação da 

porcentagem das regiões correspondentes às fases G0/G1 e S/G2/M no software FlowJo® (Tree 

Star, EUA). 
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4.1.4 Suplementação dos cultivos com cianidina e geração dos ‘meios condicionados’ 

As células da linhagem C3H/10T1/2 foram semeadas e mantidas em cultura até 

atingirem uma confluência de 70%. O sobrenadante foi removido e a monocamada celular foi 

lavada com Solução tampão fosfato salina (PBS). Em seguida, foi adicionado meio de cultura 

DMEM (Vitrocell Embriolife®, Brasil), contendo 10% de SBF e 100 UI/mL de penicilina G 

sódica (Sigma-Aldrich®, EUA) e 100 µg/mL de estreptomicina (Sigma-Aldrich®, EUA). Os 

cultivos foram mantidos por 24 horas, com ou sem o estímulo de cianidina a uma concentração 

de 50µM e/ou com ou sem o estímulo de 1,25 µg/mL de LPS de Escherichia coli (cepa O55:B5) 

(Sigma-Aldrich®, EUA; 8274 Lot#46H4024), de acordo com um protocolo previamente 

padronizado no laboratório (DOS SANTOS et al., 2017; FOCK et al., 2007; FOCK, 2005), 

conforme delineamento experimental da Figura 8. Após 24 horas, o sobrenadante foi coletado 

e uma alíquota foi separada para dosagem de citocinas e óxido nítrico, enquanto a outra foi 

usada para a geração de "meios condicionados", ambos armazenados a -40°C. As células foram, 

em seguida, tripsinizadas ou não para os demais ensaios experimentais. 

4.1.5 Avaliação de citocinas produzidas por CTMs 

As CTMs foram cultivadas conforme descrito anteriormente, na concentração de 1x106 

células / poço, num volume total de 1000 µL, cultivadas na presença e ausência de cianidina e 

estimuladas ou não com LPS, conforme a Figura 8. Após 24 horas, o sobrenadante dessas 

células coletado, identificados e armazenado a -40°C para posterior quantificação de citocinas. 

A determinação das concentrações de IL-1β (Catálogo DY401, R&D System, EUA), IL-6 

(Catálogo DY406, R&D System, EUA), IL-10 (Catálogo DY417, R&D Systems, EUA) e TGF-

β (Catálogo DY1679, R&D System, EUA), presentes no sobrenadante das culturas celulares 

foram realizadas pelo Ensaio imunosorbente ligado à enzima (ELISA) (Quantikine® ELISA, 

R&D Systems, EUA), seguindo as orientações do fabricante. 
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4.1.6 Avaliação da produção de NO por ensaio de Griess 

Para avaliar a produção de NO, foram empregados os sobrenadantes das CTMs, de 

acordo com os grupos experimentais descritos na. Em cada poço de uma placa, adicionou-se 

100 µL do sobrenadante e 50 µL da solução de sulfanilamida (S9251-100G, Sigma-Aldrich®, 

EUA) em ácido fosfórico a 5% em água ultrapura. Após 10 minutos de incubação a 37°C, 

adicionou-se 50 µL da solução contendo 0,1% de N-naftiletilenodiamina (NED) (Merck & Co., 

Inc., USA) em água ultrapura e incubou-se a temperatura ambiente por mais 10 minutos 

(TSIKAS, 2007).  

As leituras da absorbância foram feitas a 540nm, pelo espectrofotômetro Varioskan 

Flash (Thermo Scientific, UK).  

4.1.7 Determinação da Expressão de NFκB, STAT3 e PCNA 

4.1.7.1 SDS-PAGE e Western blotting 

4.1.7.2 Preparo de gel de poliacrilamida 

De acordo com o protocolo de SAMBROOK; RUSSELL, (2001), descrito brevemente 

abaixo, foram preparados géis em bicamada. A camada superior (gel de empacotamento) 

consistiu de acrilamida a 5%, 125 mM Tris pH 6,8, 0,1% Sódio dodecil sulfato (SDS), 0,1% 

persulfato de amônio e 0,1 % TEMED, enquanto o gel inferior (resolutivo) foi preparado com 

10% de poliacrilamida, 380 mM Tris.HCl, pH 8,8, 0,1% persulfato de amônio e 0,077% 

TEMED. 
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4.1.7.3 Preparo de lisado de proteína 

Os lisados foram obtidos a partir de uma cultura de 1x106 células, utilizando tampão 

RIPA® (0,1% SDS, 1% Igepal CA-630, 1% deoxicolato de sódio, 10mM Tris.HCL, pH 7,5, 150 

mM NaCl, 2 μg/ml aprotinina, 1 μg/ml leupeptina, 100μg/ml PMSF, 0,5 mM EDTA). Após 

serem submetidos a um ciclo de vortexação de 30 segundos e centrifugação por 15 minutos a 

20.817g a 4°C, o sobrenadante foi quantificado e 200μg de proteínas foram misturados ao 

tampão Laemmli (3x concentrado, 100 mM Tris.HCL, pH 6,8, 5% 2-mercaptoetanol (v/v), 2% 

SDS, 20% glicerol, 0,01% azul de bromofenol). A amostra foi desnaturada em um Dry block a 

100°C por 10 minutos e submetida à eletroforese em gel de poliacrilamida. 

4.1.7.4 Transferência de proteína do gel para a membrana (Nitrocelulose) 

O gel que continha as proteínas separadas por eletroforese foi submetido a uma 

incubação de 10 minutos em um tampão de transferência que consistia de 3 mM de glicina, 48 

mM de Tris base, 0,037% de SDS, 20% de metanol, pH 8,3. Simultaneamente, a membrana de 

nitrocelulose foi hidratada e também incubada em tampão de transferência. Em seguida, foi 

montado um "sanduíche" com a seguinte sequência: esponja, duas folhas de papel 3mm, 

membrana, gel, duas folhas de 3mm (Whatman), e esponja. Posteriormente, foi realizada a 

transferência em uma cuba de eletroforese na presença do tampão de transferência sob uma 

corrente constante de 100 mA por 120 minutos. 

4.1.7.5 Sondagem das proteínas com anticorpos 

Nesta etapa experimental, os sítios livres de proteínas das membranas foram bloqueados 

com proteínas de leite desnatado Molico a 5% em PBS TBST durante 2 horas sob agitação. Os 
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anticorpos primários, conforme descrito na Tabela 1, foram diluídos em tampão TBS contendo 

Tween e incubados na membrana por um período de 12 horas sob agitação em temperatura 

ambiente. Após esse período, a membrana foi submetida a três lavagens com TBS-Tween 

durante 10 minutos sob agitação. As proteínas foram identificadas por meio da sondagem com 

anticorpo Anti-IgG de coelho conjugado com peroxidase de raiz forte (R&D Systems, EUA) 

diluído em TBST (TBS com Tween) 1:1000 durante 2 horas sob agitação, seguido de três 

lavagens com TBST por 10 minutos sob agitação. 

 

ANTICORPO DILUIÇÃO FORNECEDOR CATÁLOGO LOTE 

Anti – NFκB 1: 1000 Santa Cruz sc-372 F0414 

Anti - p-NFκB 1: 1000 Santa Cruz sc-33039 B0515 

Anti - STAT3 1: 1000 Santa Cruz sc-482 A1916 

Anti - p-STAT3 1: 1000 Santa Cruz sc-8001-R L3015 

Anti – PCNA 1: 1000 Santa Cruz sc-56 B1306 

Tabela 1: Anticorpos utilizados, concentração, fornecedor, número de catálogo e lote. 

Os resultados foram normalizados pela β-actina (Sigma, St. Louis, EUA, #A3854), que 

foi diluída para 1: 50.000 em tampão TBS-Tween, por 2 horas. 

4.1.7.6 Revelação com sistema quimioluminescente 

As bandas reativas foram identificadas e visualizadas através da utilização do Kit ECL 

TMAmersham TM Prime (Cytiva / Global Life Sciences, Reino Unido, Lote RPN2232.I), 

enquanto as imagens foram capturadas por meio do digitalizador de Imagem ImageQuant 400 
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(GE Helthcare, EUA). Para obter uma análise padronizada e quantitativa das imagens, foi 

utilizado o software ImageQuant TL® (GE Helthcare, EUA).  

4.1.8 Efeito meio condicionado de CTM sobre a produção de citocinas e expressão de 

NFB de células monocíticas  

Nessa etapa, empregou-se células monocíticas da linhagem Raw 264.7 (Mouse 

leukaemic monocyte macrophage cell line), selecionada por apresentar morfologia análoga à de 

macrófagos/monócitos conforme a Figura 9. As células foram cultivadas em meio DMEM baixa 

glicose (Vitrocell Embriolife®, Brasil) suplementado com 10% de SBF (Vitrocell Embriolife®, 

Brasil), 100 UI/mL de penicilina G sódica (Sigma-Aldrich® EUA), 100 μg/mL de 

estreptomicina (Sigma-Aldrich®, EUA), em condições de umidade (95%), temperatura (37°C) 

e concentração de CO2 (5%). O meio de cultura foi trocado a cada três dias, e as células foram 

raspadas com uso de um raspador de células.  

 

 

 

 

 

 

Figura 9 - Fotomicrografia de células da linhagem Raw 264.7 
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Fotomicrografia de células da linhagem Raw 264.7. Aumento de 200x. Fonte: Autoria 

própria, 2022. 

 

Quando a confluência das células atingiu 70%, foram contadas e semeadas em placas 

de 12 poços, com uma densidade de 1 x 106 células por poço. As células foram expostas a "meio 

condicionado" com e sem estímulo de LPS por 24 horas, enquanto os cultivos foram usados 

como controles, estimulados ou não pelo mesmo período, conforme a Figura 10. Após esse 

tempo, o sobrenadante das células foi coletado em tubos identificados e armazenados a -40°C 

para posterior dosagem de citocinas, enquanto a monocamada de células foi solta com o uso de 

raspador de células para avaliação da expressão proteica por meio do ensaio de Western blotting. 

A dosagem das citocinas IL-1β (Catálogo DY401, R&D System, EUA), IL-6 (Catálogo DY401, 

R&D System, EUA), IL-10 (Catálogo DY417, R&D System, EUA) e IL-12 (Catálogo DY419, 

R&D System, EUA) presentes no sobrenadante das culturas foi realizada por meio do método 

de ELISA, seguindo as orientações do fabricante. O Western blotting para NFκB foi realizado 

conforme descrito anteriormente. 

 

 Figura 10 - Esquematização dos grupos analisados com a linhagem Raw 264.7 

 

 

 Esquematização dos grupos analisados com a linhagem Raw 264.7. A figura foi feita 

utilizando BioRender®. Fonte: Autoria própria, 2023.  
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4.1.9 Efeito meio condicionado de CTM sobre a produção de citocinas e expressão de 

NFκB de células linfocíticas 

Nesta fase do estudo, foram empregados baços de camundongos machos pertencentes à 

linhagem C57BL/6, com 9 semanas de idade, isogênicos. O presente estudo foi aprovado pela 

Comissão de Ética no Uso de Animais (CEUA) da Faculdade de Ciências Farmacêuticas (FCF) 

da Universidade de São Paulo (USP), sob o protocolo CEUA nº 627. Após a eutanásia dos 

animais, o baço foi removido sob condições assépticas e transferido para uma placa de Petri 

contendo meio de cultura DMEM (Vitrocell Embriolife®, Brasil). Na placa de Petri, a cápsula 

do órgão foi rompida em uma de suas extremidades com a ajuda de duas agulhas dobradas em 

formato de “L” e fixadas em seringas, e seu conteúdo intracapsular foi suspenso no meio de 

cultura DMEM, enquanto sua cápsula foi descartada. 

O conteúdo intracapsular foi recolhido e adicionado a 9 mL de meio DMEM, decantado 

por 20 segundos e o sobrenadante foi transferido para outro tubo de plástico de 15 mL, com 

forte agitação para completa dissociação celular. Em seguida, a amostra foi centrifugada a 160g 

a 25°C por 10 minutos, o sobrenadante foi descartado e o pellet formado foi ressuspendido em 

1 mL de meio de cultura DMEM para a contagem em câmara de Neubauer, após diluição 1:100 

com líquido de Turk. As células foram plaqueadas em placas de 12 poços com um total de 1x106 

células por poço. 

O meio condicionado, com e sem estímulo de LPS, foi adicionado às culturas, que foram 

usadas como controle e estimuladas ou não pelo mesmo período com LPS, conforme a Figura 

11. Após 24 horas, o sobrenadante dessas células foi separado em eppendorfs, identificados e 

congelados a -40°C para posterior dosagem de citocinas. As células foram separadas e 

processadas para avaliação da expressão proteica pelo ensaio de Western blotting. A dosagem 

de IL-2 (Catálogo DY402, R&D System, EUA), IL-10 (Catálogo DY417, R&D System, EUA) 

e IFN-γ (Catálogo DY485, R&D System, EUA) presentes no sobrenadante das culturas foi 

realizada pelo método de ELISA, seguindo as orientações do fabricante. O Western blotting 

para NFκB foi conduzido conforme descrito anteriormente.
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Figura 11 – Esquematização dos grupos analisados com os linfócitos esplênicos. 

 

 

 

 

 Esquematização dos grupos analisados com os linfócitos esplênicos. A figura foi feita 

utilizando BioRender®. Fonte: Autoria própria, 2023. 

 

4.1.10 Análise Estatística 

Os dados foram inicialmente submetidos ao teste de normalidade e classificados como 

paramétricos ou não paramétricos com base na aderência à curva Normal (curva Gaussiana). 

Para a linhagem de CTMs, foi aplicado o teste de Análise de variância (ANOVA) de uma via 

com pós-teste de Dunnet para a padronização das doses, enquanto que nos demais estudos foi 

utilizado o teste ANOVA de duas vias com pós-teste de Tukey. Na análise dos Western Blotting 

das células Raw 264.7 e dos linfócitos esplênicos, os dados foram comparados utilizando o teste 

t de Student. Os resultados foram expressos como média ± desvio padrão e considerados 

estatisticamente significativos quando p<0,05, com um nível de significância de 95%. Para a 

análise dos dados, foi utilizado o programa GraphPad Prism 9.1.2 (GraphPad Software Inc., 

EUA).
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5 RESULTADOS  

5.1 ANÁLISE DAS CÉLULAS CULTIVADAS COM DIFERENTES CONCENTRAÇÕES 

DE CIANIDINA PELO ENSAIO DE MTT PARA DEFINIÇÃO DA DOSE 

Visando escolher a dose de tratamento da cianidina, avaliamos a citotoxicidade relativa 

das células submetidas a cultivo com diferentes concentrações de cianidina por 24 h sem 

estímulo de LPS, pelo ensaio de MTT. As dosagens analisadas foram 3 µM, 6,25 µM, 12.5 µM, 

25 µM, 50 µM e 100 µM (FENG et al., 2007; FERRARI et al., 2016; LEÓN-GONZÁLEZ et 

al., 2018; PARK et al., 2015) contudo, a dose escolhida de cianidina foi a de 50 µM. 

Observamos aumento da citotoxicidade nas células com o tratamento de 100 µM de 

cianidina em comparação com seu respectivo controle, ou seja, um aumento de células em 

apoptose. Já o tratamento com 50 µM de cianidina conseguiu mostrar uma sobrevida celular 

melhor em comparação com seu controle e essa dosagem foi selecionada para dar continuidade 

ao trabalho, conforme a Figura 12. 
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Figura 12 - Viabilidade das células CTMs pelo ensaio de MTT 

 

 

 

 

Análise da viabilidade das células CTMs pelo ensaio de MTT com diferentes concentrações de 

cianidina. Estas células foram cultivadas com diferentes concentrações de cianidina. Os 

resultados foram expressos na forma de média ± desvio padrão, resultado representativo de 6 

ensaios independentes (*p< 0,05). 

 

5.1.1 Análise de viabilidade e apoptose das CTMs cultivas com o estímulo de cianidina 

Após o tratamento por 24 h com os grupos conforme a Figura 8, a viabilidade e apoptose 

foram analisadas por citometria de fluxo. A Figura 13A mostra a estratégia de análise das CTMs 

em todos os grupos analisados. Observamos que em todos os grupos, os tratamentos não 

apresentaram diferenças estatisticamente significativas nesses parâmetros entre os grupos 

analisados conforme a Figura 13B.  
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Figura 13 - Viabilidade e apoptose das células CTMs por Citometria de Fluxo 

 

  

 

 

 

 

 

 
Análise da viabilidade e apoptose das células C3H/10T1/2 em Dot plot (Figura 13A). 

Foi realizado o gate Forward Scatter (FSC) x Side Scatter (SSC), foi posteriormente 

realizada a marcação de PI e Anexina V.  Q1: Apoptose; Q2: Apoptose tardia; 

Q3:Necrose; Q4: Viáveis. Resultado representativo de 6 ensaios independentes. 

Análise da viabilidade e apoptose das células C3H/10T1/2 em forma de gráfico de 
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barras (Figura 13B). Os resultados foram expressos na forma de média ± desvio 

padrão, resultado representativo de 6 ensaios independentes (*p< 0,05). 

5.1.2 Avaliação do ciclo celular das CTMs cultivas com o estímulo de cianidina. 

Após o tratamento por 24 h com os grupos conforme a Figura 8 com a finalidade de 

analisar os efeitos da suplementação da cianidina na progressão do ciclo celular das CTMs, as 

porcentagens de células nas fases do ciclo celular G0/G1 e S/G2/M foram quantificadas por 

citometria de fluxo. Os resultados mostraram que todos os grupos analisados não tiveram 

aumento de células na fase S/G2/M conforme a Figura 14B. 

 

Figura 14 - Ciclo celular das células CTMs por Citometria de Fluxo 
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Análise do ciclo celular das células C3H/10T1/2 por histogramas (Figura 14A). Os resultados 

foram expressos na forma de média ± desvio padrão. Resultado representativo de 6 ensaios 

independentes. Análise do ciclo celular das células C3H/10T1/2 em forma de gráfico de 

barras (Figura 14B). Os resultados foram expressos na forma de média ± desvio padrão. 

Resultado representativo de 6 ensaios independentes. 

5.1.3 Análise da influência da cianidina na síntese de mediadores solúveis pelas CTMs. 

Para complementar os nossos resultados e visando a influência da cianidina na ação 

imunorregulatória das CTMs, avaliamos a síntese de alguns mediadores solúveis sintetizados 

pelas CTMs após 24 horas de exposição com a cianidina conforme os grupos da Figura 8.  

Analisamos a produção da citocina pró-inflamatória IL-1β e observamos uma 

diminuição na síntese no grupo de CTM com cianidina estimulada com LPS quando comparada 

com seu respectivo controle conforme a Figura 15A.  Avaliamos também a produção da citocina 

IL-6, uma citocina pleiotrópica, e que nessa linhagem tem ação pró-inflamatória, observamos 

um aumento na síntese dessa citocina, quando as células foram estimuladas com LPS, porém 

não foram observadas diferenças significativas dependentes da cianidina demonstrado na 

Figura 15B.  

B 
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Avaliamos a produção da citocina imunossupressora IL-10 e observamos um aumento 

de sua produção no grupo LPS, porém não foram observadas diferenças estatisticamente 

significantes no grupo estimulado com cianidina e LPS conforme a Figura 15C.  Em relação à 

produção da citocina TGF-β, não observamos diferenças estatisticamente significativas entre 

os grupos estudados conforme demonstrado na Figura 15D. 

 

Figura 15 – Dosagem de citocinas no sobrenadante de CTMs pelo ensaio de ELISA 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 Determinação da produção de mediadores solúveis no sobrenadante das células 

C3H/10T1/2 pelo ensaio de ELISA. Resultados da produção de IL-1β (A), IL-6 (B), 

IL-10 (C) e TGF-β (D) por CTMs. Os resultados foram expressos em gráficos boxplot, 

as bordas próximas ao 0 indicam o 1º percentil, a linha preta dentro da caixa indica a 

mediana e o limite da caixa mais distante de 0 indica o 4º percentil, estes gráficos 
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apresentam mediana ± desvio padrão. Resultado representativo de 6 ensaios 

independentes. * representa diferença estatística significativa para p-valor < 0.05 e *** 

para p-valor < 0.001. 

5.1.4 Análise da produção de NO pelas CTMs. 

Após 24 h de tratamento conforme apresentado na Figura 8, o sobrenadante foi coletado 

e a produção de NO foi analisada.  Nos resultados obtidos observamos aumento estatisticamente 

significativo quando comparamos o grupo estimulado somente com cianidina e seu respectivo 

controle. Além disso, verificamos um aumento da produção de NO quando comparamos o 

grupo estimulado com cianidina e LPS, e seu respectivo controle, demonstrando ação da 

cianidina na modulação de NO conforme a Figura 16. 

 

Figura 16 - Dosagem de NO no sobrenadante das CTMs pelo ensaio de Griess 

 

 

 

 

Determinação da produção de NO no sobrenadante das células C3H/10T1/2 pelo ensaio de 

Griess. Os resultados foram expressos em gráficos boxplot, as bordas próximas ao 0 indicam 

o 1º percentil, a linha preta dentro da caixa indica a mediana e o limite da caixa mais distante 

de 0 indica o 4º percentil, estes gráficos apresentam mediana ± desvio padrão. Resultado 

representativo de 6 ensaios independentes. * representa diferença estatística significativa para 
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p-valor < 0.05   e **** para p-valor < 0.0001. 

 

5.1.5 Análise da influência da cianidina na expressão proteica de NFκB, STAT-3 e PCNA 

pelas CTMs 

Os fatores NFκB, STAT3 e Antígeno nuclear em proliferação celular (PCNA) são muito 

importantes por estarem relacionadas com diversos tipos de estímulos no organismo. O Fator 

de transcrição NFκB, está intimamente associado com o processo inflamatório, pois, regula os 

genes essenciais para este processo. Como resultados, observamos que a cianidina foi capaz de 

reverter o aumento da relação p-NFκB/NFκB desencadeado pelo estímulo de LPS conforme 

demonstrado na Figura 17B. Ainda dentro da análise de fatores de transcrição associados com 

as vias de processos inflamatórios, também avaliamos a relação p-STAT-3/STAT-3 conforme a 

Figura 17C, entretanto não apresentando diferenças estatisticamente significativas entre os 

grupos estudados. Adicionalmente, o PCNA que está relacionado com a progressão do ciclo 

celular, também não apresentou diferenças estatisticamente significativas entre os grupos 

estudados, como demonstrado na Figura 17D.  
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Figura 17 - Expressão proteica na linhagem CTMs por Western blotting 

 

       

 

 

 

 

 

 

Expressão e quantificação de NFκB, STAT3 e PCNA na linhagem C3H/10T1/2. Fotos 

representativas das marcações nas membranas (A). Análise dos efeitos da cianidina na 

expressão proteica pela razão de pNFκB/NFκB (B), p-STAT-3/STAT-3 (C) e PCNA (D) das 

CTMs pela técnica de Western blotting. Os resultados foram expressos na forma de média ± 

desvio padrão. Resultado representativo de 6 ensaios independentes. * representa diferença 

estatística significativa para p-valor < 0.05   e ** para p-valor < 0.01. 
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5.1.6 Efeito do meio condicionado de CTMs estimuladas com cianidina sobre a produção 

de IL-1, IL-6, IL-10 e IL-12 de células da linhagem RAW 264.7 

Nessa etapa avaliamos a produção de citocinas de células da linhagem RAW 264.7 na 

presença do meio condicionado de CTMs e estimuladas ou não com LPS, conforme a Figura 

10. Em relação a produção de IL-1β não observamos diferenças entre os grupos não estimulados 

com LPS. Entretanto foi possível observar que o LPS aumentou a produção de IL-1β e que o 

meio condicionado de CTM foi capaz de minimizar o aumento dessa citocina, sendo que o meio 

proveniente de CTMs cultivadas com cianidina teve um efeito superior em comparação as 

células somente estimuladas com LPS conforme demonstrado na Figura 18A. 

No que diz respeito à produção da citocina pró-inflamatória IL-6, observamos resultados 

semelhantes aos observados em relação a IL-1β, demonstrado que o meio condicionado foi 

capaz de minimizar o aumento dessas citocinas quando as células RAW 264.7 são desafiadas 

com LPS, e que o meio condicionado proveniente de CTMs que foram cultivadas na presença 

de cianidina esse efeito tende a ser mais proeminente, conforme pode ser observado na Figura 

18B. Em relação a produção da citocina pró-inflamatória IL-12, também observamos perfil 

semelhante ao observado para IL-1β e IL-6, como diminuição estatisticamente significativa de 

sua produção nos grupos cultivados com meio condicionado de CTM e cultivado na presença 

da cianidina, conforme observado na Figura 18C. Por outro lado, em relação a produção da 

citocina imunossupressora IL-10, verificamos tendência de aumento de sua produção nos 

grupos CTR/LPS Condicionado e CY3G/LPS Condicionado em comparação com seu 

respectivo controle, contudo essas diferenças não foram estatisticamente significativas 

conforme a Figura 18D. 
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Figura 18 - Produção de citocinas do sobrenadante de células Raw 264.7 

 

 

 

 

 

 

 

  

 

 

  

Determinação da produção de mediadores solúveis do sobrenadante de células Raw 264.7. 

Resultados da produção de IL-1β (A), IL-6 (B), IL-12 (C) e IL-10 (D) do sobrenadante das 

células Raw 264.7 após cultura por 24 horas com meios controle e ‘condicionados’, 

desafiados com LPS e mensurado pela técnica de ELISA. Os resultados foram expressos na 

forma de média ± desvio padrão. Resultado representativo de 6 ensaios independentes. * 

representa diferença estatística significativa para p-valor < 0.05 e ** para p-valor < 0.01.  
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5.1.7 Efeito do meio condicionado de CTMs estimuladas com cianidina sobre o a 

expressão de NFB de células da linhagem RAW 264.7 

Devido à importância do fator de transcrição NFκB no processo inflamatório, a sua 

expressão proteica foi analisada na linhagem Raw 264.7 em células estimuladas com LPS e 

cultivadas na presença de meio condicionado de CTM cultivada sem ou com cianidina, 

conforme a Figura 10. Observamos que o meio condicionado de CTMs cultivadas com 

cianidina foi capaz de diminuir a expressão da relação p-NFκB/NFκB em células da linhagem 

Raw 264.7 quando comparado com o meio de CTMs cultivadas sem a presença de cianidina, 

conforme a Figura 19A. 

 

Figura 19 - Expressão de NFκB fosforilado e total na linhagem Raw 264.7 por Western 

blotting 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Expressão e quantificação de NFκB fosforilado e total na linhagem Raw 264.7. Análise dos 

efeitos da cianidina na expressão proteica pela razão de pNFκB/NFκB (A) na linhagem RAW 

264.7 após cultura por 24 horas com meios controle e ‘condicionados’, desafiados com LPS. 

Fotos representativas das marcações nas membranas (B). Os resultados foram expressos na 

forma de média ± desvio padrão. Resultado representativo de 6 ensaios independentes 

mensurado pela técnica de Western blotting. * representa diferença estatística significativa 
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para p-valor < 0.05. 

5.1.8 Efeito do meio condicionado de CTMs estimuladas com cianidina sobre o a 

produção de IL-2, IL-10 e IFN-γ de células linfóides esplênicas 

Nessa etapa avaliamos a produção de citocinas de células linfóides esplênicas na 

presença do meio condicionado de CTMs e estimuladas ou não com LPS, conforme a Figura 

11. Ao analisarmos a produção da citocina IL-2, considerada uma citocina pró-inflamatória, 

verificamos que o meio condicionado de CTMs cultivadas na presença de cianidina foi capaz 

de inibir o aumento dessa citocina como observado em comparação com as células estimuladas 

com LPS e cultivadas na ausência do meio condicionado de CTMs, conforme a Figura 20A. 

Em relação a produção de IL-10, como já comentado uma citocina com ação imunossupressora, 

foi observado que o meio condicionado foi capaz de aumenta a produção dessa citocina em 

células linfóides esplênicas estimuladas com LPS e que esse aumento foi mais evidente nas 

células esplênicas estimuladas com LPS e tratadas com meio condicionado de CTMs cultivadas 

com cianidina, como demonstrado na Figura 20B.  Por outro lado, em relação a citocina IFN-γ 

não foram verificadas diferenças estatisticamente significativas entre os grupos analisados 

conforme observado na Figura 20C. 

 

 Figura 20 - Produção de citocinas do sobrenadante de linfócitos esplênicos 
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Determinação da produção de mediadores solúveis do sobrenadante de linfócitos esplênicos. 

Resultados da produção de IL-2 (A), IL-10 (B) e IFN-γ (C) do sobrenadante de linfócitos 

esplênicos após cultura por 24 horas com meios controle e ‘condicionados’, desafiados com 

LPS. Os resultados foram expressos na forma de média ± desvio padrão. Resultado 

representativo de 6 ensaios independentes mensurado pela técnica de ELISA. * representa 

diferença estatística significativa para p-valor < 0.05   e ** para p-valor < 0.01.   

5.1.9 Efeito do meio condicionado de CTMs estimuladas com cianidina sobre o a 

expressão de NFB de células linfóides esplênicas 

Ainda, de maneira de melhor entender a influência da cianidina em relação às 

capacidades imunorregulatórias das CTMs, avaliamos a expressão do fator de transcrição NFκB 

nas células esplênicas, assim como feito com as células da linhagem Raw 264.7, demonstrado 
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anteriormente. Entretanto, nas células linfóides esplênicas, apesar de apresentar uma tendência 

na diminuição da p-NFκB/NFκB, não foram observadas diferenças estatisticamente 

significativas, conforme a Figura 21A. 

 

Figura 21 - Expressão de NFκB fosforilado e total em linfócitos esplênicos por Western 

blotting 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

Expressão e quantificação de NFκB fosforilado e total em linfócitos esplênicos. Análise dos 

efeitos da cianidina na expressão proteica de pNFκB/NFκB (A) em linfócitos esplênicos após 

cultura por 24 horas com meios controle e ‘condicionados’, desafiados com LPS. Fotos 

representativas das marcações nas membranas (B). Os resultados foram expressos na forma 

de média ± desvio padrão. Resultado representativo de 6 ensaios independentes e mensurado 

pela técnica de Western blotting.  
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6 DISCUSSÃO 

Atualmente, uma grande parte das doenças crônicas está associada com algum grau de 

inflamação, desde a vários tipos de câncer, aterosclerose, artrite reumatóide, diabete mellitus, 

doenças cardiovasculares, doenças degenerativas e autoimunes entre outras (GRIFFIN et al., 

2019; HIRATA et al., 2020; JIE; YU, 2019; KARUNAKARAN et al., 2021; KIMBALL et al., 

2018). Esses dados são confirmados e associados com o aumento da população sênior ao redor 

do mundo (WU et al., 2020b). Estas doenças estão associadas com diversos fatores de risco 

como: má alimentação, tabagismo, sedentarismo, exposição a substâncias tóxicas e infecções 

(FURMAN et al., 2019).  

A inflamação faz parte de um processo evolutivo, este sendo indispensável para a 

homeostasia do organismo, este processo é desencadeado por diversas situações como em dano 

tecidual com intuito de reparação do mesmo, contato com patógenos e com substâncias tóxicas/ 

nocivas (PARIJS; ABBAS, 1998). Este processo envolve a ativação, recrutamento e ativação 

de diversas células do sistema imune inato e adaptativo (HEO et al., 2019). 

 Os estudos que envolvem a inflamação são essenciais para o avanço de novas 

estratégias terapêuticas com maior eficácia de tratamento de doenças com caráter inflamatório 

(BERNARDO et al., 2009). Umas das estrelas do momento envolvendo doenças inflamatórias 

são os tratamentos de imunoterapia baseados no uso de CTMs (KRAMPERA; LE BLANC, 

2021; MUSIA\L-WYSOCKA; KOT; MAJKA, 2019). 

Os tratamentos em imunoterapia que utilizam as CTMs estão ganhando holofotes devido 

a algumas características dessas células como uma alta capacidade de crescimento in vitro, a 

sua capacidade de diferenciar-se em células da linhagem mesodérmica (adipócitos, condrócitos 

e osteócitos) e por sua ampla ação imunorregulatória (BAE et al., 2022; MUSIA\L-

WYSOCKA; KOT; MAJKA, 2019).  

Atualmente, as CTMs estão sendo utilizadas nos Estados Unidos em aproximadamente 

280 testes clínicos (em diversas fases) para o tratamento de diversas doenças como por 

exemplo: Doença de Crohn (KNYAZEV; KAGRAMANOVA; PARFENOV, 2022), câncer de 

ovário (BAE et al., 2022; COFFMAN et al., 2019), Doença de Alzheimer (CONE et al., 2021) 

entre outras (Mesenchymal stem cells -  ClinicalTrials, 2023; MSC Trials , 2020).  
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No Brasil, temos mais de 20 estudos clínicos realizados com as CTMs para doenças 

como: Doença de Huntington (WU et al., 2020), Diabetes (LEE et al., 2021), Doença do Enxerto 

versus hospedeiro (TOBIN et al., 2013), COVID-19 (SENEGAGLIA et al., 2021), lesão da 

coluna espinhal (YU et al., 2019) entre outros (Mesenchymal stem cells - ClinicalTrials, 2023).  

As CTMs modulam tanto as respostas inflamatórias como as respostas 

imunossupressoras, isso ocorre, pois, estas células desempenharem um papel muito importante 

e regulador devido a sua atuação em casos de injúria e dano celular/ tecidual no organismo 

(JIANG et al., 2019; WANG et al., 2020; ZHANG et al., 2021c). Isso ocorre também pelo fato 

de que essas células interagem com diversas células efetoras do sistema imune, sendo por 

contato direto e/ ou indireto, por liberação de diversos mediadores como: os fatores solúveis, 

citocinas e quimiocinas (BULATI et al., 2020; SALDAÑA et al., 2019; VASILEV et al., 2019). 

A cianidina é um dos principais tipos de Antocianinas que podemos encontrar na dieta 

e que apresenta um grande diferencial por ser muito benéfica ao organismo (LIM et al., 2021). 

Esta substância tem como papel de modulador da resposta imune, assim como um indutor para 

um perfil de resposta imunossupressora, resultando em controlar os níveis de citocinas 

inflamatórias e seus respectivos mediadores, até mesmo apresentando características 

antioxidantes entre muitas outras (RAHMAN et al., 2021; TORABIAN et al., 2019; YAO et al., 

2022). 

Como comentado, as CTMs estão envolvidas nos desenvolvimentos de diversas novas 

terapias, mas, fica a questão de como podemos potencializar ou aumentar a sua ação, como por 

exemplo, a sua ação imunorregulatória. Entretanto, não está claro como a cianidina pode 

modular as CTMs, diante do exposto, este trabalho teve o intuito de avaliar a atuação que a 

cianidina pode resultar na ação imunorregulatória das CTMs e a influência da cianidina sobre 

a capacidade imunorregulatória das CTMs sobre outras células imunes.   

Inicialmente, realizamos o ensaio de MTT para escolher a dosagem de CY3G e em 

relação às dosagens de 3 µM, 6,25 µM, 12,5 µM, 25 µM e 50 µM verificou-se uma atividade 

enzimática da desidrogenase mitocondrial considerada normal mostrando que essas dosagens 

mantiveram a sobrevida celular. Em relação à dosagem de 100 µM observamos uma menor 

sobrevida celular, o que condiz com a literatura (NAM et al., 2016; SAULITE et al., 2019). 

Os compostos fenólicos, mesmo proporcionando benefícios a saúde em doses 

fisiológicas como, por exemplo, em relação a sua atuação antioxidante, não podem ser 

desvinculados ao fato de essas substâncias apresentarem efeitos nocivos ao organismo em doses 
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muito altas. Isso ocorre devido a sua atuação como pró-oxidante, a partir da atuação de radicais 

livres que modificam o DNA ou por enzimas que atuam nessa estrutura (DIČKANCAITĖ et 

al., 1998; LI et al., 2008; NEVES et al., 2023). Essa mesma atuação como pró-oxidante favorece 

o uso de alguns polifenóis no tratamento de alguns tipos de câncer como adjuvantes 

quimioterapêuticos, pois, favorece os efeitos citotóxicos durante o processo de quimioterapia 

(GUNEIDY et al., 2020). 

Nesse experimento observamos que as dosagens de 3 a 50 µM apresentaram uma 

proliferação relativamente parecida sendo estatisticamente significativo e que a dosagem de 50 

µM foi a dosagem mais alta que não diminuiu a sobrevida celular, devido a isso, selecionamos 

a dosagem de 50 µM para realizarmos os ensaios. Em outra pesquisa de nosso grupo, foi 

utilizada células C3H/10T1/2 com outra antocianina, a Delfinidina, este trabalho foi 

padronizado com o uso de 50 µM de Delfinidina, sendo este um dos motivos para escolhermos 

esta dosagem para possíveis comparações/correlações no futuro (NEVES et al., 2023). 

A análise de viabilidade e apoptose das células C3H/10T1/2 cultivadas com CY3G por 

meio da técnica de citometria de fluxo não apresentaram diferenças estatisticamente 

significativas na dosagem de 50M de cianidina entretanto,  a literatura relata que em doses 

altas o ciclo celular pode ser influenciado, assim  nesse contexto, LONG et al., (2013) avaliou 

em modelo de câncer de próstata cultivados com 1mM de cianidina-3-glicosídeo proveniente 

de corante de milho-roxo, verificou-se uma a redução da Ciclina D1 (ciclina esta que regula a 

transição entre as fases G1-S do ciclo celular) e um aumento na proporção de células na fase 

G0/G1 do ciclo celular, promovendo assim a desaceleração do ciclo celular.  

O sistema imune é de suma importância para a homeostase do organismo com um todo. 

Os mediadores solúveis são a ponte para controlar e gerenciar a resposta inflamatória (este 

processo faz parte das características fisiológicas, necessário para o bom funcionamento do 

organismo). Para avaliar a influência da cianidina em modular a capacidade imunorregulatória 

das CTMs, verificamos a produção dos mediadores solúveis (citocinas) da linhagem 

C3H/10T1/2. 

Por meio da quantificação de citocinas pelo ensaio de ELISA verificamos a produção 

de mediadores solúveis com características pró-inflamatórias e imunossupressoras produzidos 

por CTMs. Durante o processo inflamatório temos algumas citocinas que apresentam um papel 

crucial nesse processo, IL-1β, TNF-α e IL-6 (FICHINA et al., 2020). Dentre as citocinas que 
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foram analisadas nas CTMs temos IL-1β, IL-6 (citocinas pró-inflamatórias), IL-10 e TGF- β 

(citocinas imunossupressoras). 

Devido ao potencial anti-inflamatório da CY3G, investigamos a influência dessa 

antocianina na concentração de citocinas pro- e anti-inflamatórias e observamos diminuição da 

concentração de IL-1β, quando as células foram estimuladas com LPS. Resultados semelhantes 

foram encontrados por JIN et al., (2018), em um modelo de patogênese de degeneração macular 

relacionada à idade, nesse estudo utilizaram Células epiteliais pigmentares da retina humana 

(ARPE-19), induzindo um perfil inflamatório por 4-hidroxihexanal (HHE) pela ativação do 

inflamassoma NRL Family Pyrin Domain Containing 3 (NLRP3). Observando assim uma 

diminuição da produção das citocinas IL-1β e IL-18, além de diminuição da expressão gênica 

de caspase-1, IL-1β, IL-18 e NLRP3, demonstrando assim que a CY3G tem ação protetora 

relacionada com doenças oculares inflamatórias. 

Um estudo que avaliou os efeitos das antocianinas na osteoartrite, uma doença 

degenerativa óssea no qual a cartilagem sofre degradação. Foi verificado que ocorreu uma 

diminuição da degradação da cartilagem e verificou-se assim que a atuação da CY3G, a 

peonidina-3-O-glicosideo e os seus outros metabólitos diminuíram a ação da citocina IL-1β em 

condrócitos resultando assim em menor degradação pela ação de Metaloproteinase de matriz -

2 (MMP-2), além de inibir a atuação da via NFκB (WONGWICHAI et al., 2019). 

Adicionalmente, a citocina pleiotrópica IL-6 que quando secretada pelas CTMs tem 

atuação pró-inflamatória, nesse projeto apresentou um aumento de sua síntese quando as células 

foram estimuladas com LPS, porém sem nenhuma diferença significativa em relação à CY3G. 

Essa citocina desempenha um papel muito importante na regulação do sistema imune, 

principalmente durante o processo inflamatório, promovendo a evasão de células tumorais e 

resistência em relação a morte celular (EBBING et al., 2019). Outros estudos mostraram que 

essa citocina está associada com a ativação da via de sinalização JAK2/STAT3 em relação à 

resistência a drogas antitumorais (EBBING et al., 2019; ZHONG et al., 2019).  

Considerando o potencial anti-inflamatório da CY3G, pesquisamos a influência dessa 

antocianina na concentração de citocinas anti-inflamatórias e observamos que a citocina IL-10 

apresentou aumento de sua concentração quando as células foram estimuladas com LPS e uma 

tendência em aumentar na presença de cianidina, porém estatisticamente esse achado não foi 

significativo. Essa citocina tem como principal atuação supressão do sistema imune e controle 

com relação ao processo inflamatório (LI et al., 2020b; SZIKSZ et al., 2015).  
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A IL-10 tem um papel importante no controle do sistema imune, este controle ocorre 

pela indução da ativação da via STAT3 (fosforilação) e um papel muito importante no bloqueio 

da sinalização da via do NFκB, isso ocorre porque a IL-10 impede a translocação do NFκB para 

o núcleo, resultando na inibição da produção de citocinas pró-inflamatórias (DEGBOÉ et al., 

2019; LI et al., 2020b; TOMMY et al., 2021). Segundo WANG et al., (2019) em um modelo de 

estudo de artrite reumatóide, com modelo in vitro e in vivo induzidos por colágeno bovino tipo 

II,  avaliando assim a atuação da CY3G, verificou-se a diminuição de fibroblastos sinoviais 

artrite reumatóide em ratos, um aumento da concentração de anti-inflamatória IL-10 e aumento 

do número de linfócitos Treg. 

Uma citocina, que tem um papel muito importante no controle da resposta imune, é o 

TGF- β com ação multifuncional caracterizada por modular sua ação tanto para um perfil pró 

ou anti-inflamatório, sendo essa citocina relacionada com diversos processos fisiológicos como 

as respostas imunes (inflamação), diferenciação, proliferação e o papel no desenvolvimento 

embrionário (DODAGATTA-MARRI et al., 2019; HATA; CHEN, 2016; SPENDER et al., 

2019).  

Essa citocina apresenta um papel muito importante na manutenção da homeostasia e na 

autoimunidade, induzindo ou inibindo as respostas imunes, isso ocorre devido a sua função na 

regulação de diversas células como os linfócitos Treg, linfócitos T CD4+, células Th1 entre 

muitas outras (BAI et al., 2019; WORTHINGTON et al., 2013).Nossos achados mostram que 

em relação à produção da citocina TGF-β, não observamos diferenças nas concentrações dessa 

citocina entre os grupos analisados. Em um modelo de nefropatia diabética em ratos, com uma 

suplementação de CY3G por 8 semanas, verificou-se uma inibição da expressão de TGF- β1, 

mostrando que essa antocianina pode atuar no controle da diabetes (QI et al., 2020).  Em relação 

ao TGF- β nesse estudo não podemos considerar que a sua produção pelas CTMs resultou num 

perfil anti-inflamatório. 

O NO é um fator muito importante para imunorregulação das CTMs e possui efeito 

pleiotrópico.  Este composto é sintetizado pela conversão do aminoácido de L-arginina pela 

enzima Óxido nítrico sintase induzível (iNOS) e resultando em L-citrulina e NO. Tendo atuação 

em diversos processos biológicos como imunorregulação, inflamação, atividade microbiana, 

angiogênese, agregação plaquetária, cicatrização e erradicação tumoral (LI et al., 2019; 

MITCHELL et al., 2008; TANG et al., 2017; ZHANG et al., 2020a). Regulando a atividade de 
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diversas células do sistema imune como: macrófagos, linfócitos T e NK entre muitas outras 

(CATALDI et al., 2022; RACHEL et al., 2019).  

Entretanto, um estudo que avalia o efeito da CY3G na prevenção de dano oxidativo, 

estimulado pela Angiotensina II (Ang II) em Células endoteliais vasculares humanas 

imortalizadas (EA.hy926), verificou que a cianidina inibiu a expressão proteica de iNOS, a 

produção de NO e induziu a regulação negativa da via NFκB (SIVASINPRASASN et al., 2016).  

Alguns estudos apontam que a baixa expressão de iNOS em relação as MSCs mesmo 

em modelos inflamatórios, por exemplo, com o estímulo de LPS ou de TNF-α, pode ocorrer 

devido à alta variação de mecanismos de sinalização, já que em roedores temos a atuação de 

NO e em humanos a atuação da IDO (SUZDALTSEVA et al., 2022). 

Nossos resultados sugeriram o efeito oposto, verificamos um aumento da produção de 

NO no grupo CY3G/LPS. Um estudo avaliou a atuação da fruta Arônia (Chockberry como é 

mais conhecida na América do Norte) na Diabetes tipo I, verificou-se um aumento na produção 

de NO em macrófagos estimulados com IFN-γ e LPS. Algumas explicações para esses efeitos 

serem divergentes podem ser: os distintos procedimentos de extração, diferentes composições 

do extrato e a proporção diferente dos componentes bioativos resultando assim em diferentes 

bioatividades como, por exemplo, a maior produção de NO (GAJIC et al., 2020). 

Um estudo in vitro que usa as MSC provenientes da medula óssea, verificou que o IFN-

γ e o TNF-α induzem uma maior expressão de iNOS, gerando assim uma maior produção de 

NO, induzindo assim uma maior taxa de apoptose nas células analisadas. Esse processo pode 

ser uma explicação do motivo pelo qual as MSC transplantadas terapeuticamente residem por 

um curto período de tempo no organismo (LI et al., 2019).  

A expressão proteica do NFκB, STAT-3 e PCNA são muito importantes por estarem 

relacionadas com diversos tipos de estímulos no organismo. Sendo assim, avaliamos a 

expressão proteica de NFκB e como resultado foi observada uma diminuição da relação p-

NFκB/NFκB no grupo CY3G/LPS. Todavia, na análise da expressão proteica de STAT3 não 

houve diferença na razão de p-STAT3/STAT3, via esta responsável pelo processo 

imunossupressor. Da mesma forma, não obtivemos resultados significativos na expressão 

proteica de PCNA, esta proteína com atuação sobre a replicação do DNA no ciclo celular. 

O NFκB está intimamente associado com o processo inflamatório, pois, regula os genes 

essenciais para este processo. Dessa forma, avaliamos o conteúdo proteico da razão da proteína 

fosforilada (forma ativa) / total desse fator de transcrição e STAT-3. O PCNA é uma proteína 
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associada com vários processos biológicos, incluindo o ciclo celular, as vias envolvidas com o 

reparo de DNA, a estabilidade do telômero, na sobrevivência celular e no metabolismo 

(DE MARCH et al., 2018; LEI et al., 2021; STODOLA; BURGERS, 2016). 

De forma geral, verificamos em relação à produção de citocinas uma menor produção 

das citocinas pró-inflamatórias nas células tratadas com CY3G.Somando a este resultado temos 

a diminuição da razão da fosforilação do NFκB. Estes resultados demonstram que a CY3G 

apresenta um efeito anti-inflamatório nas células C3H/10T1/2. 

O sistema imune é de suma importância para a homeostase do organismo com um todo. 

Os mediadores solúveis são a ponte para controlar e gerenciar a resposta inflamatória (este 

processo faz parte das características fisiológicas, necessário para o bom funcionamento do 

organismo). Para avaliar a influência da cianidina em modular a capacidade imunorregulatória 

das CTMs, verificando a produção dos mediadores solúveis (citocinas), a partir da produção de 

diversas citocinas em macrófagos da linhagem Raw 264.7 e linfócitos esplênicos após estas 

células serem cultivada com o meio condicionado da linhagem C3H/10T1/2. Essa etapa ocorreu 

para confirmar para qual perfil imunológico o secretoma das CTMs em contato com a cianidina 

irá modular outras células do sistema imune. 

O processo infeccioso pode ser induzido por uma lesão provocada por diversas causas, 

física e agentes estranhos ao organismo, além disso, a inflamação pode ser dividida em aguda 

e em crônica. Durante o processo de inflamação uma das primeiras etapas é o recrutamento de 

células, mais precisamente o recrutamento de fagócitos. As principais células que realizam a 

fagocitose são os macrófagos, estas células são intimamente relacionadas com a atuação na 

imunidade inata e detém a função de liberar diversos mediadores inflamatórios (citocinas, 

enzimas e interleucinas (FURMAN et al., 2019; MEDZHITOV, 2008; SOCHOCKA; DINIZ; 

LESZEK, 2017).  

Dessa forma, uma célula muito importante em relação ao processo inflamatório é o 

macrófago, tendo a polarização do tipo de macrófago como uma característica importante para 

os desenvolvimentos de doenças associadas com a inflamação, considerando que esta célula 

apresenta uma grande heterogeneidade e plasticidade celular. O macrófago polariza-se em duas 

formas com propriedades funcionais diferentes: o Macrófago classicamente ativado (M1) este 

apresenta uma grande síntese de iNOS e citocinas pró-inflamatórias, o outro tipo é o Macrófago 

alternativamente ativado (M2) este apresenta uma grande síntese de citocinas anti-inflamatórias 
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(LIU et al., 2021b). Assim, foram avaliadas a produção de citocinas das células da linhagem 

RAW 264.7, quando estimuladas e cultivadas na presença de meio condicionado de CTMs. 

Entre estas citocinas analisadas, observamos que o meio condicionado de CTMs foi 

capaz de atenuar a produção de citocinas pró-inflamatórias, porém sem um efeito proeminente 

da ação da cianidina.  

Uma citocina inflamatória muito conhecida é a IL-1β, em macrófagos essa citocina atua 

em induzir o processo quimiotáxico e o processo de angiogênese. Os macrófagos no processo 

de fagocitose induzem o burst respiratório, induzindo assim o fenótipo M1, regulando assim o 

inflamassoma por estimular IL-1β e TNF-α (MARTINON; BURNS; TSCHOPP, 2002; 

PANICKER et al., 2019). Nossos achados mostram que o meio condicionado de CTR/LPS e o 

de CY3G/LPS foram capazes de diminuir a produção dessa citocina. Em estudo que avalia a 

atividade anti-inflamatória de amoras em monócitos humanos, verificou-se uma pequena 

diminuição da citocina IL-1β em comparação com outras citocinas de mesmo perfil 

inflamatório (TNFα e IL-6) sugerindo que é menos provável isso ocorrer devido o bloqueio do 

inflamassomo (XUE et al., 2022). 

Adicionalmente, a citocina IL-6 exerce um papel muito importante no processo 

inflamatório, tendo uma papel crucial durante doenças autoimunes e inflamatórias crônicas, 

neoplasias e tempestade de citocinas (COVID-19)(ANIL et al., 2021; LIU et al., 2020; 

NADEEM et al., 2020; TAKESHITA et al., 2021). Nossos achados mostram que o meio 

condicionado e estimulado ou não com CY3G diminuem a produção dessa citocina pró-

inflamatória. Segundo os resultados obtidos no trabalho de JIN et al., (2022) o meio 

condicionado de CTM estimulado com IL-4 e em contato com células RAW 264.7 após 

estimulo de LPS, foi verificada a inibição da expressão proteica  de iNOS e ciclooxigenase 

(COX-2) e a inibição da transcrição de RNAm de citocinas pró-inflamatórias IL-1β e IL-6, e 

das quimiocinas Proteína quimiotática de monócito 1 (CCL2) ,CCL3,CCL4 e CCL5 e de 

receptores de quimiocina CCR2 e CCR3. 

ZHANG et al., (2020b) demonstrou que a proantocianidina de semente de uva 

apresentou efeitos anti-inflamatórios em células RAW 264.7 estimuladas com LPS, o que pode 

estar relacionado a redução da produção de NO e de citocinas pró-inflamatórias como IL-1β, 

IL-6 e TNF-α, além de inibir as vias inflamatórias como a via da Proteína quinase ativada por 

mitógeno (MAPK) e do NFκB responsáveis pela diminuição da produção dos fatores solúveis 

citados anteriormente. Outro estudo com polifenóis de folhas de chá (compreende flavonols, 



72 

 

antocianinas, flavonoides e ácidos fenólicos), observaram a diminuição da concentração de IL-

6 na linhagem RAW 264.7 estimuladas com LPS e verificou-se a diminuição também de outras 

citocinas pró-inflamatórias como TNF-α e IL-1β, além de inibir a fosforilação de p65 e IκB 

resultando na inibição da atuação da via do NFκB (SU et al., 2019a). 

A IL-12, uma citocina que também possui como característica ser uma citocina pró-

inflamatória, produzida principalmente por APCs e associada com a diferenciação das respostas 

Th1 (LI et al., 2020a; RENAVIKAR et al., 2020). Verificamos que a produção dessa citocina 

diminuiu nos grupos cultivados com meio condicionado de CTM. Na literatura é descrito que 

a produção de IL-12 pode ser inibida por IL-10, isso ocorre nos macrófagos ao nível 

transcricional pela atuação da via do NFκB e do fator de transcrição c-Rel (CHU et al., 2016; 

RAHIM et al., 2005). 

A última citocina analisada na linhagem RAW264.7 foi a IL-10. A citocina IL-10 está 

constantemente  relacionada a um perfil anti-inflamatório, no caso de células da micróglia esse 

perfil induzido por essa citocina ocorre pela inibição da ativação de inflamassoma e pela 

promoção da via STAT3 (SUN et al., 2019). Em modelo murino de doenças degenerativas 

inflamatórias após estímulo com polifenóis, ocorreu um maior estímulo da produção de IL-10, 

além de promover a inibição de vias inflamatórias canônicas como MAPK e NFκB (GARCIA 

et al., 2020). 

O próximo passo foi verificar a atuação do fator de transcrição NFκB na linhagem Raw 

264.7, verificamos que o meio condicionado de CTMs cultivadas com cianidina conseguiu 

diminuir a expressão da relação p-NFκB/NFκB em células da linhagem Raw 264.7.  De maneira 

similar, LI et al., (2014) verificou que frações de antocianinas diminuíram a expressão proteica 

de NFκB por estímulo de LPS/ IFN-γ em células Raw 264.7, inibindo a fosforilação e a 

translocação nuclear de p65. 

Em relação a produção de citocinas de linfócitos esplênicos, quando estimulados e 

cultivadas na presença de meio condicionado de CTMs observamos efeitos na produção IL-2 e 

IL-10, porém sem efeitos na produção de IFN-γ. 

Os linfócitos são células que atuam na defesa do organismo, induzem a fagocitose e a 

apoptose de células infectadas. Estas células expressam CD3+ e podem ser divididos em 

linfócitos T auxiliares (CD4+) e os linfócitos T citotóxicos (CD8+). Essas células são as 

responsáveis em regular o sistema imune. Os linfócitos T CD4+ possuem divisões e 

classificam-se em linfócitos T auxiliares Th1 que secretam as citocinas IL-2, TNF-α e IFN-γ, 
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por outro lado, os linfócitos T auxiliares Th2 secretam as citocinas IL-4, IL-6 e IL-10 (GAO et 

al., 2019; YANG et al., 2006). 

Na análise da produção de citocinas nas células linfóides do baço, verificamos que o 

meio condicionado de CTM não atuou estimulando efeito na produção de IFN-γ. O IFN-γ atua 

tanto na imunidade inata quanto na adquirida, sendo produzido por células NK e linfócitos T 

(subgrupo  Th1), atuando em processos inflamatórios e em respostas virais, promove a função 

dos macrófagos e promove a quimiotaxia de leucócitos (MENEES et al., 2021; WANG et al., 

2018; WOODS et al., 2023). 

Entretanto, verificamos uma inibição na produção da citocina IL-2, verificamos que o 

meio condicionado CY3G/LPS teve um efeito muito grande na inibição dessa citocina. Esse 

efeito parece ser dependente do meio condicionado, e sendo potencializada pelo estimulo da 

cianidina. A IL-2 é uma citocina muito importante para a imunidade, atuando na proliferação, 

sobrevivência e diferenciação de vários subtipos de linfócitos T CD4+ e CD8+, além de ativar 

os linfócitos TCD8+ para desenvolverem células de memória (AHN et al., 2013; NAVARRO et 

al., 2013). Essa citocina atua na inibição de linfócitos Treg podendo promover assim o 

estabelecimento de doenças, ajudando assim, a promover a resposta inflamatória ou gerar 

tolerância a mesma (LIU et al., 2021c; MULLINS et al., 2020). 

Em relação à produção da citocina IL-10 em linfócitos esplênicos foi observado que o 

meio condicionado por si só conseguiu aumentar a produção dessa citocina, contudo, o meio 

condicionado que foi estimulado com cianidina teve um estímulo muito maior da produção de 

IL-10. Por outro lado, não verificamos aumento na relação p-NFκB/ NFκB o que vai de acordo 

com a literatura, pois, as antocianinas podem inibem a resposta de IL-17 e consequentemente 

inibindo a via de NFκB (KELEPOURI et al., 2018; ZHAO et al., 2020).
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7 CONCLUSÃO 

Neste trabalho, demonstramos que a cianidina potencializou a ação da CTM para um 

perfil imunossupressor. Além disso, observamos que a cianidina também influencia a 

capacidade imunorregulatória das células-tronco mesenquimais sobre outras células do sistema 

imune. 

As CTMs, quando suplementadas com cianidina, produzem menos a citocina pró-

inflamatória IL-1β, bem como apresentam menor fosforilação do fator de transcrição NFκB. A 

cianidina potencializou o efeito imunossupressor das CTMs, sendo capaz de aumentar a 

produção de IL-10 e atenuar o NFB em células RAW 264.7 estimuladas com LPS, bem como 

diminuir a produção de IL-2 em linfócitos estimulados com LPS. 
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