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obesidade e DM2 experimental. Salvador, Bahia, 2020. 130p. Tese (Programa Multicêntrico 

de Pós-Graduação em Bioquímica e Biologia Molecular) - Universidade Federal da Bahia, 

2020. 

 

RESUMO 

 

Hábitos alimentares com altos teores de gordura e o estilo de vida sedentário são fatores 

desencadeantes da obesidade, diabetes mellitus tipo 2 (DM2) e insuficiência cardíaca. Células 

mesenquimais (MSC) surgem como uma ferramenta terapêutica capaz de melhorar o quadro 

de doenças cardiovasculares, mas também de outras condições degenerativas, devido ao seu 

efeito regenerativo induzido pela sua ação parácrina. Com base nisso, os fatores secretados no 

meio condicionado (MC) destas células também são investigados na regeneração tecidual. 

Este estudo visou avaliar o potencial terapêutico das MSC e do seu MC no tratamento das 

complicações cardíacas em modelo experimental de obesidade e diabetes induzidas por dieta 

com alto teor de gordura (HFD). Avaliações bioquímicas, murinométricas e funcionais 

cardíacas foram realizadas nos períodos: pré-indução da obesidade, pós-indução e pós-

tratamento. Após 36 semanas de uso da HFD, esta foi substituída pela dieta padrão seguida 

pelo tratamento: MSC, MC e DMEM. A disfunção metabólica foi avaliada através de 

parâmetros bioquímicos e índice de massa corpórea. A função cardíaca foi avaliada por 

eletrocardiografia, ecocardiografia e teste ergométrico. A presença de fibrose no miocárdio foi 

avaliada por análise histopatológica. Os mecanismos de ação da terapia celular foram 

investigados no tecido cardíaco por qRT-PCR. A caracterização do MC foi realizada por 

protein array que revelou a presença de 19 proteínas incluindo citocinas e fatores de 

crescimento. Os camundongos alimentados com HFD apresentaram arritmias cardíacas, 

expressão alterada de genes cardíacos e fibrose do miocárdio, refletindo na redução da 

capacidade de efetuar esforço físico. A administração da MSC ou MC reverteu as arritmias e 

recuperou a capacidade de realizar exercício físico. Na primeira etapa deste estudo, observou-

se a melhora funcional cardíaca em consonância com a normalização da expressão dos genes 

GATA4, conexina 43 e COL1A1 nos corações de camundongos tratados com MSC ou MC. A 

expressão dos genes troponina I, adiponectina, TGF-β1, PPARγ, IGF-1, SOCS3, MMP9 e 

TIMP1 normalizaram após o tratamento com MSC, mas não com o MC. Além disso, a 

administração de MSC ou MC reduziu o percentual de área com fibrose. A fim de elucidar a 

melhora significativa alcançada pelas MSC, na segunda etapa deste estudo, aprofundou-se a 

investigação dos mecanismos moleculares envolvidos neste efeito terapêutico. Foi investigada 

a expressão de genes relacionados ao remodelamento tecidual (SPARC, CTGF e SMAD7), à 

inflamação (CCL2 e CHI3L3), bem como, à sobrevivência e proliferação celular (PTEN e 

STAT3) por qRT-PCR. Elevados níveis da expressão gênica do SMAD7, SPARC, CTGF, 

CCL2, CHI3L3, STAT3 e PTEN foram detectados apenas no grupo tratado com MSC. Os 

resultados apresentados neste estudo sugerem que MSC e CM têm um efeito benéfico sobre 

os distúrbios cardíacos decorrentes da obesidade e DM2, corroborando com a ação parácrina 

das MSC através da modulação de elementos envolvidos em processos de regeneração 

tecidual, tais como desenvolvimento de fibrose. 

 

Palavras chave: Células-tronco mesenquimais. Disfunção cardíaca. Obesidade. Terapia 

celular. 
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ABSTRACT 

 

High fat eating habits and sedentary lifestyle are triggering factors of obesity, diabetes 

mellitus type 2 (DM2) and heart failure. Mesenchymal cells (MSC) appear as a therapeutic 

tool capable of improving cardiovascular disease, but also other degenerative conditions, due 

to its regenerative effect induced by its paracrine action. Based on this, the factors secreted in 

the conditioned medium (CM) of these cells are also investigated in tissue regeneration. This 

study aimed to evaluate the therapeutic potential of MSC and its CM in the treatment of 

cardiac complications in an experimental model of obesity and diabetes induced by high fat 

diet (HFD). Biochemical, murinometric and cardiac functional evaluations were performed in 

the following periods: pre-induction of obesity, post-induction and post-treatment. After 36 

weeks of use of HFD, it was replaced by the standard diet followed by treatment: MSC, MC 

and DMEM. Metabolic dysfunction was assessed by biochemical parameters and body mass 

index. Cardiac function was assessed by electrocardiography, echocardiography and treadmill 

test. The presence of myocardial fibrosis was assessed by histopathological analysis. The 

action mechanisms of cell therapy were investigated in cardiac tissue by qRT-PCR. CM 

characterization was performed by protein array which revealed the presence of 19 proteins 

including cytokines and growth factors. HFD-fed mice had cardiac arrhythmias, altered 

expression of cardiac genes, and myocardial fibrosis, reflecting the reduced ability to exercise. 

MSC or CM administration reversed arrhythmias and regained the ability to exercise. In the 

first stage of this study, cardiac functional improvement was observed in line with 

normalization of GATA4, connexin 43 and COL1A1 gene expression in the hearts of mice 

treated with MSC or CM. The expression of troponin I, adiponectin, TGF-β1, PPARγ, IGF-1, 

SOCS3, MMP9 and TIMP1 genes normalized after treatment with MSC, but not with CM. In 

addition, administration of MSC or CM reduced the percentage of fibrosis area. In order to 

elucidate the most significant improvement achieved by MSC, in the second stage of this 

study, the investigation of the molecular mechanisms involved in this therapeutic effect was 

deepened. The expression of genes related to tissue remodeling (SPARC, CTGF and 

SMAD7), inflammation (CCL2 and CHI3L3), as well as cell survival and proliferation 

(PTEN and STAT3) by qRT-PCR were investigated. High levels of SMAD7, SPARC, CTGF, 

CCL2, CHI3L3, STAT3 and PTEN gene expression were detected only in the MSC treated 

group. These results suggest that MSC and CM have a beneficial effect on cardiac disorders 

due to obesity and DM2, corroborating to the paracrine action of MSCs by modulating 

elements involved in tissue regeneration processes, such as fibrosis development. 

 

Keywords: Mesenchymal stromal cells. Cardiac dysfunction. Obesity. Cell therapy. 
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metalloproteinase 1) 

TIR  (do inglês: Toll/interleukin-1 receptor) 

TIRAP  (do inglês: TIR domain-containing adaptor protein) 

TLR  (do inglês: toll like receptors) 

TNF-α  Fator de necrose tumural-α (do inglês: tumor necrosis factor-α) 

TNFR1 Receptor 1 do TNF (do inglês: tumor necrosis factor receptor 1) 

TNNI3  Troponina I tipo 3 

TRAM  (do inglês: TRIF-related adaptor molecule) 

TRIF  (do inglês: TIR-domain-containing adapter-inducing interferon-

β) 

TTG  Teste de tolerância à glicose 

UPR  (do inglês unfolded protein response) 

VCAM-1  Molécula de adesão celular vascular-1 (do inglês: Vascular cell 

adhesion molecule-1) 

VEs  Vesículas extracelulares 

VEGF  Fator de crescimento endotelial (do inglês: vascular endothelial 

growth fator) 
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1 INTRODUÇÃO 

 

 

1.1 OBESIDADE  

 

 

A obesidade é uma doença endócrino-metabólica de origem multifatorial, caracterizada 

pelo desequilíbrio no metabolismo energético celular crônico (CARMONA; ÁLVAREZ; 

OLIVER, 2018). Hábitos da vida moderna, tais como o consumo exagerado de alimentos 

ricos em gorduras e carboidratos e a inatividade física, promovem o aumento nos estoques de 

energia, que são convertidos em triglicérides e armazenados em depósitos do tecido adiposo, 

promovendo o aumento da gordura corporal (GONZÁLEZ-MUNIESA et al., 2017; CHOOI; 

DING; MAGKOS, 2019).  

De acordo com a Organização Mundial da Saúde, a prevalência mundial da obesidade 

vem crescendo progressivamente nos últimos anos. No ano de 2014, mais de 600 milhões de 

indivíduos estavam obesos no mundo (NCD-RisC, 2016), em 2016 o número de obesos e/ou 

sobrepeso ultrapassava 1,9 bilhão. A prevalência mundial da obesidade quase triplicou entre 

os anos de 1975 e 2016, apesar de décadas de esforços para retardar essa epidemia (WHO, 

2017). 

No Brasil, a prevalência da obesidade deu um salto de 11,8% em 2006 para 18,9%, em 

2017 (BRASIL, 2018).  Ao longo das últimas três décadas, o estilo de vida sofreu 

modificações, tais como o aumento progressivo no consumo excessivo de carboidratos e 

gorduras na população a nível mundial (MINISTÉRIO DA SAÚDE, 2006; HRUBY; HU, 

2015). Em projeções baseadas nas prevalências atuais da obesidade, estimam-se um aumento 

de 33% nas próximas duas décadas no número de obesos, gerando maiores gastos com a 

saúde pública, devido ao maior risco de desenvolvimento de comorbidades, a exemplo das 

doenças cardiovasculares, e o DM2 (FRUH, 2017) característicos da síndrome metabólica 

(ALBERTI et al., 2009). 

A obesidade é um fator de risco importante para o desenvolvimento do diabetes mellitus 

tipo 2 (DM2), devido à sua associação a resistência à insulina (RI), gerando um impacto 

negativo sobre a progressão e tratamento do DM2 (CORNIER, 2005; ECKEL et al., 2011) 

com aumento na taxa de morbi-mortalidade (DESPRES; LEMIEUX, 2006). Cerca de 80% 

dos casos de DM2 podem ser atribuídos à obesidade (HOLT; HANLEY, 2012).  
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Intervenções no estilo de vida como prática de exercício físico e reeducação alimentar 

são consideradas intervenções bem-sucedidas, que reduzem a prevalência da obesidade e que 

podem resultar em economias substanciais para a saúde do país (FINKELSTEIN et al., 2012). 

 

 

1.2 DIABETES MELLITUS  

 

 

O DM é um distúrbio que consiste na secreção insuficiente de insulina ou diminuição da 

sensibilidade periférica tecidual à insulina (HASSAN; LATIF; YACOUB, 2012), resultando 

na não utilização da glicose pelos tecidos e, consequente, hiperglicemia plasmática (ADA, 

2009).  

Considerada a quinta principal causa de morte no mundo (5,2 %), sua prevalência vem 

tomando projeções epidêmicas no decorrer dos anos. Em 2002, 173 milhões de pessoas 

apresentaram DM, em 2016 esse número cresceu para 387 milhões, e estima-se que no ano de 

em 2040 haverão 642 milhões de acometidos no mundo (SBD, 2017; MILECH et al., 2016). 

O Brasil apresenta-se em quarto lugar na classificação mundial entre os países com as maiores 

projeções epidêmicas de DM, em 2015 foram 14,3 milhões de pessoas com DM, podendo 

alcançar 23,3 milhões em 2040 (IDF, 2015; SBD, 2017).  

O aumento exponencial do número de indivíduos acometidos pelo DM é atribuído à 

maior urbanização, à transição epidemiológica, ao envelhecimento populacional, à 

prevalência progressiva da obesidade, ao sedentarismo e, também, à maior sobrevida de 

pacientes com DM (MILECH et al., 2016), gerando mundialmente gastos duas a três vezes 

maiores do que os providos para indivíduos sem DM.  O custo mundial em 2015 foi de US$ 

673 bilhões com projeção para o ano de 2040 de US$ 802 bilhões. No Brasil, o custo avaliado 

em 2015 foi de US$ 22 bilhões, projetando-se US$ 29 bilhões para 2040 (OGURTSOVA et 

al., 2017; SBD, 2017).  

O DM pode ser classificado de acordo com a sua etiologia em tipo 1, tipo 2 e 

gestacional. A forma mais prevalente é o tipo 2, responsável por 90% a 95% dos casos (ADA, 

2014). O surgimento do DM2 guarda íntima relação com a predisposição genética e hábitos 

de vida inadequados, os quais resultam no desenvolvimento do quadro de resistência celular à 

insulina e, progressivamente, à produção insuficiente da mesma (MAZZINI et al., 2013). A 

maioria dos pacientes com esta forma de DM é obeso, visto que a própria obesidade propicia 

o desenvolvimento da RI (ADA, 2014). 

http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0749379712001468
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1.3 RESISTÊNCIA À INSULINA   

 

 

A RI é caracterizada pela ineficácia da insulina em estimular a absorção e utilização de 

glicose pela célula devido à falha em sua sinalização intracelular, promovendo o 

comprometimento da utilização da glicose pelos tecidos periféricos como o músculo 

esquelético, tecido adiposo e músculo cardíaco. Como consequência, o nível plasmático da 

glicose mantém-se elevado, estabelecendo-se a hiperglicemia (PERRY et al., 2014; 

SAMUEL; SHULMAN, 2016), que por sua vez, estimula a produção contínua de insulina, 

levando ao quadro de hiperinsulinemia e a exaustão das células beta pancreáticas (CERF, 

2013).  

Embora a fisiopatologia exata da RI não seja clara, alguns mecanismos são apontados 

no seu desenvolvimento (SESTI, 2006). Dentre estes, destacam-se a redução do número de 

receptores de insulina, diminuição de sua atividade tirosina cinase e, consequente, 

comprometimento da fosforilação do substrato do receptor de insulina (IRS-1 e 2), atenuação 

da ativação da proteína fosfatidilinositol-3-cinase (PI3K), redução da translocação dos 

transportadores de glicose e diminuição da atividade das enzimas intracelulares (ABDUL-

GHANI; DEFRONZO, 2010).  

Fisiologicamente a via de sinalização da insulina é desencadeada pela ligação da 

insulina ao seu receptor na membrana celular, uma glicoproteína composta de duas 

subunidades-α e duas subunidades-β unidas entre si por pontes dissulfeto (OTTENSMEYER 

et al., 2000). As subunidades-α formam os sítios de ligação da insulina, localizadas na 

superfície extracelular da membrana plasmática. As subunidades-β possuem um domínio 

extracelular, um domínio transmembrana e um domínio intracelular com atividade cinase por 

autofosforilação que estão associadas à estabilização do receptor na membrana (LEE et al., 

2014). A ligação da insulina às subunidades-α ativa o receptor causando a fosforilação da 

subunidade-β em múltiplos resíduos de tirosina (SIDDLE et al., 2001). Uma vez ativado, o 

receptor de insulina fosforila substratos proteicos intracelulares em resíduos de tirosina, entre 

estas o IRS-1 possui sequências de aminoácidos específicos que ao serem fosforilados, criam 

locais de ancoramento para proteínas contendo domínios com homologia à Src2, o SH2 

(PIROLA; JOHNSTON; VAN OBBERGHEN, 2004; HIRSCH; COSTA; CIRAOLO, 2007). 

Como exemplo destas proteínas tem-se o receptor do fator de crescimento 2 (do inglês 

Growth factor receptor-bound protein 2 - Grb2), a qual é fosforilada pela interação com o 

IRS-1 ou Shc, e está constitutivamente ligada a proteína trocadora de nucleotídeos (SOS) 
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(PESSIN; SALTIEL, 2000; HANKE; MANN, 2009). A SOS catalisa a substituição do GDP 

por GTP na proteína Ras, o que leva a transdução de sinal da família das proteínas cinases 

ativadas por mitógenos (MAPK). Dentre estas, as proteínas cinases Raf-1, MEK e ERK 

desempenham um papel importante na geração dos fatores de transcrição e promovem o 

crescimento, proliferação e diferenciação celular (SALTIEL; KAHN, 2001; BOUCHER; 

KLEINRIDDERS; KAHN, 2014). 

Dentre outras proteínas desta cadeia de ativação destaca-se a PI3K, importante na 

regulação da mitogênese, diferenciação celular e translocação do transportador de glicose 

(GLUT, do inglês Glucose Transporter) para a membrana plasmática permitindo a captação 

da glicose (CARVALHEIRA; ZECCHIN; SAAD, 2002). Os resíduos de tirosina fosforilados 

do IRS-1 medeiam uma associação com a subunidade reguladora de 85 kDa da PI3K que 

promove a ativação de sua subunidade catalítica de 110 kDa (SALTIEL; KAHN, 2001), 

resultando na fosforilação dos fosfoinositídeos na posição 3 do anel de inositol e levando a 

formação de fosfatidilinositol-3,4,5-trifosfato (PIP3), o qual recruta a proteína cinase-1 

dependente de fosfoinositídeo (PDK1) (Figura 1) (HO; SRIRAM; DIPPLE, 2016).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 1: Via de sinalização da insulina. Fonte: Adaptado de themedicalbiochemistrypage.org 
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A PDK1 por sua vez fosforila e ativa muitos tipos de cinases, incluindo a proteína 

cinase serina/treonina B (PKB/Akt) e a proteína cinase C (PKC) Λ/ζ (PEARCE; 

KOMANDER; ALESSI, 2010). A Akt é uma proteína intermediária central para muitas ações 

metabólicas e de crescimento, identificada como uma das cinases responsáveis pela 

fosforilação e inativação da glicogênio-sintase-cinase (GSK3), o que diminui a taxa de 

fosforilação da glicogênio-sintetase (GS) aumentando sua atividade na produção de 

glicogênio (MORA et al., 2005). A Akt por sua vez também fosforila seu substrato AS160, 

levando à sua redistribuição na célula e ativação das proteínas Rab, necessárias para a 

translocação das vesículas contendo GLUT-4 para a membrana plasmática (Figura 1) 

(ABDUL-GHANI; DEFRONZO, 2010). 

Dessa forma a sinalização da insulina consiste em uma sequência de eventos específicos 

e estritamente regulados que ocorrem após a ligação da insulina ao seu receptor, contudo, 

muitos fatores genéticos e adquiridos acabam induzindo a perda da sensibilidade à insulina 

nos tecidos periféricos (CARVALHEIRA, ZECCHIN; SAAD, 2002). Entre estes fatores, o 

processo inflamatório crônico decorrente da obesidade caracterizado por elevados níveis de 

citocinas pró-inflamatórias e adipocinas está relacionado ao comprometimento da atividade 

tirosina cinase e indução da atividade serina/treonina no receptor de insulina e no IRS (DE 

LUCA; OLEFSKY, 2008; RIEHLE; ABEL, 2016), sendo este o defeito mais comum e 

evidente na cascata de sinalização da insulina (WELLEN; HOTAMISLIGIL, 2005). A 

fosforilação em resíduos serina/treonina do receptor e de seu substrato IRS por sua vez 

promove a inibição da ativação da PI3K, levando ao bloqueio da translocação do GLUT para 

membrana plasmática, e à supressão da transcrição gênica do IRS. Nesta condição 

fisiopatológica, observa-se o comprometimento de diversos processos fisiológicos 

dependentes da sinalização insulínica, tais como, captação e metabolização da glicose, síntese 

proteica, crescimento e sobrevivência celular (CZECH, 2017). A via PI3K/AKT também pode 

ser negativamente regulada por fosfatases como a homóloga da fosfatase e tensina deletadas 

no cromossomo 10 (PTEN) que inibe o segundo mensageiro PIP3, através da retirada do 

fosfato na posição 3 do anel de inositol (WIJESEKARA et al., 2005).  

Os mecanismos propostos para a supressão da fosforilação da tirosina e indução da 

fosforilação do receptor de insulina e seu substrato em resíduos serina/treonina são diversos e 

ainda não são completamente elucidados (RHODES, 2005). Entre os mediadores da 

fosforilação em resíduos serina/treonina tem-se a ação da PKC (STEINBERG et al., 2006), do 

IKK (GAO et al., 2002) e da c-Jun N-cinase terminal (JNK) (AGUIRRE et al., 2000). Na 

obesidade e no diabetes, os elevados níveis plasmáticos de ácidos graxos livres (AGL) 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Riehle%20C%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=27034277
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aumentam a β-oxidação e resultam no acúmulo dos intermediários metabólicos diacilglicerol 

(DAG) e ceramidas que ativam as proteínas cinases serina/treonina (SHULMAN, 2000). O 

excesso de DAG induz a fosforilação de serina/treonina de IRS-1 em Ser307, devido à 

ativação de PKC e Iκβ (KIM et al., 2004; CAI et al., 2005); e as ceramidas inibem a 

sinalização tanto a nível do IRS quanto da Akt (Figura 2).. No IRS, o aumento da fosforilação 

dos resíduos de serina/treonina também pode ser desencadeado por outras cinases como p38, 

ERK, IKK e JNK (NANDIPATI; SUBRAMANIAN; AGRAWAL, 2017), enquanto que a 

Akt pode ser inibida por dois mecanismos: desfosforilação da Akt pela proteína fosfatase 2A 

(do inglês: protein phosphatase 2 - PPA2) (UGI et al., 2004) e inibição da translocação da 

Akt pela fosforilação mediada pela PKC no resíduo de treonina-34 (LU et al., 2018). A JNK é 

membro da família MAPK que regulam a expressão gênica através da fosforilação e ativação 

dos fatores de transcrição c-JUN e ATF2, componentes chave da ativação da proteína-1 (AP-

1) (LIU et al., 2006). A JNK é ativada por fatores pró-inflamatórios como o fator de necrose 

tumoral (TNF)-α, interleucina (IL)-1β, estresse do reticulo endoplasmático (RE) e espécies 

reativas de oxigênio (EROS). Na obesidade a JNK é capaz de impulsionar a RI através da 

fosforilação inibitória direta dos IRS -1/2, bem como pela promoção da inflamação 

metabólica (SOLINAS; BECATTINI, 2016).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 2: Via de resistência à insulina. Fonte: Adaptado de DONNER, D. G. et al. 2015.  
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A inibição direta do IRS-1 é induzida pela fosforilação do seu resíduo serina-307 (Ser-

312 em humanos) localizado na porção C-terminal do domínio do ligante fosfotirosina (do 

inglês Phosphotyrosine Binding- PTB) pela JNK que interrompe a interação entre o domínio 

catalítico do receptor de insulina e o domínio PTB do IRS, bem como inibe a autofosforilação 

do IRS-1 em resíduos de tirosina (AGUIRRE et al., 2000; 2002). Da mesma forma, o IRS-2 

também é fosforilado pela JNK no resíduo serina 488 com consequências funcionais 

semelhantes (SHARFI; ELDAR-FINKELMAN, 2008). A JNK também induz a inflamação 

metabólica por estimular a ação de macrófagos inflamatórios (M1) que elevam os níveis de 

citocinas pró-inflamatórias no tecido adiposo (PERRY et al., 2015). Estas, por sua vez, 

promovem a RI agindo diretamente na sinalização da insulina dentro das células-alvo, ou 

indiretamente via estimulação da lipólise do tecido adiposo e consequentemente elevação dos 

níveis de AGL circulantes (SOLINAS; BECATTINI, 2016). 

Além disso, o excesso de AGL circulantes decorrente da obesidade afeta diretamente o 

metabolismo celular ao ativar proteínas receptoras do grupo toll na membrana plasmática 

denominadas Toll like receptors (TLR) que levam à ativação do fator de transcrição nuclear 

kappa B (NF-kB) e proteína ativadora 1 (AP1) através do recrutamento de um conjunto de 

proteínas adaptadoras com domínio TIR (Fator 88 de diferenciação mielóide (MyD88), 

TIRAP, TRAM e TRIF), resultando na ativação das vias inflamatórias JNK e IKK que 

interferem na captação de glicose pela sinalização da insulina (GAO et al., 2004; DASU; 

JIALAL, 2010) e estimulam a expressão de genes relacionadas ao interferon tipo 1 (KIM; 

SEARS, 2010), indutor do perfil pró-inflamatório dos macrófagos residentes. 

A ativação do complexo enzimático IKK (IKKα e IKKβ) pode prejudicar a sinalização 

da insulina por duas formas: (i) Semelhante à JNK, a IKK ativada fosforila diretamente o 

IRS-1 em resíduos de serina, atenuando a atividade de tirosinas; (ii) Ativação de IKK leva a 

fosforilação do inibidor do fator nuclear κB (IκBα) que ao ganhar grupos fosfatos são 

formadas cadeias de poliubiquitinas que induzem a degradação proteassomal (HAYDEN; 

GHOSH, 2008). O IκBα é um inibidor do NF-kB e com a sua degradação ocorre um aumento 

da expressão de NF-kB que desloca-se para o núcleo (SHOELSON; LEE; GOLDFINE, 2006) 

e liga-se ao DNA induzindo a transcrição gênica de mediadores inflamatórios (KEMPE et al., 

2005). Instala-se desta forma um sistema de retroalimentação positiva visto que citocinas pró-

inflamatórias e o estresse do RE ativam IkBα (HOUSTIS; ROSEN; LANDER, 2006). Neste 

ambiente hiperglicêmico e de RI, o estresse do RE acontece pela grande demanda na 

produção da insulina. Em consequência, tem-se uma sobrecarga da capacidade de dobramento 

do polipeptídeo pró-insulina, condição que altera a homeostase do RE e compromete seu 
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adequado funcionamento, levando à ativação da via UPR (do inglês Unfolded Protein 

Response). Por sua vez, a ativação da UPR tem por objetivo reduzir a quantidade de proteína 

no lúmen do RE, aumentar a sua capacidade de dobramento através da regulação positiva de 

transcrição de chaperonas, induzir a morte das células beta e a degradação das proteínas mal 

dobradas (SCHEUNER; KAUFMAN, 2008), através da detecção e ativação de três 

componentes constitutivos transmembrana do RE: IRE (do inglês Inositol-requiring enzyme), 

PERK (do inglês Protein kinase-like ER kinase) e ATF6 (do inglês Activating transcription 

fator 6) que agem ora simultaneamente, ora sequencialmente para modular os genes de 

transcrição e tradução nas células sob estresse (HUMMASTI; HOTAMISLIGIL, 2010; 

BRAVO et al., 2013).  

Além disso, as proteínas dos IRS1/2 também podem ser negativamente reguladas pelas 

proteínas tirosina fosfatases, como a proteína tirosina fosfatase 1B (PTP1B) e a SHP2, 

desfosforilando o receptor de insulina e o IRS, prejudicando a trandução de sinal da insulina 

(ELCHEBY et al., 1999; ZHANG, 2002; STOKER, 2005; YIP; SAHA; CHERNOFF, 2010). 

Proteínas supressoras da sinalização de citocina-1 (SOCS1) e 3 (SOCS3) também estão 

envolvidas com a inibição do receptor de insulina (TANIGUCHI; EMANUELLI; KAHN, 

2006), visto que a fosforilação acentuada do receptor e dos IRS1/2 em resíduos de 

serina/treonina predispõe à ubiquitinação e degradação dos IRS1/2 (KAWAZOE et al., 2001) 

pelas proteínas supressoras da sinalização de citocinas (SOCS) quando ligadas ao complexo 

E3 ubiquitina ligase (do inglês BC-containing E3 ubiquitin-ligase) (ZHANG et al., 1999; LIU 

et al., 2015).  

Além disso, o IRS-1 pode ser modificado pós-traducionalmente por O-Glicosilação com 

N-acetilglucosamina (O-GlcNAc) em resíduos serina/treonina sob condições hiperglicêmicas 

(BALL; BERKAW; BUSE, 2006), ou por S-nitrosilação em consequência da geração de 

óxido nítrico na inflamação (CARVALHO-FILHO et al., 2006). Estas modificações induzem 

a degradação proteasomal de IRS-1 e consequentemente a RI (BADAL; BROWN; 

RAGOOBIRSINGH, 2006). 

 

 

1.4 RELAÇÃO ENTRE OBESIDADE, DM E RI 

 

 

Na última década, tornou-se cada vez mais evidente a relação entre a obesidade e a 

inflamação no desenvolvimento da RI. Inúmeros trabalhos revelam uma clara associação 

https://www.ahajournals.org/doi/full/10.1161/CIRCRESAHA.110.225698
https://www.ahajournals.org/doi/full/10.1161/CIRCRESAHA.110.225698
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entre a ativação crônica de vias de sinalização, liberação de agentes pró-inflamatórios no 

tecido adiposo, diminuição da sensibilidade à insulina na obesidade, síndrome metabólica e 

DM2 (SESTI, 2006; THOTA et al., 2017).   

A obesidade é caracterizada por um processo inflamatório crônico de baixo grau, com 

hiperplasia e/ou hipertrofia dos adipócitos, decorrente da maior estocagem de calorias sob a 

forma de triglicerídeos nos adipócitos (KONIGE; WANG; SZTALRYD, 2014). Os adipócitos 

hipertrofiados passam a requerer um suprimento maior de oxigênio, o que leva ao quadro de 

hipóxia, e consequentemente a ativação das vias de estresse celular (DE LUCA; OLEFSKY, 

2008).  

Inicialmente, os macrófagos residentes no tecido adiposo bem como o próprio tecido 

adiposo sofrem uma transformação fenotípica inflamatória, passando a secretar uma variedade 

de adipocinas, entre elas o TNF-α, resistina e IL-6, que induzem a quimiotaxia de novos 

macrófagos ao tecido, exacerbando a inflamação tecidual (HOSOGAI et al., 2007; KOH; 

PARK; QUON, 2008; ROSEN; SPIEGELMAN, 2014). Esse processo inflamatório, associado 

ao excesso de AGL resulta em um ciclo vicioso de inflamação e distúrbios metabólicos, 

resultantes do acúmulo ectópico de lipídios e seus subprodutos nos diversos órgãos reduzindo 

a sensibilidade à insulina e acarretando no quadro hiperglicêmico (CUSI, 2010; SNEL et al., 

2012).  

Dentre as adipocinas inflamatórias, o TNF-α é a mais abrangente na obesidade. 

Produzida por células imunes e também por adipócitos e tecido muscular, o TNF-α age 

diretamente no adipócito, regulando o acúmulo de gordura e interferido em processos 

dependentes da insulina, como a homeostase glicêmica e o metabolismo de lipídios, tendo 

como alvo a inibição da lipogênese e indução da lipólise (FONSECA-ALANIZ et al., 2006). 

Estudos clínicos e pré-clinicos mostram que os níveis de TNF-α no tecido adiposo e sistêmico 

apresentam-se elevados no quadro de RI e DM (HOTAMISLIGIL et al., 1995; XU; SETHI; 

HOTAMISLIGIL, 1999; MIRZA et al., 2012). Adicionalmente, foi observado que 

camundongos knock-out para TNF-α ou para o receptor 1 do TNF (TNFR1) não desenvolvem 

RI causada pela ingestão acentuada de gordura na obesidade (UYSAL et al., 1997; UYSAL; 

WIESBROCK; HOTAMISLIGIL, 1998).  

A via de sinalização desencadeada pelo TNF-α inicia-se com a ativação do seu receptor, 

promovendo assim a estimulação da via de sinalização do NF-κB, através da ativação do IKK, 

e fosforilação de IκB, o qual se dissocia do NF-kB, permitindo que o NF-kB ative múltiplos 

genes envolvidos na inflamação, incluindo o próprio TNF-α (LAWRENCE, 2009). Ao ativar 

o IRS-1, o TNF-α induz a fosforilação dos resíduos de serina, reduzindo a transdução de 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Lawrence%20T%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20457564


26 

 

eventos mediados pela insulina (HOTAMISLIGIL et al., 1996; PERALDI; SPIEGELMAN, 

1998), bem como ativa a ação da esfingomielinase causando a liberação de ceramidas da 

esfingomielina, que por sua vez inibem a fosforilação da Akt e a translocação do GLUT-4 

(PERALDI et al., 1996). TNF-α e interleucinas inflamatórias (IL-6 e a IL-1) podem atuar de 

maneira autócrina e parácrina promovendo a RI através da ativação das vias JNK e NF-kB, 

interferindo na sinalização da insulina dos tecidos periféricos (CASTRO et al., 2017).  

Outra citocina inflamatória envolvida com vários fatores metabólicos, inflamatórios e 

hemostáticos é a leptina, uma adipocina produzida pelo tecido adiposo que se liga aos seus 

receptores no sistema nervoso central, induzindo a sensação de saciedade e promovendo o 

gasto de energia (SALTIEL; KAHN, 2001). Seus níveis séricos são diretamente proporcionais 

à massa total de tecido adiposo, encontrando-se elevados em indivíduos obesos que fazem uso 

de dietas ricas em lipídios, e/ou outras condições inflamatórias. A produção da leptina pode 

ser regulada por diferentes fatores, incluindo a ingestão de alimentos, níveis de insulina e 

hormônios esteróides (OTERO et al., 2005). Na obesidade, o consumo excessivo de ácidos 

graxos saturados na dieta induz a superexpressão crônica da leptina levando ao quadro de 

resistência periférica de maneira semelhante a RI, desencadeada pelo estresse do RE (OZCAN 

et al., 2009), ação da PTP1B envolvida na desfosforilação da JAK2 (KASZUBSKA et al., 

2002) e da SOCS3 inibidora da transdução de sinal (WUNDERLICH; HÖVELMEYER; 

WUNDERLICH, 2013). A resistência à leptina ocorre durante os estágios iniciais da 

obesidade e influencia incisivamente o metabolismo dos ácidos graxos musculares e a 

sensibilidade insulínica. A via de sinalização da leptina é similar à da insulina no hipotálamo, 

e ambos os receptores ativam as moléculas JAK2 e STAT-3 (SOUSA, BRÁS-SILVA; 

MOREIRA, 2009; MAIOR, 2012). Na RI e à leptina ambos os hormônios sinalizam ao 

hipotálamo a saciedade e o estoque energético alcançado. Os principais achados relacionados 

com a resposta inflamatória no hipotálamo são induzidos pelo excesso de ácidos graxos da 

dieta e pela ação dos hormônios pró-inflamatórios. A ativação de proteínas sensíveis à 

inflamação, como a JNK e a NF-κB, reduz a sinalização da insulina e leva à transcrição de 

genes inflamatórios no hipotálamo, resultando no quadro de hiperfagia e ganho de peso 

(SANDE-LEE; VELLOSO, 2012). Cronicamente a resistência à leptina é capaz de modular 

respostas imunes inatas e adaptativas pela ativação de células T, monócitos, neutrófilos e pela 

indução de mediadores pró-inflamatórios (LA CAVA; MATARESE, 2004; MAYA-

MONTEIRO; BOZZA, 2008).  

A adiponectina é outra citocina produzida rotineiramente pelo tecido adiposo, e possui 

ações contrárias à leptina e outras adipocinas inflamatórias. A adiponectina possui ação 
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sensibilizadora da insulina, anti-inflamatória, antiaterosclerótica e protetora do endotélio 

(YANAI; YOSHIDA, 2019). Os níveis da adiponectina são inversamente relacionados ao 

índice de massa corporal (IMC), encontrando-se em níveis reduzidos na obesidade e 

progressão do DM2 (SCHERER et al., 1995; MARQUES-VIDAL et al., 2012). Esta 

adipocina reduz a produção de citocinas pró-inflamatórias, e a capacidade fagocitária de 

macrófagos ao produzir marcadores anti-inflamatórios (WOLF et al., 2004). Em humanos, a 

redução dos níveis de adiponectina está diretamente relacionada à HAS (ADAMCZAK et al., 

2003), RI, hiperinsulinemia (WEYER et al., 2001), síndrome metabólica e hiperlipidemia 

(MOHAN et al., 2005). Além disso, citocinas pró-inflamatórias como o TNF-α e IL-6, 

possuem atividade inibitória da transcrição do RNAm da adiponectina no tecido adiposo 

reduzindo a sua secreção (BRUUN et al., 2003).   

A resistina é outra adipocina que está potencialmente envolvida na associação da 

obesidade/DM por seu efeito pró-inflamatório. Secretada por células imunes humanas e pelo 

tecido adiposo em camundongos, seus efeitos ainda não são bem compreendidos, visto ser a 

adipocina descoberta mais recente. Contudo, estudos sugerem que a resistina afeta o 

metabolismo da glicose e a sensibilidade à insulina como um regulador negativo que reduz a 

tolerância à glicose (STUMVOLL; GOLDSTEIN; VAN HAEFTEN, 2005). Em humanos a 

resistina é uma molécula inflamatória produzida predominantemente por macrófagos 

(LAZAR, 2007), que promovem a síntese e secreção de citocinas pró-inflamatórias, como o 

TNF-α, IL-6 e IL-12 (FERNÁNDEZ-REAL et al., 2001).  

Além da presença de citocinas inflamatórias, o aumento da hidrólise dos triglicérides 

circulantes por ação da lipase lipoproteica na obesidade, também é responsável por induzir a 

ativação da fosforilação de JNK, IKK, PKC e IRS-1 (SCHENK; SABERI; OLEFSKY, 2008). 

O aumento do conteúdo lipídico nos tecidos periféricos resultante da elevada quantidade de 

ácidos graxos, inibem a captação e oxidação da glicose, a síntese de glicogênio e estimulam a 

gliconeogênese hepática, induzindo assim, o quadro da obesidade e RI (WESTPHAL, 2008; 

KISHORE et al., 2006). O palmitato é um exemplo de ácido graxo que desempenha um papel 

particular na promoção da RI, uma vez que induz o estresse do RE, a produção de citocinas e 

ativação das vias JNK e  NF-kB  através da sua hidrólise (KIM et al., 2001; OZCAN et al., 

2004; SINHA et al., 2004).  

O estresse oxidativo mitocondrial e a RI também estão intimamente relacionados. A 

sobrecarga na produção de radicais livres pelas mitocôndrias, de enzimas geradoras desses 

radicais (NADPH oxidase), e os reduzidos níveis de antioxidantes em adipócitos e células 

musculares esqueléticas, propiciam a instalação do estresse oxidativo (FURUKAWA et al., 

https://www.mdpi.com/search?authors=Hidekatsu%20Yanai&orcid=
https://www.mdpi.com/search?authors=Hiroshi%20Yoshida&orcid=
http://www.scielo.br/scielo.php?script=sci_arttext&pid=S0001-37652015000100351#B143
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2017; YARIBEYGI et al., 2018). A presença de biomarcadores (Malondialdeído, carbonilos 

proteicos, 4-hidroxi ‐2 ‐ nonenal, hidroperóxidos, produtos de oxidação de proteínas, 3 ‐ 

nitrotirosina, produtos finais de glicação avançada (AGEs), metabólitos de carboidratos e 8 ‐ 

hidroxi ‐ 2 ′ ‐ deoxiguanosina) são os sinais mais evidentes de dano oxidativo,  reduzindo a 

sensibilidade à insulina, aumentando a RI nos tecidos periféricos (RAHMANTO et al., 2010; 

FURUKAWA et al., 2017), e consequentemente a desregulação na síntese das adipocinas 

(HOUSTIS; ROSEN; LANDER, 2006). O estresse oxidativo ativa várias vias da serina-

treonina cinase, como IKK/NF-kB e JNK, que por sua vez fosforila as proteínas IRS levando 

à sua degradação (EVANS; MADDUX; GOLDFINE, 2005), e permitindo uma relação mútua 

de ativação entre o dano oxidativo e a inflamação (ELMARAKBY; SULLIVAN, 2012; 

YARIBEYGI et al., 2018).  

O estresse oxidativo bem como os AGL, e citocinas pro-inflamatórias ativam a 

expressão do gene Nos2, codificadora da enzima oxido nítrico sintase que produz a molécula 

oxido nítrico (do inglês nitric oxide - NO) (SUGITA et al., 2005).  Na via de sinalização da 

insulina, o NO reduz a atividade do receptor da insulina, IRS-1 e Akt, causando a s-

nitrosilação de um resíduo específico de cisteína (YASUKAWA et al., 2005; CARVALHO-

FILHO et al., 2005; 2006). Em um estudo prévio evidenciou-se que camundongos knockout 

para o gene Nos2, tornam-se protegidos contra a RI do músculo esquelético induzida pela 

obesidade devido à melhora da atividade PI3K-Akt (PERREAULT; MARETTE, 2001).  

Os diversos estudos que buscam elucidar os mecanismos relacionados à RI possibilitam 

o avanço e a melhor compreensão sobre a obesidade, contudo deve-se destacar que a 

obesidade não está apenas associada ao aumento do risco de desenvolver DM, como também 

possuir estreitas correlações com diferentes fatores de risco, tais como os cardiovasculares. A 

obesidade apresenta elevada associação com o aumento do risco de doenças como 

dislipidemias, cardiopatias e HAS, as quais lesionam o sistema vascular e favorecem a 

ocorrência de eventos cardiovasculares, em particular os coronarianos (DE SCHUTTER; 

LAVIE; MILANIA, 2014).    
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1.5 OBESIDADE & DM2: COMPROMETIMENTO CARDÍACO 

 

 

1.5.1 Metabolismo cardíaco na obesidade & DM2 

 

 

O coração é um órgão muscular que funciona como uma bomba, fornecendo oxigênio e 

nutrientes presentes no sangue para todos os tecidos do corpo. Devido ao seu trabalho 

mecânico contínuo, os miócitos cardíacos responsáveis pela contração, necessitam da 

produção constante de adenosina trifosfato (ATP) (BURTON et al., 2014). Grande parte dos 

ATPs gerados pelos cardiomiócitos são obtidos da β-oxidação de ácidos graxos de cadeia 

longa (60-90%) (STANLEY; RECCHIA; LOPASCHUK, 2005), e uma parcela menor pela 

oxidação da glicose, lactato, corpos cetônicos e aminoácidos (10-40%) (WISNESKI et al., 

1990; BUCHANAN et al., 2005; LOPASCHUK et al.,  2010). 

O metabolismo cardíaco é adaptável ao substrato disponível e aos fatores moduladores 

extracelulares para a produção de ATP (TAEGTMEYER et al., 2004). O AGL é transportado 

pelo plasma em quilomícrons ou em partículas de lipoproteínas de muito baixa densidade (do 

inglês Very low density lipoprotein - VLDL) (STANLEY; RECCHIA; LOPASCHUK, 2005) 

para diversos tecidos.  Os níveis circulantes de AGL estão elevados na hiperlipidemia 

plasmática. Estes AGL resultantes da hidrólise de triglicerídeos por ação da enzima lipase 

hormônio-sensível ativada por catecolaminas (LASS et al., 2011) são responsáveis pela 

inibição da glicólise intracelular, tornando-se a principal fonte de energia para o miocárdio na 

resistência insulínica (WALL; LOPASCHUK, 1989; CARLEY; SEVERSON, 2005; GUO; 

GUO, 2017). Esta inibição devido à oxidação dos AGL em excesso leva ao aumento na 

[Acetil-CoA]/[CoA] e [NADH]/[NAD
+
] mitocondrial, ativando a enzima piruvato 

desidrogenase cinase, fosforilando três resíduos serina da subunidade α da piruvato 

desidrogenase, inativando-a (BHAGAVAN; HA, 2015). A inibição da piruvato desidrogenase 

compromete o metabolismo da glicose, resultando em acúmulo de citrato citosólico, aumento 

da glicose 6-fosfato e inibição da hexocinase (GARLAND; RANDLE; NEWSHOLME, 1963; 

HUE; TAEGTMEYER, 2009).  

O transporte dos AGL através do sarcolema dos cardiomiócitos pode ser mediado por 

difusão passiva ou mediado pelo cluster de diferenciação CD36, a translocase de ácido graxo 

(VAN DER VUSSE; VAN BILSEN; GLATZ, 2000). Em quadros de RI e/ou DM2, os AGL 

são os substratos preferenciais para a oxidação, pois o CD36 localiza-se predominante no 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Stanley%20WC%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=15987803
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Recchia%20FA%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=15987803
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Lopaschuk%20GD%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=15987803
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Stanley%20WC%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=15987803
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Recchia%20FA%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=15987803
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Lopaschuk%20GD%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=15987803
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sarcolema, enquanto que o GLUT-4 insulino dependente fica internalizado no meio 

intracelular (BATTIPROLU et al., 2013).  

No citoplasma do músculo cardíaco, os AGL são convertidos em Acil-CoA pelas acil-

CoA sintetases presentes na membrana mitocondrial externa (WATKINS, 1997). Os acil–

CoA formados na face citosólica da membrana mitocondrial podem ser utilizados na síntese 

de lipídeos de membrana no citoplasma ou serem transportados para o interior da mitocôndria 

e oxidados, produzindo ATP. Neste processo de oxidação mitocondrial, os ácidos graxos 

estão momentaneamente ligados ao grupo hidroxila da carnitina. A carnitina palmitoil 

transferase 1 (CPT1) presente na membrana mitocondrial externa, medeia a conversão de acil-

CoA em acilcarnitina de cadeia longa no espaço intermembrana, sendo, posteriormente, 

translocada para a matriz mitocondrial (MCGARRY; FOSTER, 1980; MCGARRY et al., 

1989; STANLEY; RECCHIA; LOPASCHUK, 2005). Na matriz mitocondrial, a carnitina é 

retirada e a CoA presente na matriz é adicionada ao ácido graxo, formando novamente a 

molécula de acil-CoA. A acil-CoA será oxidada na β-oxidação e o acetil-CoA resultante entra 

no ciclo do ácido tricarboxílico produzindo NADH e FADH2, que entram na cadeia 

transportadora de elétrons para gerar ATP (STANLEY; RECCHIA; LOPASCHUK, 2005).  

Contudo, a CPT1 é inibida pelo malonil-CoA, primeiro intermediário na biossíntese 

citossólica dos AGL e importante regulador da oxidação de AGL no coração. O malonil-CoA, 

o primeiro intermediário na síntese de AGL, é produzido pela acetil-CoA carboxilase e 

inibido pela malonil-CoA descarboxilase (DYCK et al., 1998; HAMILTON; SAGGERSON, 

2000). A proteína cinase ativada por AMP (do inglês AMP-activated protein kinase - AMPK) 

por sua vez regula os níveis de malonil-CoA, fosforilando o resíduo Ser219 da acetil-CoA 

carboxilase levando a inibição da sua atividade e, consequentemente induzindo o aumento da 

oxidação de ácidos graxos (WINDER et al., 1997).  

Dessa forma, dentro da célula os AGL competem com glicose como substrato 

energético e são convertidos em acetil-CoA que ativam as isoformas da PKC (PERSEGHIN; 

PETERSEN; SHULMAN, 2003), bloqueando a via de sinalização da insulina em quadros de 

hiperglicemia, estimulando a hiperinsulinemia e por sua vez a RI (POITOUT; ROBERTSON, 

2002). 

Os níveis plasmáticos de triglicerídeos persistentemente elevados induzem a uma 

acentuada lipólise que compromete a sinalização insulínica e ativa vias transcricionais, como 

a do PPAR-α/PGC-1 que aumenta a expressão de genes envolvidos na beta-oxidação dos 

AGL (BOUDINA; ABEL, 2007). A ativação do PPAR-α aumenta a expressão da enzima 

piruvato desidrogenase cinase 4 que induz a oxidação do piruvato à acetil-CoA através do 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Stanley%20WC%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=15987803
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Recchia%20FA%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=15987803
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Lopaschuk%20GD%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=15987803
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Stanley%20WC%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=15987803
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Recchia%20FA%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=15987803
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Lopaschuk%20GD%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=15987803
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ciclo de Krebs e reduz a oxidação e captação da glicose, característica da RI (NIKOLAIDIS; 

LEVINE, 2004; BOUDINA; ABEL, 2007).  

Concomitantemente, a ativação de PPAR-α aumenta a transcrição e expressão de genes 

como o CD36 e o FATP1 (do inglês fatty acid transport proteins) que são responsáveis pela 

internalização dos ácidos graxos, e a transcrição de genes como a malonil CoA 

descarboxilase, a qual degrada o malonil CoA  liberando a carnitina palmitoil transferase-1, 

estimulando a captação mitocondrial de ácidos graxos (CAMPBELL et al., 2002; BOUDINA; 

ABEL, 2007).  

Deste modo, a menor captação e oxidação da glicose, mediadas pela diminuição da 

expressão e translocação do GLUT4 e pela alterada descarboxilação do piruvato (BELKE et 

al., 2000), propiciam um aumento significante da β-oxidação de AGL. Consequentemente, a 

excessiva β-oxidação resulta no acúmulo intracelular de intermediários tóxicos, como a 

ceramida e DAG, bem como a maior produção de EROs devido ao desacoplamento 

mitocondrial, gerando o estresse oxidativo e a diminuição da produção de ATP (ECKEL; 

REINAUER, 1990; KHULLAR et al., 2010).  

O acúmulo de metabólitos lipídicos, como ceramida e DAG, ativam serina-treonina 

cinases que acentuam o comprometimento da sinalização insulínica no miocárdio (DUNCAN 

et al., 2007; LEWIN et al., 2008; FINCK et al., 2002) e, também, contribuem para a 

disfunção mitocondrial através do aumento intracelular das EROs (ECHTAY et al., 2003; 

BOUDINA et al., 2007; BUGGER; ABEL, 2008).  

Sob condições fisiológicas, grande parte do oxigênio consumido na cadeia respiratória é 

utilizado na transferência de elétrons pela membrana mitocondrial, gerando um gradiente 

eletroquímico ao bombear prótons (H
+
) resultantes dos equivalentes redutores (NADH e 

FADH2) da matriz para o espaço intermembranar, e assim direcionados à ATP sintase 

(BUGGER; ABEL, 2008). Do consumo total de oxigênio, apenas 0,1% é retirado da cadeia 

para gerar EROs. No entanto, na hiperglicemia e RI o potencial eletroquímico gerado por esse 

gradiente de prótons é alta devido ao maior fluxo dos equivalentes redutores para a cadeia 

respiratória mitocondrial, oxidando o piruvato derivado da glicose e resultando na 

hiperpolarização da membrana mitocondrial interna (TESHIMA et al., 2014). A 

hiperpolarização inibe o transporte de elétrons nos complexo, levando ao acúmulo de elétrons 

que serão utilizados para a geração de superóxidos (GALLOWAY; YOON, 2015; 

NISHIKAWA et al., 2000). 

Por sua vez, o estresse oxidativo aumenta a atividade da JNK cinase, reduzindo a 

sinalização insulínica no coração (RON; WALTER, 2007; LEBECHE; DAVIDOFF; 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Galloway%20CA%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=25738230
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Yoon%20Y%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=25738230
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HAJJAR, 2008). Como fator agravante, tem-se a maior liberação de cálcio no citoplasma, 

resultante da instabilidade da membrana do retículo sarcoplasmático, levando à perda da 

homeostase de cálcio nos cardiomiócitos, com o comprometimento da mobilização deste íon 

agravada pela baixa atividade do trocador sódio-cálcio e da bomba cálcio ATPase do 

sarcolema. O aumento da concentração citosólica de cálcio, acentua a disfunção mitocondrial, 

reduzindo a produção de ATP por estas organelas (FALCÃO-PIRES; LEITE-MOREIRA, 

2012; AROOR; MANDAVIA; SOWERS, 2012) e, ainda, induzindo a apoptose pela ativação 

das caspases (MANDAVIA et al., 2013).  

Portanto, a excessiva produção de ERO, o estresse oxidativo, a disfunção mitocondrial e 

a perda da homeostase do cálcio no coração diabético e obeso induz várias complicações 

cardiovasculares, incluindo a disfunção cardíaca, induzida pela inflamação, apoptose e fibrose 

(DALLAK et al., 2008; TAKAHASHI et al., 2012). 

 

 

1.5.2 Inflamação cardíaca na obesidade & DM2 

 

 

A obesidade e o DM2 são duas enfermidades associadas a um estado de baixo grau de 

inflamação crônica (KARELIS et al., 2005), uma condição subclínica desenvolvida em 

decorrência aos distúrbios metabólicos, caracterizada por elevados níveis de citocinas pró-

inflamatórias, células imunes infiltradas e AGL circulantes decorrentes da maior necessidade 

de oxidação de lipídios, levando a um estado de estresse oxidativo e maior produção de 

citocinas, resultando em uma inflamação local e sistêmica (BLUHER, 2016).   

Na inflamação sistêmica, os elevados níveis das citocinas inflamatórias causam a RI, 

uma vez que reduzem a fosforilação dos resíduos de tirosina do receptor e do IRS-1, e 

reduzem a ativação da PI3K e Akt, diminuindo a sinalização da insulina (JAGER et al., 2007) 

nos tecidos periféricos e coração resultando na acentuação da inflamação miocárdica 

(GRUZDEVA et al., 2013).  

O NF-κB representa um dos fatores transcricionais mais importantes do processo 

inflamatório, sendo o regulador primário das respostas inflamatórias. A sua ativação no 

coração está atrelada a exposição à TNF-α, AGL ou glicose (LORENZO et al., 2011) e à 

liberação de citocinas pró-inflamatórias pelos macrófagos e linfócitos T (FUENTES-

ANTRAS et al., 2014).  
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Além de induzir a expressão de citocinas pró-inflamatórias, como o TNFα, IL-6, pró-

IL1β e pró-IL18, o NF-κB induz também a expressão da Proteína da família NLR, contendo 

domínio pirina 3 (do inglês NLR family pyrin domain-containing 3 - NLRP3) inflamassoma 

(FUENTES-ANTRÁS et al., 2014). O inflamassoma NLRP3 ativado, ativa a caspase-1 a qual 

medeia o processamento da pró-interleucina-1β e posteriormente a liberação de IL1β, 

resultando na amplificação da resposta inflamatória com a mobilização de macrófagos e 

leucócitos para tecido cardíaco inflamado (LUO et al., 2014; PAL et al., 2017).  

Dessa forma, a expressão de TLR4 (DONG et al., 2012) e moléculas de adesão (ICAM-

1 e VCAM-1) torna-se mais acentuada, promovendo o aumento da migração de 

monócitos/macrófagos através do endotélio coronariano que por sua vez induz a ativação de 

macrófagos cardíacos residentes, polarizando-os em fenótipos pró-inflamatórios M1 sob o 

estímulo de elevados níveis de EROS e redução do NO, enquanto que a resposta anti-

inflamatória de macrófagos M2 é reprimida (JIA; DEMARCO; SOWERS, 2016; JIA et al., 

2015). 

O desenvolvimento da disfunção cardíaca associada à inflamação intramiocardica pode 

ser explicada pelo fato de que o grande número de citocinas produzidas e liberadas durante o 

processo inflamatório pelas células de defesa aumentam a formação dos ânions peroxinitrito e 

superóxido mediados pela nicotinamida adenina dinucleotídeo fosfato (NADPH) oxidase 

(CAVE et al., 2006), os quais desempenham efeitos diretos na regulação da expressão da 

bomba de cálcio ATPase no retículo sarcoplasmático (FERDINANDY et al., 2000; NIAN et 

al., 2004) e indução da fibrose (LI et al., 2000), contribuindo assim para a disfunção contrátil 

e a IC (WESTERMANN et al., 2007). 

 

 

1.5.3 Disfunção cardíaca na obesidade & DM2 

 

 

A obesidade e DM2 estão intimamente associados à hipertrofia cardíaca, a qual é 

definida como o aumento da massa cardíaca, devido ao crescimento do miócito e/ou do tecido 

conjuntivo (PETER; BJERKE; LEINWAND, 2016), em consequência do remodelamento 

cardíaco estabelecido por uma resposta compensatória do miocárdio à maior carga de 

trabalho. A hipertrofia pode se desenvolver em situações fisiológicas e patológicas, a 

depender do estimulo oferecido. Quando associada à HAS, a hipertrofia apresenta elevada 

morbimortalidade nos obesos, devido à presença de arritmias ventriculares, disfunção 
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ventricular sistólica e diastólica, episódios isquêmicos e morte súbita (EBONG et al., 2014; 

PATHAK et al., 2015; LAVIE et al., 2016).  

Em 1983, um estudo investigou a associação entre a obesidade e a incidência de 

doenças cardiovasculares, realizado na cidade de Framingham nos Estados Unidos, o qual 

monitorou 5.209 participantes entre homens e mulheres durante 26 anos, demonstrando que a 

obesidade é um fator de risco importante e independente para a ocorrência de doenças 

cardiovasculares (MAHMOOD et al., 2014), as quais podem evoluir para a IC e ter um curso 

fatal (ORTIZ; KWO, 2015). 

Dentre as doenças cardiovasculares a doença arterial coronariana (DAC) é a principal 

causa de IC em pacientes obesos e diabéticos.  Contudo, estudos experimentais, clínicos e 

epidemiológicos realizados nos últimos anos evidenciaram que as disfunções metabólicas do 

DM podem afetar diretamente o miocárdio, gerando alterações estruturais e funcionais no 

coração independente da HAS ou da DAC (VOULGARI; PAPADOGIANNIS; 

TENTOLOURIS, 2010; FALCAO-PIRES et al., 2012; KANDULA et al., 2016). Esta lesão, 

conhecida como cardiomiopatia diabética (CD), foi descrita pela primeira vez por Rubler e 

colaboradores (1972) em um estudo post mortem realizado em quatro indivíduos diabéticos 

adultos falecidos em decorrência de IC. Nestes indivíduos, foram evidenciadas a presença de 

hipertrofia ventricular e fibrose miocárdica na ausência de DAC, HAS, doença valvar 

adquirida ou congênita, apresentando taxa de mortalidade de até 31% ao longo de uma década 

(DANDAMUDI et al., 2014). 

A CD é caracterizada por um dano ao miocárdio proveniente da disfunção metabólica 

associada à presença de hiperglicemia, hiperlipidemia, e hiperinsulinemia. Observa-se na CD 

alterações na ativação de fatores de transcrição nos cardiomiócitos e refletindo, 

consequentemente, na expressão gênica, alteração na utilização de substratos pelo miocárdio, 

hipertrofia ventricular, disfunção diastólica e/ou sistólica, formação de agentes oxidantes, 

disfunção endotelial, disfunção mitocondrial e fibrose intersticial (ISFORT et al., 2014; 

VELEZ; KOHLI; SABBAH, 2014; JIA; DEMARCO; SOWERS, 2016).  

Em um estudo de base comunitária monitorando 6814 pessoas sem DAC, realizado por 

4 anos, foi evidenciado que os índices crescentes de síndrome metabólica estavam 

relacionados ao aumento do risco de IC (BAHRAMI et al., 2008). No momento atual, o 

consumo desenfreado de carboidratos refinados, e especialmente de frutose, induzem a RI que 

por sua vez estimula a disfunção na produção de ATP cardíaco instalando o quadro da CD 

associado à vários fatores, entre eles a inflamação (MELLOR et al., 2011).  

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Mahmood%20SS%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24084292
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Ortiz%20VE%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=26141622
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Kwo%20J%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=26141622
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=DeMarco%20VG%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=26678809
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Sowers%20JR%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=26678809
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Em estudo desenvolvido por Monnerat e colaboradores (2016) foi sugerido que o 

diabetes estimula a produção de IL-1β por macrófagos residentes dos cardiomiócitos através 

da ativação do TLR2 e do inflamassoma NLRP3. Por sua vez, os níveis aumentados de IL-1β 

levaram a redução da corrente de potássio (Ito) induzindo o prolongamento do potencial de 

ação e a maior liberação das faíscas de Ca
2+ 

do retículo sarcoplasmático nos cardiomiocitos, o 

que causou a arritimia cardiaca. 

Além da inflamação, quando a captação do AGL do miocárdio supera a capacidade 

oxidativa do coração, os AGL passam a se acumular na forma de triglicerídios 

intramiocardicos, DAG, acil CoAs de cadeia longa e ceramidas, considerados deletérios para 

a função cardíaca devido à lipotoxicidade (FINCK et al., 2002; USSHER, 2014).  

Adicionalmente a estes processos, o dano proteolítico nos cardiomiócitos resulta na 

fibrose cardíaca. O aumento da deposição do colágeno é relacionado ao aumento da expressão 

do fator de transformação do crescimento beta 1 (TGF-β1) e do fator de crescimento do tecido 

conjuntivo (CTGF), que impulsionam a produção de colágeno (CHIU et al., 2008). Além 

disso, a desregulação na degradação da matriz extracelular (MEC), decorrente da reduzida 

expressão das metaloproteinases da matriz (MMP) contribui para o aumento da deposição de 

tecido conjuntivo nos corações diabéticos e obesos (WESTERMANN et al., 2007; VAN 

LINTHOUT et al., 2008). A fibrose cardíaca tem impactos significantes na estrutura e função 

cardíaca, levando à rigidez mecânica dos cardiomiócitos, perda da complacência e dilatação 

do miocárdio (CHATURVEDI et al., 2010). Além disso, o aumento da deposição de MEC 

entre as camadas de cardiomiócitos pode interromper o acoplamento elétrico, resultando no 

comprometimento das contrações cardíacas e no aumento do risco de arritmias (PELLMAN; 

ZHANG; SHEIKH, 2016).   

Estas alterações metabólicas que levam às anormalidades estruturais e funcionais do 

coração compõem o cenário da CD, caracterizada por uma disfunção diastólica precoce com 

perda da complacência ventricular, aumento do estresse de parede, seguidas do 

comprometimento sistólico, arritmias, fibrose, apresentando como desfecho final o quadro de 

IC (BOUDINA; ABEL, 2010; TRACHANAS et al., 2014). 

Não há um tratamento eficaz para a CD, e a abordagem terapêutica comumente utilizada 

tem visado à melhora dos sinais mais precoces do DM como a hiperinsulinemia e 

hiperglicemia, buscando prevenir o desenvolvimento de comorbidades. No entanto, já existem 

terapias em estágio de investigação experimental que visam à prevenção e progressão da CD, 

tendo como alvo o metabolismo alterado dos cardiomiócitos e a deposição de colágeno no 

miocárdio (SULAIMAN et al., 2010). Entre eles pode-se evidenciar comumente o uso de 
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hipoglicemiantes orais como os inibidores da dipeptidil peptidase 4 (BOSTICK et al., 2014), 

agentes indutores da glicosúria como os inibidores do cotransportador de sódio-glicose 2 

(HABIBI et al., 2017; HAMMOUDI et al., 2017) e agonistas sintéticos do receptor de 

peptídeo semelhante a glucagon 1 (do inglês glucagon-like peptide-1 - GLP-1) (HUYNH et 

al., 2010; 2013). Um novo agente utilizado no tratamento da CD é o canabidiol, utilizado 

devido à descoberta de seus efeitos anti-inflamatórios (RAJESH et al., 2010). Contudo, a 

única opção terapêutica definitiva e eficaz para pacientes com CD agravados pela IC severa é 

o transplante cardíaco, um procedimento de alto risco, de elevado custo, agravado pelo uso 

contínuo de imunossupressores e cuja demanda por órgãos é maior que a oferta. 

Neste contexto, a regeneração tecidual atribuída à ação das MSC e de seu MC em 

situações patológicas, tanto em ensaios pré-clínicos quanto clínicos, torna as MSC e o MC 

potenciais ferramentas terapêuticas a serem investigadas para o tratamento da IC decorrente 

da CD.  

 

 

1.6 CÉLULAS-TRONCO MESENQUIMAIS (MSC)  

 

 

As MSC são um grupo de células multipotentes presentes no estroma da medula óssea, 

do tecido adiposo e tecidos mesenquimais presentes em todos os órgãos do corpo, como 

coração, cérebro, pulmão e rim (NOMBELA-ARRIETA; RITZ; SILBERSTEIN, 2011). Estas 

células indiferenciadas são facilmente isoladas, apresentam potencial de auto-renovação, 

proliferação (MALAVER-ORTEGA et al., 2012), e diferenciação em diversas linhagens 

celulares (ANISIMOV et al., 2007; MUNDRA; GERLING; MAHATO, 2013).   

Inicialmente as MSC foram isoladas da medula óssea por Friedstein e colaboradores em 

1976, caracterizando-as como células capazes de formar unidades de colônia semelhantes a 

fibroblasto in vitro. Em 1991, Caplan definiu as MSC como células que davam origem a 

outras linhagens celulares diferentes à da sua origem. Em 2005, o Comitê de Células-Tronco 

Mesenquimais e Teciduais da Sociedade Internacional de Terapia Celular (do inglês 

International Society for Cellular Therapy - ISCT) definiu as MSC atendendo aos critérios de 

serem plástico aderentes quando mantidas em cultura; com potencial de diferenciação nas 

linhagens osteogênicas, adipogênicas, e condrogênicas in vitro; serem positivas para os 

marcadores de superfície CD105, CD73, CD90, e negativos para os marcadores 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Gerling%20IC%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23215004
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Mahato%20RI%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23215004
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hematopoiéticos CD45; CD34; CD14/CD1b, CD79a/CD19 e HLA-DR (DOMINICI et al., 

2006; WADA; GRONTHOS; BARTOLD, 2013). 

Como resultado de mais de cinco décadas de investigação, as MSC emergiram como 

uma fonte celular versátil e frequentemente utilizada nos campos da medicina regenerativa e 

engenharia de tecidos (FITZSIMMONS et al., 2018), devido à facilidade de isolamento e 

secreção de moléculas bioativas e microvesículas que ativam os processos de reparo tecidual e 

promovem a imunomodulação das células imunológicas inflamatórias (HSIAO et al., 2013; 

CHOI et al., 2015). Além disso, as MSC não apresentam a expressão de moléculas do 

complexo de histocompatibilidade da superfície celular (MHC) de classe II e de moléculas 

coestimulatórias (CD80/CD86) de células T, o que evita a sua destruição pelo sistema 

imunológico do hospedeiro e fornece à MSC um estado imunoprivilegiado, visto a 

imunossupressão farmacológica não ser necessária (JAVAZON; BEGGS; FLAKE, 2004), 

tornando-as um atraente biofármaco para as inúmeras doenças degenerativas. 

 

 

1.7 MECANISMOS DE AÇÃO DAS MSC NA REGENERAÇÃO CARDÍACA  

 

 

As MSC derivadas da medula óssea são o tipo celular mais estudado no campo das 

doenças cardiovasculares, apresentando-se como uma promissora opção terapêutica 

(CAPLICE; GERSH; ALEGRIA, 2005), devido às suas características intrínsecas como por 

exemplo, auto-renovação, plasticidade e imunomodulação. Entretanto, como em todas as 

terapias celulares, a diferenciação in situ de MSC é um evento extremamente raro que não 

justifica os efeitos observados in vivo. O mecanismo de ação proposto de maior evidência é 

através de sua ação parácrina com a liberação de mediadores solúveis e microvesículas que 

transferem mRNAs, miRNA, DNA, proteínas e lipídios para células vizinhas, modificando o 

fenótipo e o microambiente (CAMUSSI et al., 2011; NAWAZ et al., 2014), propiciando a 

reparação e regeneração dos tecidos (COLLINO et al., 2011; RANGANATH et al., 2012).    

Dessa forma, a terapia com MSC para doença cardiovascular evolui da premissa de que 

as MSC são capazes de recuperar o tecido danificado, através da ação dos mediadores 

parácrinos, visto promoverem o aumento da oxigenação tecidual (angiogênese) (KINNAIRD 

et al., 2004), redução da fibrose (MOLINA et al., 2009), inibição da apoptose (HE et al., 

2009), modulação do sistema imune (HAMID; PRABHU, 2017), mobilização de células 

tronco para os tecidos danificados (VAN LINTHOUT et al., 2011), ativação dos progenitores 

https://www.ahajournals.org/doi/full/10.1161/circresaha.117.310954
https://www.ahajournals.org/doi/full/10.1161/circresaha.117.310954
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cardíacos endógenos e proliferação de cardiomiócitos (HATZISTERGOS et al., 2010), 

promovendo assim a restauração da função celular, tecidual (remodelamento) e funcional  

(HELDMAN et al., 2014).  

A angiogênese ou capacidade das MSC em promover o crescimento de novos vasos 

sanguíneos é considerada um componente chave do seu potencial terapêutico nas disfunções 

cardíacas (COPLAND, 2011). As MSC secretam fatores angiogênicos (VEGF, FGF2, SDF1, 

ANG1, MCP-1, HGF) que induzem diretamente a sobrevivência, proliferação e migração de 

células endoteliais (TAO et al., 2016), bem como, liberam microvesículas (> 200 µm) e 

exossomos (~ 50–200 µm) que induzem a angiogênese e a cicatrização em vários modelos 

experimentais, incluindo o infarto do miocárdio (BIAN et al., 2014; ZHANG et al., 2015; 

TENG et al., 2015). Em condições de precondicionamento com hipóxia, os exossomos 

derivados das MSC humanas se adaptam ao microambiente de estresse, e produzem um 

número maior de proteínas associadas à angiogênese, respondendo à necessidade da 

sobrevivência tecidual (TENG et al., 2015).  

Além da angiogênese, as MSC têm um profundo impacto na sobrevivência das células 

locais. A liberação de um grande número de fatores pró-sobrevivência neutralizam os sinais 

pró-apoptóticos induzidos pela via extrínseca ou intrínseca, quando o miocárdio encontra-se 

em estresse oxidativo (WANG et al., 2006) e isquemia (DEUSE et al., 2009). Os fatores 

antiapoptóticos secretados pelas MSC (HGF, TGF-β1, VEGF, IGF-1, Sfrp2) têm mostrado 

grande impacto na redução da apoptose (MIROTSOU et al., 2007), e o mecanismo de ação se 

dá pela ligação desses fatores aos receptores das células locais, ativando diferentes vias de 

sinalização como da MAP-cinase, PI3K-AKT e SMAD/STAT que promovem a sobrevivência 

e neutralizam os mediadores pró-apoptóticos (COPLAND, 2011).  

Outra característica marcante das MSC que levou à investigação em diversas condições 

é sua propriedade imunomoduladora, seja através da secreção de fatores solúveis (PGE2, 

HLA-G5, IL1Rα, IL-10, NO e IDO) (SINGER; CAPLAN, 2011) ou pelo contato célula-

célula (GUR-WAHNON et al., 2007). O comprometimento da irrigação sanguínea no coração 

durante o quadro de isquemia leva à morte das células cardíacas, endoteliais, fibroblásticas e 

intersticiais, provocando uma intensa resposta inflamatória mediada por neutrófilos e 

macrófagos dentro da área infartada (ONG et al., 2018). Às MSC são atribuídas diversas 

ações sobre o sistema imune.  Estas células são capazes de bloquear a fase G0 / G1 do ciclo 

celular dos linfócitos B, inibindo a produção de imunoglobulinas (IgA, IgG e IgM) e a 

diferenciação celular (KEATING, 2008). Também já foi demonstrado a capacidade destas 

células em inibir a proliferação das células dendríticas e tornando-as tolerogênicas (BIFARI et 
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al., 2008). Adicionalmente, demonstrou-se que as MSC também inibem neutrófilos, 

monócitos/macrófagos, reduzem a apoptose das células NK, induzem a proliferação de células 

T regulatórias supressoras (FIBBE; NAUTA; ROELOFS, 2007; NAUTA; FIBBE, 2007), 

reduzem a produção de citocinas inflamatórias como TNF-𝛼, IFN-γ (SOTIROPOULOU et al., 

2006) e aumentam a expressão de citocinas anti-inflamatórias como IL-4 e IL-10, estimulando  

a transição de linfócitos T para um perfil Th2 (SEMEDO et al., 2009). 

No coração isquêmico, as MSC estimulam a apoptose de neutrófilos, o que reduz a 

liberação de mediadores citoplasmáticos prejudiciais ao tecido, a exemplo das EROS, 

evitando o recrutamento secundário de neutrófilos. De modo complementar, as MSC têm a 

capacidade de recrutar macrófagos para os locais de lesão (CHEN et al., 2008) e estimular a 

transição na polaridade desses macrófagos proinflamatórios (M1) para o perfil anti-

inflamatório (M2), tornando-os imunossupressores que secretam elevados níveis de IL-10 

(MAGGINI et al., 2010; EGGENHOFER; HOOGDUIJN, 2012). 

Contudo, deve-se destacar que as MSC também podem desencadear uma resposta 

inflamatória, ou até mesmo atuar como células apresentadoras de antígenos, estimulando a 

resposta dos linfócitos TCD8
+
 e CD4

+
 (CHAN et al., 2006; CHAN et al., 2008; FRANÇOIS 

et al., 2009). Essa dualidade entre desencadear uma resposta inflamatória ou anti-inflamatória, 

resulta pelo contato das MSC aos sinais de ativação do microambiente aos qual está 

associada, sejam eles infecções ou lesões teciduais (KRAMPERA, 2011). 

Durante a fase inflamatória inicial, macrófagos e células inflamatórias produzem uma 

variedade de citocinas e fatores de crescimento conhecidos como mediadores fibrogênicos 

(TGF-β1; PDGF; FGF; TNF-α; CTGF e MCP-1) que estimulam a proliferação e diferenciação 

fenotípica de fibroblastos cardíacos em miofibroblastos produtores de colágeno (MIAS et al., 

2009; BAUM; DUFFY, 2011), e aumentam a deposição da MEC (KRENNING; ZEISBERG; 

KALLURI, 2010). Os efeitos antifibróticos das MSC são mediados em parte pela redução na 

inflamação crônica e diminuição da apoptose celular. Esses mecanismos contribuem para uma 

modificação do microambiente, diminuindo assim a fibrose tecidual, aumentando a 

proliferação de células-tronco residentes e, consequentemente, à regeneração tecidual 

(USUNIER et al., 2014).  

Estudos recentes demonstram o efeito antifibrótico das MSC através de diferentes 

mecanismos. A liberação de fatores mediada pela ação parácrina das MSC, como o HGF, é 

capaz de atenuar significativamente a fibrose miocárdica evidenciada pela redução na 

expressão dos colágenos, MMP e inibidor de metaloproteinase (do inglês tissue inhibitor 

matrix metalloproteinase - TIMP) através da ativação das vias Akt, ERK e JAK/STAT 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Baum%20J%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21297493
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Duffy%20HS%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21297493
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(SHABBIR et al., 2009; 2010). O transplante de MSC pode reduzir a expressão de TGF-β1 

(WU et al., 2013), associado à redução da fosforilação da proteína Smad-2 (LI et al., 2013; 

UENO et al., 2013), bem como a diminuição da expressão e concentração de CTGF 

evidenciando a redução da proliferação de células profibróticas, assim como a redução na 

migração, adesão de fibroblastos e deposição da MEC (FRANQUESA et al., 2012; LINARD 

et al., 2013).  

Foi demonstrado também que as MSC secretam vários fatores quimiotáticos (CCL2, 

CCL3, CCL4, CCL5, CX3CL1, CXCL5, CXCL8, CXCL10 e CXCL12) (CROITORU-

LAMOURY et al., 2007; NEDEAU et al., 2008) que contribuem para a ativação e migração 

de células tronco progenitoras (TANG et al., 2010) e de células progenitoras cardíacas para a 

área da lesão (HAIDER et al., 2008; NAKANISHI et al., 2008). Estas, por sua vez, 

promovem cicatrização e regeneração cardíaca, angiogênese e redução da área infartada 

(DAWN et al., 2005; TANG et al., 2010).  

O contato célula-célula entre a MSC com a célula do tecido lesionado é outro 

importante mecanismo relacionado ao processo regenerativo mediado pelas MSC. Atribui-se a 

este mecanismo uma troca de organelas, como mitocôndrias, e outros componentes 

citoplasmáticos, como lipídios e proteínas, através de nanotúbulos de pequeno diâmetro que 

são projetados das MSC, conectando-se às células do tecido lesionado (VIGNAIS et al., 

2017). Numerosos estudos demonstraram que a transferência de mitocôndrias entre as MSC e 

as células dos tecidos danificados é um mecanismo chave para a regeneração tecidual, visto 

promover a modulação do metabolismo celular das células receptoras. A regulação da 

respiração celular pela mitocôndria e, consequentemente, dos níveis de ATP, bem como a 

redução do dano oxidativo, foram observadas em vários estudos in vitro em que as MSC 

foram co-cultivadas com células obtidas de tecidos lesionados (ACQUISTAPACE et al., 

2011; AHMAD et al., 2014; JIANG et al., 2016). 

Sob condições patológicas, as células na área afetada secretam fatores parácrinos 

levando a um gradiente parácrino que promove a atração das MSC em direção ao órgão 

afetado, através da expressão de receptores quimiotáticos pelas MSC e de sua interação com 

as quimiocinas do local (SHEN, 2007; LIU et al., 2012), permitindo assim o processo de 

regeneração tecidual (GUNAWARDENA et al., 2019).O contato célula-célula promove a 

liberação estável e sustentada de mediadores solúveis, incluindo o fator estimulador de 

colônias de granulócitos (G-CSF), o fator estimulador de colônias de macrófagos (MCSF), o 

fator estimulador de colônias granulócitos e macrófagos (GM-CSF) e diversas interleucinas 

(IL-1, 6, 7, 8, 11, 12, 14, 15) pelas MSC para a célula lesionada (BOBIS, 2006).   
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1.8 USO TERAPEUTICO DO MC NAS DISFUNÇÕES CARDÍACAS 

 

 

Similarmente às MSC, o MC apresenta potencial terapêutico promissor por consistir no 

conjunto de fatores bioativos (microvesículas, exossomos e fatores proteicos), liberado no 

meio de cultura pelas MSC durante a proliferação celular (OSUGI, 2012), considerado uma 

fonte rica em fatores parácrinos. Segundo dados da literatura dentre estes fatores os mais 

comumente encontrados no MC são o G-CSF (KIM et al., 2014), VEGF, IGF-1 (SADAT et 

al., 2007), HGF e SDF-1 (CHINNICI et al., 2019).  

Tem-se intensificado nos últimos anos os estudos acerca do uso terapêutico do MC em 

modelos experimentais de diferentes doenças, tais como acidente vascular cerebral (CHANG 

et al., 2013; INOUE et al., 2013), lesão da medula espinhal (CANTINIEAUX et al., 2013), 

lesão pulmonar (SU et al., 2019), lesão hepática aguda (XAGORARI et al., 2013; DU et al., 

2013), e infarto do miocárdio (TIMMERS et al., 2011). O racional teórico para esta 

investigação justifica-se uma vez que os fatores presentes no MC desempenham relevante 

papel no reparo e na regeneração tecidual através da modulação de diferentes vias de 

sinalização celular (MIROTSOU et al., 2011; HARRELL et al., 2019). Dentre as ações 

atribuídas ao MC relacionadas à regeneração tecidual apontam-se as ações antiapoptótica, 

antifibrótica, imunomodulatória, angiogênica e antitumorigênica (TIMMERS et al., 2011; 

KOLOSA et al., 2015; ALESSIO et al., 2017).  

Dentre as doenças cardiovasculares, o infarto do miocárdio é extensivamente 

investigado e diversos estudos propõem o uso dos fatores bioativos do MC para a promoção 

da regeneração estrutural e funcional do coração infartado. Os mecanismos envolvidos neste 

processo incluem a neovascularização (ESTRADA et al., 2009), a modulação inflamatória e a 

ação antifibrótica pós-infarto (GNECCHI et al., 2008; DE SOUZA et al., 2010; KAMIHATA 

et al., 2001), o reestabelecimento do metabolismo cardíaco (FEYGIN et al., 2007), 

recuperação da contratilidade cardíaca (GNECCHI et al., 2006) e a mobilização de células-

tronco endógenas (WINDMOLDERS et al., 2014).  Estes efeitos foram atribuídos em parte à 

redução da sinalização do TGF-β1 e da apoptose através da diminuição dos níveis da Smad 2 

fosforilada e da caspase 3 ativada (TIMMERS et al., 2007).  

A capacidade antifibrótica do MC das MSC ainda não é completamente entendida, 

porém foi demonstrada por Ohnishi e colaboradores (2007) que o MC pode inibir a 

proliferação de fibroblastos cardíacos e atenuar a expressão dos colágenos tipo I e II, 

revertendo o remodelamento miocárdico após o infarto. 
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Outro efeito benéfico atribuído aos fatores bioativos liberados pelas MCS é o aumento 

do acoplamento excitação-contração nos cardiomiócitos ventriculares, resultando na melhora 

da contratilidade cardíaca. O aumento do transiente de cálcio (Ca
2+

) e a aceleração no seu 

decaimento, podem ser explicados pela maior atividade da bomba de cálcio ATPase  do 

retículo sarcoplasmático (SERCA) por intermédio da ativação PI3K/Akt (DESANTIAGO et 

al., 2012). As MSC liberam uma série de fatores de crescimento de ação paracrina, e seus 

efeitos são mediados pela via PI3K/Akt, possibilitando não só uma melhor contratilidade, mas 

também promovendo efeitos antiapoptóticos e maior sobrevivência dos cardiomiócitos 

ventriculares (DESANTIAGO et al., 2012). 

No coração infartado, os efeitos de reparo e regeneração são potencializados devido à 

liberação de moléculas associadas ao estresse celular pelos cardiomiocitos no microambiente 

da lesão, promovendo a superexpressão de fatores parácrinos e, consequentemente, a 

quimiotaxia de MSC transplantadas para o local da lesão (YU et al., 2010). 

Demonstrou-se que o coração infartado submetido ao tratamento com MSC apresentou 

elevados níveis de expressão de várias citocinas angiogênicas, entre elas o VEGF, 

angiopoietina-1 e 2, fator de crescimento de fibroblastos básico (bFGF), HGF (BUSSOLINO 

et al., 1992), fator de crescimento derivado de plaquetas (PDGF-B) (TAO et al., 2016). 

Takahashi e colaboradores (2006) submeteram células mononucleares da medula óssea à 

condição de normóxia e hipóxia a fim de mimetizar o microambiente decorrente da isquemia 

cardíaca. Estas células em cultura foram capazes de secretar diversas citocinas (VEGF, IL-1, 

PDGF, e IGF-1), observando-se uma maior secreção destas em condição de hipóxia. 

Cardiomiócitos isolados enzimaticamente de coração de ratos adultos, quando cultivados na 

presença do sobrenadante obtido das células submetidas à hipóxia reduziram a apoptose e 

preservaram a capacidade contrátil. Os sobrenadantes destas células em normóxia ou hipóxia 

foram capazes de induzir angiogênese, redução da área fibrótica e melhora da função cardíaca 

em modelo experimental de infarto agudo do miocárdio quando administrados por via 

intramiocárdica associada à via intraperitoneal.  

Baseado nas descobertas da capacidade benéfica exercida pelos fatores ativos liberados 

pelas MSC, Gnecchi e colaboradores (2005; 2006) induziram uma maior liberação de 

moléculas parácrinas por manipulação genética das MSC. A manipulação genética empregada 

por Gnecchi e colaboradores (2006) foi a superexpressão do gene Akt pelas MSC, as quais 

foram pré-condicionadas à hipóxia, produzindo um MC capaz de prevenir a morte de miócitos 

ventriculares isolados, através da redução da necrose e/ou apoptose por uma menor produção 
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da caspase 3, e assim a redução significativa no tamanho da área infartada (GNECCHI et al., 

2006).  

Coletivamente, estes estudos com MC embasam a hipótese de que os efeitos 

terapêuticos das MSC se dão por meio de ação parácrina. Adicionalmente a liberação dos 

fatores bioativos solúveis, as MSC também secretam exossomos no MC que são de tamanho 

variável entre 30 e 100 nm que se originam após a fusão de endossomos com a membrana 

plasmática (LAI; CHEN; LIM, 2011), contendo numerosas moléculas bioativas (proteínas, 

lipídios, RNA mensageiro - RNAm e microRNAs - miRNAs) encapsuladas, responsáveis pela 

sinalização intercelular (GALLINA; TURINETTO; GIACHINO, 2015). 

A utilização de exossomos purificados presentes no MC ganha destaque na regeneração 

miocárdica em diferentes ensaios in vitro e in vivo, atribuindo-se este efeito a modulação da 

inflamação cardíaca em condição isquêmica. Zhao e colaboradores (2019) demonstraram em 

modelo experimental de isquemia-reperfusão que a administração de exossomos na borda da 

área de infarto induziu a modulação do perfil inflamatório de macrófagos M1 para M2 através 

da inibição de TLR4 no macrófago e ativação da via PI3K/AKT, importante para a modulação 

da polarização M2 (HUA et al., 2007; VERGADI et al., 2017).  

Até o momento não há um tratamento específico no que tange as complicações 

cardíacas decorrentes da obesidade e do DM2 que apresentam, em quase sua totalidade, um 

curso fatal. Portanto, diante deste promissor cenário do efeito das MSC e/ou MC na 

regeneração do miocárdio em condições de isquemia cardíaca, torna-se pertinente a 

investigação acerca do efeito terapêutico das MSC e/ou MC sobre às disfunções cardíacas 

decorrentes do quadro de obesidade e diabetes que promova a regeneração do miocárdio, 

sendo a IC e a morte o desfecho da grande maioria dos pacientes acometidos.  
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CAPÍTULO 1 

 

  

2 JUSTIFICATIVA 

 

 

A obesidade possui uma estreita relação com o desenvolvimento de alterações 

estruturais e funcionais no coração. Estas anormalidades incluem arritmias, fibrose cardíaca, 

hipertrofia concêntrica (LAVIE et al., 2008),  disfunções diastólica (WANG et al., 2015) e 

sistólica (CRENDAL et al., 2013) do ventrículo esquerdo e hipertrofia excêntrica, agravando-

se este quadro quando em associação com o DM2 e CD (ALPERT, 2001). O curso deste 

comprometimento cardíaco é debilitante, levando à IC e ao maior risco de morte súbita por 

mecanismos ainda não completamente elucidados (GAASCH; ZILE, 2011; ABEL; LITWIN; 

SWEENEY, 2008). Devido à eficácia limitada das drogas e das terapêuticas utilizadas na 

prevenção do remodelamento cardíaco e da progressão à IC em pacientes com obesidade e 

DM2, a única opção definitiva e eficaz descrita para estes pacientes com IC avançada é o 

transplante cardíaco, procedimento de alto risco, elevado custo, demanda muito maior do que 

a oferta, e que necessita do uso contínuo de imunossupressores. Neste cenário, a medicina 

regenerativa tem trazido novas perspectivas para o tratamento das cardiomiopatias, através de 

terapias celulares baseadas na utilização de fatores de crescimento (DALTRO et al., 2015; 

VASCONCELOS et al., 2013; MACAMBIRA et al., 2009), das MSC, e do MC 

(TAKAHASHI et al., 2006). Contudo, apesar das evidências acerca dos efeitos benéficos das 

MSC sobre as anormalidades decorrentes do DM2 e da obesidade (LEE; HSIAO; LEE, 2017), 

e mais especificamente sobre a CD, ainda não estão elucidados os mecanismos de ação 

envolvidos na regeneração cardíaca. Por isso no presente estudo, investigaram-se os efeitos 

terapêuticos das MSC derivadas da medula óssea e do seu MC sobre as anormalidades 

cardíacas decorrentes da obesidade e do DM2 induzidos em camundongos C57Bl/6 

alimentados com dieta hiperlipídica. 

 

 

 

 

 

 

https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0735109711028397#!
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3 HIPÓTESE 

 

 

A terapia celular baseada no transplante de células mesenquimais de medula óssea ou 

administração do MC obtido da cultura destas reverte as disfunções cardíacas e metabólicas 

decorrentes da obesidade e do DM2. 

 

 

4 OBJETIVOS 

 

 

4.1 GERAL 

 

 

Avaliar o potencial terapêutico das MSC e de seu MC no tratamento das disfunções 

cardíacas decorrentes da obesidade e do DM2 em modelo experimental, bem como os seus 

mecansimos de ação.  

 

 

4.2 ESPECÍFICOS 

 

 

Avaliar as alterações cardíacas em camundongos submetidos à ingestão de dieta 

hiperlipídica através de ensaios bioquímicos e funcionais cardíacos;  

Avaliar o potencial terapêutico das MSC e do MC sobre as alterações bioquímicas e 

cardíacas associadas à obesidade e ao DM2 em modelo experimental in vivo. 

Investigar os mecanismos de ação envolvidos no efeito das MSC e do MC sobre as 

disfunções decorrentes do uso prolongado da dieta hiperlipídica. 
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5 DESENHO EXPERIMENTAL  

 

 

 

 
 
Figura 3 - Desenho experimental. Os animais foram monitorados durante todo o modelo experimental, inclusive 

no início do desenho experimental (0), antes da administração do tratamento (36 semanas) e com 8 e 11 semanas 

após o término dos tratamentos com MC e MSC, respectivamente (51 semanas). Animais foram eutanasiados em 

duas semanas ao fim da reavaliação pós-tratamento.   
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6 MATERIAL E METODOS  

 

 

6.1 INDUÇÃO DA OBESIDADE E DM2 

 

 

Camundongos C57BL/6 machos de seis semanas de idade (n=38) foram mantidos no 

biotério do Centro de Biotecnologia e Terapia Celular do Hospital São Rafael (Salvador, 

Brasil), em temperatura constante (20 ± 2 ° C), umidade controlada (50%), acesso ad libitum 

à ração e água com exposição constante ao ciclo claro-escuro de 12 em 12 horas. Todos os 

procedimentos experimentais deste estudo foram aprovados pela Comissão de Ética no Uso 

de Animais (CEUA) do IGM/FIOCRUZ sob número de protocolo 017/2012.  

Todos os camundongos foram alimentados com uma ração padrão durante as 6 

primeiras semanas de idade. Em seguida os camundongos foram divididos em dois grupos: 

dieta padrão (STD; n=10) (Nuvital) e dieta hiperlipídica a base de gordura saturada de banha 

de porco (HFD; n=28) (Pragsoluções Biociências; Jaú - SP) por 36 semanas para indução de 

obesidade e DM2 (Figura 3). A composição das dietas é apresentada na Tabela 1.  
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Tabela 1 - Composição da HFD e da STD. 

Dieta HF       Dieta ST  

 Gramas % kcal%  Gramas % kcal% 

Proteínas 23,4 17,5 Proteínas 16,8 16,4 

Carboidratos 33,2 24,69 Carboidratos 74,3 73,1 

Gorduras 34,6 57,9 Gorduras 4,8 10,5 

Total   Total   

Kcal/g 3,87 100 Kcal/g 4,07 100 

Ingredientes Gramas % kcal% Ingredientes Gramas 
% 

kcal% 

Matéria seca 95,7 0 Caseína, 30 mesh 228 912 

Fibras 4,2 0 DL-metionina 2 0 

Amido de milho - 928 Maltodextrina 10 170 680 

Sacarose 10,0 400 Amido de milho 835 3340 

Óleo de soja 8,6 774 Sacarose 0 0 

Banha de porco 24,7 2223 Óleo de soja 25 225 

Mix mineral  4,6 0 Óleo de coco hidrogenado 40 360 

Sódio 2,1 0 Mix mineral S10001 40 0 

Potássio 4,60 0 Bicarbonato de Sódio 

bicarbonate 

10,5 0 

Cálcio 4,76 0 Citrato de Potássio, 1 H2O 4 0 

   Mix de Vitamina V10001 10 40 

   Bitartarato de colina 2 0 

   FD&C corante amarelo #5 0,1 0 

Total 159.26 4325  1366.6 5557 

Fonte: Modificado de Nuvital (https://quimtia.com/pb/pais/brasil/) e Pragsoluções Biociências 

(http://www.pragsolucoes.com.br/) 

 

 

6.2 CULTURA E ISOLAMENTO DAS MSC E PREPARAÇÃO DO MC 

 

 

As MSC de camundongos C57Bl/6 foram obtidas da medula dos fêmures e tíbias, com a 

inserção de uma seringa de 26G na cavidade do osso e lavagem com injeção de 5 mL de 

Dulbecco’s modified Eagle’s medium (DMEM, Gibco, Grand Island, NY, EUA). As células 

obtidas foram centrifugadas a 1500 rpm por 10 minutos e ressuspensas em meio completo 

(DMEM suplementado com 10% de soro bovino fetal (SBF) (ThermoFisher Scientific, 

Waltham, MA, EUA), 100 UI /ml de penicilina e 100 mg/ml de estreptomicina 

(ThermoFisher Scientific), onde foram cultivadas e expandidas até a 8ª passagem. As culturas 

foram mantidas em estufa a 37° C com 5% de CO2. O meio de cultura foi trocado a cada 3 

dias, possibilitando a remoção das células não-aderentes da cultura. Ao atingir 90% de 
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confluência, as células aderentes à placa foram tripsinizadas (Tripsina-EDTA 0,05%; 

ThermoFisher Scientific) e transferidas para frascos de cultura contendo meio suplementado 

com SBF (10%) e Pen/Strep (1%). O MC foi preparado utilizando o sobrenadante das MSC 

na 4ª passagem, apresentando 80-90% de confluência. As células foram lavadas duas vezes 

com solução tampão fosfato-salino (PBS) e transferidas para um DMEM isento de soro, sem 

vermelho de fenol, suplementado com Pen/Strep durante 48 h. O MC foi colhido e 

concentrado 25x por centrifugação a 3.000 g durante 50 min a 20°C, utilizando o sistema de 

filtração Centriprep de 3 kDa (Millipore, Billerica, MA, EUA). O MC foi armazenado a -

80°C até a utilização. Um meio de cultura sem células foi preparado sob as mesmas condições 

e utilizado como controle negativo.  

 

 

6.3 CARACTERIZAÇÃO FENOTÍPICA E DIFERENCIAL DAS MSC 

 

 

As MSC foram tripsinizadas, ressuspensas e lavadas duas vezes em solução salina a 

0,9% a 3000 rpm por 2 minutos. As MSC (5x10
5
 células) foram incubadas durante 5 minutos 

com anti-CD16/CD32 (BD Biosciences, San Diego, CA, EUA). Posteriormente, as células 

foram incubadas durante 30 min com os seguintes anticorpos: Sca1-PE-Cy5.5 (Caltag 

Medsystems, Buckingham, UK), CD45-APC, CD11b, CD44-PE (BD Biosciences), CD29-

APC e CD105-PE (BioLegend, San Diego, CA, EUA) ou seus isotipos controle, diluídos 

1:100 em tampão PBS 1x com 1% BSA. Após incubação e duas lavagens com PBS 1x, foram 

adquiridos 50.000 eventos por citometria de fluxo (LSR Fortessa, BD Biosciences) e 

analisados através do software FACSDIVA (BD Biosciences). 

Para avaliar o potencial de diferenciação das MSC, foi realizado o ensaio de 

diferenciação “trilinear” (adipogênico, osteogênico e condrogênico) com kits específicos, 

seguindo as instruções do fabricante (ThermoFisher Scientific). As culturas foram coradas 

com Oil Red O, Alcian Blue e Alizarin Red S (Sigma-Aldrich, St Louis, MO, EUA) para 

avaliar a diferenciação adipogênica, condrogênica e osteogênica, respectivamente.  
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6.4 CARACTERIZAÇÃO DO MC 

 

 

O MC das MSC foi preparado e o conteúdo proteico foi caracterizado utilizando o kit 

Proteome Profile Array Mouse XL Cytokine Array (R&D Systems, Minneapolis, MN, USA) 

para a análise de 111 citocinas diferentes de acordo com as instruções do fabricante. A 

detecção foi feita por reação de quimioluminescência e quantificada por densitometria através 

do software ImageJ (NIH, EUA), e por analisador de Protein Array de Gilles Carpentier 

(2010).  

 

 

6.5 TRATAMENTO DOS CAMUNDONGOS COM MSC E MC 

 

 

Após 36 semanas de indução da obesidade e DM2, todos os testes bioquímicos e 

funcionais cardíacos foram repetidos e concluídos em duas semanas. Na 39ª semana a HFD 

foi substituída pela STD, e os camundongos obesos divididos aleatoriamente em três 

subgrupos, de acordo com o tratamento a ser administrado: (i) MSC (n=10): 5×10
5
 

células/camundongo ressuspendidas em 100 μl de salina via veia da cauda, em 2 dias 

consecutivos; (ii) MC-MSC (n = 10): 100 μl de MC/camundongo em 3 ciclos com 3 dias 

alternados de administração i.v./ciclo e (iii) DMEM (n = 8): 100 μl de DMEM/camundongo 

em 3 ciclos com 3 dias alternados de administração i.v. O intervalo entre cada ciclo foi de 9 

dias (Figura 4). Os camundongos foram eutanasiados duas semanas após o término da 

reavaliação pós-tratamento, sob anestesia com cetamina (5%) (Vetanarcol; Konig S.A., 

Buenos Aires, Argentina) e xilazina (2%) (Sedomin, Konig S.A.).  
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Figura 4 - Modelo terapêutico. Camundongos alimentados com HFD tiveram a ração substituída pela ração STD 

na 39ª semana experimental e foram divididos em três grupos: Tratados com MSC (Duas injeções i.v. pela veia 

da cauda, com um intervalo de 24 hs); Tratados com MC ou DMEM (100 µl i.v./animal em três cursos de três 

injeções em dias alternados, e intervalo de 9 dias entre cada ciclo).  

 

 

6.6 ANÁLISE BIOQUÍMICA E MURINOMÉTRICA 

 

 

A indução da obesidade e do DM2 foi monitorada mensalmente através da medição do 

peso corporal e dos níveis de glicemia de jejum, além de uma avaliação trimestral da 

tolerância à glicose, com amostras sanguíneas coletadas da veia da cauda. 

As medições individuais de peso foram realizadas com o auxílio de uma balança semi-

analítica (Tepron – Equipment, São Paulo, Brasil). O teste de glicemia em jejum foi realizado 

7 horas após a última ingestão alimentar, enquanto que o teste de tolerância à glicose (TTG) 

foi realizado após o jejum de 4 horas, injetando uma solução de glicose (Sigma) composta por 

2g /kg de peso do animal, diluída em salina e administrada via intraperitoneal. Amostras de 

sangue da cauda foram colhidas no tempo inicial do teste (finalização do jejum), e em 15, 30, 

60 e 120 minutos após a injeção de glicose. As mensurações glicêmicas foram realizadas 

utilizando um glicosímetro Accu-check (Roche Diagnostics, Mannhein, Alemanha). Para a 

avaliação do colesterol total, amostras de plasma foram coletadas no período de pré-indução 

(T0), 36ª e 51ª semana do modelo experimental. As amostras de sangue foram coletadas, 

dispensadas em microtubos e centrifugados a 1000 rpm a 4°C por 10 min para a obtenção do 
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plasma, que foi armazenado a -80° C para posterior análise no LabMax 560 (LAbtest 

Diagnostic SA, Lagoa Santa, Brasil), através do método colorimétrico enzimático. 

 

 

6.7 ANÁLISE FUNCIONAL CARDÍACA 

 

 

A avaliação da função cardíaca dos camundongos realizada trimestralmente incluiu a 

ecocardiografia (ECO), a eletrocardiografia (ECG) e o teste ergométrico.  Para a realização do 

ECO e do ECG, os camundongos foram anestesiados com isoflurano inalado (0,5%) (Visual 

Sonics; Toronto, Canadá).  

O ecocardiograma transtorácico foi realizado utilizando o ecossistema Vevo 770 (Visual 

Sonics) equipado com um transdutor de 30 MHz (modelo 707B RMV; Visual Sonics).  Os 

camundongos foram posicionados em decúbito dorsal e mantidos em uma placa 

termoregulada a 37°C, possibilitando a obtenção das imagens em diferentes janelas acústicas.  

A aquisição dos registros do ECG foi realizada utilizando a derivação bipolar I, obtido 

do Sistema PowerLab Bio Amp (PowerLab 2/20, ADInstruments, Castle Hill, Austrália), 

permitindo o registro de sinais biológicos em animais com isolamento elétrico completo. 

Todos os registros adquiridos foram analisados no Windows Chart 5 (PowerLab) e filtrados 

(1 a 100 Hz) para minimizar os ruídos do sinal ambiental a uma taxa de amostragem de 1 

kHz.  

Para avaliar a capacidade de realizar exercício físico do animal, utilizou-se uma câmara 

de acrílico com esteira motorizada (LE 8700, Panlab, Barcelona, Espanha), na qual a 

velocidade e a intensidade de choque (mA) foram controladas por um potenciômetro (LE 

8700-treadmill control, Panlab), a fim de avaliar a capacidade física desses animais em 

realizar exercício. A temperatura ambiente média foi de 21 ± 1 °C. Após um período de 

adaptação de 30 min na câmara da esteira, os camundongos foram exercitados em 5 

velocidades diferentes (7,2, 14,4, 28,8, 43,2 e 57,6 m/min), com aumentos iniciais de 

velocidade de 5 min e a partir da terceira velocidade 10 min de exercício em cada velocidade. 

A velocidade da esteira foi aumentada até que o animal não conseguisse mais sustentar a 

velocidade exposta e permanecesse mais de 10 s em uma grade de aço inoxidável eletrificada, 

a qual fornecia estímulo elétrico para manter os camundongos em movimento. 
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6.8 ANÁLISE HISTOPATOLÓGICA 

 

 

Os corações dos 38 camundongos foram removidos e divididos igualmente, de modo 

que a metade dos átrios e ventrículos foi usada para histologia, enquanto a outra metade foi 

usada para extração de RNA.  

Os corações foram removidos e fixados em formalina tamponada a 10%. As secções 

cardíacas foram analisadas por microscopia óptica após a inclusão em parafina e microtomia, 

seguida de coloração com Sirius Red para avaliar a presença de fibrose. As imagens foram 

digitalizadas utilizando uma câmara de vídeo digital colorida (CoolSnap, Montreal, Canadá) 

adaptada ao microscópio BX41 (Olympus, Tóquio, Japão). As imagens foram analisadas 

usando Image Pro 7.0 (Media Cybernetics, San Diego, CA, EUA). 

A análise cega foi realizada em 10 campos capturados por coração, identificando áreas 

de fibrose e evitando vasos sanguíneos (aumento de 200x). A porcentagem de fibrose foi 

estimada em cada campo utilizando o software Image-Pro Plus, onde a porcentagem da área 

vermelha foi comparada com as demais áreas do campo. 

 

 

6.9 ANÁLISE QUANTITATIVA POR RT-qPCR 

 

 

Corações foram removidos e utilizados para a extração de RNA, conforme descrito na 

seção anterior. O RNA foi extraído do tecido cardíaco com 1mL do reagente TRIzol 

(Invitrogen, Carlsbad, CA) para 100 mg de tecido, e a concentração determinada por medição 

no Nanodrop 2000 (Thermo Scientific). O kit high-capacity cDNA reverse transcription 

(Thermo Scientific) foi utilizado para sintetizar cDNA a partir de 1 μg de RNA, de acordo 

com as recomendações do fabricante Thermo Scientific. A análise da expressão do RNA foi 

realizada através de PCR em Tempo Real usando o Taqman™ Universal PCR Mastex Mix 

(Thermo Scientific) e as sondas TaqMan para Adipoq (Mm00456425_m1), Tnf 

(Mm00443258_m1), Gata4 (Mm00484689_m1), Tgfb1 (Mm00441724_m1), Pparg 

(Mm01184322_m1), Mmp9 (Mm00442991_m1) Timp1 (Mm00441818_m1), Cx43 

(Mm00439105_m1), Tnni (Mm00437164_m1), Socs3 (Mm 00545913_s1), Col1a1 (Mm 

00801666_g1), Igf1 (Mm004395 60_m1), Vegf (Mm 00437304_m1), juntamente com o 

SYBR™ Green PCR Master Mix. Todas as reações foram realizadas em duplicata no 
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equipamento de PCR em Tempo Real ABI 7500 (Applied Biosystems). As amostras foram 

normalizadas com GAPDH (controle endógeno), um controle sem amostra e outro sem a 

transcrição reversa também foram incluídos. O método do threshold cycle (2
-ΔΔCt

) foi 

utilizado para analisar os resultados (SCHMITTGEN; LIVAK, 2008). Os dados foram 

analisados utilizando o software GraphPad versão 5 (San Diego, CA, EUA). 

 

 

6.10 ANÁLISE ESTATÍSTICA 

 

 

Os dados foram expressos como média ± erro padrão da média (SEM) para o número de 

animais em cada grupo. O teste t de Student foi utilizado para comparar as variáveis 

quantitativas dos dois grupos em um ponto. Quando dois ou mais grupos foram comparados, a 

análise de variância (ANOVA) foi aplicada, seguida por Bonferroni pós-teste. A Diferença 

significante considerada foi de P <0,05. A análise estatística foi realizada com o software 

Graph Pad Prism 5.0. (San Diego, CA, EUA). 
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7 RESULTADOS 

 

 

7.1 AVALIAÇÃO DO EFEITO DA TERAPIA CELULAR SOBRE AS ALTERAÇÕES 

CARDIACAS DECORRENTES DA OBESIDADE E DM2 EM MODELO 

EXPERIMENTAL 

 

 

7.1.1 Caracterização das MSC e MC 

 

 

As MSC de medula óssea foram submetidas com sucesso às diferenciações 

adipogênicas, osteogênicas e condrogênicas (Figuras 3A-C), e foram caracterizadas por 

citometria de fluxo, com expressão dos marcadores celulares CD29, CD44, CD105 e Sca-1 na 

maioria das células, e baixa frequência dos marcadores de células hematopoiéticas CD11b e 

CD45 (Figura 3D). Através da análise do protein array foi possível detectar a presença de 19 

citocinas, incluindo quimiocinas, fatores de crescimento, moléculas de adesão e outras 

proteínas envolvidas na apoptose, inflamação e angiogênese (Figura 4). 
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Figura 5 - Caracterização das MSC dos camundongos C57Bl/6. MSC foram positivas para a diferenciação em 

adipócitos utilizando o oil red (a), positivas para osteócitos com alizarin red S (b) e positivas para condrócitos 

com alcian blue (c). Análises no citômetro de fluxo mostraram que as MSC (8ª passagem) foram positivas para 

CD105, Sca-1, CD29 e CD44, e negativas para CD11b e CD45 (d). 
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Figura 6 - Caracterização do MC por protein array. Análise das proteínas presentes no MC realizada através de 

um kit de detecção de até 111 proteínas com anticorpos de captura, incluindo citocinas, moléculas de adesão e 

fatores tróficos. A quimioluminescencia das citocinas detectadas foi semi-quantificada avaliando a intensidade 

de cada spot em uma escala de cinza. A densidade de cada proteína é mostrada como media ±SD de spots 

duplicados. 

 

 

7.1.2 A remoção da HFD em camundongos obesos reduz o peso corporal, a glicemia em 

jejum, TTG e o colesterol total 

 

 

Na 28ª semana de indução de obesidade e DM2 com a HFD, foi observado um aumento 

significante do peso corpóreo, da glicemia em jejum, colesterol total (Figuras 5A-C) e do 

TTG (Figuras 6B), em comparação aos camundongos alimentados com a dieta STD. 

Diferenças estatisticamente significantes nos resultados do peso corpóreo e glicemia em jejum 

foram encontradas com 28 semanas de indução (Figuras 5A e B). Na 39ª semana, a HFD foi 

substituída pela dieta STD, enquanto os camundongos recebiam as administrações de MSC, 

MC ou DMEM. Na 40ª semana, independente do tratamento administrado, os grupos 

apresentaram uma considerada redução do peso corpóreo e glicemia em jejum. Oito e onze 

semanas após o término dos tratamentos (51 semanas), os níveis plasmáticos de glicose e de 
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colesterol foram reduzidos em todos os camundongos que, também, apresentaram perda de 

peso corpóreo, sem diferenças estatísticas significativas entre os diferentes grupos 

experimentais (Figura 5). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

0 4 8 12 16 20 24 28 32 36 40 44 48 51
100

120

140

160

180

200

**
***

Tratamento

*

Semanas

G
li
c
e
m

ia
 (

m
g

/d
L

)

B 

0 4 8 12 16 20 24 28 32 36 40 44 48 51
25

30

35

40

45

50

STD

HFD

*** ***

DMEM

MSC

Tratamento

MC

‡

**

Semanas

P
e
s
o

 c
o

rp
ó

re
o

 (
g

)

C 

0

50

100

150
***

0 36 51

STD

HFD

MSC

MC

DMEM

Semanas

C
o

le
s
te

ro
l 
(m

g
/d

L
)

A 



59 

 
Figura 7 - Análise do peso corpóreo, glicemia em jejum e colesterol total. Peso corpóreo (a) e glicemia em 
jejum (b) foram mensurados mensalmente até o fim do desenho experimental (51 semanas). O colesterol total 

(c) foi avaliado no período basal, em 36 semanas de indução e com 51 semanas de experimento. Após a 

indução com a HFD, os camundongos tiveram a dieta substituída pela padrão e receberam os tratamentos com 

MSC ou MC, ou DMEM (39 semanas). Valores são expressos como media ± SEM de 8 a 10 

camundongos/grupo. Camundongos alimentados com dieta padrão (STD) vs. Alimentados com HFD, ***P ≤ 

0.001; **P ≤ 0.01; *P ≤ 0.05. Camundongos alimentados com dieta padrão (STD) vs. Tratados com DMEM, 

‡
P ≤ 0.05). 

 

 

A HFD induziu intolerância à glicose, evidenciada na ausência na redução dos níveis de 

glicose plasmática para os valores iniciais da concentração glicêmica após 120 minutos da 

injeção intraperitoneal de glicose (Figuras 6A e B). A intolerância à glicose também foi 

revertida na 51ª semana, independentemente do tratamento (Figura 6C). 
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Figura 8 - Teste de tolerância à glicose (TTG). Glicemia foi mensurada do início (pré-indução ou tempo 0) (a) 

até a conclusão da 36ª semana de indução com a HFD (36 semanas) (b), e ao final de 8 e 11 semanas após o fim 

do tratamento com MC e MSC, respectivamente (51 semanas) (c). Após a indução, os animais com RI e 

obesidade, retornaram para a dieta padrão, recebendo MSC, MC ou DMEM como tratamento. (Valores são 

expressos como media ± SEM de 8 a 10 camundongos/grupo. Camundongos alimentados com dieta padrão vs. 

Alimentados com HFD, *P ≤ 0.05. HFD em 120 min vs. HFD no tempo basal ###P ≤ 0.001).  

 

 

7.1.3 Administração das MSC e do MC revertem as alterações da função cardíaca em 

camundongos obesos  

 

 

Após trinta e seis semanas de administração da HFD, camundongos obesos 

desenvolveram arritmias cardíacas de diferentes graus de gravidade, tais como, bloqueio 

atrioventricular de 1º grau e total, distúrbio de condução atrial ou ventricular, ritmo juncional 

(Figura 7B), bigeminismo ventricular, e taquicardia ventricular polimórfica, enquanto que 

nenhum distúrbio elétrico foi registado nos camundongos alimentados com a dieta STD 

(Tabela 2, Figura 7A). A terapia celular reverteu as arritmias em 75% dos animais tratados 

com MSC e em 66,6% com MC (Tabela 2). Em contra partida, os camundongos alimentados 

com HFD e tratados com DMEM não apresentaram melhoras nas arritmias (Tabela 2, Figura 

8). 
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Figura 9 - Traçados eletrocardiográficos de camundongo tratado com MSC. No período basal os traçados 

demonstraram um ritmo sinusal normal (a), enquanto com 36 semanas de indução com a HFD foi observada a 

presença do ritmo juncional (b), e após tratamento com MSC, o coração volta a apresentar ritmo sinusal normal 

(c). 
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Tabela 2 - Presença de arritmias na 36ª semana de indução com HFD (pré-tratamento), após 8 semanas de tratamento com MC e 11 semanas de tratamento com MSC (51 

semanas). 

  

  

  

Ritmo 

sinusal 

normal 

BAV 1º grau Distúrbio de 

condução 

atrial 

Ritmo 

juncional 

Distúrbio de 

condução 

ventricular 

Bigeminismo 

Ventricular 

Taquicardia 

ventricular 

polimórfica 

Dissociação 

AV 

Pré- 

trat  

Pós- 

trat 

 

Pré- 

trat  

 

Pós- 

trat 

 

Pré- 

trat  

 

Pós- 

trat 

 

Pré- 

trat  

 

Pós- 

trat 

 

Pré- 

trat  

 

Pós- 

trat 

 

Pré- 

trat  

 

Pós- 

trat 

 

Pré- 

trat  

 

Pós- 

trat 

Pré- 

trat 

Pós- 

trat 

 

STD 

(n=10)  10 10 - - - - - - - - - - - - - - 

HF + 

DMEM 

(n=08)  

2 1 - 1 1 1 2 2 1 1 1 1 1 1 - - 

HF + 

MSC 

(n=10)  

2 8 * 1 1 1 - 1 - 1 - 2 - 1 - 1 1 

HF + MC 

(n=10)  1 7 * 2 2 1 - 1 1 1 - 2 - 2 - - - 

Fonte: Autor 
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Figura 10 – Gravidade das arritmias. Distúrbios de condução cardíaca apresentados pelos camundongos, 

expressos em unidades arbitrárias em 36 semanas de indução (Pré-trat) e em 51 semanas (Pós-tratamento). Grau 

de severidade: 0, sem distúrbios de condução cardíaca; 1, bloqueio átrio-ventricular de primeiro grau; 2, 

distúrbio de condução atrial; 3, ritmo juncional; 4, distúrbio de condução ventricular; 5, bigeminismo ventricular; 

6, taquicardia ventricular polimórfica; e 7, dissociação AV. (Valores são expressos como média ± SEM de 8 a 10 

camundongos/grupo. Pré-tratamento vs tratados com MSC, pré-tratamento vs tratado com MC, * P ≤ 0,05; ** P 

≤ 0,01. Tratados com DMEM vs tratados com MSC, tratados com DMEM vs tratados com MC, #P ≤ 0,05; ## P 

≤ 0,01). 

 

 

Ao final das 36 semanas de indução, camundongos obesos apresentaram uma redução 

significativa na distância percorrida durante o teste ergométrico quando comparados aos 

camundongos controles (Tabela 3). Contudo, a capacidade de realizar exercício físico foi 

parcialmente recuperada nos camundongos obesos tratados com MSC e MC, quando 

comparado ao grupo HFD em 36 semanas (Tabela 3). Os animais tratados com DMEM não 

apesentaram diferenças estatísticas quando comparados ao período pré-tratamento (36 

semanas). As avaliações cardíacas estruturais e hemodinâmicas realizadas por 

ecocardiograma não detectaram disfunções cardíacas (dados não mostrados). 
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Tabela 3 - Desempenho dos camundongos submetidos à atividade física em esteira ergométrica (Distância em 

metros) alimentados com dieta STD ou HFD. 

 

  Pré indução 36 semanas 51 semanas 

STD 

(n=10) 
615±29.3 648±25.6 627±37.3 

HFD 

(n=28) 
668±20.0    317±15.8***,δδδ --------- 

HFD+DMEM 

(n=08) 
--------- --------- 426± 21.3***,‡‡‡ 

HFD+MSC 

(n=10) 
--------- --------- 524± 30.8*, ## 

HFD+MC 

(n=10) 
--------- --------- 471±12.2 **, #, ‡ 

Valores são expressos como média ± SEM. Camundongos alimentados com HFD vs. camundongos 
alimentados com dieta padrão (STD), *P ≤ 0.05, **P ≤ 0.01; ***P ≤ 0.001. Camundongos alimentados com 

HFD na 36ª semana vs. HFD no período de pré indução, δδδP ≤ 0.001. Camundongos alimentados com HFD 

na 36ª semana vs. Tratados com MSC e Tratados com MC, #P ≤ 0.05, ##P ≤ 0.01. HFD no período de pré 

indução vs. tratados com DMEM e tratados com MC, ‡P ≤ 0.05, ‡‡‡P ≤ 0.001. Fonte: Autor. 

 

 

7.1.4 MSC regulam os níveis de expressão de citocinas inflamatórias e fatores de 

transcrição em corações de camundongos obesos 

 

 

Em seguida, realizamos análises de RT-qPCR em tecidos cardíacos obtidos na 51ª 

semana após o início do estudo. A expressão gênica da adiponectina estava reduzida nos 

camundongos obesos tratados com DMEM, em comparação com os camundongos controles 

que receberam apenas a dieta STD (Figura 9A). O tratamento com MSC ou MC normalizou 

os níveis de expressão gênica da adiponectina a níveis semelhantes aos dos controles não 

obesos (Figura 9A). A expressão dos genes TNFα, VEGFa, TGF-β1 e IGF-1 estavam 

aumentados nos corações dos camundongos obesos tratados com DMEM, comparados aos 

controles não obesos (Figuras 9B-E). O tratamento com MSC, mas não com o MC, reduziu 

significativamente os níveis de expressão gênica do TGF-β1 e do IGF-1 (Figuras 9D e E). 

Além disso, os fatores de transcrição SOCS3 e PPARγ foram significativamente aumentados 

nos camundongos que receberam DMEM e MC, mas não nos que receberam MSC, quando 

comparados ao grupo controle não obeso (Figuras 9F e G). Os níveis de transcrição de 

GATA-4 e conexina 43 foram significativamente reduzidos pelos tratamentos com MSC e 
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MC, quando comparados aos controles tratados com DMEM (Figuras 9H e I), enquanto que a 

troponina I foi modulada somente pela terapia com MSC (Figura 9J).
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Figura 11 - Citocinas e fatores de transcrição por RT-qPCR em tecido cardíaco. Valores representativos de 

Adipoq (a), Tnf (b), Vegfa (c), Tgf-β1 (d), Igf1 (e), Socs3 (f), Pparg (g), Gata4 (h), Cx43 (i) e Tnni3 (j). 

Expressão obtida na 51ª semana do estudo. (Valores são expressos como média ± SEM de 7 a 9 

camundongos/grupo. Camundongos alimentados com dieta padrão (STD) vs. Camundongos tratados *P ≤ 0.05; 

**P≤ 0.01; ***P ≤ 0.001. Tratados com DMEM vs. Tratados com MSC ou Tratados com MC, #P ≤ 0.05; ##P ≤ 

0.01; ###P ≤ 0.001. Tratados com MSC vs. Tratados com MC ‡P ≤ 0.05; ‡‡P ≤ 0.01). 

 

 

7.1.5 Reversão da fibrose cardíaca induzida pela HFD após administração de MSC e 

MC 

 

 

A presença de fibrose foi avaliada nas secções cardíacas dos camundongos obesos, e 

controles não obesos (Figuras 10A-D). Os camundongos obesos tratados com DMEM 

apresentaram uma maior porcentagem de fibrose cardíaca na 51ª semana quando comparados 

com os camundongos alimentados com a dieta STD (Figuras 10E). Tanto as administrações 

de MSC quanto as de MC promoveram uma redução significante da fibrose nos corações dos 

camundongos obesos, quando comparados aos camundongos obesos tratados com DMEM 

(Figura 10E). A análise da expressão gênica no tecido cardíaco mostrou redução do colágeno 

tipo I pelas MSC e pela administração do MC, atingindo níveis semelhantes aos dos 

camundongos alimentados com dieta STD (Figura 10F). Finalmente, a expressão gênica de 

MMP9 e TIMP1, dois genes associados ao remodelamento da MEC, foram normalizados pelo 

tratamento com MSC, mas não pelo MC (Figuras 10G e H). 
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Figura 12 - Administração de MSC e MC reduz a fibrose cardíaca induzida por HFD. Seções cardíacas de 

camundongos alimentados com dieta padrão (STD) (a), camundongos obesos tratados com DMEM (b), 
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camundongos obesos tratados com MSC (c) e camundongos obesos tratados com MC (d). Barras de calibração = 

50 μm. Porcentagem de área com fibrose por análise morfométrica (e). Valores expressos em média ± SEM de 8 

camundongos/grupo. Expressão gênica relativa de Col1a1 (f), Mmp9 (g) e Timp1 (h) no coração. Valores 

expressos em média ± SEM de 8 a 10 camundongos/grupo. Camundongos alimentados com dieta STD vs. 

Tratados com DMEM *P ≤ 0.05; **P ≤ 0.01, ***P ≤ 0.001. Tratados com DMEM vs. Tratados com MSC ou 

Tratados com MC #P ≤ 0.05, ##P ≤ 0.01. Tratados com MSC vs. Tratados com MC ‡ ‡ P ≤ 0.01; ‡ ‡ ‡P ≤ 

0.001. 
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CAPÍTULO 2 

  
 

8 JUSTIFICATIVA  

 

 

As MSC compreendem aproximadamente 0,001-0,08% das células presentes na medula 

óssea (HAMOU et al., 2009; PITTENGER et al., 1999) e a sua mobilização para a circulação 

periférica após lesão já foi amplamente demonstrada (HAMOU et al., 2009; CHEN et al., 

2010). No dano tecidual, as células lesionadas secretam fatores como HGF, EGF, VEGF, 

SFRP-4 (NGUYEN et al., 2010; KATSHA et al., 2011) que induzem a quimiotaxia das MSC 

da medula, bem como, das células tronco residentes no tecido para o local da lesão, 

contribuindo para a regeneração tecidual (HAMOU et al., 2009; CHEN et al., 2010). Diversos 

estudos demonstraram que as MSC são o tipo de célula-tronco adulta com maior potencial de 

reparo e regeneração tecidual através de uma ação parácrina (HORIE et al., 2012; GNECCHI 

et al., 2016). Os processos envolvidos na ação regenerativa das MSC incluem a regulação do 

remodelamento da MEC (NGUYEN et al., 2010; XU et al., 2005), modulação da resposta 

imune (DAYAN et al., 2011), proliferação e diferenciação local das células progenitoras 

(HATZISTERGOS et al., 2010). Contudo, os mecanismos celulares e moleculares envolvidos 

nestes processos ainda não estão completamente elucidados.  

As MSC e o MC possuem efeito terapêutico sobre as anormalidades cardíacas. 

Contudo, sugere-se que a ação das MSC é ainda mais eficaz o MC. Uma das possíveis 

explicações é que a MSC no microambiente da área de lesão promove uma secreção 

diferenciada de fatores de crescimento e citocinas em relação à observada em condições 

padrões de cultivo celular. Amiri, Jahanian-Najafabadi e Roudkenar (2015) demonstraram 

que o cultivo das MSC em condições de estresse aumenta a viabilidade celular.  Em modelo 

experimental de fibrose pulmonar, o pré-condicionamento hipóxico das MSC induz a maior 

expressão de genes de fatores de crescimento ligados à pró-sobrevivência celular, 

antiapoptótico e antioxidante em detrimento de fatores inflamatórios e fibróticos, melhorando 

o quadro da fibrose pulmonar e a sobrevivência das MSC no local do enxerto (LAN et al., 

2015).  

Neste estudo, visou-se investigar os mecanismos de ação das MSC relacionados à 

melhora do comprometimento cardíaco decorrentes da obesidade e DM2 descritos 

anteriormente, através da determinação da expressão gênica de fatores relacionados a 
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modulação do desenvolvimento da fibrose, apoptose e sobrevivência celular. Optou-se por 

cultivar as MSC em condições padrões, uma vez que no estudo prévio o protocolo 

experimental foi baseado no tratamento dos camundongos obesos/DM2 com MSC cultivadas 

em condições padrão. 

 

 

9 HIPÓTESE  

 

 

O potencial terapêutico das MSC sobre as disfunções cardíacas decorrentes da 

obesidade e do DM2 é mediado por modulação da expressão de fatores relacionados ao 

desenvolvimento da fibrose, à apoptose e à sobrevivência celular.  

 

 

10 OBJETIVOS 

 

 

10.1 GERAL 

 

 

Avaliar os mecanismos celulares envolvidos na ação das MSC sobre as disfunções 

cardíacas decorrentes da obesidade e do DM2 em modelo experimental.  

 

 

10.2 ESPECÍFICOS 

 

 

Avaliar alterações bioquímicas e funcionais decorrentes do uso prolongado de dieta 

hiperlipídica em modelo experimental de obesidade e DM2 . 

Investigar os mecanismos celulares envolvidos no efeito terapêutico das MSC no 

coração em modelo experimental de obesidade e DM2.  
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11 DESENHO EXPERIMENTAL 

 

O desenho experimental consistiu na utilização de camundongos C57Bl/6 machos, 

submetidos à indução da obesidade e DM2 através do consumo da HFD (n=14) a base de 

gordura hidrogenada de óleo de palma (Pragsoluções, SP) e camundongos alimentados com 

dieta STD (Nuvital) como controle (n=8) (Tabela 4). Os camundongos foram submetidos à 

HFD durante 36 semanas, sendo reavaliados ao final deste período e em seguida a HFD foi 

substituída pela dieta STD. O tratamento foi administrado na 39ª semana, onde os 

camundongos obesos foram divididos em: tratados com MSC (n=8); e tratados com DMEM 

(n=6). Na 51ª semana os grupos foram reavaliados e posteriormente submetidos à eutanásia 

(Figura 11). Todos os protocolos com o uso de animais nesta investigação foram aprovados 

pela Comissão de Ética no Uso de Animais (CEUA-012/2018) do CBTC/HSR.  

 

Tabela 4 - Composição da HFD e da STD. 

Dieta HF    Dieta ST  

 Gramas % kcal%  Gramas % kcal% 

Proteínas 23,0 16,4 Proteínas 16,8 16,4 

Carboidratos 35,5 25,5 Carboidratos 74,3 73,1 

Gorduras 35,8 58,0 Gorduras 4,8 10,5 

Total   Total   

Kcal/g 
5,56 100 

Kcal/g 
4,07 100 

Ingredientes Gramas % kcal%   Ingredientes Gramas % kcal% 

Caseína, 30 mesh 228 912 Caseína, 30 mesh 228      912 

DL-metionina 2 0 DL-metionina 2 0 

Maltodextrina 10 170 680 Maltodextrina 10 170     680 

Amido de milho 175 700 Amido de milho 835     3340 

Sacarose 0     0 Sacarose 0 0 

Óleo de palma 
hidrogenada 

333,5 3001,5 
Óleo de soja 

25      225 

Mix mineral 40 0 Óleo de coco hidrogenado 40      360 

Bicarbonato de Sódio 10,5 0 Mix mineral S10001 40 0 

Citrato de Potássio, 1 
H2O 4,0 0 

Bicarbonato de Sódio 
10,5 0 

Mix de Vitamina 
V10001 10 40 

Citrato de Potássio, 1 H2O 
4 0 

Bitartarato de colina 2 0 Mix de Vitamina V10001 10 4
0      Bitartarato de colina 2 0 

     FD&C corante amarelo #5 0,1 0 

Total 975.00 5333,5  1366.6 5557 

Fonte: Modificado de Nuvital (https://quimtia.com/pb/pais/brasil/) e Pragsoluções Biociências 

(http://www.pragsolucoes.com.br/). 
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Figura 13 - Desenho experimental.  Seguindo o desenho experimental realizado no capítulo 1, após 36 semana 

de indução da obesidade e DM2 com a HFD, o grupo de camundongos foram reavaliados e tiveram a ração 

substituída pela padrão e com 39 semanas foram divididos conforme tratamento: MSC (Duas injeções i.v. pela 

veia da cauda, com um intervalo de 24 h); e tratados com DMEM (100 µl i.v./animal, em três cursos de três 

injeções em dias alternados, e intervalo de 9 dias entre um ciclo e outro). O monitoramento destes animais 

manteve-se durante todo o modelo experimental e após o término dos tratamentos com DMEM e MSC (51 

semanas).   
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12 MATERIAL E MÉTODOS  

 

 

No segundo protocolo experimental, a avaliação murinométrica, os testes bioquímicos e 

a avaliação funcional por ergometria foram realizados conforme descritos no capitulo 1 deste 

estudo. As sondas de hibridização ao DNA utilizadas na realização do RT-qPCR estão 

descritas a seguir. 

 

 

12.1 ANÁLISE QUANTITATIVA POR RT-qPCR 

 

 

Corações foram removidos e utilizados para a extração de RNA com a utilização da 

técnica do PCR em Tempo Real usando o Taqman™ Universal PCR Mastex Mix (Thermo 

Scientific). As sondas TaqMan utilizadas foram a CHI3L3 (Mm00657889_m1), CCL2 

(Mm00441242_m1), SPARC (Mm00486332_m1), RYR2 (Mm00465877_m1), STAT3 os 

primers foram: Mm 5’- CAATACCATTGACCTGCCGAT e 3’- 

GAGCGACTCAAACTGCCCT; SMAD7: Mm 5’- GGCCGGATCTCAGGCATTC e 3’- 

TTGGGTATCTGGAGTAAGGAGG; PTEN: Mm 5’- TGGATTCGACTTAGACTTGACCT 

e 3’- GCGGTGTCATAATGTCTCTCAG, juntamente com o SYBR™ Green PCR Master 

Mix. A normalização foi realizada com o controle endógeno (Hprt), um controle sem amostra 

e outro sem a transcrição reversa. Os dados foram analisados utilizando o software GraphPad 

versão 5 (San Diego, CA, EUA). 
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13 RESULTADOS 

 

 

13.1 AVALIAÇÃO DOS MECANISMOS DE AÇÃO DA MSC SOBRE AS ALTERAÇÕES 

MURINOMÉTRICAS E BIOQUÍMICAS DA OBESIDADE E DM2 EM MODELO 

EXPERIMENTAL 

 

 

Assim como observado no primeiro capítulo, camundongos alimentados com a HFD 

apresentaram ganho de peso, hiperglicemia e intolerância à glicose ao final do período de 

indução (36ª semana) quando comparados aos camundongos alimentados com a STD (Figura 

12A, B e D). As diferenças estatísticas do peso corpóreo foram encontradas a partir da 8ª 

semana de indução até o final do período de indução (Figura 12A). A glicemia em jejum 

apresentou um pico hiperglicêmico na 8ª e 24ª semana que se perpetuou até a 36 ª semana de 

indução (Figuras 12B). A HFD foi substituída pela STD e o tratamento iniciado na 39ª 

semana. Após o tratamento, foi possível observar um decaimento progressivo destes 

parâmetros, contudo sem apresentar diferenças significantes entre os tratados com MSC e 

DMEM comparados aos camundongos alimentados com STD (Figura 12A e B).  

A intolerância à glicose evidenciada pela incapacidade na redução dos níveis de glicose 

plasmática para os valores iniciais da concentração glicêmica, após 120 minutos da injeção 

intraperitoneal de glicose (Figuras 12C e D) também foi normalizada na 51ª semana, 

independentemente do tratamento com MSC (Figura 12E). 
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Figura 14 - Análise do peso corpóreo, glicemia em jejum e TTG. Peso corpóreo (a) e glicemia em jejum (b) 

foram mensurados mensalmente até o fim do desenho experimental (51 semanas). TTG foi mensurado do início 

(pré-indução ou tempo 0) (c) até a conclusão da 36ª semana de indução com a HFD (36 semanas) (d), e ao final 

de 8 e 11 semanas após o fim dos tratamentos com DMEM e MSC, respectivamente (51 semanas) (e). Valores 

são expressos como media ± SEM de 6 a 14 camundongos/grupo. Camundongos alimentados com dieta padrão 
(STD) vs. Alimentados com HFD, *P ≤ 0.05; ***P ≤ 0.001. Camundongos alimentados com dieta padrão (STD) 

vs. Tratados com DMEM, 
‡‡‡

P ≤ 0.001. HFD em 120 min vs. HFD no tempo basal #P ≤ 0.05). 
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13.2 CAPACIDADE DE REALIZAR EXERCÍCIO EM TESTE ERGOMÉTRICO APÓS 

TRATAMENTO DE MSC 

 

 

No período anterior à introdução da HFD não havia diferença na distância percorrida 

entre os grupos experimentais. Ao fim de 36 semanas de indução com a HFD, os animais 

obesos tiveram uma redução na distância percorrida em relação ao grupo alimentado com 

STD. Oito semanas após o término do tratamento com MSC e concomitante substituição da 

HFD, o grupo tratado com MSC recuperou a capacidade física em realizar exercício na esteira 

ergométrica, quando comparado ao grupo administrado DMEM e ao não havendo diferenças 

entre o grupo tratado com o grupo alimentado com dieta STD (Tabela 5). 

 

 

Tabela 5 - Desempenho dos camundongos submetidos à atividade física em esteira ergométrica (Distância em 
metros) alimentados com dieta STD ou HFD.  

 Pré indução 36 semanas 51 semanas 

STD (n=8) 1255±114 739±7,9 541±36,6 

HFD (n=14) 1427±76,9 381±24,2 $$$,** ------------------------ 

HFD+DMEM (n=6) ------------------------ ------------------------ 356±45,6 ‡‡ 

HFD+MSC (n=8) ------------------------ ------------------------ 510±27,1# 
Valores são expressos como média ± SEM. Camundongos alimentados com HFD no período da pré indução vs. 

camundongos alimentados com HFD na 36ª semana, $$$ P ≤ 0.001. Camundongos alimentados com dieta padrão 

(STD) na 36ª semana vs. camundongos alimentados com HFD na 36 ª semana, **P ≤ 0.01. Camundongos 

alimentados com STD na 51ª semana vs. camundongos tratados com DMEM, ‡‡ P ≤ 0.01. Camundongos 

tratados com MSC vs. tratados com DMEM # P ≤ 0.05.   Fonte: Autor. 

 

 

13.3 MODULAÇÃO DA EXPRESSÃO GÊNICA DE PROTEÍNAS ENVOLVIDAS NA 

HOMEOSTASE CARDÍACA  

 

 

Em relação à expressão gênica, a administração de MSC aumentou os níveis de 

expressão da quimiocina CCL2, da Proteína 1 Semelhante à Quitinase-3 (CHI3L3), PTEN e 

da proteína transdutora de sinal e ativadora de transcrição 3 (STAT3) (Figuras 13A-D), 

enquanto que o grupo tratado com DMEM apresentou expressão reduzida destes genes.  

http://www.bvsalutz.coc.fiocruz.br/php/decsws.php?tree_id=D12.776.503.070&lang=pt
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Figura 15 - Citocinas e fatores de transcrição por RT-qPCR em tecido cardíaco. Valores representativos de 

CCL2 (a), CHI3L3 (b), PTEN (c) e STAT3 (d). Expressão obtida na 51ª semana experimental. (Valores são 

expressos como média ± SEM de 6 a 8 camundongos/grupo. Camundongos alimentados com dieta padrão (STD) 

vs. Camundongos tratados com MSC ou administrados DMEM *P ≤ 0.05; **P≤ 0.01. Tratados com DMEM vs. 

Tratados com MSC #P ≤ 0.05; ##P ≤ 0.01.  

 

 

13.4 REVERSÃO DA FIBROSE CARDÍACA INDUZIDA PELA HFD APÓS 

ADMINISTRAÇÃO DE MSC  

 

 

A quantificação da fibrose nas secções dos tecidos cardíacos dos camundongos 

alimentados com HFD e tratados com MSC revelou uma significante redução quando 

comparados aos camundongos HFD tratados com DMEM. Não houve diferenças entre o 

grupo HFD tratado com MSC e o grupo alimentado com dieta STD (Figuras 14D). 
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Figura 16 - Redução da fibrose cardíaca após tratamento com MSC. Seções cardíacas de camundongos 

alimentados com STD (a), camundongos obesos tratados com DMEM (b) e camundongos obesos tratados com 

MSC (c). Barras de calibração = 50 μm.Quantificação de fibrose no coração (d). Valores expressos em média ± 

SEM de 6 a 8 camundongos/grupo. Camundongos alimentados com dieta STD vs. Tratados com DMEM, ou 

Tratados com MSC, *P ≤ 0.05; **P ≤ 0.01, ***P ≤ 0.001. Tratados com DMEM vs. Tratados com MSC #P ≤ 

0.05, ###P ≤ 0.001.  

 

 

13.5 MODULAÇÃO DE GENES RELACIONADOS AO REMODELAMENTO 

CARDÍACO APÓS ADMINISTRAÇÃO DAS MSC  

 

 

A administração de MSC aumentou a expressão gênica de genes relacionados ao 

remodelamento tecidual, observando-se elevados níveis de expressão de SMAD7, SPARC (do 

inglês Secreted protein acidic and rich in cysteine) e o CTGF (do inglês Connective Tissue 
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Growth Factor), comparados à expressão apresentada pelo grupo dos camundongos tratados 

com DMEM (Figura 15A-C).    

 

 

 

 
Figura 17 - Modulação de genes cardíacos pelas MSC.  Expressão gênica relativa de SMAD7 (a), SPARC (b) e 

CTGF (d) no coração.  Valores expressos em média ± SEM de 6 a 8 camundongos/grupo. Camundongos 

alimentados com dieta STD vs. Tratados com DMEM, ou Tratados com MSC, *P ≤ 0.05; **P ≤ 0.01. Tratados 

com DMEM vs. Tratados com MSC #P ≤ 0.05.  
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14 DISCUSSÃO 

 

Devido à crescente prevalência da obesidade, torna-se de extrema importância o 

desenvolvimento de novos tratamentos para o controle das disfunções cardíacas e 

comorbidades. Neste estudo, evidenciamos os efeitos benéficos do tratamento com MSC ou 

MC sobre a disfunção cardíaca decorrente da obesidade e do DM2 induzidas pela dieta HFD. 

Isto foi demonstrado pela recuperação na capacidade de realização de exercício físico, 

reversão de arritmias, regulação da expressão gênica de citocinas, fatores de crescimento, 

fatores de transcrição e pela redução da fibrose no tecido cardíaco. 

No presente estudo, os camundongos C57Bl/6 machos alimentados com a dieta 

enriquecida com gordura saturada de banha de porco (capítulo 1) ou com gordura trans de 

óleo de palma (capítulo 2) desenvolveram obesidade e distúrbios miocárdicos, que mimetizam 

os efeitos fisiológicos associados à obesidade humana decorrentes do comportamento 

nutricional (JANG et al., 2003; CARROLL; ZENEBE; STRANGE, 2006; OKERE et al., 

2006). Os camundongos C57Bl6 são suscetíveis ao desenvolvimento de obesidade e DM2 

quando expostos a uma dieta rica em gordura, associando-se neste modelo fatores genéticos e 

ambientais, semelhante ao observado em seres humanos (NOONAN; BANKS, 2000; PRPIC 

et al., 2003). 

Estudos anteriores demonstraram que mudanças no estilo de vida, como a atividade de 

exercícios e uma dieta equilibrada com baixos níveis de ácidos graxos saturados, gorduras 

trans e colesterol, são essenciais para controlar a glicemia e reduzir o risco cardiovascular 

(CHENG, 2005; DE SIMONE et al., 2010). Alinhado a essa recomendação preconizada pela 

Sociedade Americana de Diabetes, a HFD foi substituída pela dieta STD, resultando em 

redução no peso corporal, nos níveis de glicose e nos níveis de colesterol total, 

independentemente do tratamento, conforme demonstrado em nosso estudo anterior 

(DALTRO et al., 2015). Contudo, não houve melhora no quadro das anormalidades cardíacas 

no grupo submetido apenas a mudança da HFD pela dieta STD.  Em contraste, a substituição 

da dieta seguida da administração de MSC ou MC foi capaz de promover a reversão de 

arritmias, recuperação da capacidade de realizar atividade física e redução da fibrose cardíaca. 
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Diferentes fatores podem justificar estes achados. A diminuição do grau de gravidade 

das arritmias está relacionada à redução da fibrose no miocárdio. Esta redução está 

diretamente ligada aos níveis reduzidos da expressão de colágeno, como também 

demonstrado por Karantalis & Hare (2015). Justificam-se estes efeitos uma vez que o 

aumento da deposição da MEC entre as camadas dos cardiomiócitos pode interromper o 

acoplamento elétrico, resultando no comprometimento da contração cardíaca e no aumento do 

risco de arritmias (SPACH; BOINEAU, 1997). Através da análise do RT-qPCR foram 

investigadas as expressões gênicas do TGF-β1, MMP-9 e TIMP-1, fatores que podem estar 

associados ao desenvolvimento da fibrose. A superfamília do TGF-β é composta de diversas 

moléculas de sinalização que estão envolvidas no processo de desenvolvimento biológico.  A 

função das três isoformas humanas de TGF-β (1, 2 e 3), na maioria das células normais, é 

prevenir a proliferação celular pela indução da expressão de proteínas que inibem o ciclo 

celular, principalmente na fase G1, através da sinalização autócrina e parácrina. O receptor de 

TGF-β é uma serina/treonina cinase que promove a expressão de moléculas de adesão celular 

e moléculas da matriz extracelular (LODISH et al., 2014). Os receptores de TGF-β (Tipo I e 

Tipo II), uma vez interagindo com ligante, formam o receptor heterodímero que se 

autofosforila, ativando-se. Este processo leva ao recrutamento e ativação das proteínas 

citoplasmáticas Smads que pertencem a uma família de fatores de transcrição que regulam 

diversas vias de crescimento e diferenciação. Após a ativação, as Smads migram do 

citoplasma para o núcleo onde interagem com outras proteínas regulatórias a fim de modular a 

transcrição celular de genes envolvidos em desenvolvimento de órgãos ou diferenciação de 

tecidos (ALBERTS et al., 2017). A excessiva produção de TGF-β1 resulta na deposição 

aumentada de proteínas da MEC e de colágeno no coração (MACKENNA; SUMMEROUR; 

VILLARREAL, 2000), visto estimular a diferenciação de fibroblastos para miofibroblastos 

(DESMOULIERE et al., 1993), enquanto ativa a via de sinalização Smad3 para promover a 

síntese de proteínas da MEC e a preservação da matriz através do aumento da expressão de 

TIMPs (VERRECCHIA; CHU; MAUVIEL, 2001). Verificou-se que o tratamento com MSC 

foi capaz de normalizar a expressão de TIMP-1 e MMP-9 a níveis semelhantes aos 

camundongos alimentados com a dieta STD.  

Alterações na expressão e na função da conexina 43 foram descritas em modelos 

experimentais de DM (LIN et al., 2006), hipercolesterolemia (LIN et al., 2005) e HFD 

(GÖRBE et al., 2011). Estes incluem padrões alterados de fosforilação, levando a uma maior 

propensão à degradação proteolítica (LIN et al., 2006). Demonstra-se que a expressão alterada 

da conexina 43 favorece a arritmia (POELZING; ROSENBAUM, 2004). O aumento dos 
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níveis de RNAm da conexina 43 induzidos pela HFD neste estudo pode refletir uma resposta 

compensatória aos níveis diminuídos da proteína funcional, conforme descrito anteriormente 

(LIN et al., 2005). Curiosamente, foi observado que os níveis de RNAm da conexina 43 

diminuíram para níveis semelhantes aos dos camundongos controles, nos grupos tratados com 

MSC ou MC, o que foi correlacionado com melhorias nas arritmias. Outros mecanismos 

compensatórios podem estar associados à elevada expressão de VEGF detectada nos 

camundongos alimentados com a HFD, uma vez que o insulto cardíaco, a fibrose e as 

arritmias levam ao aumento da produção de VEGF, que por sua vez regula a expressão da 

conexina 43 (CHINTALGATTU; NAIR; KATWA, 2003; PIMENTEL et al., 2002). 

Os níveis de expressão do gene do PPARγ também foram elevados em camundongos 

alimentados com HFD, mas modulados nos camundongos tratados com MSC. O PPARγ é um 

receptor nuclear e um fator de transcrição, que previamente foi encontrado super-expresso em 

corações de pacientes com síndrome metabólica e hipertrofia cardíaca em resposta a lesão 

(KRISHNAN et al., 2009; MARFELLA et al., 2009). 

No presente estudo, também foi analisada a expressão cardíaca dos genes envolvidos 

no processo de remodelamento e desenvolvimento da hipertrofia cardíaca, incluindo a 

adiponectina, IGF-1 e GATA-4. Foi demonstrado previamente que a adiponectina tem ação 

cardioprotetora, inibindo o remodelamento cardíaco através de mecanismos anti-inflamatórios 

e de pró-sobrevivência (OUCHI; SHIBATA; WALSH, 2006; SMITH; YELLON, 2011). Foi 

observado que a expressão da adiponectina no coração dos camundongos tratados com MSC 

ou MC eram semelhantes aos dos camundongos controles, e reduzida nos camundongos 

alimentados com HFD e tratados com DMEM. Em contraste, GATA4, fator de transcrição 

que regula a expressão de genes cardíacos específicos, foi aumentado pela HFD nesse estudo 

e em outros, sendo associado à hipertrofia cardíaca (WANG et al., 2015). Os tratamentos com 

MSC ou MC foram capazes de restaurar os níveis de RNAm do GATA-4 para um padrão 

semelhante aos dos camundongos controles. Além disso, o GATA-4 está envolvido na 

regulação da troponina I (KU et al., 2011), que, quando expressa em níveis elevados, 

correlaciona-se com um maior risco e gravidade das arritmias cardíacas (APPLE, 1998; 

MISSOV; CALZOLARI; PAU, 1997; ANTMAN et al., 1996). No presente estudo, apenas os 

camundongos tratados com MSC apresentaram os mesmos níveis de expressão de troponina I 

dos camundongos controles após o tratamento, sugerindo sua participação na recuperação 

cardíaca (Figura 18). O IGF-1 também foi associado ao reparo cardíaco durante o 

remodelamento (CZUBRYT, 2012), induzindo a expressão de TGF-β1, que estimula 

diretamente a expressão do colágeno (PUGLIESE et al., 1997). Assim, a redução da 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Calzolari%20C%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=9386162
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expressão de IGF1 em camundongos tratados com MSC descrito no presente estudo, poderia 

ser um dos mecanismos envolvidos na melhora da função cardíaca por reduzir o TGF-

β1(Figura 18) (DAIAN et al., 2003). O papel dos supressores de sinalização de 

citocinas (SOCS) nos mecanismos patogênicos do DM é um dos fatores mais investigados 

dos últimos anos (SUCHY et al., 2013). A correlação entre a expressão de SOCS3 e a RI foi 

demonstrada previamente pela detecção de altos níveis de SOCS3 em tecidos sensíveis à 

insulina de pacientes diabéticos (RIEUSSET et al., 2004; FENG et al., 2014) e de animais 

que desenvolveram RI (UEKI; KONDO; KAHN, 2004; SPANGENBURG et al., 2006). No 

presente estudo, o nível de expressão cardíaca de SOCS3 foi semelhante aos camundongos 

controles e aos camundongos tratados com MSC, sugerindo uma melhora na sinalização 

intracelular cardíaca à insulina. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 18 – Representação esquemática da modulação dos genes cardíacos. Ação das MSC ou MC na 

redução do remodelamento e hipertrofua cardíaca.  
 

 

O MC das MSC contém vários fatores secretados e isso propõe um provável 

mecanismo de ação parácrina. Previamente, foi demonstrado que o MC derivado de MSC 

promove o reparo cardíaco em diferentes modelos experimentais (GNECCHI et al., 2005; 

TIMMERS et al., 2011; DANIELI et al., 2015). A caracterização do MC por protein array 

revelou a presença de citocinas, fatores de crescimento, quimiocinas, fatores angiogênicos, 

proteínas antiapoptóticas e moléculas de adesão, como descrito anteriormente 



83 

 

(PAREKKADAN et al., 2007). Foi demonstrado que as MSC secretam uma ampla gama de 

citocinas e fatores de crescimento com efeitos anti-inflamatórios, anti-apoptóticos, 

angiogênicos e antifibróticos, o que pode contribuir para os efeitos terapêuticos da terapia 

celular observados no coração (ALFARO et al., 2008; KORF-KLINGEBIEL et al., 2008). 

Além dos mediadores solúveis, as MSC também liberam vesículas extracelulares (VEs) que 

contribuem para a reparação e regeneração tecidual através da transferência de um repertório 

de RNAms, miRNA, DNA, proteínas e lipídios (COLLINO et al., 2011; CAMUSSI et al., 

2011; NAWAZ et al., 2014). Contudo, quando comparados os efeitos induzidos pelo uso de 

MSC aos efeitos decorrentes do uso de MC, observa-se que as MSC induzem uma melhora 

expressiva na função e estrutura cardíaca através da modulação significativa de fatores 

relacionados ao remodelamento cardíaco e desenvolvimento de fibrose (USUNIER et al., 

2014). 

Baseados nestes resultados, sugerimos que a maior eficácia das MSC em relação ao 

MC sobre as disfunções cardíacas decorrentes da obesidade pode estar relacionada à secreção 

diferenciada de fatores por estas células quando presentes no microambiente da lesão tecidual 

(BOBIS, 2006; TAKAHASHI et al., 2006). Uma vez que a redução da fibrose pode explicar a 

melhora na geração e condução do impulso elétrico cardíaco, resultando em uma melhora na 

severidade das arritmias (PELLMAN; ZHANG; SHEIKH, 2016) e na capacidade física 

mensurada pelo teste ergométrico, optamos por investigar a modulação exercida pelas MSC 

sobre outros fatores associados à fibrose, à apoptose e à  inflamação.   

Diversas quimiocinas desempenham importante papel no processo de reparo, 

modulando a deposição de colágeno e formação de fibrose, a exemplo do miocárdio. 

Especificamente em relação à fibrose cardíaca, o CCL2 tem papel de destaque. No estudo 

aqui apresentado foi observado que o tratamento com MSC induziu aumento nos níveis de 

expressão gênica do CCL2. A partir deste resultado seria esperado um aumento na fibrose 

cardíaca, uma vez que esta exerce efeito quimiotáxico sobre monócitos e induz a 

diferenciação dos progenitores de fibroblastos (DOBACZEWSKI; FRANGOGIANNIS, 

2009). Durante o processo de reparo tecidual, este estímulo desencadeia o remodelamento 

cardíaco devido a ativação de TGF-β1 e, consequentemente, o desenvolvimento da fibrose 

(GHARAEE-KERMANI, DENHOLM; PHAN, 1996; SAKAI et al, 2006).  Este resultado, 

inicialmente contraditório, pode ser explicado pelo fato de que o tratamento com MSC 

reduziu significativamente a expressão gênica de TGF-β1 e aumentou a expressão de 

SMAD7. Portanto, apesar da CCL2 estar envolvida na formação de fibrose em situações 
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adversas para o miocárdio, a inibição da via de sinalização do TGF-β1 pode ser um elemento 

chave para redução de fibrose a despeito dos níveis elevados de CCL2 (Figura 19). 

Os níveis de CHI3L3, um marcador específico da polarização de macrófagos M2 anti-

inflamatórios (MANTOVANI et al, 2004), foram significativamente reduzidos nos animais 

HFD tratados com DMEM. Este resultado condiz com o estado inflamatório crônico 

característico da obesidade e do DM2 (CASTOLDI et al., 2016). Este processo inflamatório 

estabelecido no tecido adiposo e demais tecidos, como coração e músculo esquelético, é 

caracterizado por um infiltrado celular predominantemente de macrófagos, associado ao 

desenvolvimento da RI (CASTOLDI et al, 2016). Por outro lado, observou um aumento nos 

níveis de CHI3L3 no grupo HFD tratado com MSC em relação ao HFD tratado com DMEM, 

o que está em consonância com a ação imunomoduladora das MSC, levando a melhora do 

processo inflamatório devido ao aumento da CHI3L3 neste grupo (Figura 19). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 19 – Imunomodulação resultante da expressão de genes no tecido cardíaco e seu mecasnimo de 

ação.  Representação esquemática da expressão relativa e ação dos genes pró-inflamatório CCL2 e anti-

inflamatório CHI3L3 no tecido cardíaco.   
 

 

A via de sinalização da PI3K-AKT é de extrema relevância para sobrevivência celular, 

apresentando função cardioprotetora. Esta via de sinalização é ativada pela insulina, estando 

comprometida em casos de RI decorrente da obesidade e DM2. A fosfatase PTEN é fator 

inibidor desta via que desfosforila o PI(3,4,5)P3 (fofatidilinositol trifosfato – PIP3), segundo 
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mensageiro produzido por fosforilação do PI(3,4)P2 (fofatidilinositol bifosfato – PIP2) 

mediada pela PI3K. A ação da PTEN impede a ativação da AKT (MOCANU; FIELD; 

YELLON, 2006) pela PIP3. No presente estudo, observou-se um aumento na expressão 

gênica da PTEN no grupo tratado com MSC. Este resultado já foi descrito anteriormente 

quando se observou que ratos submetidos ao tratamento prolongado com atorvastatina, 

fármaco cardioprotetor em situação de isquemia, apresentaram aumento da ativação da via da 

PI3K/AKT, seguido da elevação dos níveis de PTEN após o tratamento crônico. Isto decorre 

do fato de que níveis elevados da atividade da PI3K/AKT por períodos longos podem levar à 

hipertrofia cardíaca patológica e, portanto, o aumento da expressão da PTEN poderia ser 

proposto como um mecanismo celular regulatório para a cardioproteção (MENSAH; 

MOCANU; YELLON, 2005). No modelo de obesidade e DM2 apresentado neste estudo, a 

substituição da HFD melhora o quadro de hiperglicemia e, consequentemente, da RI. O 

tratamento com MSC poderia estar aumentando a ativação da PI3K/AKT, via de 

sobrevivência, portanto de cardioproteção.  Sugere-se então que a liberação de fatores de 

crescimento pelas MSC estaria estimulando esta via exacerbadamente, o que levaria a 

ativação de um mecanismo compensatório pelo aumento da expressão PTEN, visando a 

proteção contra a hipertrofia cardíaca maligna. O estudo conduzido por Mocanu e 

colaboradores (2006) demonstrou um possível efeito cardioprotetor da PTEN em modelo de 

diabetes desenvolvido em ratos Goto Kakizaki, corroborando com nossos dados. 

O processo de remodelamento cardíaco em face de estímulos benéficos ou de insultos 

compartilha de etapas e mediadores em comum, cujo efeito biológico final dependerá do 

perfil da via de sinalização intracelular ativada. Este efeito biológico pode representar um 

mecanismo protetor ou adverso. O balanço entre estes dois tipos de mecanismos é modulado 

por diversas proteínas dentre estas um membro da família das STAT (do inglês Signal 

Transducer Activator of Transcription), a STAT3. No presente estudo, observou-se que os 

níveis de expressão gênica da STAT3 após o tratamento com MSC estavam elevados em 

relação aos grupos controle e tratado com DMEM. Uma vez que as células MSC além do 

efeito imunomodulador, também exercem um importante papel na regeneração tecidual, pode 

ser proposto que um dos mecanismos envolvidos neste processo regenerador decorrente da 

terapia celular é a ativação da STAT3.  Diversos mecanismos primordiais para a regeneração 

tecidual são mediados pela STAT3, tais como proliferação, diferenciação, sobrevivência, 

cardioproteção ao estresse oxidativo, manutenção do metabolismo cardíaco e comunicação 

entre diferentes tipos celulares tanto em situações fisiológicas e fisiopatológicas (HAGHIKIA 

et al., 2014). Há muito tempo já foi demonstrado que o STAT3 é um elemento que permite a 
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integração de várias vias de sinalização nas células ativadas por citocinas, fatores de 

crescimento e catecolaminas, sendo essencial na adaptação cardíaca ao estresse, no 

remodelamento cardíaco e na insuficiência cardíaca (BROMBERG; DARNELL, 1999; 

LEVY; LEE, 2002; ZHANG et al., 2016). Alterações no padrão de expressão e ativação da 

STAT3 foram demonstradas em situações de falência cardíaca em humanos e modelos 

animais (FISCHER; HILFIKER-KLEINER, 2007; NG et al, 2003; TSOUTSMAN et al., 

2008; CAMPOREALE et al., 2013). 

O SPARC também conhecido como osteonectina é uma glicoproteína pertencente à 

família das proteínas de matriz extracelular que tem por função modular a interação do 

colágeno entre a matriz e as células, propiciando a formação da fibrose. A sua expressão 

aumentada é característica de tecidos que estão sob remodelamento tecidual 

(DOBACZEWSKI et al., 2006), uma vez que, a acentuada expressão de SPARC estimula 

uma maior fosforilação da SMAD2 aumentando a cascata de sinalização do TGF-β1 

(SCHELLINGS et al., 2009). A ativação dessa cascata de sinalização resulta na maior 

transcrição de genes relacionados à produção dos componentes da MEC, como colágeno tipo 

1 e CTGF, os quais contribuem conjuntamente para formação da fibrose (GABRIEL, 2009). 

O CTGF age sinergicamente com o TGF-𝛽1 para estimular a via de transdução de sinal, bem 

como estimular a proliferação, migração e adesão de fibroblastos e estimular a produção da 

MEC (Figura 20) (DUNCAN et al., 1999; WESTON; WAHAB; MASON, 2003). 

O grupo tratado com MSC apresentou aumento na expressão de SPARC e de CTGF 

em relação aos grupos controle e tratado com DMEM. Este resultado sugeriria uma elevação 

no percentual de área fibrótica no coração, o que não ocorreu. Tal resultado aparentemente 

controverso pode estar relacionado à elevação da expressão de SMAD7 em camundongos 

tratados com MSC (SUN; ZHANG; LIU, 2015). A Smad 7 é uma molécula citoplasmática 

inibitória da fosforilação e formação do complexo SMAD2/3, bloqueando assim a propagação 

da sinalização intracelular do TGF-β (XU et al., 2016). Dessa forma, a redução da expressão 

do TGF-β1 impede o desenvolvimento da fibrose miocárdica (HE et al., 2016) em 

consequência dos elevados níveis de SPARC e CTGF (Figura 20) (CHIU et al., 2008). 
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Figura 20  – Representação esquemática da ativação da via fibrotica e bloqueio via expresaõ da SMA7. 

Ação das MSC no bloqueio da via da SMA2/3 por superexpressão da SMAD7.  
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15 CONCLUSÃO 

 

Os resultados apresentados neste estudo sugerem que MSC e MC possuem efeitos 

benéficos sobre os distúrbios cardíacos decorrentes da obesidade e DM2, contudo o uso das 

MSC teve efeitos mais proeminentes, corroborando com a ação parácrina das MSC 

demonstrada em diversos modelos de doenças cardíacas. Estes efeitos são através da 

modulação de elementos envolvidos em processos de regeneração tecidual, tais como 

desenvolvimento de fibrose. 
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