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Papel das células-tronco derivadas do tecido adiposo na 
progressão da doença renal
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RESUMO
Objetivo: Analisar o papel das células-tronco derivadas do tecido 
adiposo na redução da progressão da fibrose renal. Métodos: células-
tronco derivadas do tecido adiposo  foram isoladas de camundongos 
C57Bl/6 e caracterizadas por citometria e diferenciação. Fibrose renal 
foi instaurada após clampeamento unilateral do pedículo renal por 
1 hora. Após 4 horas de reperfusão, 2.105 células-tronco derivadas 
do tecido adiposo  foram administradas por via intraperitoneal, e 
os  animais foram acompanhados por 24 horas e 6 semanas. Em 
outro grupo de experimentos, 2.105 células-tronco derivadas do 
tecido adiposo  foram administradas somente após 6 semanas de 
reperfusão, e os animais foram sacrificados e estudados 4 semanas 
mais tarde. Após 24 horas da reperfusão, animais tratados com 
células-tronco derivadas do tecido adiposo  apresentaram reduzida 
disfunção renal e tubular, além de aumento do processo regenerativo. 
Expressão renal de RNAm de IL-6 e TNF foi diminuída nos animais 
tratados com células-tronco derivadas do tecido adiposo, enquanto 
IL-4, IL-10 e HO-1 foram aumentadas, apesar de células-tronco 
derivadas do tecido adiposo  não serem observadas nos rins por 
meio da análise SRY. Resultados: Em 6 semanas, os rins dos animais 
não tratados diminuíram; no entanto, os rins dos animais tratados 
com células-tronco derivadas do tecido adiposo  permaneceram com 
o tamanho normal e apresentaram menor deposição de colágeno 
tipo 1 e FSP-1. Proteção renal observada em animais tratados com 
células-tronco derivadas do tecido adiposo foi seguida por redução 
nos níveis séricos de TNF-α, KC, RANTES e IL-1a. O tratamento com 
células-tronco derivadas do tecido adiposo  após 6 semanas, quando 

os animais já apresentavam fibrose instalada, demonstrou melhora 
em parâmetros funcionais e menos fibrose, analisada pela coloração 
de Picrosirius, e redução da expressão de RNAm de colágeno tipo 
I e vimentina. Conclusão: A terapia com células-tronco derivadas 
do tecido adiposo  pode deter a progressão da fibrose renal, pela 
modulação da resposta inflamatória precoce, provavelmente  por 
meio da redução da transição epitelial-mesenquimal.

Descritores: Células-tronco mesenquimais; Insuficiência renal 
aguda; Traumatismo por reperfusão; Fibrose; Inflamação 

ABSTRACT
Objective: To analyze the role of adipose tissue-derived stem cells  
in reducing the progression of renal fibrosis. Methods: adipose 
tissue-derived stem cells  were isolated from C57Bl/6 mice and 
characterized by cytometry and differentiation. Renal fibrosis was 
established after unilateral clamping of the renal pedicle for 1 hour. 
Four hours after reperfusion, 2.105 adipose tissue-derived stem cells  
were administered intraperitoneally and the animals were followed 
for 24 hours during 6 weeks. In another experimental group, 2.105 
adipose tissue-derived stem cells  were administered only after 6 
weeks of reperfusion, and they were euthanized and studied 4 weeks 
later. Twenty-four hours after reperfusion, the animals treated with 
adipose tissue-derived stem cells  displayed reduced renal and 
tubular dysfunction and an increase of the regenerative process. 
Renal expression of IL-6 and TNF mRNA were decreased in the 
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animals treated with adipose tissue-derived stem cells, while the 
levels of IL-4, IL-10, and HO-1 were increased, despite the fact that 
adipose tissue-derived stem cells  were not observed in the kidneys 
via SRY analysis. Results: In 6 weeks, the kidneys of non-treated 
animals decreased in size, and the kidneys of the animals treated with 
adipose tissue-derived stem cells remained at normal size and display 
less deposition of type 1 collagen and FSP-1. The renal protection 
observed in animals treated with adipose tissue-derived stem cells  
was followed by a drop in serum levels of TNF-α, KC, RANTES, and IL-
1a. Treatment with adipose tissue-derived stem cells  after 6 weeks, 
when the animals already displayed established fibrosis, demonstrated 
an improvement in functional parameters and less fibrosis analyzed 
by Picrosirius stain, as well as a reduction of the expression of type 
1 collagen and vimentin mRNA. Conclusion: Treatment with adipose 
tissue-derived stem cells  may deter the progression of renal fibrosis 
by modulation of the early inflammatory response, likely via reduction 
of the epithelial-mesenchymal transition.

Keywords: Mesenchymal stem cells; Renal insufficiency, acute; 
Reperfusion injury; Fibrosis; Inflammation 

INTRODUÇÃO
Apesar de todos os esforços no tratamento da insufici-
ência renal aguda (IRA), essa síndrome ainda está asso-
ciada à alta mortalidade e morbidade. Além disso, apre-
senta alta incidência e pode afetar cerca de 7% de todos 
os pacientes hospitalizados, com a taxa de mortalidade 
estando perto de 50% nos pacientes na Unidade de Te-
rapia Intensiva (UTI)(1). Entre os sobreviventes de IRA 
em longo prazo (1 a 10 anos), aproximadamente 12,5% 
são diálise dependente e 19 a 31% desenvolvem doença 
renal crônica (DRC). Esse cenário pode ser devido a 
uma incompleta reparação e persistente inflamação tú-
bulo-intersticial, levando a um aumento na proliferação 
de fibroblastos e ativação de miofibroblastos, resultan-
do em deposição excessiva de matriz extracelular(2). A 
transição epitélio-mesenquimal (TEM) tem sido sugeri-
da como principal fator no desenvolvimento da fibrose 
na evolução da IRA para DRC(3-5).

A TEM pode ser vista como uma resposta adapta-
tiva das células epiteliais após estresse crônico/lesão. 
Hipóxia, estresse oxidativo e inflamação podem pro-
duzir e liberar várias quimiocinas e citocinas que atra-
em e dirigem o influxo de células inflamatórias para 
o espaço túbulo-intersticial. Esse infiltrado de células 
se ativa e produz um mix de fatores solúveis, inclusi-
ve pró-inflamatórias, citocinas pró-fibróticas e matriz 
metalopeptidase 9 (MMP-9)(6), criando um microam-
biente hostil para células epiteliais e endoteliais. Na 
fase inicial do processo inflamatório na fibrose renal, 
citocinas produzidas pelo infiltrado de células, como 
IL-1, TNF-α e IFNγ, potencializam a tubular TEM de-
sencadeada por TGF-β, induzindo a expressão do re-
ceptor de TGF-β(7). TGF-β é o principal fator profibró-

tico, pois promove proliferação de fibroblastos, sínte-
se de matriz extracelular e inibição da colagenase em 
múltiplos órgãos, eventos característicos da TEM(8-9). 
Ativação de TNF-α NF-kB dependente também esta-
biliza o fator de transcrição Snail (potente indutor de 
TEM) bloqueando sua ubiquitinação, proporcionando 
outro link molecular entre a inflamação e TEM(10-11). 
A importância da inflamação renal em iniciar e pro-
mover TEM também é manifestada por muitas obser-
vações de que a fibrose renal é quase sempre precedi-
da e intimamente associada à inflamação intersticial 
crônica(12-14).

Células-tronco derivadas do tecido adiposo 
(CTAd) são células-tronco mesenquimais adultas(15), 
que são facilmente isoladas, e quando influeciadas 
pelo meio extracelular, têm a capacidade, in vitro, 
de se diferenciar em outros tipos celulares, como os 
adipócitos, miócitos, osteoblas. Elas são conhecidas 
por secretarem vários fatores de crescimento e, as-
sim, terem efeito citoprotetor em diferentes modelos 
de lesão(16). Gimble et al. demonstraram que CTAds, 
quando em um tecido lesado, podem secretar citoci-
nas e fatores de crescimento que estimulam a recu-
peração e limpeza de substâncias tóxicas liberadas no 
local da lesão, promovendo a recuperação das células 
sobreviventes(17). Vários estudos demonstraram que 
CTAds têm também a capacidade de regular as res-
postas do sistema imune(18,19). Elas podem suprimir a 
ativação de células T, pela inibição da expressão de 
ciclina D2(20), pela indução de células T reguladoras(21) 
ou por interferência com as células dendríticas(21-22). 
Além disso, CTAds podem agir por meio de um efeito 
antiapoptótico em células-alvo, aumentando a recu-
peração da função renal.

Recentemente, terapias com células-tronco têm se 
revelado uma nova estratégia para reduzir a progressão 
de doenças renais crônicas. Semedo et al. demonstraram 
que a administração de células-tronco mesenquimais 
(CTM) melhorou parâmetros histológicos e funcionais, 
além de reduzir fibrose em um modelo de ablação renal 
grave. A proteção renal decorrente da administração de 
CTM também atenuou a hipóxia crônica, estresse oxi-
dativo e citocinas inflamatórias que levam à TEM e es-
tão presentes durante DRC(23,24). Outros diversos estu-
dos descreveram os efeitos benéficos da administração 
de CTAd. O tratamento com CTAd leva a uma melhor 
vascularização(25), regeneração óssea craniana, regene-
ração da parede cardíaca, reparo da função do miocár-
dio infartado e melhora funcional de acidente vascular 
cerebral. Neste estudo, propusemos que a CTAd pode 
interromper a progressão da fibrose renal em um mode-
lo animal de DRC, por meio da modulação de eventos 
inflamatórios.
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MÉTODOS 
Isolamento de CTAd
Tecido adiposo da área inguinal de camundongo foi 
isolado de camundongos machos C5Bl/6 e digeridos 
com 0,075% de colagenase IA (Sigma Aldrich, St Lou-
is, MO, EUA) a 37ºC por 30 minutos. Suspensão de 
células foi filtrada por um filtro de 70 μm (BD Bios-
ciences, San Jose CA, EUA) para remover restos de 
tecido. Então, colagenase foi inativada com soro fetal 
bovino (SFB) e a suspensão celular foi lavada com tam-
pão fosfato (PBS) e centrifugada duas vezes, por 5 mi-
nutos, a 260 xg cada vez. O pellet formado foi suspenso 
em 0,84% NH4Cl para remover as células vermelhas 
do sangue. As células foram lavadas e centrifugadas 
duas vezes com PBS e cultivadas em garrafas plásticas 
(TPP, Trasadingen, Suíça) em low-glucose Dulbecco’s 
modified Eagle’s medium (DMEM, Gibco, Invitrogen 
Corporation, Carlsbad, CA, EUA) suplementadas 
com 10% de soro fetal bovino (Emcare, Campinas, SP, 
Brasil). As células foram mantidas em cultura por 4 
semanas.

Imunofenotipagem das CTAds
Suspensão de CTAds (1 × 105 células) foi incubada 
por 40 minutos em concentrações saturadas dos an-
ticorpos CD34-FITC, CD105-FITC, CD73-CD45-PE 
e PerCP e controles (todos os anticorpos foram ad-
quiridos da BD PharMingen Biosciences, San Diego, 
CA, EUA). Após três lavagens, as células foram cen-
trifugadas a 200 xg durante 5 minutos e o pellet resul-
tante ressuspendido em tampão fosfato (PBS) gelado. 
A fluorescência celular foi avaliada com a utilização 
de citômetro de fluxo (FACSCanto, Becton Dickinson, 
Franklin Lakes, NJ, EUA).

Diferenciação das CTAds
As CTAds foram diferenciadas em adipócitos por tra-
tamento com DMEM low, suplementado com 10% de 
SFB e dexametasona (1 µM), isobutilmetilxantina (0,5 
µM), insulina (10 mg/mL) e indometacina (100 µM) por 
14 dias. 

Diferenciação em osteoblasto as CTAds foram trata-
das com SFB DMEM baixa glicose, suplementadas com 
10% de dexametasona (0,1 µM), ácido ascórbico (0,2 
µM) e fosfato beta-glicerol (10 mM) por 28 dias. Todos 
os reagentes foram adquiridos da Sigma-Aldrich.

Animal model de CKD
Camundongos fêmeas C57BL/6J, 8 semanas de idade, 
advindos do Centro de Desenvolvimento de Modelos 

Experimentais (CEDEME) da Universidade Federal 
de São Paulo (UNIFESP), foram submetidos à isque-
mia renal unilateral, como descrito por Burne-Taney et 
al(26). Os animais foram submetidos à incisão abdominal 
e seu pedículo renal direito foi dissecado. Um clamp 
microvascular (Rocca, São Paulo, SP, Brasil) foi colo-
cado no pedículo renal esquerdo por 60 minutos, sendo 
os animais mantidos a temperatura próxima de 37ºC. 
Os animais foram monitorizados e mantidos por 24 ho-
ras, 6 e 10 semanas antes do sacrifício. Animais Sham 
foram submetidos ao mesmo procedimento cirúrgico, 
porém não houve clampeamento da artéria renal. To-
dos os procedimentos experimentais foram aprovados 
pelo Comitê de Ética em Pesquisa da UNIFESP (CEP 
processo n.º 1915/2008).

Tratamento com CTAds
Após 4 horas do procedimento cirúrgico, um grupo de 
animais recebeu intraperitonealmente CTAd e foram 
sacrificados 24 horas e 6 semanas após a cirurgia. Ou-
tro grupo recebeu CTAd intraperitoneal após 6 sema-
nas da cirurgia, e foi sacrificado na 10a semana. Cerca 
de 2x105 células foram administradas a cada animal.

Avaliação da função renal
A creatinina sérica foi medida pelo método de Jaffé 
modificado. Ureia sérica foi medida utilizando kit La-
btest (Labtest, Lagoa Santa, MG, Brasil). 

Morfologia
Os rins dos animais sacrificados na 6a e 10a semana 
pós-isquemia foram analisados pelas colorações de 
Masson e Picrosirius. Para os exames histológicos, os 
rins foram fixados em formol tamponado 10% por 24 
horas, lavados com etanol 70% por 24 horas e, em 
seguida, embebidos em parafina. Os cortes histoló-
gicos apresentavam espessura de 4 µm. Para avaliar 
o grau de expansão do interstício renal, a fração do 
córtex renal ocupado por tecido intersticial colorado 
positivamente para componentes da matriz extrace-
lular (colágeno) foi avaliado quantitativamente por 
Masson por meio de uma técnica de contagem de 
pontos consecutivos em campos microscópicos, com 
aumento final de x 100 em uma grade de 176 pontos. 
Picrosirius foi medido com uma ampliação de 20 x 
usando o NIS-Element, programa de elementos de 
microscopia Nikon, com pelo menos 20 campos con-
secutivos. Necrose tubular aguda (NTA) foi avaliada 
em cortes de rim corados com hematoxilina-eosina 
por um revisor cego.
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Reação em cadeia da polimerase em tempo real
Amostras de tecido renal foram rapidamente conge-
ladas em nitrogênio líquido. O RNA total foi isolado 
usando o reagente Trizol (Invitrogen, Carlsbad, CA, 
EUA) e concentrações de RNA foram determinadas 
pelo Nanodrop. Primeiramente, cDNAs foram sinteti-
zados a partir da transcriptase reversa MML-V (Pro-
mega, Madison, EUA). Transcriptase reversa e reação 
em cadeia da polimerase (PCR) foi realizada utilizan-
do TaqMan (Applied Biosystem, EUA) para molécu-
las: Col-1 (00801666_g1), CTGF (Mm01192931_g1), 
IL-1β (Mm01336189_m1), IL-4 (Mm00445259_m1), 
IL-6 (00561420_m1), IL-10 (Mm00439616_m1), iNOS 
(Mm01309902_m1), HO-1 (Mm00516004_m1), HPRT 
(Mm00446968_m1), Sry (Mm00441712_s1), TNF-α 
(Mm00443258_m1), VEGF (Mm01281449-m1) e Vi-
mentina (00449201_m1). Os ciclos seguiram as seguin-
tes condições: 10 minutos a 95ºC seguido por 45 ciclos 
de 20 segundos cada a 95ºC, 20 segundos a 58ºC, e 20 
segundos a 72°C. RT-PCR foi realizado utilizando o 
SYBR Green PCR em tempo real (Applied Biosystem, 
EUA) para: HPRT (sense) 5-CTC ATG GAC TGA 
TTA ACA TGG GGA C-3 (antisense) 5-GCA GGT 
CAG CAA AGA TAT ACT AGC C-3; BMP-7 (sense) 
5-ATT AGA CTT CCA CCC TCG ATA CC-3 (antisen-
se) 5-TCC TTA TAG ATC CTG TCG AAT GCT-3 e 
TGF-β (sense) 5-AAC TAT TTC TGC AGC TCC ACA 
GAG A-3 (antisense) 5-TGG AGT ATG GTA GCC 
TTG G-3. Software de detecção de sequência 1.9 (SDS) 
foi utilizado para análise, e expressão de mRNA foi nor-
malizada por HPRT. Os valores são expressos em rela-
ção a uma amostra de referência (calibrador): amostras 
dos animais Sham. O Ct (ciclo limite) para o gene alvo 
e o Ct para o controle interno foram determinados para 
cada amostra. As amostras foram realizadas em tripli-
cata. A expressão relativa de RNAm foi calculada por 
2ΔΔCT. Todas as amostras experimentais foram expressas 
como uma diferença n vezes em relação ao calibrador.

Bioplex
O kit Bioplex de ensaio de camundongo com 23 plex 
de citocinas (Bio-Rad Laboratories, Inc., Hercules, CA, 
EUA) foi utilizado para testar amostras para a presen-
ça de 23 citocinas. O ensaio foi lido sobre o sistema de 
matriz Bioplex suspensão, e os dados foram analisados 
utilizando Bioplex software Manager 4.0. Curvas Stan-
dard variaram de 32,000 a 1,95 pg/mL.

Imunoistoquímica
Colágeno I (diluído 1:200; COL-1, Abcam, Cambrid-
ge, MA, EUA), FSP-1 (diluído 1:400, S100A4, DAKO), 

PCNA (diluído 1:300; clone PC10, DAKO), e Hypoxy-
probe (diluído 1:500; 121 Turnpike Middlesex, Burling-
ton, MA, EUA) foram realizados em cortes histológicos 
fixados em parafina. Anteriormente, as lâminas foram 
desparafinizadas, reidratadas e submetidas à solução de 
recuperação antigênica Tris-EDTA pH 9 a 95°C. Para 
Hypoxyprobe, a recuperação antigênica foi realizada 
com tampão citrato 10 mM pH 6 a 55ºC. A atividade da 
peroxidade endógena foi bloqueada com peróxido de hi-
drogênio 3%, havendo também o bloqueio com Protein 
Block Solution (DAKO, Carpinteria, CA, EUA). Em se-
guida, as lâminas foram incubadas com anticorpo primá-
rio ou reagente controle negativo, seguido de incubação 
com Envision (DAKO), sendo incubações sequenciais 
de 30 minutos em temperatura ambiente. Coloração foi 
completada por uma incubação de 1 a 3 minutos com 
3,3-diaminobenzidina (DAB) + substrato cromógeno, 
o que resulta em um precipitado de cor castanha no lo-
cal do antígeno. Contracoloração com hematoxilina foi 
realizada. Para análise de hipóxia tecidual, foi adminis-
trado por via intraperitoneal HypoxyprobeTM_1 (pimo-
nidazole HCl), na dose de 60 mg/kg de peso corporal, 
aproximadamente 25 minutos antes do sacrifício. Após 
a inoculação, HypoxyprobeTM_1 (121 turnpike Midd-
lesex, Burlington, MA, EUA) foi distribuída para todos 
os tecidos, porém aderiu-se apenas em determinadas 
proteínas de células que tinham uma concentração de 
oxigênio inferior a 14 micromolar – o equivalente a uma 
pressão parcial pO2 = 10 mmHg a 37ºC.

Análise estatística 
Os dados foram expressos com média ± SD. As diferen-
ças entre os dois grupos foram avaliadas quanto à signi-
ficância estatística com teste t de Student e ANOVA, e 
consideradas significativas para p < 0,05.

RESULTADOS
Isolamento da CTAd e caracterização
CTAds foram caracterizadas por ensaios imunofenotí-
picos usando alguns marcadores de superfície celular 
descritos na literatura(20). CD34, CD73, CD105 e CD45 
foram avaliados. A expressão de CD73 foi de 24,9 ± 
0,9%; CD105: 71,2% ± 19,7; CD34: 6,0 ± 3,8%; CD45: 
6,9% ± 1,9. Esses resultados eram esperados em relação 
ao perfil imunofenotípico descrito para CTAd. Células 
em primeira passagem foram caracterizadas por dife-
renciação em adipócitos e osteócitos em ensaios parale-
los. Nas células diferenciadas para adipócitos, pôde-se 
visualizar em vermelho gotículas de lipídios no interior 
das células coradas com Oil Red. Diferenciação para 
osteócito foi realizada e, após 28 dias, depósitos de cál-
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cio foram observados por meio da coloração de Von 
Kossa (dados não mostrados).

Tratamento com CTAd leva à imunomodulação tecidual 
e sistêmica 
Nesse modelo, isquemia e reperfusão grave ocorrem 
em apenas um rim. No entanto, devido ao longo tempo 
de isquemia (1 hora), os parâmetros funcionais renais 
são alterados. Níveis séricos de ureia apresentam-se au-
mentados nos animais sujeitos à isquemia severa quan-
do comparados aos animais Sham. Tratamento com 
CTAd apresentou disfunção renal inferior (Figura 1A). 
Esses resultados foram correlacionados com NTA. Os 
rins submetidos à isquemia, após 24 horas, apresenta-
ram maior área de necrose (Figura 1B), enquanto NTA 
foi diminuída nos animais tratados com CTAd. Além 
disso, o padrão de regeneração foi superior em animais 
tratados com CTAd (Figuras 1C e 1E) assegurado pela 
marcação de PCNA (Figuras 1F-1H).

A inflamação tem um importante papel nos resulta-
dos da isquemia e reperfusão renal. Além disso, é sabi-
do que CTAd leva à imunomodulação. Nesse sentido, 
analisamos a expressão do RNAm de diversas citocinas 
após o tratamento com CTAd. Expressão de RNAm 
de IL-6 estava reduzida no tecido renal nos animais 
tratados com CTAd (Figura 1I). Expressão de RNAm 
de TNF-α e IL-1β também foi quantificada, mas não 
foram observadas diferenças estatísticas (Figuras 1J e 
1K), embora os animais tratados com CTAd tivessem 
uma menor expressão. Surpreendentemente, a expres-
são de RNAm de citocinas anti-inflamatórias IL-4 e IL-
10 estava aumentada no tecido renal dos animais trata-
dos com CTAd (Figuras 1L e 1M).

Sistemicamente, encontramos o mesmo padrão 
imunomodulatório no tecido renal. Citocinas séricas 
pró-inflamatórias, como IL-1α, IL-1β, KC e IL-12 
(p70) foram reduzidas no grupo de animais tratados 
com CTAd (Figuras 1N, 1P, 1R, 1T). Os níveis de IL-6 
e IL-13 também foram avaliados, mas não foram obser-
vadas diferenças significantes (Figuras 1O e 1S). Níveis 
de RANTES também estavam reduzidos nos animais 
tratados com CTAd (Figura 1T). Neste ensaio multi-
plex, G-CSF, GM-CSF, IL-12 (p40), MCP-1, MIP-1β 
e níveis de TNF-α não diferiram dos animais tratados 
com CTAd dos animais não tratados. Além disso, IL-
12, IL-3, IL-4, IL-10, IL-17, MIP-1ª e IFNg não foram 
detectados.

Para verificar a presença de CTAd dentro dos rins 
após o tratamento, a expressão do RNAm de SRY foi 
amplificada por PCR em tempo real (Figura 1U). Não 
foram detectadas intensidades de RNAm de SRY, indi-
cando a ausência dessas células dentro do tecido nesse 
tempo de estudo.

CTAd cessa progressão da fibrose decorrente de 
isquemia severa 
Após 6 semanas, neste modelo de isquemia reperfusão, 
observou-se que o rim submetido à isquemia estava me-
nor quando comparado ao rim contralateral em animais 
não tratados. Surpreendentemente, o rim isquêmico 
dos animais tratados com CTAd não se apresentava re-
duzido (Figura 2A). Apesar disso, o nível de creatinina 
e de ureia não se alterou com o tratamento com CTAd, 
provavelmente devido à presença de rim contralateral 
que, gradualmente, compensa a perda funcional do rim 
lesado (Figuras 2B e 2C). Esse rim com tamanho re-
duzido apresentou também uma maior área de fibrose, 
como demonstrado pelas colorações com tricrômico de 
Masson e Picrosirius (Figuras 2D, 2E e 2F). Nenhuma 
fibrose relevante foi observada no grupo Sham.

Quantificamos também a expressão do RNAm de 
algumas moléculas pró-fibróticas a fim de ratificar nos-
sos dados sobre deposição de colágeno. Colágeno tipo 
1 (Col-1), vimentina e fator de crescimento do tecido 
conjuntivo (CTGF) foram avaliados em tecido renal 
após 6 semanas. Mais uma vez, reduzida expressão de 
RNAm dessas moléculas foram observadas no tecido 
renal dos animais tratados com CTAd (Figuras 3A, 
3B e 3C). Além disso, para confirmar tais resultados, 
as análises de proteínas foram realizadas por meio de 
testes de imunoistoquímica para proteína específica de 
fibroblastos 1 (FSP-1) e Col-1 (Figura 4).

Imunomodulação da inflamação pelas CTAds
Já em 24 horas após isquemia e reperfusão grave, ob-
servou-se uma importante modulação da resposta infla-
matória nos animais tratados com CTAd. Como essa in-
flamação reduzida, no ponto de tempo inicial, poderia 
estar relacionada à progressão da fibrose, temos inves-
tigado o padrão inflamatório no interior do rim e siste-
micamente, 6 semanas após o tratamento. Além disso, 
quantificamos algumas moléculas protetoras e angiogê-
nicas relacionadas à reparação tecidual. Em 6 semanas, 
as expressões no rim de citocinas pró-inflamatórias, 
como TNF-α e IL-6, ainda estavam reduzidas nos ani-
mais submetidos à isquemia severa e tratados com 
CTAd (Figuras 3D e 3E). Além disso, a heme-oxigenase 
1 (HO-1) e a razão BMP-7/TGFb estavam aumentadas 
nos animais tratados com CTAd, em comparação aos 
animais não tratados (Figuras 3F e 3G). Terapia com 
CTAd também levou a uma imunomodulação sistêmi-
ca. Níveis séricos de citocinas foram reduzidos em ani-
mais tratados com CTAd. IL-1α, TNF-α, KC e os níveis 
de RANTES foram significativamente reduzidos nos 
animais tratados, quando comparados a animais não 
tratados (Figuras 3K, 3M, 3N e 3O). IL-6 e outras ci-
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Figura 1. Efeitos da administração de células-tronco derivadas do tecido adiposo após 24 horas de isquemia unilateral.
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tocinas (IL-1β e IL-10 e IL-17) não diferiram entre os 
grupos, embora uma tendência de redução nos animais 
tratados com CTAd tenha sido observada (Figura 3L e 
dados complementares).

A hipóxia crônica, devido à rarefação dos capilares, 
é uma possível teoria para explicar a contínua progres-
são da fibrose renal, uma vez que baixa pressão de oxi-
gênio é um fator importante para TEM. Assim, analisa-
mos se a hipóxia tecidual foi reduzida no tecido renal, 
utilizando uma sonda que detecta áreas mais baixas da 
pO2. Rim isquemiado dos animais tratados com CTAd 
demonstrou áreas mais baixas de hipóxia (Figura 3J). 
Além disso, expressão de mRNA iNOS estava aumen-
tada nos rins dos animais tratados com CTAd, apesar de 
diferenças significativas não terem sido encontradas na 
expressão de VEGF (Figuras 3H e 3I).

Reversão de fibrose renal após tratamento com CTAd
Testamos o papel da CTAd na reversão de um quadro 
fibrótico já estabelecido. CTAd foram administradas 6 
semanas após a isquemia. Os animais foram observa-
dos até a 10a semana. Surpreendentemente, o rim dos 
animais tratados com CTAd mostrou reduzidas áreas 
de fibrose, como analisado pela coloração de Picrosi-
rius (Figuras 5C e 5D). Melhora funcional também foi 
observada e correlacionada à redução dessas áreas de 
fibrose (Figuras 5A e 5B). Confirmando esses dados, a 
expressão de RNAm de vimentina estava reduzida nos 
animais tratados com CTAd, quando comparadas aos 
não tratados (Figura 6). Expressão de RNAm de colá-
geno tipo I também estava diminuído nos animais trata-
dos com CTAd, mas não foi observada diferença signifi-
cativa (Figura 6B). Além disso, o teste de imunoistoquí-
mica para colágeno tipo I e FSP-1 correlacionam com os 
estudos dos genes observados (Figura 6E). Expressão 
de mRNA de citocinas protetoras como IL-10 e BMP-7 
aumentaram após o tratamento com CTAd (Figuras 6C 
e 6D). Novamente, apesar dessa melhora funcional e 
histológica, CTAd não foi encontrada no rim, analisada 
pela expressão de RNAm de SRY (Figura 6F).

DISCUSSÃO
Em 2002, a CTAd foi primeiramente descrita por Zuk 
et al.(27). Desde então, estudos com CTAd vêm crescen-
do exponencialmente. Propriedades regenerativas da 
CTAd são grandes atrativos para muitas doenças(28). 
Doenças fibroproliferativas chamam nossa atenção, 
uma vez que a destruição do tecido causada pela depo-
sição de matriz extracelular leva à perda funcional do 
órgão. Isso é muito importante para os rins, uma vez 
que o equilíbrio entre células e matriz extracelular de-
termina sua função.

Figura 2. Efeitos da administração de células-tronco derivadas do tecido adiposo 
em camundongos após 6 semanas de isquemia unilateral. 
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Figura 3. Expressão de citocinas em soro e tecido renal dos animais sacrificados 6 semanas após a reperfusão.

A B C D E

F G H I

N O

J

K L M



einstein. 2011; 9(1 Pt 1):36-45

44 Oliveira CD, Semedo P, Silva MB, Cenedeze MA, Malheiros DMAC, Reis MA, Silva AP, Câmara NOS

A DRC está emergindo como um problema de saú-
de mundial. As possíveis terapias para o estágio final de 
insuficiência renal são, hoje, a diálise e o transplante, as 
quais, no entanto, não resolvem esse problema(29). Vá-
rias comorbidades podem causar DRC, mas um aspec-
to é sempre esquecido: a persistente inflamação após 
eventos de IRA(30,31). Inflamação é o principal fator na 
progressão da fibrose renal. Ela leva à transformação 
de uma célula epitelial em miofibroblastos, a chamada 
TEM(4). Se a TEM ocorre in vivo ou não, não é um con-
senso. No entanto, não é questionável o papel da infla-
mação na formação da cicatriz. 

Apesar da melhora funcional após a lesão renal agu-
da, uma inflamação residual pode contribuir para o es-

tresse epitelial conduzindo à fibrose. Nesse modelo de 
isquemia unilateral grave, a inflamação remanescente 
leva o rim a diminuir de tamanho devido à fibrose cica-
tricial formada.

O mecanismo principal de ação das células-tronco 
adultas é imunorregulação(23,24). Isso acontece por um 
efeito predominantemente parácrino da CTAd, por 
meio de um fenômeno chamado touch and go, no qual 
essas células são atraídas para a área de lesão, secretam 
fatores imunes e depois deixam o tecido e/ou morrem. 
Isso pode explicar o porquê de as CTAds não poderem 
ser vistas no rim dos animais tratados.

Neste trabalho, propomos que a CTAd pode inibir 
EMT, agindo sobre a inflamação. Em 24 horas, os ani-
mais tratados com CTAd tiveram um melhor resultado 
funcional correlacionado a uma imunomodulação, que 
reflete, após 6 semanas, quando menores áreas de fibro-
se são observadas.

Em nossos resultados, em 10 semanas de análises, 
podemos observar que, além de cessar o processo fibró-
tico, a CTAd pôde reverter esse quadro de fibrose. Isso 
abre uma incrível oportunidade para tratamento clíni-

Figura 6. Expressão de citocinas em tecido renal dos animais 10 semanas após 
a reperfusão.
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Figura 4. Imunoistoquímica do tecido renal após 6 semanas. 

Figura 5. Efeitos da administração de células-tronco derivadas do tecido adiposo 
na 6ª semana após IRI, analisada após 10 semanas.
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co. Focamos, então, nos resultados inflamatórios. No-
vamente, os animais tratados com CTAd tiveram baixos 
níveis de inflamação, o que pode refletir na redução da 
progressão da deposição de matriz extracelular. 

Em resumo, propomos aqui que o tratamento com 
CTAd pode levar a uma parada da progressão ou até 
mesmo à reversão do processo fibrótico por downregu-
lation da inflamação, via administração sistêmica.
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