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RESUMO 

 

ANDRADE, Daniela Caldas de. Análise das células-tronco cardíacas residentes e do 
potencial terapêutico de IGF-1 no coração em modelo experimental de obesidade.  
105 f.  Tese (Doutorado em Fisiopatologia Clínica e Experimental) – Faculdade de 
Ciências Médicas, Universidade do Estado do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 2018. 

 

As doenças cardiovasculares são a principal causa de mortalidade na obesidade. A 
presença de células progenitoras no miocárdio, incluindo as células-tronco cardíacas 
residentes (CTC; c-kit+Lin-) e as células progenitoras endoteliais (CPE; CD133+), tem sido 
sugerido como um possível mecanismo de regeneração cardíaca. Entretanto, apesar do 
avanço na compreensão dessas células, os mecanismos que regulam a sua 
sobrevivência em condições patológicas ainda não estão claros. Nosso grupo demonstrou 
recentemente que a obesidade está relacionada com danos às células-tronco de medula 
óssea. Além disso, a cardiomiopatia diabética está associada com diminuição do número 
e capacidade proliferativa das CTC. A administração de IGF-1 e HGF em modelo de 
infarto do miocárdio estimulou a resposta regenerativa de CTC, sem a necessidade do 
transplante de células, induzindo a migração, proliferação e diferenciação das CTC em 
células cardíacas e da microvasculatura. Assim, o objetivo desse trabalho foi estudar o 
potencial terapêutico do IGF-1 sobre as CTC em modelo de obesidade induzida por dieta 
Ocidental. Camundongos Swiss machos de 21 dias foram divididos em grupo controle 
(GC, N=8), alimentado com dieta padrão, e grupo obeso (GO, N=16), alimentado com 
dieta Ocidental, rica em gordura saturada e carboidratos simples, por 12 semanas. Parte 
dos animais do grupo obeso (N=8) recebeu uma injeção subcutânea diária de IGF-1 por 
sete dias consecutivos (GO+IGF-1). Animais obesos controles (N=8) receberam solução 
salina. Nossos dados demonstraram que o tratamento com IGF-1 nos camundongos 
obesos (GO+IGF1) contribuiu para a redução dos parâmetros biométricos analisados, da 
esteatose hepática e do índice de hipertrofia cardíaca, quando comparado ao GO. O 
tratamento também foi capaz de restaurar a matriz extracelular e reduzir a apoptose, 
reduzindo a área de fibrose cardíaca, o que foi corroborado pelo menor conteúdo de 
colágenos I e III, assim como, pela redução da razão Bax/Bcl2. O tratamento com IGF-1 
reduziu o conteúdo de MMP-9 e TIMP-1 e elevou o conteúdo de MMP-13, contribuindo 
para o remodelamento favorável do parênquima cardíaco. O GO+IGF-1 também 
apresentou melhora do influxo de cálcio e acoplamento cardíaco, comprovada pelo 
aumento dos conteúdos de SERCA-2 e Conexina 43. Observamos, também, melhora do 
metabolismo energético cardíaco no GO+IGF-1 e aumento significativo do número de 
CTC, CPE e da formação de novos cardiomiócitos em relação ao GO. Além disso, foi 
observado aumento da razão pAKT/AKT. Os resultados sugerem que o IGF-1 tem efeito 
cardioprotetor relacionado à regulação positiva da via AKT, proporcionando a melhora do 
ambiente tecidual e, assim, garantindo a sobrevivência das CTC e CPE, bem como a 
formação de novos cardiomiócitos. Paralelamente, a ativação da via AKT tem ação direta 
sobre as CTC, ativando a sobrevivência e proliferação dessas células. As CTC ativadas, 
por sua vez, secretam uma série de fatores que agem de forma parácrina no tecido 
cardíaco, contribuindo para a recuperação morfofuncional do órgão e reversão da falência 
cardíaca. 

Palavras-chave:  Obesidade, Células-Tronco Cardíacas Residentes, Células 

Progenitoras Endoteliais, Fibrose Cardíaca, Metabolismo 

Energético, IGF-1  



 

ABSTRACT 

 

 

ANDRADE, Daniela Caldas de. Analysis of cardiac resident stem cells and therapeutic 
potential of IGF-1 in the heart in experimental model of obesity. 105 f. Tese (Doutorado 
em Fisiopatologia Clínica e Experimental) – Faculdade de Ciências Médicas, 
Universidade do Estado do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 2018. 

 
 Cardiovascular diseases are the leading cause of mortality in obesity. 
Progenitor cells presence in myocardium, including cardiac residents stem cells (CSC; 
c-kit+ Lin-) and endothelial progenitor cells (EPC; CD133+), has been suggested as a 
possible cardiac regeneration mechanism. However, despite the advance in 
understanding these cells, the mechanisms that regulate its survival in pathological 
conditions are not yet clear. Our group recently demonstrated that obesity is related to 
bone marrow stem cells damage. In addition, diabetic cardiomyopathy is associated 
with decreased CSC number and proliferative capacity. IGF-1 and HGF administration 
in myocardial infarction a model stimulated regenerative response of CSC, without the 
need for cell transplantation by inducing migration, proliferation and differentiation of 
CSC into cardiac and microvasculature cells. Therefore, this work aimed to study the 
therapeutic potential of IGF-1 on CSC in a Western diet-induced obesity model. 21 
days old Swiss male mice were divided into control group (CG, N = 8), fed with 
standard diet, and obese group (OG, N = 16), fed with Western diet, high in saturated 
fat and simple carbohydrates, for 12 weeks. Part of the obese group animal (N = 8) 
received a daily subcutaneous injection of IGF-1 for seven consecutive days (OG + 
IGF-1). Control obese animals (N = 8) received saline. Our data demonstrated that 
IGF-1 treatment in obese mice (OG + IGF1) contributed to decrease of analyzed 
biometric parameters, reduced hepatic steatosis and cardiac hypertrophy when 
compared to OG. Treatment was also able to restore extracellular matrix and reduce 
apoptosis, reducing cardiac fibrosis area, which was corroborated by the lower content 
of collagens I and III, as well as the reduction of Bax / Bcl2 ratio. Treatment with IGF-
1 reduced MMP-9 and TIMP-1 content and increased MMP-13 content, contributing to 
the favorable remodeling of cardiac parenchyma. OG + IGF-1 also showed 
improvement of calcium influx and cardiac coupling, evidenced by increased SERCA-
2 and Connexin 43 contents. We also observed cardiac energetic metabolism 
improvement in OG + IGF-1 and a significant increase in the number of CSC, EPC and 
new cardiomyocytes formation compared to OG. These results suggest that IGF-1 has 
cardioprotective effect related to AKT pathway upregulation, providing tissue 
environment improvement and, thus, ensuring CSC and EPC survival, as well new 
cardiomyocytes formation. In parallel, AKT pathway activation has direct action on 
CSC, activating the survival and proliferation of these cells. Activated CSC, in turn, 
secrete several factors that act in a paracrine way in the cardiac tissue, contributing to 
morphofunctional recovery of the organ and cardiac failure rescue. 
 

Keywords: Obesity; Cardiac Resident Stem Cells, Endothelial Progenitor Cells, 

Cardiac Fibrosis, Energetic Metabolism, IGF-1 
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INTRODUÇÃO 

 

 

A transição nutricional é a mudança na tendência alimentar adotada pela 

população, com o aumento do consumo de alimentos ricos em gordura saturada, 

açúcar e sal, dieta ocidental que, somada ao estilo de vida sedentário, contribui para 

desenvolvimento da obesidade.  

A obesidade é uma doença crônica caracterizada pelo acúmulo excessivo de 

gordura corporal que vem atingindo proporções epidêmicas. Além disso, estudos 

comprovam a relação da ingestão de gordura e carboidratos simples com a incidência 

de diversas comorbidades, como doenças cardiovasculares, câncer e diabetes tipo II.

 Diversas alterações morfológicas no coração são desencadeadas pela elevada 

ingestão calórica, culminando em perda funcional e no desenvolvimento de doenças 

cardiovasculares, que apresentam elevada taxa de mortalidade e morbidade, o que 

justifica o investimento em novas alternativas terapêuticas.   

O coração foi considerado por muito tempo um órgão completamente 

diferenciado, entretanto, foi descoberta uma população de células-tronco com 

capacidade de diferenciação em cardiomiócitos, células musculares lisas e células 

endoteliais, as células-tronco cardíacas residentes. Essas células, ao serem ativadas, 

poderiam contribuir para regeneração tecidual e recuperação funcional do coração 

lesionado. 

Já foram demonstrados os efeitos regenerativos de fatores de crescimento por 

mecanismo parácrino exercido por células-tronco transplantadas. Nesse sentido, o 

fator de crescimento semelhante à insulina 1 (IGF-1) pode ser destacado, pois exerce 

efeito cardioprotetor, modulando a função mitocondrial, a sobrevivência e proliferação 

de células cardíacas.  

O presente trabalho avaliou o efeito do IGF-1 sobre as células-tronco cardíacas 

residentes de camundongos obesos, após consumo de dieta ocidental, visto que 

essas células possuem elevado potencial terapêutico.  
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1.  OBESIDADE 

 

 

A obesidade, desordem originada pela interseção entre fatores genéticos e 

comportamentais, ganhou proporções pandêmicas no século XXI e tem impulsionado 

mudanças severas no sistema de saúde (Zhang & Ren, 2016). Em geral, a obesidade 

é resultado da excessiva ingestão calórica e um estilo de vida sedentário, resultando 

no acúmulo excessivo de gordura corporal. Ela vem sendo associada a várias 

comorbidades, como: diabetes tipo 2, dislipidemias, esteatose hepática não-alcoólica, 

hipertensão, câncer e doenças cardiovasculares (Ren & Anversa, 2015; Dempersmier 

& Sul, 2015; Riehle & Abel, 2016; Mistry &Puthussery, 2015, Fructuoso et al., 2018).  

O comportamento alimentar é reflexo da interação de fatores fisiológicos, 

genéticos, psicológicos e das condições ambientais e sociais. No que se refere ao 

contexto socioeconômico, a mudança na produção de alimentos observada nas 

últimas décadas, em consequência da transição tecnológica, contribuiu para 

alterações no perfil alimentar da população, descritas por Popkin (2011) e 

denominadas coletivamente como transição nutricional.  

A transição nutricional é um processo de modificações no padrão alimentar 

relacionadas com maior consumo de alimentos ricos em gordura saturada, açúcar e 

sal, sendo denominada dieta ocidental que, associada ao estilo de vida sedentário, 

contribui para a elevação da prevalência da obesidade (Tikellis et al., 2008; Popkin, 

2011).  

Esse novo perfil nutricional está relacionado com os níveis pandêmicos de 

obesidade, que tem se revelado um dos mais importantes fenômenos clínicos e 

epidemiológicos da atualidade (Fructuoso et al., 2018). A Organização Mundial de 

Saúde (OMS), em dados referentes ao ano de 2014, apontou a presença de 1,9 

bilhões de indivíduos adultos acima do peso na população mundial (IMC ˃ 25 kg/m2), 

sendo que destes, 600 milhões são obesos (IMC ≥ 30 kg/m2). Ainda segundo a OMS, 

39% dos adultos com mais de 18 anos tem sobrepeso e, dentro desse percentual, 

13% são obesos. No Brasil, a percentagem de indivíduos adultos com sobrepeso e 

obesidade chega a 55,6% da população adulta, e nos Estados Unidos já chega a 

72,1%. A OMS apresentou dados sobre a população infantil mundial e indicou que 

mais de 42 milhões de crianças com menos de cinco anos de idade estariam com 

excesso de peso. 
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Figura 1: Mapa da obesidade mundial. Percentual de adultos com obesidade.  

 
Fonte: http://www.who.int/gho/ncd/risk_factors/overweight/en/, acessado em 13/04/18). 

 

 

Os últimos dados levantados pelo Instituto Brasileiro de Geografia e Estatística 

– IBGE (2010), contidos no documento intitulado “Pesquisa de Orçamentos Familiares 

2008-2009” (POF; 2008-2009), apontou um aumento contínuo do excesso de peso 

em todas as faixas etárias e de renda. Houve aumento expressivo do excesso de peso 

na população adulta com mais de 20 anos de idade, independente do gênero 

analisado, no intervalo entre 1974-1985 e 2008-09. O excesso de peso em homens e 

mulheres saltou de 18,5% para 50,1% e 28,7% para 48,0%, respectivamente (Gráfico 

1). 

Outro dado alarmante desse documento (POF 2008-2009) apontou o mesmo 

perfil na população de 10-19 anos (Gráfico 2), com elevação de 3,7% em 1974-1975 

para 21,7% para crianças do sexo masculino. Houve também uma elevação de 7,6% 

(1974-1975) para 19,4% (2008-2009) de meninas com excesso de peso no Brasil. 
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Gráfico 1: Evolução de indicadores na população adulta com mais de 20 anos de 

idade, por sexo, no Brasil. 

 

 Fonte: IBGE, Pesquisa de Orçamentos Familiares 2008-2009. 

 

 

Gráfico 2: Evolução de indicadores na população de 10 a 19 anos de idade, por sexo, 

no Brasil. 

 

Fonte: IBGE, Pesquisa de Orçamentos Familiares 2008-2009. 
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Dados mais recentes de vinte e sete cidades brasileiras analisados pela 

Vigilância de fatores de risco e proteção para doenças crônicas por inquérito telefônico 

– Vigitel (2017) indicaram que a obesidade cresceu 60% em 10 anos, passando de 

11,8% em 2006 para 18,9% de adultos obesos, com IMC ≥ 30 kg/m2, em 2016. 

Entretanto, a frequência entre os sexos é semelhante, com 19,6% do gênero feminino 

e 18,1% do gênero masculino. Com relação ao excesso de peso, houve um aumento 

de 26,3 % de 2006 a 2016, passando de 42,6% para 53,8%.  

Neste contexto, a crescente prevalência de sobrepeso e obesidade no Brasil e 

no mundo tem contribuído para a elevação da morbidade e mortalidade, e 

consequentemente, maiores custos nos setores diretamente relacionados a serviços 

de saúde e naqueles indiretamente relacionados ao impacto sobre a qualidade de vida 

e produtividade. Como todos esses fatores têm consequências econômicas 

relevantes, a obesidade tornou-se um problema de saúde pública com enorme 

impacto sobre a economia (Hammond, 2010; Hammond & Levine, 2010; Zhang & Ren, 

2016; Sarfert et al., 2017). 

 

 

1.1 Obesidade e doenças cardiovasculares 

 

 

As doenças cardiovasculares (DVC) possuem altas taxas de mortalidade e 

morbidade, causando sérios prejuízos econômicos e sociais. O infarto do miocárdio e 

doenças coronarianas são as desordens cardiovasculares mais comuns, podendo 

levar à falência cardíaca e morte (Singla, 2016; Riehle & Abel, 2016; Dinicolantonio et 

al., 2016). A insuficiência cardíaca é uma síndrome complexa, multifatorial e crônica, 

caracterizada por disfunção miocárdica. Diversos estudos têm demonstrado que a 

obesidade pode contribuir para o desenvolvimento de diferentes modificações 

fisiopatológicas que levam ao remodelamento cardíaco e função cardíaca anormal. 

No entanto, tais mecanismos ainda precisam ser melhor elucidados (Lopaschuk et al., 

2007; Mahajan et al., 2015; Singla, 2016; Barkala et al., 2015; Lombardo et al., 2018). 

Durante o desenvolvimento da obesidade acontece uma expansão dos 

depósitos de gordura, por meio da hipertrofia dos adipócitos, em resposta ao elevado 

consumo calórico, constituindo um fator de risco crucial para o desenvolvimento de 

doenças cardiovasculares. A desregulação endócrina do tecido adiposo induz uma 
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inflamação sistêmica de baixo grau relacionada com os mecanismos fisiopatológicos 

de diversas doenças (Costa et al., 2011; Fuster et al., 2016; Kang et al., 2016). Sob 

condições de obesidade, linfócitos T CD8+ e linfócitos Th1 CD4+ promovem o 

recrutamento de macrófagos do tipo M1, contribuindo para a inflamação do tecido 

adiposo (Fuster et al., 2016). Tais células foram associadas ao desenvolvimento da 

resistência à insulina em indivíduos obesos (Wentworth et al., 2010). 

O remodelamento disfuncional do tecido adiposo acarreta em desequilíbrio na 

produção e liberação de adipocinas, o que contribui para o estado inflamatório 

associado à obesidade, tendo efeito direto no desenvolvimento de doenças 

cardiovasculares (figura 2). Além das regiões de depósito de gordura convencional, 

há o acúmulo ectópico de gordura em outros órgãos, como fígado, músculo 

esquelético e coração. O acúmulo ectópico de lipídios no coração, decorrente de uma 

dieta hiperlipídica, por exemplo, tem efeito tóxico nos cardiomiócitos, ativando a via 

apoptótica destas células. Além disso, desencadeia alterações do metabolismo de 

substratos que trazem, como consequência, distúrbios na hemodinâmica cardíaca e 

podem causar complicações cardiovasculares, como redução da função sistólica e a 

hipertrofia do ventrículo esquerdo (Lopaschuk et al., 2010; Ikun & Boudina, 2013; 

Neves, Cortez et al., 2014; Chavali et al., 2013; Rani et al., 2016; Fuster et al., 2016). 
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Figura 2: Relação da disfunção do tecido adiposo e desenvolvimento de doenças 

cardiovasculares. 

    

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
Nota: A obesidade promove a liberação de adipocinas pró-inflamatórias pelos adipócitos que 

constituem o tecido adiposo unilocular em resposta à expansão de depósitos de gordura, 
rarefação vascular, recrutamento de células inflamatórias e necrose de adipócitos. 

 Fonte: Adaptada de Fuster et al., 2016. 

 

 

 O remodelamento cardíaco é um determinante importante do desfecho clínico 

da insuficiência cardíaca, independente da etiologia (Florea et al., 1999; Dickstein et 

al., 2008; Toprak et al., 2013). O remodelamento ocorre na matriz extracelular (MEC), 

que está sendo continuamente sintetizada e degradada (Tyagi, 1997; Toprak et al., 

2013). Ele implica numa alteração da orientação espacial das células, de seus 

componentes intracelulares e da MEC, sendo esse remodelamento estrutural uma 

resposta compensatória do tecido após o estágio patológico (Tyagi, 1997). Um dos 

principais processos associados ao remodelamento patológico é a produção 

excessiva de MEC pelos fibroblastos cardíacos, isto é, fibrose cardíaca. A fibrose 

cardíaca é responsável por reduzir a complacência cardíaca, o que torna o coração 

rígido, contribuindo para a disfunção e insuficiência cardíaca (Ooi et al., 2016; Travers 

et al., 2016; Chen et al., 2017; Liu et al., 2017; Li et al., 2018). 



22 

 

O processo inflamatório, assim como o estresse oxidativo, ativa as 

metaloproteinases (MMPs), proteases responsáveis pelo remodelamento da MEC, 

levando à reorganização de seus componentes com deposição de colágeno, 

fibronectina, elastina e outros componentes proteicos. A disposição dessas proteínas 

de matriz pode resultar em mudanças na estrutura e função do ventrículo esquerdo, 

sendo denominado remodelamento patológico (Yabluchanskiy et al., 2013).  

A MMP-2 tem sido indicada como importante reguladora intracelular de 

proteínas no miocárdio após o estresse oxidativo. A MMP-9 foi apontada em diversos 

estudos como marcador de doenças cardiovasculares, por participar ativamente do 

remodelamento adverso da MEC (Toprak et al., 2013; Kandasamy et al., 2010), já que 

regulam micro-RNAs que estão associados com o balanço do cálcio e contratilidade 

de cardiomiócitos, tendo papel fundamental na angiogênese, hipertrofia e fibrose no 

coração (Mishra et al., 2013). Em oposição às MMPs descritas anteriormente, a MMP-

13 participa da degradação de colágeno do tipo I e III, principais proteínas da fibrose 

cardíaca, desempenhando papel na regressão da fibrose (Toprak et al., 2013; Fan et 

al., 2014; Howes et al., 2014). 

A fosforilação oxidativa (OXPHOS), constitui uma via metabólica que utiliza 

energia liberada pela oxidação de nutrientes de forma a produzir trifosfato de 

adenosina (ATP). Embora a OXPHOS seja uma parte vital do metabolismo, na maioria 

das células eucarióticas, a cadeia respiratória mitocondrial, notavelmente ao nível dos 

complexos I e III, constitui a principal fonte de espécies reativas de oxigênio (EROs) 

intracelular, tais como o ânion superóxido e o peróxido de hidrogênio, mesmo em 

condições basais (Galluzzi et al., 2012). Assim, as EROs constituem um subproduto 

normal da respiração, necessárias para diversas vias de sinalização intracelular e são 

normalmente neutralizadas por sistemas antioxidantes. Entretanto, em níveis mais 

elevados, a ação de radicais livres (estresse oxidativo) pode danificar componentes 

celulares e impedir a função mitocondrial por causar modificações oxidativas nas 

proteínas mitocondriais, mutações no mtDNA e ativação da permeabilidade transitória 

(Bugger & Abel, 2010), contribuindo para processos de envelhecimento celular e 

derivadas patologias. Diversos estímulos podem desencadear a superprodução de 

EROs nas células. Por exemplo, no sistema cardiovascular são fatores importantes: a 

hiperglicemia, a hipóxia e a presença de citocinas inflamatórias (Ansley & Wang, 

2013). 
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A disfunção mitocondrial, independente da etiologia, tem sido associada às 

doenças cardiovasculares, envolvendo estresse oxidativo, apoptose, redução da 

biogênese mitocondrial e síntese de ATP, assim como mudança da morfologia e 

remodelamento mitocondrial (Rogge, 2009; Bournat & Brown, 2010; Brand & Nicholls, 

2011). O estresse oxidativo, com consequente oxidação de biomoléculas como 

lipídeos, proteínas e DNA, danifica estruturas celulares e potencializa a resposta 

inflamatória (Mello et al., 2018). Estudos recentes demonstraram que a obesidade 

eleva os níveis de EROs, citocinas pró inflamatórias e promove a apoptose de 

cardiomiócitos. Além disso, acarreta danos às proteínas, disfunção mitocondrial com 

redução da síntese de ATP, e altera o tamanho dos cardiomiócitos e sua 

contratilidade, pois interfere na disponibilidade de Ca2+ intracelular (Zhang et al., 2012; 

Neves, Cortez et al., 2014; Ren & Anversa, 2015; Crecenzo et al., 2015; Rani et al., 

2016; Pavillard et al., 2018) (figura 3). Alterações na dinâmica mitocondrial também 

foram observadas na obesidade e relacionadas com mecanismos fisiopatológicos. 

Dietas ricas em glicose promovem fissão mitocondrial e elevação da síntese de ERO, 

enquanto que a ingestão calórica elevada diminui os níveis de PGC-1, proteína ligada 

à biogênese mitocondrial, e Mfn2 (mitofusina-2), levando à redução da fusão 

mitocondrial e consequente comprometimento da função da organela (Bournat & 

Brown, 2010; Pintus et al., 2012). 

A eficiência pela qual os equivalentes redutores são convertidos em ATP pela 

OXPHOS é conhecida como acoplamento mitocondrial. Quando as mitocôndrias não 

são perfeitamente acopladas (desacopladas), a força próton-motriz gerada pela 

OXPHOS é dissipada sob a forma de calor em vez de ser utilizada para impulsionar a 

ATP sintase, mecanismo chamado de “vazamento de prótons” (próton leak) 

(Johannsen & Ravussin, 2009). Este processo é realizado pelas proteínas 

desacopladoras (uncoupling proteins - UCPs) que ocorrem na membrana interna da 

mitocôndria. Dentre as UCPs mais comuns estão: a UCP1, expressa exclusivamente 

no tecido adiposo marrom, a UCP2, amplamente expressa em diferentes tecidos 

(incluindo o tecido adiposo, músculo, coração, fígado, rins e cérebro) e a UCP3, 

expressa principalmente nos tecidos musculares (Kim et al., 2008; Johannsen & 

Ravussin, 2009). UCP2 e UCP3 tem um papel importante no feedback negativo da 

produção de EROs pela mitocôndria. Como as EROs são subprodutos normais da 

OXPHOS, níveis basais de expressão das UCPs são importantes para a neutralização 

dessas EROs, impedindo o estresse oxidativo. Entretanto, o aumento da produção de 
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EROs como consequência de dano mitocondrial acarreta no aumento da expressão 

das UCPs e, com isso, no desacoplamento mitocondrial e deficiência na produção de 

ATP (Mailloux & Harper, 2012). O desacoplamento mitocondrial contribui para a 

diminuição energética mitocondrial em condições associadas com aumento da 

disponibilidade de ácidos graxos, como na obesidade e diabetes (Bugger & Abel, 

2010; Boudina & Abel, 2006; 2007). Além disso, níveis aumentados de UCPs e 

consequente diminuição da eficiência mitocondrial têm sido descritos em modelos de 

infarto e falência cardíaca (Murray et al., 2008; Abel & Doenst, 2011; Neves et al., 

2014). 
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Figura 3: Processo fisiopatológico da obesidade no coração.  

 

 

 
 

Nota: A elevada ingestão calórica promove o acúmulo ectópico de lipídeos no coração e expansão do 
tecido adiposo, desencadeando processos como estresse oxidativo, resistência à insulina, 
desbalanço energético e inflamação que estão relacionados com o desequilíbrio do influxo de 
Ca2+ e apoptose no coração, cujo desfecho é a disfunção contrátil e o remodelamento cardíaco.  

Fonte: Adaptado de Dong et al., 2013. 
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2. TERAPIA CELULAR E O CORAÇÃO 

 

 

A insuficiência cardíaca é uma condição altamente prevalente e debilitante. Em 

uma quantidade significativa de casos, não há terapia efizaz para reverter o curso da 

doença além do transplante cardíaco. Entretanto, o transplante somente é possível 

para pequena fração de pacientes devido à escassez de doadores de órgãos. Sabe-

se, ainda, que o coração adulto possui limitada capacidade intrínseca de reparar 

lesões teciduais e fisiológicas. Portanto, o objetivo da medicina regenerativa cardíaca 

tem-se centrado em estratégias que promovam a regeneração funcional do coração 

doente (Deutsch et al., 2013).  

As células-tronco são definidas como células indiferenciadas que tem o potencial 

de se renovar e diferenciar em múltiplos tipos de células especializadas, ou seja, elas 

possuem a capacidade de gerar vários ciclos de divisão celular, mantendo seu estado 

indiferenciado e podendo, em certas ocasiões, se diferenciar em diversas linhagens 

de células. A terapia celular utilizando células-tronco é um campo de estudo da 

medicina regenerativa. Diversos protocolos vêm sendo aplicados nos quais essas 

células podem ser transplantadas ou ativadas a fim de promover reparo tecidual e 

funcional (Gilchrist et al., 2010; Lindroos et al., 2011 e Robinton & Daley, 2012). 

     As células-tronco embrionárias (CTE), por serem pluripotentes, representam uma 

ferramenta bastante útil na medicina regenerativa, entretanto, a utilização dessas 

células envolve questões religiosas, éticas e de eficácia e segurança da terapia. Uma 

alternativa para esse problema tem sido proposta por estudos onde células adultas, 

como fibroblastos oriundos da pele, são transdiferenciadas em células pluripotentes, 

sendo denominadas células-tronco de pluripotência induzida (IPS). Entretanto, ainda 

existem questões legais, éticas e de segurança e eficácia da terapia (Gilchrist et al., 

2010; Lindroos et al., 2011; Parikh et al., 2017).  

    As células-tronco hematopoiéticas (CTH) são as células-tronco multipotentes mais 

bem caracterizadas, sendo isoladas da medula óssea, e dão origem às células 

sanguíneas. A medula óssea também é fonte de um outro tipo de célula-tronco 

multipotente, a células-tronco mesenquimal (CTM), que tem demonstrado grande 

potencial para uso clínico devido ao seu fácil isolamento, podendo ser expandidas in 

vitro, sem perda de fenótipo ou da capacidade de diferenciação. Além disso, outras 

propriedades as tornam viáveis para utilização na terapia celular, como a sua baixa 
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imunogenicidade, que permite o transplante alogênico sem drogas 

imunossupressoras, a ausência de controvérsia ética, e seu potencial de se diferenciar 

em tipos celulares de tecidos específicos com atividade trófica (Morigi et al., 2016). As 

CTM podem também ser isoladas a partir do tecido adiposo e cordão umbilical 

(Baraniak & McDevitt, 2010; Wagers & Weissman, 2004). 

Grande parte dos estudos científicos na área de terapia cardíaca, tendo como 

objetivo a resolução de cardiomiopatias, englobam células-tronco adultas 

(multipotentes), sendo as CTM, CTH, células progenitoras endoteliais (CPE) e 

mioblastos esqueléticos, os principais tipos celulares transplantados (Fernandes & 

Perin, 2007) (figura 4).  

     

 

Figura 4: Terapia celular em cardiomiopatias: tipos celulares. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
Nota: Vários tipos de células-tronco são utilizadas em tratamentos da medicina regenerativa a fim de 

reverter o quadro fisiopatológico decorrente de lesões cardíacas. No esquema estão ilustrados 
os principais locais de origem e  os tipos celulares mais utilizados, que são: a CPE (célula 
progenitora endotelial); CTH (célula-tronco hematopoiética); e CTM (célula-tronco mesenquimal).  

Fonte: Adaptado: http://www.remedi.uzh.ch/research/cell/cellbased-therapy.html. 
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Os primeiros implantes de células no miocárdio humano começaram em 2000, 

quando Menasché e colaboradores (2001) iniciaram um ensaio fase I onde mioblastos 

esqueléticos autólogos foram injetados por via intramiocárdica. A abundância de 

células-tronco do músculo esquelético (células satelítes) e a similaridade funcional e 

estrutural entre a célula muscular esquelética e o cardiomiócito levou ao emprego 

desse tipo celular em estudos experimentais e clínicos. Os mioblastos esqueléticos 

podem ser cultivados a partir de biópsia muscular e, em seguida, transplantados no 

coração infartado de animais, sendo essa uma das estratégias para remuscularização 

cardíaca. Uma das principais vantagens do uso deste tipo celular seria a possibilidade 

do transplante autólogo, a propensão a gerar células musculares por diferenciação 

espontânea e a capacidade de enxertar no coração com eficiência, além de sofrer 

diferenciação in situ em feixes musculares estriados (Taylor et al., 1998; Durrani et al., 

2010; Hansson & Lendahl, 2013). Durrani et al. (2010), inclusive, demonstraram 

melhora da função cardíaca em um pequeno número de pacientes após o uso de 

mioblastos esqueléticos autógolos. Mioblastos esqueléticos foram usados em um 

grande ensaio clínico randomizado, placebo-controlado, duplo-cego, o MAGIC, que 

incluiu 97 pacientes com falência cardíaca (Menasché et al., 2008).   O estudo, no 

entanto, não alcançou seu desfecho primário de melhora na fração de ejeção do 

ventrículo esquerdo. Os pesquisadores relataram que não houve benefício 

significativo, com elevada prevalência de taquiarritmia ventricular, causada pelo baixo 

acoplamento entre os mioblastos esqueléticos transplantados e os cardiomiócitos 

nativos. Esses dados foram comprovados pela redução da proteína de junções 

comunicantes, conexina 43, o que levou ao abandono, pela maioria dos 

pesquisadores, de um maior desenvolvimento de terapias baseadas nesse tipo celular 

(Menasché, 2018). 

 As células derivadas da medula óssea foram o segundo tipo de célula não-

cardíaca a entrar na arena clínica. No entanto, ocorreu um entusiasmo descontrolado 

sobre o uso dessas células que rapidamente levou a uma onda de ensaios clínicos, 

enquanto a pesquisa básica estava muito atrasada em relação aos estudos clínicos. 

Este cenário bastante incomum explica a dificuldade de interpretação dos resultados 

dos ensaios clínicos e a persistência da incerteza em relação à verdadeira eficácia 

dessas células para a reparação do coração (Menasché, 2018).  

No entanto, muitas pesquisas desenvolvidas com transplante de células-tronco 

para doenças cardiovasculares apresentaram resultados promissores.  Em particular,  
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os estudos com CTM tem sido amplamente realizados. Em março de 2018, uma busca 

pelo termo “células-tronco mesenquimais” no site ClinicalTrials.gov encontrou 580 

ensaios clínicos registrados (ativo, recrutamento, ou ainda não concluído) para tratar 

vários tipos de doença. Dezessete desses estudos foram especificamente dedicados 

à insuficiência cardíaca crônica. Na maioria desses ensaios, as CTM derivam da 

medula óssea, com menos estudos utilizando cordão umbilical ou tecido adiposo 

como fonte celular. Resultados demonstrados por Hare et al. (2012)  no  POSEIDON 

indicaram que o transplante alogênico de CTM por via transendocárdica, possui 

segurança quando comparado com o transplante autólogo.  Além disso, estudos 

randomizados feitos anteriomente pelo mesmo grupo revelaram que a aplicação 

intravenosa de CTM alogênicas após o infarto agudo do miocárdio, promoveu 

melhoria global dos sintomas e que, após 6 meses, foi identificada pequena, mas 

significativa melhora da fração de ejeção dos pacientes (Hare et al., 2009).  

Chen (2004) relatou o sucesso do transplante de CTM por via intracoronariana. Tal 

estudo demonstrou melhora global da contratibilidade, sem relato de efeitos adversos. 

No entanto, estudos posteriores revelaram que esta via de administração era 

suceptível à eventos de embolia distal após o procedimento (Matsubara et al., 2004; 

Vulliet et al., 2004).  

Estudos com outros tipos celulares tem sido realizados, como por exemplo,  as 

células progenitoras endotelias (CPE), que podem ser isoladas a partir da medula 

óssea ou do sangue periférico. CPE foram adminstradas por via intracoronariana e 

demonstraram segurança e melhora sustentada da região de perfusão, além de 

remodelamento do ventrículo esquerdo em pacientes com infarto do miocárdio (Patel 

et al., 2015; Manginas et al., 2007).  

Diversos estudos demonstraram que a mobilização de células-tronco endógenas 

ou a adminstração exógena em tecidos lesionados promoveriam a reestruturação do 

tecido, assim como sua melhora funcional. Existem diferentes hipóteses sobre o 

mecanismo de ação destas células (figura 5). Uma das hipóteses atribui a 

recuperação funcional do tecido aos mecanismos de transdiferenciação celular pelo 

qual as células-tronco transplantadas se transdiferenciavam em células do tecido 

lesionado. Os primeiros trabalhos publicados sobre transdiferenciação apontaram que 

as CTH poderiam se diferenciar em células não-hematopiéticas (Ferrari et al.,1998) e 

células progenitoras neurais (Bjornson et al., 1999). Grove et al. (2002)  compilou 

alguns estudos utilizando células-tronco de medula óssea que corroboravam essa 
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hipótese. No entanto, esta possibilidade foi percebida com entusiasmo e desconfiança 

dividindo a comunidade científica e clínica. Além disso, muitos desses estudos se 

mostraram irreprodutíveis (Baraniak & McDevitt, 2010; Wurmser & Gage, 2002).  

A fusão célula-célula tem sido apontada como outra hipótese de ação das células-

tronco no tecido lesionado. Alguns estudos demonstraram, através de marcadores 

genéticos e citogenéticos, que a fusão de células-tronco de medula óssea com 

hepátocitos os tornaria funcionais em modelo animal de tirosemia hereditária tipo I 

(Vassilopoulos et al., 2003). Vários autores propuseram que a fusão de células 

heterotípicas seria capaz de reparar uma grande variedade de tecidos, inclusive, 

Nygren et al. (2004) atribuiram a renovação dos cardiomiócitos ao mecanismo de 

fusão celular. No entanto, a baixa frequência com a qual foram observados tais 

eventos (tipicamente menos de 1% de cardiomiócitos e <0,1% de hepatócitos ou 

células de Purkinje) fizeram com que Alvarez-Dolado et al. (2003) sugerissem que 

este fenômeno é raro e, portanto, é improvável que contribua significativamente para 

a regeneração dos tecidos normais.  

Há inúmeras evidências que suportam a hipótese de que fatores secretados por 

células-tronco, por mecanismo parácrino, seriam responsáveis pelo processo de 

reparação tecidual (Baraniak & McDevitt, 2010). Tem sido demonstrado que as 

células-tronco podem produzir e sintetizar citocinas, quimiocinas e fatores de 

crescimento, pois após o transplante de CTM e células-tronco de medula óssea foram 

identificados grandes concentrações de fator de crescimento vascular endotelial 

(VEGF), fator de crescimento de fibroblasto (FGF), fator de crescimento de 

hepatócitos (HGF) e fator de crescimento semelhante à insulina -1 (IGF-1) (Yoon et 

al., 2005; Nagaya et al., 2005). Estudos utilizando meio condicionado obtido a partir 

de cultura de CTM reproduziram os mesmos efeitos benéficos obtidos pelo transplante 

de células-tronco adultas no coração lesionado, corroborando esse mecanismo de 

ação (Gnecchi et al., 2005; Gnecchi et al., 2006). Outro estudo de Takahashi et al. 

(2006) demonstrou que a injeção de meio condicionado de células de medula óssea 

em modelo de infarto do miocárdio promoveu a vascularição, redução da área de 

tecido comprometido e melhora do função cardíaca. Daltro et al. (2017) trataram 

animais obesos submetidos à dieta hiperlipídica com meio condicionado de células-

tronco mesenquimais de medula óssea e relataram que houve restruturação do tecido 

cardíaco com redução da fibrose e melhora da função relacionada com a condução 

do impulso cardíaco e contratibilidade. Esses resultados indicam que os fatores 
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secretados por células-tronco estariam diretamente relacionados com a melhora 

estrutural e funcional do coração em animais obesos.  

 

 

 Figura 5: Mecanismo proposto na regeneração cardíaca. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
Nota: O esquema indica a participação das diferentes hipóteses para o mecanismo de ação das células-

tronco no reparo cardíaco.   
Fonte: Adaptado de GNECCHI et al, 2008. 
 

 

Portanto, atualmente, diversos trabalhos tem atribuído a melhora obtida após 

terapia celular ao efeito parácrino das células-tronco transplantadas, e não ao 

fenômeno de transdiferenciação. Sendo assim, a liberação de fatores parácrinos, o 

recrutamento de células-tronco/progenitoras, assim como a ativação de células-tronco 

residentes poderiam contribuir para o remodelamento da matriz extracelular, promover 

a angiogênese e a imunomodulação e reduzir a morte celular (Gnecchi et al., 2008; 

Mathieu et al., 2009; Sanganalmath & Bolli, 2013).  
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3. CÉLULAS-TRONCO CARDÍACAS RESIDENTES  

 

 

3.1.  Coração: um órgão terminalmente diferenciado? 

 

 

O coração foi considerado por muito tempo um órgão terminalmente diferenciado, 

sendo incapaz de gerar novos cardiomiócitos após lesão ou estímulo fisiológico. A 

conclusão de que novos cardiomiócitos não poderiam ser formados foi apoiada pela 

dificuldade de localização de núcleos mitóticos e negligência de uma análise mais 

profunda do grau de síntese de DNA (Beltrami et al., 2003; Dimmerler et al., 2005; Leri 

et al., 2014). A hipertrofia dos cardiomiócitos residuais foi, por muito tempo, o 

mecanismo adaptativo proposto para o aumento do trabalho ou a morte celular. No 

entanto, estudos sugerem que os cardiomiócitos podem proliferar sob certas 

condições patológicas, e que o coração adulto apresentaria células com marcadores 

estaminais de superfície (Leri et al., 2001; Beltrami et al., 2001; Quiani et al., 2002; 

Matsuura et al., 2004).   

Em 2003, um estudo foi publicado comprovando que o coração adulto apresentava 

capacidade proliferativa, no entanto, essa capacidade era limitada. Diversos estudos 

apontaram a presença de células-tronco cardíacas distribuídas pelo miocárdio, que 

seriam capazes de proliferar quando estimuladas, possibilitando a formulação de um 

mecanismo para regeneração cardíaca (Bergmann et al., 2009; Beltrami et al., 2003; 

Hong et al., 2014; Leri et al., 2015).   

As células responsáveis pela regeneração cardíaca foram identificadas por 

apresentarem um perfil de marcadores de superfície, sendo denominadas células c-

kit+, Sca-1+ e Lin-. Estas são auto-renováveis, clonogênicas e multipotentes, sendo 

capazes de dar origem a cardiomiócitos, células musculares lisas e células endoteliais 

(Beltrami et al., 2003; Ellison et al., 2011; Fuentes et al., 2013) (Figura 6). 
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Figura 6: Esquema representativo da presença de células-tronco cardíacas residentes 

em nichos entre os cardiomiócitos. 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: Adaptada de ZHAO et al, 2013. 

 

 

 As células c-kit+ são as células-tronco cardíacas residentes (CTC) mais 

estudadas e podem expressar fatores de transcrição específicos de linhagem cardíaca 

como Nkx2.5, GATA4, e Mef2 (Beltrami et al., 2003; Barile et al., 2007). O receptor c-

kit é expresso em diversas células adultas diferenciadas, tais como mastócitos, e por 

isso, a caracterização das CTC c-kit+ necessita também da seleção negativa para 

marcadores de linhagem específica, por exemplo, c-kit+ Lin- (Fang et al., 2012). 

 

 

3.2. Terapia Celular e as células-tronco cardíacas residentes 

 

 

A crescente conscientização da comunidade de pesquisa de que as esperanças 

levantadas pela terapia com células derivadas da medula óssea poderiam não ser 

atingidas levou alguns pesquisadores a explorar um caminho alternativo, baseado no 

uso de células comprometidas com a linhagem cardíaca. Essa abordagem baseou-

se, em grande parte, em pesquisas básicas indicando que o coração de mamíferos 

abrigava células-tronco e / ou progenitoras, cuja capacidade de reparação tecidual 
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poderia ser utilizada em um produto terapêutico, com a ressalva de que essas células 

são mais abundantes no período neonatal, mas depois tendem a diminuir rapidamente 

ao longo do tempo (Bianconi et al., 2018; Mishra et al., 2011). 

O mecanismo de homeostase de cardiomiócitos em condições normais é 

potencialmente diferente após lesão, o que pode desencadear uma cascata de sinais 

responsáveis pela ativação de células progenitoras quiescentes. Alguns estudos têm 

descrito a capacidade de multipotência das CTC, sendo estas capazes de gerar 

cardiomiócitos e células vasculares (Beltrami et al., 2003; Ellison et al., 2011; Fuentes 

et al., 2013; Garbern & Lee, 2013).  

As CTC demostraram, em diversos trabalhos, a capacidade de gerar 

cardiomiócitos e, por isso, teriam elevado potencial terapêutico ao considerarmos o 

transplante autólogo em ensaios clínicos para regeneração do miocárdio. No entanto, 

o isolamento das CTC não é simples e a quantidade obtida cirurgicamente a partir de 

um indivíduo é pequena. Em contrapartida, tais células podem ser expandidas in vitro 

sem que seu potencial de diferenciação seja alterado (Gaetani et al., 2009; Messina 

et al., 2004; Smith et al., 2007).  

Diversos estudos investiram na administração de CTC em modelos animais de 

infarto do miocárdio. Estas promoveram o remodelamento cardíaco, reduziram a taxa 

de morte celular, ativaram mecanismos de reparação endógenos e contribuíram para 

a formação de novas células no miocárdio. Tais resultados sugeriram que estas 

células poderiam promover a regeneração do miocárdio, contribuindo para 

recuperação da função do coração (Bailey et al., 2009; De Angelis et al., 2010).  

Resultados semelhantes foram alcançados em modelo de dano difuso do miocárdio, 

gerando falência cardíaca, descrito por Ellison et al. (2013), onde a recuperação da 

função cardíaca foi atribuída à regeneração de cardiomiócitos perdidos, células 

musculares lisas, células endoteliais e fibroblastos. 

Várias populações de CTC foram identificadas e caracterizadas com base em 

marcadores de superfície específicos, embora frequentemente sobrepostos. No 

entanto, até agora, apenas dois fenótipos de células entraram na arena clínica: CTC 

c-kit+ e células derivadas de cardiosferas (Malliaras et al., 2014). No campo dos 

estudos clínicos de fase I, o SCIPIO (infusão de CTC c-kit+ em pacientes com 

cardiomiopatia isquêmica) apontou melhora da fração de ejeção do ventrículo 

esquerdo dos pacientes com insuficiência cardíaca secundária grave que receberam 

infusão intracoronária de CTC c-kit+. Além da melhora da fração de ejeção continuada 
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após um ano da administração das CTC, houve também redução da área infartada e 

aumento da área viável do ventrículo esquerdo, indicando regeneração do miocárdio 

(Bolli et al., 2011). Atualmente, dois estudos clínicos para testar CTC c-kit+ estão em 

andamento, o CONCERT-HF e o TAC-HFT-II, os quais também irão testar uma 

combinação de CTM autólogas derivadas da medula óssea e CTC c-kit+ 

(ClinicalTrials.gov, 2017; 2018). 

     Resultados bem-sucedidos dos futuros ensaios clínicos em terapias de 

regeneração cardíaca dependerão, em grande parte, da hipótese mecanicista em que 

esses estudos serão baseados. De fato, existem dois principais mecanismos 

hipotéticos para promover o reparo cardíaco. A primeira implica que as células 

transplantadas atuem construindo o novo tecido miocárdico destinado a substituir o 

miocárdio irreversivelmente perdido; neste caso, as células transplantadas devem 

enxertar permanentemente. A segunda é que as células agem liberando moléculas 

que aproveitam os mecanismos endógenos de reparo; nesse caso, a premissa aceita 

é que as células transplantadas só precisam enxertar transitoriamente (Menasché, 

2018). 

      Com base nessa segunda hipótese, um dos potenciais mecanismos de ação da 

terapia celular no coração que tem recebido mais atenção recentemente é, realmente, 

a ativação parácrina das vias de sobrevivência das células atingidas e regeneração 

tecidual.  Assim, a identificação das moléculas secretadas pelas células 

transplantadas deve tornar possível, inclusive, a concepção de terapias que eliminem 

a utilização de células e se concentrem na administração das moléculas efetoras 

principais. Terapias efetivas livres de células para a regeneração do miocárdio 

baseadas na ativação, multiplicação e diferenciação in situ das CTC seriam mais 

vantajosas do que as outras baseadas no transplante de células. Primeiro, os 

componentes terapêuticos estariam disponíveis e prontos para usar a qualquer 

momento, sem o tempo de latência necessário para as técnicas de terapia celular, 

além de vantagens clinicamente relevantes em termos de manufatura em larga escala, 

consistência do produto, padronização dos controles de qualidade, segurança e, por 

fim, redução de custos. 

Tem sido demonstrado, tanto in vitro como em modelos animais, os efeitos 

regenerativos do tratamento com fatores de crescimento envolvidos no efeito 

parácrino exercido por células transplantadas (Chen et al., 2012; Ellison et al.,  2011), 

portanto é concebível que estes fatores possam aumentar a proliferação, migração, 
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sobrevivência e diferenciação de CTC ou até restaurar os nichos de CTC (Gnecchi et 

al., 2008). Por exemplo, Linke et al. (2005) demonstraram que a administração 

conjunta de IGF-1 e HGF no modelo de infarto do miocárdio induziu a proliferação, 

migração e diferenciação de CTC. 

Além disso, o coquetel de IGF-1/HGF, de forma dose-dependente, melhorou a 

sobrevivência dos cardiomiócitos e reduziu a fibrose e a hipertrofia reativa dos 

cardiomiócitos. As alterações histológicas foram correlacionadas com redução da área 

do infarto e melhora da contratilidade e fração de ejeção ventricular (Ellison et al., 

2011). Chen et al. (2012) observaram que a injeção subcutânea de IGF-1 por uma 

semana aumentou a concentração de células-tronco Sca-1+ na medula óssea de ratos 

irradiados, além de ativar a via da Akt e inibir caspase 3, resultando em diminuição da 

apoptose, indicando que o IGF-1 pode modular a sobrevivência e proliferação de 

células-tronco. 

Em algumas condições patológicas, as CTC apresentam incapacidade funcional, 

tornando o controle homeostático defeituoso, e resultando em senescência celular e 

apoptose (Urbanek et al., 2005).  A cardiomiopatia diabética, por exemplo, pode ser 

mediada por defeitos no crescimento e sobrevivência de CTC c-kit+, o que estaria 

associado ao estresse oxidativo e, também, ao remodelamento adverso (Rota et al., 

2006; Mirsha et al., 2013). O estresse oxidativo resultante da obesidade também foi 

relacionado com a redução do desempenho das CTC (Xu & Ren, 2013). 
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4. FATOR DE CRESCIMENTO SEMELHANTE À INSULINA-1 (IGF-1)  

 

 

O fator de crescimento semelhante à insulina -1 (IGF-1) é um hormônio de 

crescimento anabólico de função endócrina, parácrina e autócrina, associado com 

proliferação, crescimento e metabolismo celular (Araujo et al., 2007; Salminen & 

Kaarniranta, 2010; Ren & Anversa, 2015). O hormônio de crescimento (GH) estimula 

a síntese de IGF-1 pelo fígado, responsável por 75% do IGF-1 circulante. Os 25% 

restantes da produção são divididos por diferentes órgãos, inclusive pelo coração. Da 

mesma forma, o IGF-1 regula a liberação do GH por feedback negativo (Araujo et al., 

2007; Lewitt et al., 2014; Aguirre et al., 2016).  

O IGF-1 circula ligado a uma proteína carreadora denominada proteína ligante de 

IGF - a IGFBP. Esta, tem o potencial de regular finamente o efeito do IGF-1, 

prolongando sua meia-vida, modulando a especificidade tecidual e, ainda, pode 

reforçar ou neutralizar suas ações biológicas.  Existem diversas subformas da IGFBP, 

sendo que cerca de 80% são IGFBP-3 (Castellano et al, 2009; Ren & Anversa, 2015; 

Aguirre et al., 2016). 

O IGF-1 e a insulina possuem estrutura homóloga e, portanto, o IGF-1 pode ligar-

se ao receptor de insulina (IR), além da interação com seu receptor específico IGF-

1R, que possui duas subunidades contendo domínios tirosina quinase. A ativação do 

receptor específico do IGF-1, o IGF-1R, permite a ativação do domínio tirosina quinase 

de suas subunidades β promovendo a fosforilação do próprio receptor e de diversos 

substratos. Um destes é o Shc (substrato homologo ao colágeno) e o IRS (substrato 

receptor de insulina). A fosforilação do receptor leva à ativação de duas principais vias 

de sinalização celular (Garza et al., 2017). A ativação da fosfatidilinositol 3 quinase 

(PI3K) e a via de sinalização -PDK1 – AKT, ao passo que a fosforilação de Shc conduz 

à ativação da via de sinalização de RAS, RAF e quinase regulada por sinal extracelular 

(ERK) / proteína quinase ativada por mitógeno (MAPK) (Sadagurski & White, 2013; 

Ren & Anversa, 2015; Brahmkhatri et al., 2015; Guntur & Rosen, 2013; Troncoso et 

al., 2014; Aguirre et al., 2016) (figura 7). 

     A ativação da Akt inibe sinais apoptóticos associados à Bad e à caspase-9, além 

de ativar fatores de transcrição como mTOR, que servem como principais transdutores 

de sinais mitogênicos produzidos pela via PI3K/Akt (Troncoso et al., 2014; Ren & 

Anversa, 2015). A sinalização pela via AKT, também influencia o metabolismo da 
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glicose através da regulação da atividade de GSK - 3β, a síntese de proteínas e o 

crescimento celular, através da regulação da atividade do mTORC1complexo (Jung & 

Shu, 2014). Portanto, a via PI3K/Akt resulta no aumento da síntese proteica, 

crescimento celular, conversão de glicose ao glicogênio, resistência ao estresse 

oxidativo, ativação da função mitocondrial, proliferação e sobrevivência celular, por 

meio da redução dos níveis de apoptose (Fuentes et al., 2011; Zhang et al., 2012; 

Guntur & Rosen, 2013; Kamenicky et al., 2014; Yang et al., 2018). 

A ativação da Shc estimula a via da proteína quinase ativada por mitógeno 

(RAS/MAPK), especificamente a quinase regulada por sinal extracelular (ERK), 

levando à transdução de sinais responsáveis pelo aumento da proliferação e 

diferenciação celular (Conti et al., 2011; Morrison, 2012; Garza et al., 2017). 
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Figura 7: Via de sinalização do IGF-1. 
 
 

Nota: A ligação do IGF-1 com seu receptor IGF-1R na membrana celular acarreta na sua auto- 
fosforilação e recrutamento de proteínas adaptadoras IRSs e Shc. Isto induz a ativação do PI3K 
que converte PIP2 num segundo mensageiro lipídico PIP3, sendo a família da AKT quinases 
ativada pelo PDK1.  A AKT ativada regulação proteínas a juntante como TSC1 e 2 que inibem 
mTORC1 que regula a fosforilação de S6K1 e 4EB-P1, importantes para ativação da síntese de 
proteínas.  Além disso, regula a proteínas como GSK-3β, p27, FOXO 1 e 3a, BAD e Bcl-2. Essas 
moléculas estão diretamente associadas com vários processos celulares como: metabolismo da 
glicose e sobrevivência celular. Em paralelo, a ativação da Shc induz a ativação da via Ras / 
MAP quinase, o que resulta em aumento proliferação celular 

Fonte: Adaptado: Jung & Shu, 2014. 

 

 

     O IGF-1 tem efeito em diferentes órgãos.  Nesse sentido, sendo um dos 

fatores de crescimento secretados pelas células-tronco, tem sido estudado em 

diferentes modelos por estar diretamente relacionado à obesidade e às doenças 

cardiovasculares.  

No coração, ele regula o metabolismo, apoptose, autofagia, senescência e 

crescimento celular (Troncoso et al., 2013; Troncoso et al., 2014). O IGF-1 tem sido 

utilizado em diversos estudos a fim de reverter complicações associadas às doenças 

cardiovasculares. Pacientes com níveis de IGF-1 abaixo da normalidade possuem 
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maior propensão de sofrer infarto isquêmico e falência cardíaca. Por isso, alguns 

grupos advogam que injeções endógenas deste fator de crescimento conferem 

proteção contra cardiomiopatias (Ramachandran et al., 2003; Troncoso et al., 2014; 

Ren & Anversa, 2015).  

      As principais vias de ativação pelo IGF-1 no coração são PI3K/Akt e ERK, 

ambas envolvidas na hipertrofia cardíaca e sobrevivência celular. Em cultura de 

cardiomiócitos de neonatos, a fosforilação do IGF-1R promoveu a ativação das vias 

Akt e ERK, assim como a sinalização de Ca2+ nuclear (Foncea et al., 2000; Ibarra et 

al., 2014; Kim et al., 2008). A ativação da PI3K é essencial para a sobrevivência, 

metabolismo e o desempenho das funções de células cardíacas, pois regula o 

transporte de glicose, anti-lipólise, a síntese de proteínas e de glicogênio, inibe a 

apoptose e interfere na contratilidade celular, já que a administração de IGF-1 por um 

curto período foi capaz de elevar a contratilidade cardíaca, a capacidade de estocar 

Ca 2+ intracelular, assim como a sensibilidade ao Ca2+ (Ren, 2008; Suleiman et al., 

2007; Ren & Anversa, 2015). 

 A administração de IGF-1 por via intracoronariana aumentou a proliferação de 

CTC c-Kit+ e a geração de novos cardiomiócitos, o que promoveu a recuperação da 

área infartada em porcos. Além disso, foi comprovado que esse fator de crescimento 

aumentou a sobrevivência dos cardiomiócitos, reduzindo o processo de apoptose 

(Ellison et al., 2011).  

 Os resultados promissores utilizando o IGF-1 em modelo experimental 

impulsionaram ensaios clínicos com esse fator de crescimento. Atualmente, ele vem 

sendo utilizado em diversos estudos clínicos relacionados com diferentes tipos de 

patologias. Uma busca no site Clinical.Trails.gov (2018) apresentou a distribuição 

geográfica de 52 estudos clínicos utilizando IGF-1 recombinante, como pode ser 

observado no mapa abaixo (figura 8), sendo possível observar algumas das condições 

patológicas analisadas (tabela 1). 
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Figura 8: Distribuição geográfica de ensaios clínicos utilizando IGF-1 recombinante.

 

 

Nota: O mapa apresenta os 52 estudos clínicos cadastrados utilizando IGF-1 recombinante e sua 
distribuição geográfica.  

Fonte:https://clinicaltrials.gov/ct2/results?term=recombinant+insulinlike+growth+factor&Search=Apply
&recrs=a&recrs=d&recrs=h&recrs=e&age_v=&gndr=&type=&rslt=, acesso em 22/06/18. 
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Tabela 1: Condições patológicas em estudo clínico utilizando IGF-1 recombinante.

  

Fonte:https://clinicaltrials.gov/ct2/results?term=recombinant+insulinlike+growth+factor&Search=Apply
&recrs=a&recrs=d&recrs=h&recrs=e&age_v=&gndr=&type=&rslt=, acesso em 22/06/18. 
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5.JUSTIFICATIVA 

 

 

A obesidade tem tomado proporções epidêmicas, levando à morte milhares de 

pessoas por ano, mundialmente. Uma das principais co-morbidades relacionadas à 

obesidade é a falência cardíaca, entretanto, as terapias convencionais disponíveis 

atualmente não são capazes de reverter esse quadro. O transplante de células-tronco 

tem sido estudado em diferentes patologias, incluindo doenças cardiovasculares, e 

tem obtido resultados promissores. Sabe-se que o principal mecanismo de ação das 

células-tronco no tecido-alvo é o efeito parácrino, pela liberação local de diferentes 

citocinas e fatores de crescimento. No coração, acredita-se que esses fatores possam 

ativar as células-tronco cardíacas residentes (CTC) promovendo sua proliferação e 

diferenciação. Assim, mais recentemente, tem-se proposto a busca por terapias livres 

de células que foquem no efeito parácrino. Nesse sentido, o IGF-1, um dos fatores de 

crescimento secretados pelas células-tronco, tem sido estudado em diferentes 

modelos por estar diretamente relacionado à obesidade e às doenças 

cardiovasculares.  

Além dos efeitos deletérios já conhecidos da obesidade, tem sido demonstrado 

recentemente que a obesidade pode provocar danos às células-tronco e/ou 

progenitoras adultas presentes em diferentes tecidos. Assim a relevância deste 

projeto baseia-se na avaliação dos efeitos da obesidade induzida por dieta ocidental 

desde o início da vida sobre as CTC e o potencial terapêutico do IGF-1 na modulação 

dessas células e na regeneração do coração. 
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6. OBJETIVOS  

 

 

6.1. Objetivo geral 

 

 

    Estudar as células-tronco cardíacas residentes e o potencial terapêutico de IGF-1 

no coração em modelo experimental de obesidade induzida por dieta ocidental a partir 

do desmame em camundongos Swiss. 

 

6.2.  Objetivos específicos 

 

 

Esse trabalho compreendeu os grupos experimentais controle, obeso e obeso tratado 

com IGF-1, e teve como objetivos específicos:  

- Aferir os parâmetros biométricos e indicativos de obesidade e hipertrofia cardíaca; 

- Identificar e quantificar as células-tronco cardíacas residentes (c-kit+) e as células 

progenitoras endoteliais (CD133+) no coração;  

- Quantificar a formação de novos cardiomiócitos (Nkx2.5) no coração; 

- Quantificar o desenvolvimento de fibrose cardíaca e as proteínas envolvidas neste 

processo (Colágenos I e III, MMP-9 e -13 e TIMP-1); 

- Analisar a expressão de proteínas envolvidas no processo de apoptose (Bax, Bcl2), 

no ciclo de cálcio (Serca-2) e acoplamento cardíaco (Conexina 43);  

- Avaliar a atividade mitocondrial dos cardiomiócitos e o conteúdo de proteínas 

relacionadas ao metabolismo energético mitocondrial (CPT-1 e PGC-1) e 

desacoplamento mitocondrial (UCP2);  

-  Analisar a via de sinalização intracelular pAkt/Akt no coração. 
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7. METODOLOGIA 

 

 

7.1. Animais e modelo experimental de obesidade 

 

 

Camundongos Swiss machos de 21 dias de idade foram obtidos no centro de 

criação de animais de laboratório da Fundação Oswaldo Cruz (Cecal/FIOCRUZ) e 

mantidos em caixas de polipropileno, dois animais por caixa, sob condições padrão 

de temperatura (21±1ºC) e umidade controlada (60±10%), com ciclo de claro e escuro 

de 12/12h e de exaustão de ar a cada 15 min/hora. Todos os procedimentos 

experimentais foram realizados de acordo com as normas do comitê de ética da UERJ 

(CEUA/026/2017). 

Os animais foram divididos randomicamente em dois grandes grupos:  grupo 

controle (GC, N=16), alimentado com ração padrão AIN93G (53,6% de carboidratos 

complexos, 10,0% de carboidratos simples, 20,3% de proteínas e 7,0% de lipídeos) e 

grupo obeso (GO, N=16), alimentado com dieta ocidental, rica em carboidratos 

simples e gordura saturada, baseada na adição de manteiga clarificada (Ghee) (15,4% 

de carboidratos complexos, 34,1% de carboidratos simples, 19,8% de proteínas e 

21,0% de lipídeos), conforme descrito por Tikellis e colaboradores (2008), e já utilizada 

pelo nosso grupo (Oliveira et al, 2014; Neves et al, 2014). Ambas as rações foram 

compradas da empresa PragSoluções Ltda (Rio de Janeiro, Brazil). 

A dieta foi administrada por 12 semanas, com livre acesso à água e ração. Após 

11 semanas de dieta, parte dos animais do grupo obeso (N=8) receberam uma injeção 

subcutânea diária de 50µl de IGF-1 recombinante humano (100µg/Kg/dia) 

(PeproTech) em solução salina por sete dias consecutivos (grupo obeso+IGF-1 - 

GO+IGF-1). A fim de mimetizar o estresse gerado pelas administrações de IGF-1 nos 

grupos correspondentes, os animais sem tratamento receberam injeções de 50µl de 

solução salina (figura 9).   
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 Figura 9: Desenho experimental. 
 

 
Nota: Camundongos Swiss machos com 21 dias foram separados em dois grupos denominados: 

Controle (GC - n=8) e Obeso (GO – n= 16). Após 11 semanas da dieta, os 16 camundongos do 
grupo obeso foram divididos em dois grupos de 8 animais cada. Os camundongos que receberam 
dieta ocidental formam subdivididos em grupo obeso (GO) e grupo obeso + IGF-1 (GO+IGF1). 
Os animais pertencentes aos grupos tratados com IGF-1 receberam uma dose diária de IGF-1 
por uma semana, sendo eutanasiados no final de 12 semanas de dieta. Os animais que não 
foram tratados com IGF-1 receberam uma dose diária de PBS estéril por uma semana. 

Fonte: ANDRADE, 2018. 

 

 

7.2 . Consumo alimentar em gramas e em calorias 

 

 

O consumo alimentar foi acompanhado durante as 12 semanas de dieta. A 

ingestão semanal em gramas foi estimada por meio da média da pesagem das rações 

em gramas realizada quatro vezes por semana, em balança analítica de precisão. A 

partir dos dados da ingestão em gramas foi realizado o cálculo da ingestão em calorias 

(Kcal) ingeridas por semana com a seguinte fórmula: média de ração ingerida em 

gramas/semana x valor energético total da dieta (Kcal) /grama. 
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7.3. Eutanásia 

 

 

 No dia da eutanásia, após 12 semanas de consumo da dieta correspondente 

de cada grupo, os camundongos Swiss foram submetidos a 6 horas de jejum para 

análise de tolerância à glicose. A massa corporal foi aferida e, em seguida, os animais 

foram anestesiados utilizando Avertin®, por via intraperitoneal, numa concentração de 

0,02 ml/g de massa corporal e, em seguida, mensurou-se o comprimento naso-anal 

com auxílio de um paquímetro. 

Realizou-se a abertura do tórax, o coração foi retirado e imediatamente imerso em 

solução de relaxamento e preservação BIOPS (em mM: CaK2EGTA 2.77, K2EGTA 

7.23, MgCl2 6.56, ditiotreitol 0.5, K-MÊS 50, imidazol 20, taurina 20, Na2ATP 5.77, 

fosfocreatina 15, pH 7.1, ajustado a 25ºC) em placa de petri, sobre o gelo. O ventrículo 

esquerdo foi retirado e pesado em balança eletrônica de precisão (BIOPRECISA-FA-

2014N®). 

O coração foi dividido para a utilização em diferentes técnicas: respirometria de 

alta-resolução, citometria de fluxo, microscopia óptica e western blotting. 

Além do coração, outros órgãos e tecidos foram coletados: o sangue, o fígado e 

tecido adiposo (gordura retroperitoneal e epididimal). A massa de cada órgão/tecido 

foi mensurada em balança eletrônica de precisão. A massa do fígado (g) foi corrigida 

pela massa corporal (g) para estimativa de esteatose hepática.  

 

 

7.4. Parâmetros biométricos 

 

 

Com o objetivo de demonstrar o caráter obesogênico da dieta, os seguintes 

parâmetros biométricos foram aferidos: 

 

 

7.4.1.  Massa corporal 

 

 

 Os animais foram pesados semanalmente em balança analítica de precisão. 
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7.4.2.  Comprimento Naso-anal e comprimento da tíbia 

 

 

 Os animais tiveram seu comprimento naso-anal e comprimento da tíbia 

verificados através da utilização do Paquímetro no dia da eutanásia. 

 

 

7.4.3.  Glicemia 

 

 

 No dia da eutanásia, após 6 horas de jejum, o sangue dos animais foi coletado 

da veia caudal para determinação da glicose plasmática, com o auxílio de glicosímetro 

e fitas de teste (Accu-Chek Active®). Os resultados foram apresentados em mg/dl.  

 

 

7.4.4.  Peso da gordura epididimal e retroperitoneal 

 

 

 O tecido adiposo (gordura epididimal e retroperitonal) dos animais foi retirado e 

mensurado em balança eletrônica de precisão no dia da eutanásia. 

 

 

7.4.5.  Índice de Lee  

 

 

O índice de Lee, equivalente ao IMC em humanos, foi calculado a partir da 

fómula: raiz cúbica da massa corporal (g)/comprimento naso-anal (cm) x 1000. 

 

 

7.4.6. Peso do coração e estimativa da hipertrofia cardíaca  

 

 

 Para investigar a probabilidade da hipertrofia cardíaca, no dia da eutanásia, o 

coração foi retirado e o átrio removido, isolando o ventrículo esquerdo, que foi pesado 
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em balança eletrônica de precisão. Em seguida, foram feitas as razões: peso do VE 

(g) / comprimento da tíbia (cm) e peso do VE (g) / massa corporal (g). 

 

 

7.5.  Teste intraperitoneal de tolerância à glicose (TITG) 

 

 

 Após jejum de 6 horas, os camundongos receberam, por via intraperitoneal, 

uma injeção de glicose (1g/Kg de peso do animal) e a glicemia foi aferida no sangue 

coletado da veia caudal utilizando o Accu-Chek Active® (Roche Diagnostics, 

Germany). As amostras de sangue foram coletadas antes da injeção de glicose, 

caracterizando o tempo 0 (zero) e aos 30, 60, 90 e 120 minutos após a administração 

de glicose. 

 

 

7.6. Quantificação dos níveis plasmáticos de insulina 

 

 

No dia da eutanásia, após 6 horas de jejum, foi realizada a coleta do sangue 

em seringa contendo 20 µL de heparina sódica (5000Ul/mL) e, posteriormente, foi 

transferido para um eppendorf e centrifugado a 3000 rpm durante 10 minutos para 

separar o plasma. Em seguida, o plasma foi aliquotado e mantido a -80°C, para 

posterior quantificação da insulina plasmática por ELISA (ELISA Kit- Rat Mouse 

Insulin, EMD Millipore, EZRMI- 13K), seguindo as recomendações do fabricante. 

 

 

7.7. Cálculo do índice Homa – IR 

 

 

Com o objetivo de determinar a resistência à insulina foi calculado o índice 

Homa -IR (Matthews et al., 1985) a partir dos valores da glicemia e insulinemia em 

jejum, por meio da equação: glicemia (mMol/L) x insulina (µU/mL) / 22,5. Valores 

acima de 2,7 caracterizam a resistência à insulina. 
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7.8. Respiração mitocondrial 

 

 

7.8.1. Obtenção de fibras cardíacas permeabilizadas 

 

 

 Após a eutanásia, o coração foi imerso em solução de relaxamento e 

preservação (BIOPS) gelada e o ventrículo esquerdo foi isolado. Fatias do músculo 

entre 2-4 mm de comprimento, 1-1,5 mm de diâmetro, 5-7 mg de peso úmido, 

aproximadamente, foram retiradas seguindo a orientação das fibras, a fim de evitar 

danos mecânicos às células. Usando pinças microcirúrgicas, as fibras musculares 

foram parcialmente separadas umas das outras, deixando pequenas áreas de contato.  

O grau de separação pode ser avaliado observando a mudança da coloração de 

vermelho para pálido. Em seguida, as fibras foram transferidas para um recipiente 

com solução BIOPS gelada contendo 50µg /ml de saponina e incubadas a 4º C (no 

gelo), com agitação moderada, por 30 minutos para permeabilização do sarcolema. 

As fibras permeabilizadas foram lavadas por 10 minutos em meio de respiração 

mitocondrial MIR05 (em mM: EGTA 0.5, MgCl2 3.0, K-MES 60, taurina 20, K2HPO4 

10, HEPES 20, Sacarose 110 e BSA 1g/L, pH 7.1 ajustado a 25°C) gelado. 

 

 

7.8.2. Respirometria de alta resolução 

 

 

 As fibras permeabilizadas foram pesadas em balança analítica e cerca de 2 a 

3 mg de tecido foram adicionados à câmara do oxígrafo OROBOROS ® Oxygraph-2k 

contendo 2 ml de MIR05 a 37ºC. As análises foram realizadas em concentrações de 

oxigênio superiores a 400 nmol O2ml-1. As taxas de consumo de oxigênio foram 

expressas em pmol de O2 s-1.mg de peso úmido-1. O estudo foi realizado com dois 

grupos de substratos independentes em cada câmara: (câmara A, em mM) glutamato 

10, malato 2 e succinato 10, para a análise da oxidação relacionada aos carboidratos 

com entrada de elétrons pelos complexos I e II da cadeia respiratória e (câmara B, em 

mM) palmitoil-carnitina 0.02 e malato 2, para a análise da oxidação relacionada aos 

ácidos graxos. Os parâmetros respiratórios foram definidos como: taxa respiratória 
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basal, antes da adição de adenosina difosfato (ADP), estado 2; taxa respiratória 

máxima estimulada por ADP (5 mM), estado 3; e taxa respiratória na ausência de 

fosforilação de ADP, após adição de oligomicina (2 µg/ml), estado 4. Para examinar a 

integridade mitocondrial durante todo o experimento, a respiração foi mensurada em 

presença de 10 µM de citocromo c. 

 

 

7.9. Processamento do material histológico 

 

 

Os fragmentos de coração foram fixados em formaldeído a 4% tamponado por 48 

horas, lavados em água corrente por uma hora, e desidratados em baterias crescentes 

de álcool e diafanizados com xilol. Em seguida, foram banhados e incluídos em 

parafina liquida. Os blocos formados foram seccionados e cortes de 5 µm, aderidos 

em lâminas. 

 

 

7.9.1. Análise quantitativa de colágeno  

 

 

Cortes não-seriados de 5 µm do coração foram corados com Picro-Sirius Red 

(solução a 0,1% de DirectRed 80, Sigma-Aldrich) por 45 mim, e posteriormente 

analisados em microscópio de luz equipado com câmera de CCD. As imagens foram 

capturadas aleatoriamente em objetiva de 40X e analisadas com o software Image-

Pro Plus. O valor médio de 15 áreas (5 áreas selecionadas de 3 lâminas da mesma 

amostra) foi expresso como a porcentagem da área de fibrose. 

 

 

7.9.2. Análise quantitativa da esteatose hepática 

 

 

Cortes não-seriados de 5 µm do fígado foram submetidos à coloração de rotina 

com hematoxilina e eosina. Em seguida, analisados em microscópio de luz com 

câmera CCD. As imagens foram capturadas em objetiva de 40X e analisadas no 
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software STEPnaizer pelo método da contagem de pontos: Densidade/área (µm2). As 

áreas analisadas foram obtidas aleatoriamente. 

 

 

7.9.3. Imunomarcação 

 

 

Cortes de 5 µm do coração foram incubados com anticorpo primário anti-c-kit 

(Santa Cruz, obtido em coelho) e anti-CD45 (Santa Cruz, obtido em cabra). Em 

seguida, foram lavados e incubados com anticorpo secundário específico, AlexaFluor 

488 para marcação de c-kit e  AlexaFluor 555 para marcação CD45, montados em 

lamínulas com meio de montagem SlowFade (Molecular Probes) e observados em 

microscópio de varredura confocal a laser.  

 

 

7.10.  Análise das proteínas por Western blotting 

 

 

      Após eutanásia, amostras do coração dos animais foram congeladas 

imediatamente em nitrogênio líquido para posterior análise do conteúdo proteico 

através da técnica de western blotting. O material foi fragmentado e em seguida 

homogeneizado em solução de lise gelada (em mmol: HEPES 30 pH 7,4, Na4P2O7 

50, NaF 100, EDTA 1, Na3VO4 10, Tritón X-100 1%,) contendo coquetel de inibidores 

(Complete, EDTA-Free, Roche Diagnostic®), por trituração manual com o 

homogeneizador potter-Elvhejam®, até tornar-se líquido.  

      O homogeneizado foi colocado em repouso no gelo por 40 minutos. Em seguida, 

foi centrifugado a 10000 rpm por 10 minutos, a 4°C e o sobrenadante foi coletado e 

congelado a -70°C. A concentração de proteínas totais foi determinada pelo método 

colorimétrico de detecção através do Kit Pierce® BCA ProteinAssay (ThermoScientific 

USA, Rockford, IL). Em seguida, as amostras foram fervidas por 3 minutos com 20% 

de solução tampão (glicerol 10%, 2-β-mercaptoetanol 5%, SDS 10% NaOH 10N e azul 

de bromofenol 0,0001%) a 100°C, para desnaturação das proteínas. 

      As proteínas totais (15μg de proteína) foram aplicadas no gel de poliacrilamida de 

12% (acrilamida 30%, bis-acrilamida 1,6%, APS 10%, TEMED, SDS 0,4 %, Tris 1,5 
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M) juntamente com o padrão de peso molecular para proteínas de 12/250 KDA (GE-

Healthcare Life Sciences®) e submetidas à eletroforese SDS-PAGE em cuba de 

eletroforese (HoeferMiGOtySmall®).      

       Após a separação das proteínas de acordo com seu peso molecular, estas foram 

transferidas para uma membrana PVDF (Hybond-P, Amersham Pharmacia Biotech®), 

utilizando o sistema semi-dry (Bio-RAD®, EUA). Posteriormente, as membranas foram 

incubadas em solução de bloqueio Tween-TBS (NaCl 0,5M, Tris-HCl 20mM, pH 7,5, 

Tween-20 0,05%) contendo 5% de leite desnatado e, em seguida, incubadas com os 

anticorpos primários específicos, overnight a 4ºC (quadro 1). Após as lavagens com 

T-TBS, as membranas foram incubadas com os anticorpos secundários biotinilados 

específicos, seguido de estreptavidina-peroxidase (HRP) (Invitrogen), ambos por 1h. 

As diluições utilizadas estão descritas no quadro abaixo (quadro 1). 

        As membranas foram novamente lavadas em T-TBS e as bandas 

imunomarcadas foram reveladas utilizando um kit de ECL PLUS 

(AmershamBiosciences). A quimioluminescência foi detectada pelo sistema 

ChemiDoc MP (BioRad). As bandas obtidas foram quantificadas pordensitometria, 

seguida de correção pelo controle endógeno (Actina), utilizando o software 

PhotoShop. 
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Quadro 1: Concentração dos anticorpos primários e secundários utilizados para 

western blotting. 

 

 

 

Fonte: ANDRADE,2018. 

 

  

7.11. Citometria de fluxo 

 

 

Um fragmento de 250 µg do coração foi dissociado mecanicamente com auxílio de 

um bisturi, no fluxo laminar. Em seguida, foi incubado em solução contendo 5 ml de 

EGTA e 5 ml de colagenase, a 37ºC em placa agitadora aquecida por 5 minutos. Após, 
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o sobrenadante foi transferido para um tubo Falcon e o volume foi ajustado em 15 ml, 

em meio de cultura DMEM gelado, pH 7,4. A amostra foi centrifugada a 1500 rpm por 

5 minutos e o pellet ressuspendido em 2 ml de PBS gelado. Em seguida, a amostra 

foi filtrada em cell strainer (Corning) em tubos de 50 ml, centrifugada a 1500 rpm por 

5 minutos e o pellet ressuspendido em PBS. Foram realizadas análises fenotípicas e 

quantificação de células-tronco cardíacas residentes (c-kit+ CD45-) e células 

progenitoras endotelias (CD133+). Para isso, a suspensão de células foi alíquotada 

em eppendorf (20 µl por tubo, contendo 1X106 células) e incubadas com 1µl de 

anticorpos primários conjugados: anti-ckit (APC, abcam), anti-CD45 (FITC, BD 

Biociences) e anti-CD133 (AlexaFluor 555), por 30 minutos a 4 ºC. Após esse tempo, 

a amostra foi centrifugada, lavada com PBS e um volume final de 300 µl foi utilizado 

na leitura no citômetro BD Accuri.  

 

 

7.12. Análises estatísticas 

 

 

    Os resultados foram apresentados como média ± erro padrão da média. As 

diferenças entre os grupos foram analisadas pelos testes de One – way ANOVA ou 

Two - way ANOVA seguido de pós-teste de Holm–Sidak usando nível de significância 

de p<0,05.  
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8. RESULTADOS 

 

 

8.1. Consumo alimentar 

 

 

O consumo calórico (Kcal) apresentou-se significativamente maior a partir da 5ª 

semana de dieta (p< 0,0001) no grupo que recebeu dieta ocidental (GO) (Gráfico 3). 

Entretanto, não houve variação no consumo de ração em gramas entre os grupos (GC 

e GO), durante todo o período de dieta (Gráfico 4).  

 

 

Gráfico 3: Evolução consumo calórico (Kcal) de camundongos Swiss submetidos à 

dieta controle (GC) e dieta ocidental (GO) (p<0,0001). 

 

Fonte: ANDRADE,2018. 
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Gráfico 4: Evolução consumo em gramas de ração de camundongos Swiss 

submetidos à dieta controle (GC) e dieta ocidental (GO) (p<0,0001). 

 

Fonte: ANDRADE, 2018. 

 

 

8.2. Parâmetros biométricos 

 

 

Os grupos experimentais apresentaram diferença significativa nos parâmetros 

biométricos analisados (Tabela 1). O GO apresentou aumento significativo da massa 

corporal a partir da 5ª semana de dieta, comparado ao GC, o que se observou até o 

final do experimento (Gráficos 5 e 6) (p<0,0001). Entretanto, após o tratamento com 

IGF-1, o GO+IGF-1 (44,33±0,65) apresentou redução significativa da massa corporal 

em relação ao grupo GO (52,4±6,23), alcançando valores semelhantes ao GC 

(44,72±1,64) (Gráfico 6).   
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Gráfico 5: Evolução da massa corporal de camundongos Swiss submetidos à dieta 

controle (GC) e dieta ocidental (GO).  
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Fonte: ANDRADE,2018. 

 

 

Gráfico 6: Massa corporal final. Massa corporal dos grupos tratados e não tratados 

com IGF-1. 

G
C

G
O

G
O

+
IG

F
-1

0

2 0

4 0

6 0

M
a

s
s

a
 c

o
r
p

o
r
a

l 
(g

r
a

m
a

s
) aG C

b G O

a**

b ***

 

Fonte: ANDRADE, 2018. 
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 O GO+IGF-1 também apresentou redução significativa do índice de Lee, da 

gordura epididimal, da gordura retroperitoneal e da glicemia em jejum quando 

comparado com o grupo GO, restaurando valores próximos ao GC, com exceção da 

glicemia em jejum. Não houve diferença significativa do comprimento naso-anal nos 

grupos analisados. (Tabela 2). 

 

 

Tabela 2: Massa corporal, comprimento naso-anal, índice de Lee, glicemia em jejum, 

gordura edipidimal e gordura retroperitoneal de camundongos tratados e 

não tratados com IGF-1. 

 
GC GO GO+IGF-1 

Peso corporal 44,7±1,6 52,4± 2,3 a** 44,3±0,6 b*** 

Comprimento Naso-anal 

(cm) 
8,9±0,2 9,4±0,1 9,3±0,1 

Índice de Lee 346,5±4,48 419,5±3,53 a* 318,6±13,53 b**** 

Glicemia em jejum 102,8±9,4 175,0±5,3ª **** 139,8±9,4 a*, b**** 

Gordura Epididimal (g) 0,82±0,1 2,24±0,3 a**** 1,32±,0,1 b** 

Gordura Retroperitoneal (g) 0,30±0,06 0,91±0,12 a**** 0,52±0,06 b** 

Nota: Sendo “a” diferente de GC e “b” diferente de GO. 

Fonte: ANDRADE,2018.  

 

 

8.3.   Teste intraperitoneal de tolerância à glicose (TITG) 

 

 

 O GO apresentou intolerância à glicose quando comparado ao GC nos 

tempos analisados de 30, 60 e 90 minutos. Já o GO+IGF-1, apresentou melhora da 

tolerância à glicose aos 60 minutos (gráfico 7A), comparado ao GO. O gráfico da 

área sob a curva indicou redução significativa da tolerância à glicose no GO 

(1058±192,8) em relação ao GC (544±45,84) e consequente melhora no GO+IGF-1 
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(821,7±45,84), embora esse último dado não tenha apresentado diferença estatística 

(gráfico 7B).  

 Gráfico 7: Teste intraperitoneal de tolerância à glicose (A) e Área sob a curva (B). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte :ANDRADE, 2018. 

 

 

8.4.   Dosagem de insulina e Homa IR 

 

 

O GO (124,3±5,7) apresentou aumento significativo do nível de insulina 

plasmática quando comparado ao GC (50±8,4), mantendo-se elevado após o 

tratamento com IGF-1 (159,2±19,2) (Gráfico 8). O mesmo foi observado para o índice 
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de Homa IR, aumentado no GO (4,71±0,6) em relação ao GC (2,18±0,3) e sem 

redução no GO+IGF-1 (4,96±0,62) (Gráfico 9). 

 

Gráfico 8: Dosagem de Insulina. Insulina plasmática dos animais dos GC, GO e 

GO+IGF-1. 

 

Fonte: ANDRADE, 2018.  

 

 

Gráfico 9: Índice de Homa IR. Homa IR dos animais GC, GO e GO+IGF-1. 
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Fonte: ANDRADE, 2018.  
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8.5. Análise de esteatose hepática  

 

 

 O GO (0,051±0,0028) apresentou aumento significativo da estimativa da 

esteatose hepática, mensurada pela correção do peso do fígado (g) pela massa 

corporal (g), quando relacionado com o GC (0,041±0,00094). Após o tratamento com 

IGF-1, o GO+IGF-1 (0,044± 0,0012) apresentou redução significativa da esteatose 

hepática em relação ao grupo GO (Gráfico 10). Esse resultado foi confirmado pela 

quantificação das gotículas de gordura, no qual o GO (1097±135,5) apresentou 

aumento significativo das gotículas de gordura por área em relação com GC 

(321,9±80,75). O GO+IGF-1 (621,3±53,32) apresentou redução significativa da 

esteatose hepática (Figura 10D).  

 

 

Gráfico 10: Estimativa da esteatose hepática obtida pela razão do peso do fígado pela 

massa corporal. 

 

 

Fonte: ANDRADE, 2018.  

  

F
íg

a
d

o
 (

g
)/

 m
a

s
s

a
 c

o
r
p

o
r
a

l 
(g

)

G
C

G
O

G
O

+
IG

F
-1

0 .0 0

0 .0 2

0 .0 4

0 .0 6

a  G C

b   G Oa***

b *



63 

 

Figura 10: Análise qualitativa e quantitativa da esteatose hepática. 

 

Nota: Fotomicrografia de fígado corado com hematoxilina e eosina (40X) (A- C). A - Grupo controle - 

parênquima hepático preservado; B – Grupo obeso – regiões com acúmulo de gotículas de 

gordura (esteatose); C – Grupo obeso + IGF-1 – regiões com microgotículas de gordura 

representadas por asterisco (microesteatose); D – Gráfico da quantificação das gotículas de 

lipídeo no parênquima hepático. 

Fonte: ANDRADE,2018. 

 

 

8.6. Estimativa de hipertrofia cardíaca 

 

 

      As análises das medidas do peso do ventrículo esquerdo (VE) e a sua razão com 

o valor correspondente ao comprimento da tíbia (CT) demonstraram aumento 

significativo de 100% no GO (0,0049 ± 0,0005) em relação ao GC (0,0029 ± 0,0002).  

Após o tratamento com IGF-1, houve redução significativa do GO+IGF-1 (0,0028 ± 

0,0006) em relação ao GO, alcançando valores iguais ao GC (Gráfico 11).  
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Gráfico 11: Estimativa da hipertrofia cardíaca mensurada através da razão entre o 

ventrículo esquerdo (VE) (g) e o comprimento da tíbia (mm) dos animais 

tratados e não tratados com IGF-1. 
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Fonte: ANDRADE, 2018.  

 

 

A hipertrofia cardíaca também foi mensurada pela razão entre o ventrículo 

esquerdo (VE) (g) e a massa do animal (g). O GO (0,0038± 0,0006) apresentou 

aumento significativo em relação ao GC (0,0019±0,0001). O tratamento com IGF-1 

(GO+IGF-1) promoveu redução significativa da hipertrofia cardíaca (0,0025±0,0001) 

(Gráfico 12).  
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Gráfico 12: Estimativa da hipertrofia cardíaca mensurada através da razão entre 

massa do ventrículo esquerdo (VE) (g) e massa corporal (g) dos animais 

controle e obesos tratados e não tratados com IGF-1. 

 

 

Fonte: ANDRADE, 2018.  

 

 

8.7. Análise da fibrose cardíaca  

 

 

A análise da área total de colágeno no coração realizado por coloração com 

Picro-Sirius Red demonstrou um aumento significativo de 158,6% da concentração de 

colágeno no GO (3,00 ±0,19) em relação ao GC (1,16 ± 0,09). Em contrapartida, após 

o tratamento com IGF-1, ocorreu uma redução significativa de 51% da área de fibrose 

no GO+IGF-1 (1,53 ± 0,12) comparado ao GO (Figura 11D).  
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Figura 11: Análise qualitativa e quantitativa da fibrose cardíaca. 

 

 

Nota: Fotomicrografia do coração dos grupos GC (A), GO (B) e GO+IGF-1 (C) corados com Picro-Sirius 

Red, que destaca a área de colágeno do total. Objetiva 40X. (D) Análise quantitativa da área 

corada com Picro-Sirius. 

Fonte: ANDRADE, 2018. 

 

 

Esse resultado foi corroborado pela análise do conteúdo de colágeno I e III por 

western blotting (Figura 12). Em relação ao conteúdo de colágeno I (Figura 12A), o 

GO (0,97±0,15) apresentou aumento significativo de 162,2% em relação ao GC 

(0,37±0,06), enquanto que após o tratamento com IGF-1, o GO+IGF-1 apresentou 

redução de 136,6% desta proteína (0,41±0,08) comparado ao GO.   

O resultado foi observado para o conteúdo de colágeno III (figura 12B), que 

demonstrou aumento significativo de 160,6% no GO (0,86±0,13) em relação ao GC 

(0,33±0,06) e redução de 126,3% após do tratamento com IGF-1 no GO +IGF-1 

(0,38±0,1).  
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Figura 12: Quantificação do conteúdo das proteínas colágeno I e III por western 

blotting. 

 

 

Nota: (A) Análise da expressão de colágeno I. (B) Análise da expressão de colágeno III.   
Fonte: ANDRADE, 2018. 

 
 

8.8.  Análise das MMP-9, MMP-13 e TIMP-1 

 

 

A análise da MMP-9 demonstrou aumento significativo no GO (1,16±0,01) de 

56,7% em relação ao grupo GC (0,74±0,04). Após o tratamento com IGF-1, houve 

redução significativa de 54,7% no conteúdo de MMP-9 no GO+IGF-1 (0,75±0,06) 

comparado ao GO, restaurando os níveis do GC (Figura 13A).  Nossos dados 

demonstram redução significativa de 77,2% da MMP-13 no GO (0,68±0,07) em 

relação ao GC (1,27±0,14). O tratamento com IGF-1 restaurou os níveis de MMP-13 

no GO+IGF-1 (1,27±0,19) à valores iguais ao do GC, quando comparado com o GO 

(Figura 13B). Já a análise do conteúdo de TIMP-1 revelou aumento significativo de 

340% no GO (1,10±0,23) em relação ao GC (0,25±0,07). O tratamento com IGF-1 

(GO+IGF-1) promoveu uma redução estatística de 168,3% no conteúdo de TIMP-1 

(0,41±0,08) comparado ao GO (Figura 13C). 
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Figura 13: Quantificação do conteúdo das metaloproteinases 9 ,13 e o inibidor 

específico de metaloproteinase 1 por western blotting. 

 

 

Nota: (A) Análise do conteúdo de MMP-9. (B) Análise do conteúdo de MMP-13.  (C) Análise do conteúdo 
de TIMP-1. 

Fonte: ANDRADE, 2018.  

 

 

8.9.  Análise da apoptose  

 

 

 A razão entre o conteúdo das proteínas Bax e Bcl2 revelou aumento 

significativo de 260% nos níveis de apoptose no GO (1,26±0,2) quando comparado 

com o GC (0,35±0,07). O GO+IGF-1 apresentou uma redução significativa de 223,1% 

desse parâmetro (0,39±0,1) comparado ao GO, assemelhando-se ao GC (Figura 14). 
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Figura 14: Quantificação da apoptose no coração de camundongos.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Nota: Análise da apoptose pela razão do conteúdo de Bax e Bcl2. 
Fonte: ANDRADE, 2018.  

 

 

8.10.  Análise do conteúdo de Conexina 43 e SERCA-2  

 

 

 A análise do conteúdo de SERCA-2 no coração do GO (0,18±0,01) demonstrou 

uma redução significativa de 94,4% dessa proteína quando comparado com o GC 

(0,35±0,04). O tratamento com IGF-1 promoveu aumento significativo do conteúdo 

dessa proteína (0,35±0,05), restaurando os valores do GC (figura 15- A). O mesmo foi 

observado para o conteúdo de conexina 43, que também apresentou redução 

significativa de 37,2% no GO (0,86±0,04) em relação ao GC (1,18±0,06), com 

restauração dos valores no GO+IGF-1 (1,36±0,08) (Figura 15- B). 
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Figura 15: Quantificação do conteúdo SERCA-2 e Conexina 43. 

 

  

Nota: (A) Análise do conteúdo de SERCA-2 (B) Análise do conteúdo de Conexina 43.   
Fonte: ANDRADE, 2018. 

 

 

8.11. Respiração mitocondrial  

 

 

     O GO apresentou disfunção mitocondrial, com redução significativa na taxa 

máxima de respiração estimulada por ADP (estado3), indicando redução na 

capacidade de oxidação de carboidratos (129,0±13,91) (Figura 16A) e de ácidos 

graxos (47,98± 2,79) (Figura 16B) em relação ao GC (313,3±18,76 e 91,32±9,05, 

respectivamente). Após o tratamento com IGF-1, o GO+IGF-1 (209,1±26,26 e 

70,11±3,14, respectivamente) demonstrou aumento significativo desta taxa na 

oxidação de ambos os substratos.  

     Além disso, constatamos desacoplamento mitocondrial, através da razão do 

controle respiratório (RCR), expressa pela razão do estado 3 pelo estado 4.  A RCR 

obtida na oxidação de carboidratos e ácidos graxos demonstrou redução significativa 

do GO (1,06±0,01 e 1,43±0,06, respectivamente) em relação ao GC (2,14±0,08 e 

2,13±0,15, respectivamente), indicando desacoplamento mitocondrial. Após o 

tratamento com IGF-1, houve aumento significativo do RCR na oxidação de 

carboidratos no GO+IGF-1 (1,24±0,04) em relação ao GO, porém, sem diferença 
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estatística do RCR na oxidação de ácidos graxos entre estes dois grupos (1,79±0,15) 

(Figura 16 C e D).  

 Mensuramos, também, o aceptor do controle respiratório (ACR), que reflete a 

quantidade máxima de ATP sintetizada após o fornecimento de substrato (ADP) por 

meio da razão entre o estado 3 e o estado 2. Nossos resultados demonstraram 

redução significativa do ACR do GO (3,45± 0,25) em relação ao GC (8,73±0,69) na 

oxidação de carboidratos. Após o tratamento com IGF-1, houve aumento significativo 

(7,09±0,63).  Na oxidação de lipídeos, o ACR do GO (1,17±0,04) também estava 

reduzido significativamente em relação ao GC (1,64±0,03), enquanto que o tratamento 

com IGF-1 (1,42±0,07) também foi capaz de restaurar esse parâmetro (figura 16 E e 

F). 
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Figura 16: Respirometria de alta resolução de fibras cardíacas permeabilizadas 

obtidas dos animais controle e obeso tratados e não tratados do IGF-1, 

submetidos aos substratos relacionados à oxidação de carboidratos e 

ácidos graxos. 

 

Nota: (A) Taxa respiratória máxima estimulada por ADP (estado 3) na oxidação de carboidratos. (B)  
Taxa respiratória máxima estimulada por ADP (estado 3) na oxidação de ácidos graxos. (C) 
Razão do controle respiratório (estado 3/estado 4) na oxidação de carboidratos. (D) Razão do 
controle respiratório (estado 3/estado 4) na oxidação de ácidos graxos. (E) Aceptor do controle 
respiratório (estado 3/estado 2) na oxidação de carboidratos. (F) Aceptor do controle respiratório 
(estado 3/estado 2) na oxidação de ácidos graxos.  

Fonte: ANDRADE, 2018.  
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8.12. Análise do conteúdo de UCP-2, CPT-1 e PGC-1α. 

 

 

 Os conteúdos de UCP-2 e CPT-1 estavam elevados significativamente no GO 

(1,3±0,06; 1,39±0,23, respectivamente) comparado ao GC (0,73±0,14; 0,33±0,02), 

com redução significativa no GO+IGF-1 (0,85±0,15; 0,74±0,05) comparado ao GO 

(Figura 17A e C). O inverso foi observado para conteúdo de PGC-1α. O GO 

apresentou redução significativa (0,37±0,03) em relação ao GC (1,03±0,02). Após o 

tratamento com IGF-1 (GO+IGF-1), houve elevação significativa do PGC-1α 

(0,84±0,01) (Figura 17B).   
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Figura 17: Quantificação do conteúdo UCP-2, PGC-1α e CPT-1. 

 

 

 Nota: (A) Análise do conteúdo de UCP-2; (B) Análise do conteúdo de PGC-1α; e (C) Análise do 
conteúdo de CPT-1.   

Fonte: ANDRADE, 2018.  

 

 

8.13.  Análise das células-tronco cardíacas residentes e células progenitoras 

endoteliais 

 

 

     Para identificação e localização das células-tronco cardíacas residentes (CTC) (c-

Kit+/CD45-) foi realizada imunomarcação para c-kit (em verde), CD45 (em vermelho), 

e os núcleos foram corados em azul por DAPI. As imagens foram observadas em 

microscopia confocal.  Assim, a CTC, marcada em verde (c-kit), foi observada por 
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microscopia confocal entre os cardiomiócitos (seta), objetiva de 60X.  No inset, a CTC 

pode ser observada em maior aumento (objetiva de 100X). Não houve 

imunomarcação correspondente ao CD45 (vermelho) (Figura 18 A). 

     A análise por western blotting das CTC (c-kit+) demonstrou uma redução 

significativa de 48,7% do conteúdo de c-kit no GO (0,78±0,04) em relação ao GC 

(1,16±0,05). Após o tratamento com IGF-1, o conteúdo desse marcador apresentou 

aumento significativo de 44,9% no GO+IGF-1 (1,13±0,07) em relação ao GO, 

alcançando valores próximos ao GC (Figura 18 B).  

     Em relação ao conteúdo de CD133, o GO (0,62±0,06) apresentou redução 

significativa de 67,7% desse marcador de células progenitoras endoteliais em relação 

ao GC (1,04± 0,09). Entretanto, após o tratamento com IGF-1, houve um aumento 

discreto, sem diferença significativa desse marcador no GO+IGF-1 (0,81± 0,06) 

(Figura 18 C). 
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Figura 18: Análise do conteúdo de células-tronco cardíacas e células progenitoras 

endoteliais. 

 

Nota: (A) Microscopia confocal do coração imunomarcado com anticorpos anti-c-Kit (verde) e anti-CD45 
(vermelho). Observa-se a presença de uma célula c-Kit+CD45- (seta), caracterizada como 
CTC. Os núcleos celulares apresentam-se corados em azul pelo DAPI; objetiva 60x. Inset 
demonstrando a célula em maior aumento, objetiva 100x. Análise por Western blotting do 
conteúdo total de c-kit (B) e CD133 (C). 

Fonte: ANDRADE, 2018.  

 

 

A análise quantitativa das células-tronco cardíacas residentes por citometria de 

fluxo  

indicou que houve redução significativa de 412,8% no GO (0,39±0,09) em relação ao 

GC (2,00±0,06) e que, após o tratamento com IGF-1, o GO+IGF-1 (0,67±0,05) 

apresentou aumento significativo de 71,8% das células c-Kit+ CD45- em relação ao 

GO (Figura 19A).   
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     Houve redução de 73,7% das células progenitoras endoteliais no GO (1,56±0,14) 

quando comparado com o GC (2,71±0,26) e o tratamento com IGF-1 foi capaz de 

aumentar significativamente em 63,5% o número destas células no GO+IGF-1 

(2,55±0,12) (Figura 19B). 

 

 

Figura 19: Análise por citometria de fluxo do conteúdo total de c-kit (A) e CD133 (B). 

 

Fonte: ANDRADE, 2018. 

 

 

 

8.14.   Análise das células progenitoras cardíacas  

 

 O conteúdo de Nkx 2.5 no coração do GO (0,15± 0,02) revelou-se 

estatisticamente reduzido em comparação com o GC (0,29±0,02). Após a terapia com 

IGF-1, observou-se aumento significativo do conteúdo de Nkx 2.5 (0,26±0,02) (Figura 

20). 
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Figura 20: Quantificação de células progenitoras cardíacas. Análise do conteúdo Nkx 

2.5. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: ANDRADE, 2018.  

 

 

 

8.15. Análise da razão de pAkT e AkT 

 

 

 A análise da razão entre pAKT e AKT apresentou-se significativa reduzida no 

GO (0,32± 0,02) comparada com o GC (0,49±0,05). Após o tratamento com IGF-1, 

houve aumento significativo dessa razão (0,48±0,04) (figura 21). 
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Figura 21: Quantificação da ativação da via AKT no coração de camundongos. 

Análise da razão do conteúdo de pAKT e AKT. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: ANDRADE, 2018. 



80 

 

DISCUSSÃO 

 

 

     O aumento do consumo de alimentos industrializados, ricos em carboidratos 

simples e gordura saturada – dieta ocidental - tem contribuído para o aumento dos 

índices de obesidade. No presente estudo, reproduzimos esse padrão alimentar, 

utilizando o modelo descrito por Tikellis et al. (2008) em camundongos Swiss, e já 

utilizado pelo nosso grupo há alguns anos (Neves et al 2014, Oliveira et al., 2014), a 

fim de testarmos nossa hipótese de que a cardiomiopatia desenvolvida na obesidade 

está relacionada com danos às CTC e que a terapia com IGF-1 poderia reverter esse 

processo. 

     Observamos um aumento do consumo calórico nos animais obesos, a partir da 5ª 

semana de administração da dieta ocidental, evento compatível com o 

desenvolvimento da obesidade (Fuster et al., 2016; Kang et al., 2016). Outros 

resultados corroboraram o caráter obesogênico da dieta ocidental, visto que sua 

administração por 12 semanas elevou significativamente a massa corporal dos 

animais do grupo obeso em relação ao grupo controle, assim como todos os outros 

parâmetros biométricos analisados, tais como, gordura epididimal e retroperitoneal e 

glicemia de jejum.  Para melhor caracterização da obesidade do GO, foram analisados 

cortes histológicos do fígado e o depósito de gotículas lipídicas foi quantificado, 

revelando o desenvolvimento de esteatose hepática não alcoólica nesse grupo. 

Estudos utilizando dieta hiperglicídica / hiperlipídica / dieta ocidental encontraram 

resultados similares (Oliveira et al., 2014; Neves et al., 2014; Haubert et al., 2010; 

Vansaun et al., 2009). 

      O tratamento com o IGF-1 promoveu a redução da massa corporal e dos outros 

parâmetros biométricos analisados, assim como da esteatose hepática em 

camundongos obesos, o que pode ser explicado, pois o IGF-1 ativa a via Akt 

produzindo efeitos anabólicos, promovendo o aumento da massa magra por meio da 

síntese de proteínas (Oliveira et al.,2011). Ainda, segundo Bredella et al. (2011), esse 

fator de crescimento seria capaz de reduzir a massa gorda, incluindo a gordura 

visceral, pois promove o aumento da oxidação de lipídeos. Alguns ensaios clínicos 

também avaliaram a eficácia do uso de IGF-1 recombinante em pacientes obesos, 

devido a suas propriedades anteriormente descritas (Zhang et al., 2012; Berryman et 

al., 2013; Ren & Anversa, 2015). A redução dos parâmetros biométricos observados 
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no GO+IGF-1 pode ser associada com a regulação positiva da via AKT, identificada 

em nossos resultados por meio da análise da razão do conteúdo de pAKT/AKT. 

 Nossos resultados demonstraram que o GO apresentou intolerância à glicose, 

hiperinsulinemia e resistência à insulina, esse último indicado pelo cálculo do HOMA-

IR que apresentou valor superior a 2,6. Esse estado é compatível com o encontrado 

em indivíduos obesos, pré-diabéticos e corroboram resultados já publicados pelo 

nosso grupo (Pouvreau et al., 2018; Oliveira et al., 2014; Neves et al.,2014). O 

tratamento com IGF-1 foi capaz de reduzir significativamente a glicemia de jejum e a 

intolerância à glicose após 60 min de sobrecarga. Entretanto, o tratamento com IGF-

1 não foi capaz reverter a intolerância à glicose nos demais tempos analisados, assim 

como não apresentou eficácia na redução da hiperinsulinemia e resistência à insulina.  

O IGF-1 apresenta homologia de quase 50% da sua sequência de aminoácidos 

com a insulina, o que possibilita a ligação desse fator com os receptores de insulina, 

mesmo que em menor grau de afinidade (Friedrich et al., 2012). Estudos 

demonstraram a relação entre baixos níveis circulantes de IGF-1 com parâmetros 

relacionados com o metabolismo da glicose, como glicemia em jejum, hiperinsulinemia 

e resistência à insulina, o que é compatível com o estabelecimento da obesidade 

(Lewitt et al., 2014; Yakar et al., 2001; Sjogren et al., 2001). Modelos experimentais 

em animais e humanos demonstraram aumento da sensibilidade à insulina após a 

ligação do IGF-1 ao seu receptor, no entanto, a redução da glicemia somente 

corresponde à 5% da ação desencadeada pela insulina (Frysak et al., 2015). 

Sugerimos que estudos complementares da via de sinalização da glicose seriam 

necessários para elucidar o possível mecanismo de ação do IGF-1 nesses 

parâmetros.  

      A obesidade promove a produção de citocinas inflamatórias e adipocinas que 

afetam diversos órgãos, inclusive o coração. No coração, o processo inflamatório e o 

estresse oxidativo são gatilhos para o remodelamento adverso do parênquima, 

caracterizado pelo aumento do depósito de colágeno e apoptose de células cardíacas, 

que acarretam em mudanças na estrutura e função do ventrículo esquerdo. O 

remodelamento adverso, resultando na fibrose cardíaca, tem sido amplamente 

associado com o aumento da expressão de MMP-9, que tem sido apontada em 

diversos estudos como biomarcador de doenças cardiovasculares (Toprak et al., 

2013, Halade et al., 2013). Esta gelatinase regula micro-RNAs que estão associados 

com o balanço do cálcio e a contratilidade de cardiomiócitos, tendo papel fundamental 
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na angiogênese, hipertrofia e fibrose do coração. A MMP-13 está envolvida no 

remodelamento da matriz extracelular, atuando de maneira oposta à MMP-9. A MMP-

13 é uma colagenase importante na clivagem de colágeno I e III, desempenhando 

importante papel na regressão da fibrose (Mishra et al., 2013; Toprak et al., 2013; 

Howes et al., 2014; Rani et al., 2016). Alguns estudos associaram o aumento da 

expressão de TIMP-1 no coração ou a níveis plasmáticos com o estabelecimento da 

falência cardíaca, já que ele é um inibidor específico de metaloproteínases, o que 

proporcionaria a preservação das proteínas de matriz extracelular relacionadas com 

a fibrose (Frantz et al., 2008; Heymans et al., 2005; Daltro et al., 2017).  

      Nossos resultados demonstraram que a dieta ocidental foi capaz de modificar a 

estrutura do ventrículo esquerdo (VE) no grupo obeso. Observamos aumento da 

estimativa de hipertrofia, acompanhada do aumento da área de fibrose, indentificada 

pela coloração de Picro-Sirius Red. Nossos resultados também demonstraram 

aumento do processo apoptótico no GO, foi detectado por meio da razão do conteúdo 

Bax/Bcl2, o que contribui para o remodelamento adverso do parênquima cárdico, 

resultando em perda funcional. Esses resultados foram confirmados pela elevação do 

conteúdo dos colágenos I e III, MMP-9 e TIMP-1 no GO. Nossos resultados também 

demonstraram redução da razão pAKT/AKT no GO, o que permite o estabelecimento 

de um paralelo, já que animais knockout para AKT apresentam fibrose e hipertrofia 

cardíaca, assim como, elevados níveis de apoptose (Ock et al., 2018). Nossos 

resultados também demonstraram redução significativa de Colágeno I, Colágeno III, 

MMP-9 e TIMP-1 no GO+IGF1, resultados similares foram observados em animais 

obesos submetidos à dieta hiperlipídica tratados com células-tronco mesenquimais de 

medula óssea, que também apresentaram redução da área de fibrose, o que pode 

estar relacionado com o efeito parácrino dessa célula no local da lesão (Daltro et al., 

2017). Acreditamos que a redução da cicatriz fibrótica encontrada nos animais obesos 

tratados com IGF-1, em conjunto com a redução dos tipos de colágenos analisados, 

seja consequência da elevação da MMP-13, relacionada com a degradação da matriz 

fibrótica, acarretando em reestruturação do parênquima, com consequente redução 

da estimativa da hipertrofia cardíaca. O IGF-1 reduziu os níveis de apoptose no 

GO+IGF-1, o que pode estar associado com a ativação da via PI3K/AKT, que possui 

efeito antiapoptótico em cardiomiócitos (Xia et al., 2016).  

 As mudanças na estrutura e tamanho do coração alteram seu funcionamento e 

sua função elétrica, acarretando na fibrilação atrial (Gizurarson et al., 2014). As 
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conexinas são proteínas presentes nas junções comunicantes, nos discos 

intercalares, que permitem a passagem de pequenas substâncias e a transmissão dos 

impulsos elétricos no tecido cardíaco. Este mecanismo é fundamental para a 

contração muscular do órgão e para o sincronismo de seu movimento (Roell et al., 

2007). Apesar de haver mais de 20 tipos de conexinas, nas células musculares 

cardíacas aparecem apenas quatro delas, sendo a conexina 43 a mais abundante no 

ventrículo (Gizurarson et al., 2014). A arritmia ventricular esquerda é uma das 

principais causas de mortalidade associadas ao coração estruturalmente anormal, o 

que é explicado por mudanças na expressão de conexina 43, implicando em alteração 

na condução do impulso elétrico (Fontes et al., 2012; Weng et al., 2016). A 

contratilidade dos cardiomiócitos depende do influxo de cálcio intracelular, que é 

liberado por meio da SERCA-2 (Kumar et al., 2009; Khan et al., 2009). Nossos 

resultados revelaram redução significativa do conteúdo de conexina 43 e SERCA-2 

no GO, indicando a perda de função contrátil desses animais. O estudo realizado por 

Ballal et al. (2010) corroboram nossos resultados, onde demonstraram a redução da 

expressão de SERCA-2 em ratos alimentos com dieta ocidental, contribuindo para 

alterações contráteis em consequência de uma disfunção na disponibilidade de Ca2+. 

Ock et al. (2018) também observaram que camundongos knockout para AKT 

apresentavam redução da expressão de conexina 43 e ZO-1, proteína de interação 

com a conexina.  

Nos cardiomiócitos, o IGF-1 aumenta a função contrátil dependente de 

PI3K/AKT, estimulando a expressão de SERCA-2 e o influxo de Ca2+ (Kim et al., 2008), 

o que foi observado em modelos animais de coração diabéticos. Além disso, foi 

demonstrado que a depleção de MMP-9 estaria relacionada com esse fenômeno 

(Norby et al., 2002; Mishra et al., 2010).  Após o tratamento com IGF-1, nossos animais 

do GO+IGF-1 apresentaram aumento do conteúdo de conexina 43 e de SERCA-2, o 

que acreditamos ter contribuído para o restabelecimento funcional do ventrículo 

esquerdo. Sugerimos que a redução de MMP-9 e a ativação da via AKT, observado 

em nossos resultados após o tratamento com IGF-1, estaria contribuindo para melhora 

da função contrátil do coração.   

Alguns estudos dissertam sobre o comprometimento do metabolismo 

energético na obesidade. Grande parte destes distúrbios na produção e utilização de 

energia se relacionam com a mitocôndria. A insuficiência cardíaca foi associada às 

anormalidades morfológicas e funcionais da mitocôndria, tais como, hiperplasia, 
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redução do tamanho da organela e comprometimento da integridade mitocondrial 

(Sharov et al., 2000).  A hipertrofia cardíaca patológica tem sido associada, em 

diversos estudos, com a redução da capacidade oxidativa mitocondrial, culminando 

em alteração funcional cardíaca através da redução da atividade da proteína SERCA 

2 e da redistribuição da miosina de cadeia pesada (Li et al., 2006). Estudos do nosso 

grupo, utilizando o mesmo modelo experimental, já relataram alteração na atividade 

mitocondrial no coração e em células da medula óssea (Neves et al., 2014; Oliveira et 

al., 2014). Laurent et al. (2007) demonstraram que uma dieta rica em gordura era 

capaz de reduzir a síntese de ATP. Esse resultado também foi demonstrado por Zhang 

et al. (2012). 

      Nossos resultados apontam redução da capacidade oxidativa de carboidratos e 

ácidos graxos, além de desacoplamento mitocondrial e redução da biogênese 

mitocondrial nos animais do GO, caracterizando disfunção mitocondrial. Esses dados 

corroboram estudos anteriores que mostram que a disfunção mitocondrial está 

associada com redução da síntese de ATP, estresse oxidativo e alteração da 

morfologia mitocondrial (Neves et al., 2014, Zhang et al., 2012). Entretanto, nossos 

resultados demonstram que o tratamento com IGF-1 foi capaz de restaurar o 

metabolismo energético mitocondrial cardíaco do GO+IGF-1, por meio da melhora da 

capacidade oxidativa dos substratos, do acoplamento mitocondrial e da biogênese 

mitocondrial. Trabalhos anteriores relataram a melhora do metabolismo de 

carboidratos e lipídeos, além da normalização de enzimas antioxidantes e redução de 

ativação de caspase 3 no fígado e no cérebro de ratos velhos que receberam baixa 

dosagem de IGF-1, o que poderia ser associado com a redução do processo de 

peroxidação lipídica, consequência do estresse oxidativo (Puche et al., 2008; García-

Fernández et al.,2008). Além disso, Ribeiro et al. (2014) observaram que o IGF-1 

ativou a via Akt e inibiu a via Erk, o que foi acompanhado da redução de Drp1, 

sugerindo diminuição da fissão mitocondrial e aumento do potencial de membrana 

mitocondrial de células estriatais em modelo de doença de Huntington. 

 Observamos, também, aumento do conteúdo de CPT-1, proteína que participa 

do transporte de ácidos graxos para o interior das mitocôndrias, no coração do GO. 

Esse resultado está de acordo com Neves e colaboradores (2014) que observaram, 

no mesmo modelo experimental de dieta ocidental, aumento do conteúdo de CPT-1 

associado à deposição ectópica de gordura no miocárdio e redução da capacidade 

oxidativa de ácidos graxos, indicando um possível mecanismo compensatório. Esse 
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fenômeno também foi observado no fígado com esteatose (Rizki et al., 2009). 

Entretanto, nossos resultados demonstraram que o tratamento com IGF-1 foi capaz 

de reduzir o conteúdo de CPT-1 comparado ao GO, justificado pela normalização da 

oxidação de ácidos graxos observada nesse grupo.  

 Dietas ricas em glicose promovem fissão mitocondrial e elevação da síntese de 

ERO, enquanto a ingestão calórica elevada diminui os níveis de PGC-1, proteína 

ligada à biogênese mitocondrial, e Mfn2 (mitofusina-2), levando à redução da fusão 

mitocondrial e consequente comprometimento da função da organela (Bournat & 

Brown, 2010; Pintus et al., 2012). A dieta ocidental promoveu o aumento do 

vazamento de prótons, que foi associado a elevação do conteúdo UCP2 no coração 

de camundongos obesos. Além disso, existe correlação entre ácidos graxos livres e o 

conteúdo de UCP2 e UCP3 na disfunção cardíaca, levando ao desacoplamento da 

fosforilação oxidativa e, portanto, diminuição da síntese de ATP e eficiência cardíaca 

(Neves et al.,2014; Murray et al., 2008). Nossos resultados também demonstraram a 

redução do conteúdo de UCP-2 e o aumento de PGC-1α no GO+IGF-1, portanto 

sugerimos que a melhora do metabolismo energético cardíaco no grupo tratado com 

IGF-1 estaria associada com o aumento do acoplamento mitocondrial e aumento da 

biogênese mitocondrial. 

       Diversos trabalhos já demonstraram a capacidade das células-tronco cardíacas 

residentes de gerar cardiomiócitos e, por isso, estas células teriam elevado potencial 

terapêutico ao considerarmos o transplante autólogo em ensaios clínicos para 

regeneração do miocárdio. Elas têm sido amplamente utilizadas na terapia celular em 

modelo de infarto de miocárdio. Estudos como o de Bolli et al. (2011) relataram 

melhora da fração de ejeção do ventrículo esquerdo de pacientes com insuficiência 

cardíaca secundária grave que receberam infusão intracoronária de CTC c-kit+, além 

da melhora da fração de ejeção continuada após 1 ano da administração das CTC. 

Houve, também, redução da área infartada e aumento da área viável do ventrículo 

esquerdo, indicando regeneração do miocárdio. 

     Nossos resultados de citometria de fluxo e western blotting revelaram redução 

quantitativa de CTC c-kit+ e das células progenitoras endoteliais (CD133+) no GO. 

Esses resultados podem ser explicados pelo remodelamento adverso da MEC e 

disfunção do metabolismo energético, promovendo um ambiente hostil gerado na 

obesidade para a sobrevivência dessas células, visto que, em condições patológicas 

elas apresentam incapacidade funcional, tornando o seu controle homeostático 
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defeituoso, e resultando em senescência celular e apoptose (Urbanek et al., 2005). 

Estudos anteriores já demonstraram que o diabetes pode conduzir à cardiomiopatia 

mediada por defeitos no crescimento e sobrevivência de células c-kit+, o que estaria 

associado ao estresse oxidativo e, também, ao remodelamento adverso da MEC (Rota 

et al., 2006; Mirsha et al., 2013). 

O tratamento do grupo obeso com IGF-1 (GO+IGF-1), em nosso estudo, 

demonstrou levar a um aumento significativo das CTC e progenitoras endoteliais. 

Sugerimos que a reestruturação do parênquima cardíaco, assim como, a melhora do 

metabolismo energético promovidos pelo IGF-1 contribuíram para a reconstituição 

dessas populações celulares. Além disso, o IGF-1 tem sido apontado como um fator 

parácrino ativador das CTC, sendo capaz de estimular a sobrevivência e proliferação 

destas células, promovendo regeneração histológica e fisiológica em modelo de 

infarto do miocárdio (Urbanek et al., 2005; Padin- Iruegas et al., 2009; Ellison et al., 

2011). O aumento da expressão de c-kit foi relacionado ao aumento da proliferação e 

migração de CTC c-kit+ em camundongos (Chen et al., 2013). A ativação do c-kit 

aumenta a proliferação e a sobrevivência de CTC c-kit +, por meio da redução da 

apoptose e esse evento foi explicado pela ativação da via PI3K/ AKT (Vajravelu et al., 

2015).  O IGF-1 aumentaria a expressão de c-kit por meio da fosforilação de AKT, que 

ativaria DNA metiltransferases (DNMT´s) , por hipermetilação, silenciando o miRNA-

193, responsável pela redução da expressão de c-kit (Sun et al., 2018).  Portanto, a 

elevação significativa da ativação da via Akt no GO+IGF-1 corroboraria essa elevação 

no número de CTC observado no grupo tratado com IGF-1.  

A superexpressão de IGF-1 por transgênese no coração está relacionada com a 

proliferação celular pós-natal (Reiss et al., 1996). Embora a mitose de cardiomiócitos 

permaneça controversa, a descoberta de CTC poderia contribuir para proliferação 

celular do coração (Beltrami et al., 2003). Gude et al., (2006) relataram o aumento das 

células progenitoras cardíacas positivas para Nkx 2.5 no coração após o uso de 

transgênese nuclear de AKT, indicando aumento na formação de novos 

cardiomiócitos. Os mecanismos de indução e diferenciação de cardiomiócitos durante 

a cardiogênese dependem da expressão de alguns fatores transcricionais, dentre eles 

o fator transcricional NK2 relacionado ao lócus 5 (Nkx 2.5). Nkx 2.5 é um dos cinco 

genes membros da família Nkx 2 que são expressos durante o desenvolvimento do 

coração de vertebrados (Shiojima et al., 1996). Seus genes são expressos na fase 

inicial do desenvolvimento embrionário e essa expressão se mantém predominante 
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no músculo cardíaco adulto (Komuro et al., 1993; Lints et al., 1993). Portanto, sua 

expressão em células progenitoras do miocárdio embrionário e no coração adulto 

sugerem um papel na diferenciação da linhagem do miocárdio e na manutenção do 

fenótipo muscular cardíaco (Mably & Liew, 1996). O Nkx 2.5 junto a outros fatores de 

transcrição, como GATA4, induzem a expressão dos genes estruturais das células 

cardíacas, por exemplo, genes que codificam as proteínas do sarcômero (Thomas et 

al., 2001). Além do seu papel na cardiogênese, o Nkx 2.5 também participa da 

homeostase cardíaca pós-natal. Trabalhos anteriores mostraram que a 

superexpressão de Nkx 2.5 preveniu a apoptose induzida por peróxido de hidrogênio 

em cultura de cardiomiócitos (Monzen et al., 2002; Toko et al., 2002; Akazawa, 2015). 

Nossos resultados demonstraram redução da expressão de Nkx 2.5 no GO, o que 

pode ser explicado pela diminuição das CTC e aumento da apoptose no coração. O 

tratamento com IGF-1 promoveu o aumento da expressão de Nkx 2.5 no coração dos 

camundongos obesos, correlacionado com a ativação da via AKT também observada 

nesse grupo, indicando aumento da formação de novos cardiomiócitos, além de 

apresentar uma contribuição direta na manutenção da homeostase cardíaca.  
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CONCLUSÃO  

 

 

A obesidade induzida por dieta ocidental causa fibrose cardíaca, apoptose de 

células cardíacas, redução da contratilidade e danos ao metabolismo energético do 

coração, criando um microambiente tecidual adverso, o que leva à redução das 

células-tronco cardíacas residentes e células progenitoras endoteliais. Essas 

alterações foram relacionadas com uma regulação negativa da via de sinalização 

AKT, configurando a cardiomiopatia que, a longo prazo, leva à falência cardíaca.  

A terapia com IGF-1 foi capaz de reverter o quadro de obesidade e cardiomiopatia 

com: (1) melhora do metabolismo energético cardíaco, restaurando a capacidade 

oxidativa e aumentando o acoplamento e a biogênese mitocondrial; (2) reestruturação 

da MEC, diminuindo a fibrose e a hipertrofia cardíaca; (3) diminuição dos níveis de 

apoptose; (4) restauração do acoplamento cardíaco e (5) do balanço intracelular de 

cálcio. Essas alterações foram desencadeadas principalmente pela ativação da via de 

sinalização AKT. A reversão do quadro de cardiomiopatia proporcionou a melhora do 

ambiente tecidual, garantindo a sobrevivência das células-tronco cardíacas residentes 

e células progenitoras endoteliais, bem como a formação de novos cardiomiócitos. 

Paralelamente, a ativação da via AKT tem ação direta sobre as células-tronco 

cardíacas residentes, ativando a sobrevivência e proliferação dessas células. Por sua 

vez, as células-tronco cardíacas residentes ativadas secretam uma série de fatores 

que agem de forma parácrina no tecido cardíaco, eventos positivos para recuperação 

morfofuncional do órgão, contribuindo para a reversão da falência cardíaca. 
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