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RESUMO 

 

 

FERREIRA, Adriana Lima. Caracterização do perfil inflamatório do secretoma 
das células de medula óssea na obesidade e sua influência na expressão de 
TNF-α no tecido adiposo de camundongos obesos. 2024. 95 f.  Tese (Doutorado 
em Fisiopatologia Clínica e Experimental) – Faculdade de Ciências Médicas, Univer-
sidade do Estado do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 2024. 
 

 A obesidade é caracterizada pelo acúmulo excessivo de gordura corporal, con-
figurando uma grave questão de saúde pública. Hábitos alimentares inadequados, se-
dentarismo, fatores genéticos e socioeconômicos predispõem ao desenvolvimento o 
quadro de síndrome metabólica na vida adulta, tornando o combate à doença um de-
safio. A inflamação crônica no tecido adiposo branco (TAB) reverbera em alterações 
em diversos órgãos dentre eles a medula óssea (MO). A MO é um órgão difuso, cons-
tituído pelas células de medula óssea (CMO) sendo responsáveis pela produção do 
secretoma. O secretoma de MO é constituído por biomoléculas capazes de promover 
regulação imune, reparo tecidual e vem sendo considerada uma estratégia promissora 
no tratamento das doenças metabólicas. Contudo, estudos evidenciam que a obesi-
dade é capaz modular a composição e função do secretoma. O objetivo deste trabalho 
foi avaliar a eficácia terapêutica do secretoma na resolução da inflamação crônica no 
TAB e hiperglicemia. Submetemos camundongos Swiss machos ao modelo de hipe-
ralimentação (GH) ao 3º dia de vida. Aos 90 dias de vida coletamos e plaqueamos 
1x105 de CMO para cultivo por 2 dias em P0 e 2x105 de CMO para cultivo em P1 no 
qual avaliamos o perfil de citocinas presentes no secretoma. Nos ensaios in vivo em 
animais de 90 dias realizamos aplicação terapêutica de 400µl secretoma ou de 2x105  

CMO por via intraperitoneal formando grupo submetidos a terapia  com CMO ou se-
cretoma (SB) de animais saudáveis (GH+SBc ou GH+CMOc) e  CMO ou SB proveni-
ente de animais hiperalimentados (GH+SBo ou GH+CMOo). Dez dias após a terapia 
os animais foram sacrificados para mensuração do ganho de massa corporal, peso 
final, parâmetros biométricos, glicemia e imuno-histoquímica para TNF-α no TAB.  Nos 
resultados do secretoma em P0, as citocinas TNF-α, IFN-γ, IL-2, IL-6, IL-17 e IL-4 
permaneceram significativamente elevadas com redução significativa de IL-10 em GH. 
Em P1, o secretoma no GH permaneceu com presença significativa apenas do TNF-
α. Nos ensaios in vivo, o modelo de  hiperalimentação foi eficiente na indução do qua-
dro obesogênico, marcado pelo ganho significativo de massa corporal, peso final, hi-
perglicemia e índice de Lee em GH. A terapia contendo secretoma em GH+SBc pro-
moveu melhora significativa no índice de Lee, glicemia e redução da expressão de 
TNF-α no TAB. Nem secretoma ou células de medula óssea proveniente de animais 
hiperalimentados foram eficientes na resolução da hiperglicemia e inflamação no 
TAB. Esta investigação pode abrir caminho para uma melhor compreensão dos im-
pactos da obesidade nos mecanismos celulares e parácrinos do secretoma, permi-
tindo seleção para fins clínicos e reforçando as pesquisas em prol da terapia com 
secretoma aplicado à nanotecnologia em portadores de doenças metabólicas. 
 

Palavras-chave: obesidade; terapia celular; células estromais mesenquimais; tecido 

adiposo branco; resistência à insulina. 



 

 

ABSTRACT 
 

 

FERREIRA, Adriana Lima. Characterization of the inflammatory profile of bone mar-
row cells secretome in obesity and Its Influence on TNF-a expression in the adipose 
tissue of obese mice. 2024. 95 f.  Tese (Doutorado em Fisiopatologia Clínica e Expe-
rimental) – Faculdade de Ciências Médicas, Universidade do Estado do Rio de Ja-
neiro, Rio de Janeiro, 2024. 
 

Obesity is characterized by excessive accumulation of body fat, representing a 
serious public health issue. Inadequate eating habits, sedentary lifestyle, genetic, and 
socioeconomic factors predispose individuals to the development of metabolic syn-
drome in adulthood, making the fight against this condition a significant challenge. 
Chronic inflammation in white adipose tissue (WAT) affects various organs, including 
bone marrow (BM). BM is a diffuse organ, consisting of bone marrow cells (BMCs), 
which are responsible for producing the secretome. The bone marrow secretome com-
prises biomolecules capable of promoting immune regulation and tissue repair and is 
considered a promising strategy for treating metabolic diseases. However, studies 
show that obesity can modulate the composition and function of the secretome. The 
objective of this study was to evaluate the therapeutic efficacy of the secretome in 
resolving chronic inflammation in WAT and hyperglycemia. We subjected male Swiss 
mice to a model of overfeeding (OG) from the 3rd day of life. At 90 days, we collected 
and plated 1x105 BMCs for 2-day culture in P0 and 2x105 BMCs for culture in P1, 
where we evaluated the cytokine profile in the secretome. In the in vivo assays, animals 
with 90 days, we performed therapeutic application of 400 µL of secretome or 2x105 
BMCs intraperitoneally, forming groups subjected to therapy with BMCs or secretome 
(SB) from healthy animals (OG+SBc or OG+CMOc) and BMCs or SB from overfed 
animals (OG+SBo or OG+CMOo). After 10 days therapy, the animals were sacrificed 
for measurement of body mass gain, final weight, biometric parameters, glycemia, and 
immunohistochemistry for TNF-α in WAT. In the P0 secretome results, the cytokines 
TNF-α, IFN-γ, IL-2, IL-6, IL-17, and IL-4 remained significantly elevated with a signifi-
cant reduction in IL-10 in OG. In P1, the secretome in OG remained with a significative 
presence of TNF-α only. In the in vivo assays, the overfeeding model was effective in 
inducing an obesogenic condition, marked by significant body mass gain, final weight, 
hyperglycemia, and Lee index in OG. Therapy containing secretome in OG+SBc pro-
moted significant improvement in Lee index, glycemia, and reduced TNF-α expression 
in WAT mice. Neither supernatant nor bone marrow cells from overfed animals were 
effective in alleviating hyperglycemia and inflammation in WAT. This investigation may 
pave the way for a better understanding of the impacts of obesity on the cellular and 
paracrine mechanisms of the secretome, allowing selection for clinical purposes and 
reinforcing research toward secretome-based therapy applied to nanotechnology in 
individuals with metabolic diseases. 

 
Keywords:  obesity; cell therapy; stromal stem cells; white adipose tissue; insulin re-

sistance. 
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INTRODUÇÃO 

 

 

A terapia celular tem se tornado uma importante aliada em tratamentos para re-

paro e regeneração de tecidos lesionados. Uma das fontes para obtenção de células 

para esta terapia é a medula óssea. Este tecido esponjoso é encontrado no interior 

dos ossos longos e esterno, sendo responsável pela hematopoiese(CHEN et al., 

2020). Na medula óssea encontramos diferentes populações celulares: células-tronco 

hematopoiéticas, as células estromais mesenquimais, células endoteliais e adipócitos. 

Em particular, as células estromais mesenquimais produzem e secretam uma com-

plexa maquinaria de biomoléculas, fatores de crescimento e citocinas capazes de mo-

dificar o comportamento de células vizinhas por efeito parácrino, interações célula-

célula, além de modularem respostas imunes (VIZOSO et al., 2017; RAHIMI et al., 

2021). Em conjunto, esses biofatores ativos compõem o secretoma. A utilização do 

secretoma das células da medula óssea (CMO) tornou-se uma importante vertente na 

terapia celular no tratamento de complicações comumente manifestadas na obesi-

dade, como resistência à insulina, inflamação crônica nos tecidos periféricos e hiper-

glicemia. 

A obesidade é uma enfermidade crônica que consiste principalmente no acú-

mulo de gordura corporal em razão da ingestão calórica excessiva, pouco déficit ca-

lórico e ausência ou pouca atividade física. Longe de ser apenas um problema esté-

tico, está ligada a várias doenças. Ela tem aumentado significativamente nos últimos 

anos, sendo declarada pela Organização Mundial da Saúde (OMS) uma epidemia glo-

bal. Um dos principais fatores do desenvolvimento do estado da obesidade é a infla-

mação no tecido adiposo, conhecida também como metainflamação, predispondo o 

risco de complicações cardiometabólicas e de mobilidade.  

Estima-se que até 2030, 38% da população mundial estará com sobrepeso e 

mais de 20% será obesa1. Diante desse cenário preocupante, a conscientização sobre 

os riscos associados à obesidade e a busca por um estilo de vida mais equilibrado 

 
1 Endereço eletrônico referente estimativa para obesidade mundial em 2030. https://www.fiocruzbrasilia.fio-

cruz.br/quase-metade-dos-adultos-brasileiros-viverao-com-obesidade-em-20-

anos/#:~:text=Em%202030%2C%20a%20estimativa%20para,38%2C2%25%20para%20sobrepeso. Acesso em 

27 de agosto de 2024. 
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são essenciais para  o combate da doença. Porém, é comum na prática clínica restri-

ções alimentares severas que nem sempre possuem boa adesão por parte do paci-

ente. O custo do tratamento, reganho de peso e efeitos colaterais indesejados pela 

medicação são obstáculos ainda existentes (ANDRADE; CESSE; FIGUEIRÓ, 2023).  

O secretoma tem sido amplamente investigado em ensaios pré-clínicos e clínicos 

como forma terapêutica no tratamento das doenças metabólicas como diabetes do 

tipo 2, resistência à insulina e hiperglicemia. Porém, a investigação acerca de como a 

obesidade poderia modular a capacidade terapêutica do secretoma ainda é pouco 

esclarecido. A compreensão das modificações geradas no perfil inflamatório e na efi-

ciência terapêutica do secretoma das células de medula óssea pode ser primordial na 

tomada de decisão no desenvolvimento de estratégias terapêuticas na medicina per-

sonalizada. 
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1 REVISÃO DA LITERATURA 

 

 

1.1 Terapia celular 

 

 

Nos últimos anos, a utilização de células-tronco (CT) tem se mostrado uma es-

tratégia promissora no campo terapêutico. Essa terapia envolve a manipulação de 

células com auxílio da bioengenharia, visando a regeneração de tecidos lesionados, 

ou reposição de células não funcionais por células funcionais. As CT possuem a ca-

pacidade de se autorrenovar e diferenciar em diferentes tipos celulares, o que as torna 

muito atraentes para a terapia celular. Elas podem ser utilizadas para reparo tecidual 

ou para impedir a progressão de doenças específicas, como resistência à insulina (RI) 

e diabetes do tipo 2 (DT2) (Paris et al., 2021; Ferreira et al., 2022). 

 A utilização das CT ganhou força, inicialmente, com a descoberta de diferentes 

tipos de CT humanas: as CT embrionárias, derivadas da massa celular interna dos 

blastocistos (embrioblasto) de mamíferos, que se proliferam e preservam a 

pluripotência mesmo in vitro, sendo capazes de originar diferentes tecidos do 

organismo. Contudo, problemáticas que envolvam a possibilidade da geração de 

teratomas e rejeição imunológica causaram declínio do uso das CT embrionárias (Iltis 

et al., 2023). Outra categoria de CT, são as de células de pluripotência induzida 

(iPSC), aquelas provenientes de células adultas reprogramadas à pluripotência de 

maneira artificial, metodologia implementada por Takahashi e Yamanaka, em 2006. 

(Takahashi; Yamanaka, 2006; Teramura; Frampton, 2013). Ao passo que o uso des-

sas técnicas permitiu avanço em pesquisas na medicina regenerativa, questões éticas 

levantaram debates acerca do uso em humanos. (Rohban; Pieber, 2017). 

 As CT adultas, ou somáticas, são células raras e indiferenciadas distribuídas 

entre células especializadas em tecidos de um organismo desenvolvido. Possuem po-

tencial de renovação e diferenciação mais limitado que as iPSC. Elas podem substituir 

células perdidas ou auxiliarem no crescimento das células vizinhas, dando origem a 

células precursoras ou progenitoras que formarão células diferenciadas. Elas podem 

ser encontradas no tecido adiposo, sangue periférico e medula óssea (Rohban; 

Pieber, 2017; Jovic et al., 2022). Esta última fonte, tem sido amplamente empregada,  
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na substituição de células por lesão, doença ou mesmo na atenuação de respostas 

inflamatórias como na Covid-19 (Saldanha-Araujo et al., 2020; Paris et al., 2021).  

Nesse quesito, as CTs adultas mais investigadas são as célula-tronco hematopoiéti-

cas (CTH) e células mesenquimais provenientes da medula óssea. 

 

 

 1.2 Células de medula óssea  

 

 

As células de medula óssea (CMO) estão abrigadas no interior da medula ós-

sea (MO), a qual é organizada anatomicamente no canal medular dos ossos longos e 

chatos, ocupando os espaços entre as trabéculas ósseas. A MO é um tecido hetero-

gêneo que participa ativamente do metabolismo, abrigando e regulando a formação 

das células sanguíneas, como células da linhagem hematopoiética, os adipócitos, 

condrócitos, osteoblastos, células endoteliais e células estromais. Os vasos sanguí-

neos encontram-se distribuídos por todo o tecido ósseo, exceto em áreas cartilagino-

sas. O sangue oxigenado adentra a superfície óssea, ramifica-se para alimentar os 

sinusoides que se aglutinam formando o seio central da circulação venosa de capila-

res fenestrados. Isso permite que as células entrem e saiam da circulação, ao passo 

que também carreiam nutrientes e fatores de crescimento denominados fatores an-

giócrinos para interior medular. As fibras nervosas complementam a composição in-

terna da MO (Morrison; Scadden, 2014; Calvi; Link, 2015; Sebo et al., 2019; Chen et 

al., 2020) (Figura 1).   

A MO pode ser classificada em medula vermelha, que realiza renovação das 

células sanguíneas de forma ativa, ou medula amarela, rica em adipócitos que per-

meiam o espaço intertrabecular. Após o nascimento, todos os ossos longos e chatos 

são ricos em MO vermelha que, com o avançar da idade, é substituída pela MO ama-

rela. A MO é o único tecido em que os adipócitos e as células ósseas estão em estreita 

justaposição. Sugere-se que os adipócitos presentes na medula são uma quarta po-

pulação diferente de tecido adiposo, no qual possuem capacidade de modular positi-

vamente ou negativamente a densidade óssea e a hematopoiese. 
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Figura 1 - Anatomia da medula óssea.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Legenda: A medula óssea é um órgão complexo contendo diferentes tipos celulares, que são circun-

dados por osso vascularizado, inervado e com projeções das trabéculas ósseas em seu interior. Esta 

configuração é presente na metáfise óssea com presença de inúmeras células próximas a superfície 

óssea.  

Fonte: Adaptado de Sabry et. al 2020. 

 

 

A MO é o tecido mais amplamente descrito como a primeira fonte de isolamento 

de CT. Nela, encontramos duas grandes populações: as células-tronco hematopoiéti-

cas (CTH), constituído pelas linhagens mieloide, linfoide e eritróide e as células-tronco 

mesenquimais (CTM). As CTM representam um número limitado de células com ca-

pacidade de autorrenovação e diferenciação comprovada in vivo. O termo foi primei-

ramente atribuído por Caplan em 1990, e passou por diferentes nomenclaturas para 

denominá-las. Todavia, a Sociedade Internacional de Terapia Celular (ISCT) (2006) 

propôs a nomenclatura de células estromais mesenquimais (CEM) como terminologia 

mais adequada. Em 2017, Caplan propôs rebatizá-las de “células de sinalização me-

dicinais” em razão do potencial terapêutico advinda das CEM, porém, este termo ainda 

se encontra em ampla discussão (Dominici et al., 2006; Caplan, 2017).  

A  MO é um tecido altamente dinâmico que sustenta a homeostase e geração 

das CTM e CTH. Para isso, os nichos, são divididos principalmente em nichos endos-

teais, localizados próximos à superfície óssea, e nichos vasculares, próximos aos si-

Metáfise 
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nusóides, sendo sugeridas como um importante participante no nicho de CTHs. Am-

bos os nichos fornecem suporte estrutural e secretam fatores solúveis, como quimio-

cinas e citocinas. Essas células incluem células reticulares abundantes (células CAR) 

ricas em fator ligante de quimiocina 12 (CXCL12) e stem cell factor (SCF). Outros tipos 

celulares atuantes nos nichos das CMO são as células estromais que expressam 

LepR, células endoteliais, células perivasculares, adipócitos, osteoblastos, nervos 

simpáticos e células de Schwann não mielinizadoras e células estromais mesenqui-

mais. Essas interações são críticas não apenas para a manutenção da hematopoiese, 

mas também para respostas a danos teciduais e condições inflamatórias (Asada; 

Takeishi; Frenette, 2017; Gomes Da Silva, 2017; Ferreira, 2020) (figura 2).  

 

 

Figura 2 – Esquema ilustrativo dos nichos das células de medula óssea. 

Legenda: A medula óssea contém diversos tipos celulares constitutivos como células-tronco hemato-

poiéticas (HSC), células estromais mesenquimais (CEM) e células peri-sinusoidais que expressam 

LepR que desempenham papéis importantes na manutenção ou mobilização das CMO em formação. 

(CMO) células de medula óssea. (LepR) Receptor de leptina. 

Fonte: Adaptado de Asada,Takeishi, & Frenette, 2017. 
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1.3 Células-tronco hematopoiéticas 

 

 

As CTH possuem a capacidade de se autorrenovar e se diferenciar em células 

especializadas do tecido sanguíneo, incluindo células da linhagem mieloide e linfoide. 

Podem ser encontradas no sangue periférico, medula óssea e cordão umbilical. Ori-

ginam células progenitoras capazes de promover expansão de uma linhagem de cé-

lulas totalmente diferenciadas conforme o tipo celular. Em abordagens terapêuticas, 

as CTH são utilizadas na substituição ou repovoamento das células sanguíneas. Al-

guns dos marcadores clássicos que permitem identificar as CTH são o cluster de di-

ferenciação 34 (CD34+), antígeno de células-tronco 1 (Sca-1), receptor de tirosina ci-

nase (c-Kit) e o marcador da molécula de ativação linfocitária sinalizadora (SLAM), 

utilizados em diferentes linhas de pesquisa (Cheng et al., 2020; Lee; Hong, 2020). As 

CTH são uma ferramenta poderosa para tratamento de doenças como neoplasias he-

matológicas, doenças hepáticas e distúrbios sanguíneos. O tecido sanguíneo é alta-

mente regenerativo e a MO fornece suporte para manter a homeostase das células 

sanguíneas como forma de compensar a apoptose celular diária (Lee; Hong, 2020). 

As CTH progenitoras ocupam a região endosteal subdividindo-se em 2 regiões: região 

de endósteo, próxima a superfície interna óssea e região perivascular, sendo esta 

última próximas às arteríolas e sinusóides com participação direta das CEM na regu-

lação e diferenciação das CTH  (Kunisaki et al., 2013; Lee; Hong, 2020). Numerosos 

trabalhos descobriram que a quiescência e ativação de CTH pode ocorrer por fatores 

genéticos, epigenéticos e moléculas-chave, bem como por fatores ambientais. As 

CTH podem ser subdivididas em CTH de longo prazo, do inglês long time hematopoi-

etic stem cells (LT-HSC) e de curto prazo, do inglês short time hematopoietic stem 

cells (ST-HSC), além de progenitor multipotente ou multipotent Progenitor (MPP). As 

LT-HSC são quiescentes e sustentadas pela divisão celular interrompida no nicho en-

dosteal, ao passo que as ST-HSC são prontamente diferenciadas em células da linha-

gem mieloide e linfoide no nicho vascular (Lee; Hong, 2020). A partir das MPPs, ocorre 

uma separação rigorosa entre os comprometimentos nos ramos dos progenitores mi-

elóide ou common myeloid progenitor (CMPs) e progenitores linfoide, ou common lym-

phoid progenitor (CLPs) (Cheng; et al, 2020).   



24 

 

 

No ramo mielóide, darão origem a todas as células sanguíneas. As CMPs ori-

ginarão os precursores de megacariócitos-eritrócitos (MEP) ou os granulócitos-macró-

fagos bipotentes (GMP). Por meio de estímulos específicos, essas 2 populações se 

comprometerão com linhagens de células maduras que formando os monócitos a par-

tir dos monoblastos, eritrócitos de eritroblastos, plaquetas a partir dos megacariócitos, 

e granulócitos que originando neutrófilos, eosinófilos e basófilos por meio do processo 

denominado de mielopoiese. Vale ressaltar que a linhagem CMP é regulada por cito-

cinas extrínsecas e fatores de transcrição intrínsecos(Kunisaki et al., 2013; Le; Hong, 

2020). 

No ramo linfoide teremos a formação de células do sistema imune inato e adap-

tativo que compreende as células T, B e natural killer (NK) no processo intitulado de 

linfopoiese (Kunisaki et al., 2013; Cheng et al, 2020) (Figura 3). À medida que se di-

ferenciam, populações formam um modelo de hierarquia equilibrada, no qual fatores-

chave de transcrição e de citocinas conduzem precisamente a diferenciação gradual 

das CTH para células sanguíneas maduras (Cheng et al., 2020). Por isso, conhecer 

as propriedades das CTH é muito importante para potencializar os efeitos terapêuticos 

nas aplicações clínicas. 
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Figura 3 – Ilustração esquemática na hematopoiese na medula óssea.  

 

Legenda: Na medula óssea as CTH possuem capacidade de autorrenovação e diferenciação nas li-

nhagens das células mielóide e das células linfoides. Este processo passa por diferentes etapas que 

ao fim gerarão as células sanguíneas maduras. 

Fonte: Adaptado de  Lee & Hong, 2020. 

 

 

1.4 Células estromais mesenquimais 

 

 

As CEM foram descritas por Friedenstein e colaboradores (1976). A partir daí, 

investigações realizadas para caracterização dessas células isoladas as identificaram 

como uma população de células aderentes, de morfologia fibroblastóide e capacidade 

de diferenciação in vitro em osso, cartilagem e tecido adiposo dentre outros tecidos 

mesenquimais. As CEM Podem ser obtidas de diferentes fontes como, polpa dentária, 

tecido adiposo, cordão umbilical e MO, sendo esta última a principal fonte de obtenção 

(Fernández-Francos et al., 2021; Gugliandolo; Mazzon, 2022). Com o refinamento das 

técnicas de biologia molecular, desde 2006, a ISCT considera a classificação da CEM 
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conforme os seguintes critérios: expressão positiva (≥95%) de antígenos  de superfície 

cluster de diferenciação 105 (CD105), cluster de diferenciação 73 (CD73) e cluster de 

diferenciação 90 (CD90). São negativas (≤2%) para cluster de diferenciação 45 

(CD45), cluster de diferenciação 34 (CD34), cluster de diferenciação 14 (CD14), ou 

cluster de diferenciação 11b (CD11b), cluster de diferenciação 79α (CD79α) ou cluster 

de diferenciação 19 (CD19) e antígeno de classe II do complexo de histocompatibili-

dade (HLA-DR) (Dominici et al, 2006). Isto somada as características, como aderência 

ao plástico e de diferenciação em condroblastos, adipócitos e osteoblastos.  

Durante o desenvolvimento embrionário, as CEM humanas podem ser identifi-

cadas no fígado fetal na 7ª semana, no sangue fetal e na medula óssea a partir da 10ª 

semana sendo originárias do mesoderma. Há evidências que as CEM são provenien-

tes das células perivasculares que emigram para as paredes dos capilares nos tecidos 

fibrosos circundantes durante o desenvolvimento. Esse achado pode fornecer novos 

insights para melhor compreensão da origem e desenvolvimento das CEM(Li; Zhao; 

Wang, 2021). Há uma ampla discussão se as CEM são continuamente reabastecidas 

pela MO ou se seriam tecido específicas com destino determinado ao longo do de-

senvolvimento. Outro tipo de células-tronco atribuídas como mesenquimal/estromal 

são as células-tronco derivadas da polpa dentária (CDPD), que diferentemente, são 

originárias do ectoderma. Investigações recentes descrevem propriedades básicas 

entre a CEM e CDPD como semelhante, diferindo quanto a capacidade de resposta à 

inflamação (Zhou; Shi, 2023). 

As CEM constituem uma população rara de progenitores multipotentes que par-

ticipam da homeostase tecidual, renovação celular e sendo coadjuvantes na regula-

ção da hematopoiese. Além disso, nos últimos anos, as CEM vêm sendo caracteriza-

das como importantes reguladoras de resposta imune quando utilizadas na forma te-

rapêutica no tratamento de doenças, como acidente vascular cerebral (AVC), hiper-

tensão, DT2 e hiperglicemia. Em achados recentes na literatura, a interação das CEM 

com o sistema imune é descrita como reguladora de respostas do tipo TH1/TH2 man-

tendo o balanço anti e pró-inflamatório por meio da liberação de citocinas, fatores so-

lúveis e interações com células do sistema imune de maneira a mitigar a ativação das 

células natural killer (NK) e células dendríticas (CD) (Gao et al, 2016; Ferreira et al, 

2018, 2022; Paris et al, 2021).  
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Os mecanismos de como ocorre a interação entre CEM e o sistema imune 

ainda são um desafio a ser elucidado, e, diferentemente das propriedades constituti-

vas de diferenciação e proliferação, o fenótipo imunomodulador da CEM parece ser 

em razão do microambiente, em particular, a presença de células inflamatórias e cito-

cinas (Chen et al, 2021). A ação imunomoduladora apresentada pelas CEM ocorre 

principalmente por ação parácrina ou interações célula-célula. Ainda que os efeitos 

promissores da terapia utilizando as CEM sejam inegáveis, foi mostrado que após 

infusão intravenosa, rota mais comumente utilizada, há retenção de células, principal-

mente nos pulmões, compondo áreas com acúmulo de células (Gao et al, 2001; Chen 

et al., 2021). Recentemente, outra alternativa de terapia que vem ganhando atenção 

na pesquisa é a utilização do subproduto das CEM, denominado secretoma consti-

tuindo grande vantagem por ser terapia livre de células, de não carcinogenicidade 

quando comparada a utilização das CEM. (Bochon et al., 2019; Harrell et al., 2019; 

Pittenger et al., 2019; Paris et al., 2021; Ferreira et al., 2022). Em razão das CEM por 

serem bastante responsivas a inflamação nos tecidos, reparo tecidual e imunomodu-

lação para reprogramação do ambiente inflamatório. Uma outra hipótese descreve 

que as CEM após a injeção sofrem apoptose e são fagocitadas pelas células imunes 

como monócitos e macrófagos que por sua vez se tornariam células anti-inflamatórias 

(Zhou; Shi, 2023). 

 

 

1.5 Composição do secretoma das CMO  

 

 

Inicialmente, o interesse na utilização das CEM/CMO ocorreu em virtude da 

capacidade de diferenciação das células estromais, sendo utilizadas em modelos de 

reparo tecidual em órgãos lesionados e doenças. Porém, alguns dos obstáculos en-

frentados para utilização das CEM/CMO são a plasticidade celular, disponibilidade li-

mitadas, falta de padronização nas técnicas de isolamento e armazenamento no cul-

tivo in vitro (ex: plaqueamento, passagens e coleta de células), o que pode gerar re-

sultados divergentes entre autores. Além disso, pesquisadores esbarram na proble-

mática de que as células não sobrevivem na região transplantada a longo prazo. Por 
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isso, novas abordagens terapêuticas começaram a ser exploradas, e a terapia base-

ada no secretoma passou a entrar em ascensão (Pittenger et al., 2019; Munoz-Perez 

et al., 2021; Ferreira et al., 2022). 

O secretoma é definido como conjunto de biomoléculas liberadas pelas células, 

tecido e organismo por diferentes vias secretórias como forma de comunicação pa-

rácrina (Vabret et al., 2020; Munoz-Perez et al., 2021; Selvaraj et al., 2023). Nele com-

preendem: fatores de crescimento, citocinas, microvesículas, exossomos e microR-

NAs, podendo sintetizados por meio de condicionamento no cultivo celular. Pesquisa-

dores tem se debruçado na utilização do secretoma em aplicações locais nos teci-

dos/órgãos lesionados como estratégia terapêutica em modelos animais e em ensaios 

clínicos em humanos (Eleuteri; Fierabracci, 2019; Bari et al., 2020; Munoz-Perez et 

al., 2021; Verma et al., 2021; Ferreira et al., 2022). A utilização do secretoma oferece 

diversas vantagens frente a utilização das CTs, dentre elas incluem: minimização da 

formação de trombos, armazenamento sem a necessidade de utilização de criopre-

servadores que são citotóxicos, produção em larga escala conforme a demanda do 

laboratório produtor e ausência de procedimentos invasivos para retirada de células 

(Fernández-Francos et al., 2021). Um exemplo disso é que diferentemente a terapia 

utilizando células, são necessárias para obtenção seria realizada apenas uma coleta 

no doador para produção inicial secretoma e as subsequentes obtenções poderiam 

ser obtidas por metodologias de cultivo in vitro. Outras vantagens do uso dos secre-

toma incluem inibição da diferenciação celular indesejada, problema comum na tera-

pia tradicional utilizando CT, o que confere uma alternativa farmacológica para trata-

mento de doenças inflamatórias, melhora da função cardíaca e alívio da severidade 

da Covid-19 (Harrell et al., 2019; Ferreira et al., 2022) (Figura 4).  
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Figura 4 - Secretoma das CEM/CMO e benefícios terapêuticos promovidos.  

Legenda: O secretoma é rico em fatores solúveis e vesículas extracelulares. As VE compreendem as 

microvesículas e exossomos ricos em RNAs e miRNAs. (VE) Vesículas extracelulares.  

Fonte: Adaptado de Ferreira et. al 2022. 

 

 

Os componentes do secretoma podem ser classificados em 3 diferentes partes. 

A primeira delas é formada pelas vesículas extracelulares (VE) em que segundo defi-

nição da Sociedade Internacional para Vesículas Extracelulares (ISEV), compreen-

dem partículas envoltas por uma bicamada lipídica, sem capacidade de autorreplica-

ção, rica em tetraspaninas, integrinas e proteínas envolvidas na adesão, circulação e 

atividade das VE (Welsh et al., 2024).  As VE podem ser subdividas em corpos apop-

tóticos, microvesículas e exossomos. A classificação em subtipos de VE ocorre em 

razão do tamanho, diferença de marcadores específicos, e metodologias de separa-

ção. Dentre os métodos mais utilizados que permitem estudar os subtipos de VE estão 

a precipitação baseada em polímero, a cromatografia por exclusão de tamanho e a 

ultracentrifugação (Munoz-Perez et al., 2021; Ferreira et al., 2022). 
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Os corpos apoptóticos são os maiores tipos de VE. Possuem 1000nm, são for-

mados em razão da morte programada com o condensamento da cromatina e frag-

mentação das organelas celulares para serem fagocitados. Possuem marcação ca-

racterística para Capase-3 e Anexina-V (Fernández-Francos et al., 2021; Hu et al., 

2022). 

 Baseado na aplicabilidade para terapia celular, os exossomos são uma catego-

ria de VE que tem sido profundamente investigada. O padrão ouro para obtenção é 

por meio do método de ultracentrifugação. São formados por uma esfera de bicamada 

lipídica e possuem tamanho entre 30nm e 150nm. A biogênese dos exossomos en-

volve várias etapas, sendo sintetizados pela via endossomal. Primeiro, ocorre a inva-

ginação da membrana plasmática ou brotamento das membranas das organelas in-

tracelulares, formando endossomo inicial. Em seguida, ocorre a formação das vesícu-

las intraluminais (ILVs) à medida que os endossomos iniciais invaginam para o interior 

da célula, dando origem aos corpos multivesiculares (MVBs). As ILVs contidas no in-

terior dos MVBs podem seguir 2 caminhos: serem degradadas no lisossomo, ou, se-

rem transportadas para membrana plasmática para serem liberadas por exocitose, 

quando passam a ser chamadas exossomos. Após a formação, os exossomos libera-

dos podem chegar à célula-alvo de forma parácrina ou por meio da circulação. Ao 

final, eles são internalizados por endocitose ou fusão com a membrana da célula-alvo, 

liberando seu conteúdo capaz de modular as vias de sinalização intracelular. Isto per-

mite estabelecer comunicação com células vizinhas, por meio da liberação de proteí-

nas, DNA e miRNA não codificantes. Alguns dos marcadores já identificados são CD9, 

CD63, CD81 e CD79  (Zhu et al., 2015; Liu et al., 2017; Hu et al., 2022). Na literatura, 

a investigação em torno dos exossomos, especificamente dos miRNAs, vem atraindo 

destaque por apresentar papel imunomodulador e de regeneração. Em humanos, al-

guns ensaios clínicos de fase I/II vêm sendo realizados em pacientes de síndrome 

respiratória aguda, Alzheimer e diabetes (Sun et al., 2018; Ashrafizadeh et al., 2022). 

Em animais, a utilização dos exossomos tem sido aplicada em modelos como rege-

neração cutânea (Hu et al., 2022), diabetes mellitus e Covid-19 (Jamshidi et al., 2021). 

Este subtipo de VE vem sendo considerada uma abordagem promissora, porém, 

ainda requer maiores investigações para caracterização, preservação da estabilidade 
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e padronização de dosagem terapêutica para futuras aplicações de forma personali-

zada (Fernández-Francos et al., 2021; Ferreira et al., 2022; Lotfy; Aboquella; Wang, 

2023). 

As microvesículas (MVs) também denominadas em inglês “shedding vesicles” 

possuem tamanho entre 100nm e 1000 nm. São formadas por meio de brotamento da 

membrana plasmática da célula de origem e requer reorganização do citoesqueleto 

(actina, microtúbulos e proteínas motoras) com liberação dependente de Ca2+ intrace-

lular. Um dos principais marcadores de superfície já identificados é o CD40. Sua mem-

brana é enriquecida em colesterol, esfingomielina, ceramidas e tetraspaninas. O inte-

rior das MVs é rico em mRNAs e miRNAs. A fusão entre as MVs e a membrana celular 

das células alvo ocorre por meio das proteínas de fusão denominada de proteínas 

solúveis de ligação ao fator sensível a N-etilmaleimida (SNAREs). O número de MVs 

pode variar em razão das características do doador. Da mesma forma, o número de 

VE consumidas depende do estado fisiológico e do microambiente das células recep-

toras. Assim como os exossomos, as MVs eram entendidas inicialmente como “lixo 

celular”, sem função biológica relevante.  Porém, desde que foi entendida como sendo 

capaz de alterar a atividade das células receptoras, estimularam o interesse global. 

Porém, lacunas ainda precisam ser preenchidas para melhor compreensão do poten-

cial terapêutico apresentando por este subtipo VE. Propõem-se que as MVs possuam 

aplicações clínicas semelhantes aos exossomos (Doyle; Wang, 2019; Fernández-

Francos et al., 2021; Ferreira et al., 2022).  

Por fim, diferentemente das VEs, temos os fatores solúveis. Nesta categoria 

enquadram-se as citocinas, fatores de crescimento, fatores angiomoduladores, neu-

trotrofinas, fatores imunomoduladores que em conjunto com as VEs, compõem o po-

tencial terapêutico do secretoma. Algumas das biomoléculas mais investigadas estão 

o fator de transformação-β (TGF-β), fator de crescimento de hepatócito (HGF), indo-

lamina 2,3-dioxigenase-1 (IDO-1), interleucina 10 (IL-10), antagonista do receptor de 

IL-1 (IL-1Ra) e prostaglandina E2 (PGE2) (Curley et al., 2012; Harrell et al., 2019; 

Ferreira et al., 2022; Selvaraj et al., 2023)  (Figura 5). 
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Figura 5 - Secretoma e principais características das vesículas extracelulares (VEs) 

e fatores solúveis.  

Legenda: O secretoma das CMO é composto por biomoléculas responsáveis pelos efeitos terapêuticos. 

As vesículas extracelulares podem ser classificadas em microvesículas ou exossomos com diferentes 

marcadores de superfície, composição  e tamanho. Os  fatores solúveis podem se diferenciar em cito-

cinas e fatores de crescimento.   

Fonte: A autora, 2024. 

 

 

1.6 O secretoma e aplicações na imunomodulação  

 

 

As CEM, evidentemente, apresentam papel imunomodulador na resposta 

imune inata e adaptativa. Elas não expressam receptores específicos que permitam o 

reconhecimento (MHC II, CD40, CD80 e CD96) e resposta imune do hospedeiro. Em 

razão disso, o secretoma exerce efeitos da resposta imune como: ativação, prolifera-

ção e diferenciação de subpopulações de células-T. Na imunidade inata, os efeitos 

parácrinos giram em torno das células natural killer (NK), células dendríticas (CD), 

neutrófilos e macrófagos. Até o momento, existem cerca de 22 ensaios clínicos no 
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mundo (www.clinicaltrials.gov)2 utilizando o secretoma das células estromais mesen-

quimais como terapia (sendo apenas 1 no Brasil)3 no tratamento de doenças como 

osteoartrite, Covid-19 e diabetes.  Na fase pré-clínica, há uma tendência crescente 

nos estudos utilizando modelos animais, cultivo 3D e bioengenharia de tecidos para 

avaliar a eficácia e segurança da ação do secretoma na atenuação de resposta pró-

inflamatórias (Harrell et al., 2019; Pittenger et al., 2019).  

Alguns dos exemplos de biomoléculas que interagem com o sistema imune te-

mos o IDO-1, IL-10, IL-1Ra e PGE2 (HARRELL et al., 2019). Em um experimento 

utilizando o secretoma das CEM, o TGF-β foi capaz de atenuar a proliferação de lin-

fócitos-T CD4+ helper e linfócitos-T CD8+ citotóxicos por meio da permanência em 

fase G1 do ciclo celular. No também é encontrada a trombospondina-1 (TSP1) que 

participa da supressão da via TGF-β/Smad2/3, atenuando a proliferação e citotoxici-

dade mediada pelas células NK. Riazifar e colaboradores (2019) constataram que os 

exossomos das CMO bioestimuladas com IFN-γ eram capazes de promover a libera-

ção de idoleamina 2,3-desixogenase (IDO) e a proliferação de linfócitos Treg em mo-

delo de encefalomielite autoimune experimental (Riazifar et al., 2019).  

A indolamina 2,3-dioxigenase (IDO) é uma enzima essencial envolvida na re-

gulação imune e na tolerância imunológica. Ela atua metabolizando o aminoácido trip-

tofano em quinurenina. Este processo enzimático exerce efeitos imunomoduladores 

profundos, especificamente na regulação das respostas nas células T e na promoção 

da tolerância imunológica. A IDO também é capaz de estimular a polarização dos ma-

crófagos no tipo M2, caracterizado pela produção de IL-10, e por estimular a prolife-

ração de células Treg (Riazifar et al., 2019; Munoz-Perez et al., 2021). Já a prostaglan-

dina-E2 (PGE2) e proteína do gene 6 estimulada por TNF (TSG-6), são biomoléculas 

anti-inflamatórias derivadas das células mononucleares de medula óssea e CEM pro-

venientes do cordão umbilical de humanos/murinos. Juntas, a PGE2 e TSG-6 partici-

 
2 Endereço eletrônico referente com os estudos clínicos utilizando o secretoma das células estromais 
mesenquimais de forma terapêutica no mundo: https://clinicaltrials.gov/search?intr=Mesenchy-
mal%20Stem%20Cell%20secretome/. Acesso em 25 julho de 2024. 
 
3 Endereço eletrônico referente com os estudos clínicos utilizando o secretoma das células estromais 
mesenquimais de forma terapêutica no Brasil. https://classic.clinicaltri-
als.gov/ct2/show/NCT04998058?term=conditioned+medium&map_cntry=BR&draw=2&rank=1. 
Acesso em 30 de agosto de 2024. 
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pam da inibição da produção de mediadores pró-inflamatórios secretados pelas célu-

las NK e CD. Por último, quimiocinas como o fator ligante de quimiocina 9 (CXCL9), 

fator ligante de quimiocina 10 (CXCL10) e fator ligante de quimiocina 11 (CXCL11) 

participam no recrutamento de linfócitos Treg para o local lesionado. Os linfócitos Treg 

atuam estimulando a expressão de óxido nítrico sintase (iNOS), liberando óxido nítrico 

(NO). Isto permite a atenuação da atividade dos linfócitos-T CD8+  (Riazifar et al., 

2019) (Figura 6).  

 

 

Figura 6 - Mecanismo de imunomodulador apresentado pelas CEM.  

 

Frente a presença de citocinas inflamatórias como TNF-α, IFN-γ, IL1-β e IL-17, as CEMs presentes nas 

células de medula óssea (CMO) exercem propriedade imunoreguladoras por meio da liberação de ve-

sículas extracelulares e fatores solúveis. Esses componentes são responsáveis por atenuar a prolife-

ração e função das células imunes pró-inflamatórias. Em contrapartida, temos o estímulo proliferativo 

dos macrófagos M2 e células TReg.  

Fonte: Adaptado de Chen et. al, 2020. 
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Recentemente, publicamos um artigo relacionando o secretoma e as aplica-

ções na nanotecnologia. Nesse campo, o emprego do secretoma vem sendo ampla-

mente investigado no delineamento de diferentes estratégias: 1. Terapia livre de célu-

las, que consiste em selecionar biomoléculas adequadas de acordo com a necessi-

dade terapêutica. Nesta alternativa, há ausência de procedimentos invasivos tor-

nando-a uma alternativa eficiente e segura frente às terapias tradicionais que utilizam 

células. 2. Pré-condicionamento com citocinas específicas: esta técnica permite a mo-

dulação dos componentes do secretoma produzido pelas CEM utilizando citocinas ou 

fatores de crescimento. Esta abordagem visa a personalização do secretoma para 

atingir objetivos terapêuticos específicos. 3. Combinação com nanopartículas: Con-

siste na utilização das VE das CEM para aprimorar a entrega direcionada de medica-

mentos. A técnica utiliza as CEM combinadas as nanopartículas ou VE como carrea-

doras visando melhorar o acesso dos medicamentos aos tecidos-alvo, reduzindo a 

toxicidade e aumentando a eficácia terapêutica (Ferreira et al., 2022).  

Dias e colaboradores (2021) realizaram interessantes achados em análises 

comparativas do secretoma em cultivo 3D e 2D de células mesenquimais do tecido 

adiposo. No cultivo 3D, os níveis de IL-6 e IL-2 mostram-se elevados ao passo que a 

expressão de IL-4 foi diminuída em comparação ao cultivo 2D. Ao realizar a terapia 

em camundongos com diabetes do tipo 1,  o secretoma proveniente do cultivo em 2D 

foi capaz de promover a expressão do homeobox pancreático e duodenal-1 (PDX-1) 

no pâncreas e redução da glicemia sanguínea (Dias et al., 2021). O PDX-1 é uma 

importante proteína relacionada ao desenvolvimento do pâncreas, especificamente na 

neogênese (diferenciação) de células β para secreção de insulina e também atua na 

manutenção das células β já maduras (Zhang et al., 2022). 

Nos rins, a obesidade também é capaz de prejudicar a função renal. Em um 

estudo conduzido em camundongos com nefropatia diabética, caracterizada pela ati-

vação e proliferação de fibroblastos e deposição de matriz extracelular (MEC), a infu-

são do secretoma de células estromais mesenquimais do cordão umbilical foi capaz 

de aliviar a albuminúria, lesão glomerular e fibrose renal (Li et al., 2020). Em nosso 

grupo, as CEM da MO transplantadas na cápsula renal promoveram remodelação do 

parênquima renal em rins fibrosados de ratos com nefropatia hipertensiva, regulando 

o balanço das metaloproteinases da matriz (MMP) MMP-2/-9 e inibidores teciduais 

das metaloproteinases da matriz (TIMP) TIMP-1/2, além de promover a mudança de 
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um ambiente pró-inflamatório com presença de TNF-α para um ambiente anti-inflama-

tório com aumento de IL-10 (Almeida et al., 2022). É inegável que o secretoma das 

CEM, assim como de outras fontes de obtenção de células estromais, detenha ações 

de modulação imunitária, modificação da morfologia e expressão de receptores 

(Harrel et al., 2019).  

Porém, paralelamente a expansão da aplicabilidade  do secretoma em diferen-

tes vertentes, houve um movimento crescente em busca de elucidar como complica-

ções fisiopatológicas decorrentes da obesidade, poderiam alterar o potencial terapêu-

tico do secretoma. 

 

 

1.7 Obesidade 

 

 

A obesidade é um problema enfrentado pela população global e tem sido en-

frentada como um dos principais problemas de saúde pública, com crescimento mun-

dial de maneira significativo e constante. Dados divulgados em 2022 pela Organização 

OMS mostraram que 2,5 bilhões de adultos em todo  mundo estavam com sobrepeso, 

e mais de 890 milhões de pessoas conviviam com a obesidade sem distinção entre 

classe social ou nacionalidade (Francisqueti; Nascimento; Corrêa, 2015; WHO, 2022). 

No Brasil, dados fornecidos pela Sociedade Brasileira de Cirurgia Bariátrica e 

Metabólica (SBCBM) apontam aumento da prevalência dos casos nas últimas déca-

das. Em 2021, uma pesquisa realizada pela Vigilância de Fatores de Risco e Proteção 

para Doenças Crônicas por Inquérito Telefônico (Vigitel) mostrou que a obesidade em 

adultos atingiu cerca de 22,4% da população brasileira, representando 22,6% das mu-

lheres e 22% homens (Ministério Da Saúde, 2021; Sociedade Brasileira De Cirurgia 

Bariátrica E Metabólica, 2022). Indivíduos obesos têm três vezes mais chances de 

serem hospitalizadas com COVID-19, uma vez que é comum a coexistência das com-

plicações metabólicas, que em casos mais graves elevam o risco de mortalidade 

(Abdelaal; Le Roux; Docherty, 2017; Paris et al., 2021; Kirichenko et al., 2022).  
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Por ser de origem multifatorial, a etiopatogênese e evolução da doença apre-

sentam grande complexidade. Para isso, é essencial a atuação da medicina preditiva 

para frear a evolução da comorbidade e dos casos fatais. No campo da ciência, pes-

quisadores se debruçam em torno de novas estratégias que possam ser utilizadas de 

forma combinada para mitigar os efeitos gerados pela síndrome metabólica 

(Vaamonde; Álvarez-Món, 2020). 

 

 

1.8 Obesidade e a inflamação do tecido adiposo 

 

 

 No cenário endocrinológico é amplamente aceito que o tecido adiposo branco 

(TAB) é um importante órgão multifuncional. É constituído por adipócitos em desen-

volvimento (pré-adipócitos), adipócitos maduros, fibroblastos, células endoteliais, ma-

crófagos, neutorófilos, eosinófilos, células T e células B, constituindo um “crosstalk”. 

O TAB também é conhecido por ser um órgão imunometabólico (Vieira-Potter, 2014; 

Lacerda; Malheiros; Abreu, 2016).  Nele, são produzidos hormônios, fatores de cres-

cimento e moléculas bioativas denominadas de adipocinas que, em conjunto, partici-

pam na regulação dos processos metabólicos, como oxidação de ácidos graxos, cap-

tação de glicose e regulação da ingesta alimentar (Smadja et al., 2012; Biondi et al., 

2022).  

O TAB possui ampla distribuição e de acordo com a localização pode ter dife-

rentes classificações. O TAB localizado na região subcutânea encontra-se sob a pele, 

na região abdominal e coxas em que possui função protetora e com menor risco me-

tabólico. Por outro lado, o TAB visceral que reveste os órgãos internos, como rins, 

intestino e coração e é relacionado ao maior risco de doenças cardiovasculares e me-

tabólicas. Outro tipo de TAB é o bege, correlacionado a dissipação de energia quando 

ativado, caracterizado por inúmeras gotículas lipídicas e com mitocôndrias abundan-

tes. O TAB bege é derivado de precursores do tecido adiposo branco, mas pode ser 

"ativado" para se comportar como tecido adiposo marrom, contribuindo para o balanço 

energético (Luong; Huang; Lee, 2019).  
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Ele também é um dos principais responsáveis em alterações relacionadas a 

inflamação e modulação da sensibilidade à insulina (Lacerda; Malheiros; Abreu, 2016; 

Burhans et al., 2018; Biondi et al., 2022). Dentre as principais adipocinas atuantes 

nesse quadro, temos o fator de necrose tumoral-alfa (TNF-α), proteína quimioatraente 

de monócitos-1 (MCP-1) também conhecida como ligante de quimiocina-2 (CCL-2), e 

interleucina 6 (IL-6) (Burhans et al., 2018; Pham; Nguyen; Park, 2023). A hipertrofia e 

acúmulo do tecido adiposo visceral (TAV) modula negativamente a produção das adi-

pocinas que exercem efeitos opostos às adipocinas anti-inflamatórias. Isso propicia a 

elevação dos níveis de ácidos graxos circulantes (conhecida como lipólise), inibição 

da sinalização de insulina e redução da angiogênese, culminando na lipotoxicidade 

tecidual e morte celular (Kirichenko et al., 2022). 

As adipocinas têm se destacado participarem do mecanismo de resistência à 

insulina (RI) e inflamação no curso evolutivo da obesidade. Pesquisas em indivíduos 

obesos e modelos animais revelam a associação das adipocinas na interferência da 

via de sinalização de insulina, exemplificadas pelo IL-6 e TNF-α. O TNF-α foi umas 

das primeiras adipocinas descritas há mais 20 anos. É traduzida como uma proteína 

de 26 kDa em que o TNF-α recém sintetizado expresso na membrana plasmática é 

então clivado no domínio extracelular pela ação de uma metaloproteinase de matriz 

para liberar a forma solúvel de 17 kDa. Em ambas as formas, a trimerização é reque-

rida para que ocorra a atividade biológica. Tanto a forma membranar quanto a secre-

tada são biologicamente ativas, sendo a membranar ocorrendo por meio de sinaliza-

ção justácrina. Os adipócitos e macrófagos são os principais produtores de TNF-α. 

Eles expressam receptores responsáveis pela transdução do sinal da sinalização de 

TNF-α, designados pelos receptores para TNF do tipo 1 e 2 (TNFR1 e TNFR2) em 

que os denominados “domínios de morte” estão presentes apenas em TNFR1. Isso 

permite a ancoragem de proteínas acessórias, como proteína de domínio de morte 

associada a Fas (FADD), a proteína de domínio de morte associado a TNFR1 

(TRADD) e o fator 2 associado ao receptor de TNF (TRAF-2). No TAB, ela modula a 

sinalização de insulina interferindo na transdução do sinal em razão da inibição da 

fosforilação dos receptores de insulina do tipo 1 (IRS-1), o que impede a translocação 

dos transportadores de glicose (GLUTs) para superfície celular, bem como propicia 

transcrição do fator nuclear kappa B (NF-κB), que amplia respostas inflamatória 
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(Francisqueti; Nascimento; Corrêa, 2015; Lacerda; Malheiros; Abreu, 2016).  O au-

mento de TNF-α também é relacionado ao estímulo da lipólise, elevando os níveis 

ácidos graxos presentes no plasma e na formação de radicais livres. Na literatura, são 

descritas alterações no metabolismo lipídico em proteínas de ligação de elemento re-

gulador de esterol (SREBP-1c) e do receptor gama ativado por proliferador de pero-

xissoma (PPAR-γ) (Samuel; Shulman, 2012; Martins, 2016) (Figura 7).  

 

 

Figura 7 - TNF-α síntese e liberação.  

 

Legenda O TNF- α possui formas trimérica e a forma solúvel. A enzima TACE é responsável pela 

clivagem da forma trimérica responsável por ativar a via de NF-κB  

Adaptado de: (PALLADINO et al., 2003) 

 

 

Na literatura, outras adipocinas conhecidas por serem descritas benéficas, pos-

suem atividade diminuída em razão da inflamação crônica de baixa intensidade pro-

movida pelas citocinas pró-inflamatórias. A adiponectina, por exemplo, em condições 

fisiológicas normais, é responsável por mediar a liberação de óxido nítrico (NO) pelas 
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células endoteliais através do óxido nítrico sintase (eNOS), promovendo o tônus vas-

cular. Frente ao microambiente pró-inflamatório, a diminuição dos níveis da adiponec-

tina é correlacionada com a vasoconstricção, liberação de mediadores inflamatórios 

locais, o que favorece a migração de células imunes e estímulo a proliferação dos 

macrófagos M1 no TAB (Kirichenko et al., 2022). 

A resisitina e a leptina também são adipocinas bem estudadas no contexto da 

RI. A resistina é secretada por adipócitos e células imunes sendo responsável por 

induzir a expressão de proteínas de adesão celular, como molécula de adesão vascu-

lar-1 (VCAM-1) e molécula de adesão intercelular-1 (ICAM-1), mobilizando células 

imunes da circulação sanguínea para o TAB. Já a leptina, foi a primeira adipocina 

descoberta, em 1994. Produzida e secretada pelo TAB, em indivíduos saudáveis age 

no hipotálamo na região ventromedial, regulando o equilíbrio energético ao ativar neu-

rônios anorexigênicos que promovem a saciedade e o gasto energético, e inibindo 

neurônios orexigênicos que estimulam o apetite, aumenta a termogênese e o meta-

bolismo de ácidos graxos. Todavia, em obesos é característico a elevação crônica dos 

níveis de leptina paralelamente à resistência central à ação da leptina dificultando li-

gação da leptina aos sítios de reconhecimento no cérebro prejudicando a regulação 

da ingesta alimentar (Ye, 2013; Vieira-Potter, 2014; Francisqueti; Nascimento; Corrêa, 

2015). Além disso, a leptina secretada pelos adipócitos hipertrofiados promove a libe-

ração de IFN-γ pelas células T locais, e, parece atuar de forma inibitória na liberação 

de insulina pelas células β no pâncreas. (Vieira-Potter, 2014).  

Além das adipocinas, a participação de células do sistema imune inato e sis-

tema adaptativo tem sido amplamente descrita na literatura como atuantes na fisiopa-

tologia da obesidade na RI e DT2. Em razão do excesso de nutrientes, há intensa 

hipertrofia e hiperplasia dos adipócitos com hipersecreção de citocinas, tais como 

TNF-α, IL-6 e Interleucina-1β (IL-1β). Somado a isso, ocorre a vasoconstrição dos 

vasos sanguíneos que nutrem o tecido, gerando áreas de hipóxia com morte celular 

local, caracterizando um tecido disfuncional. Por sua vez, a ação de adipocinas como 

proteína quimioatraente de monócitos-1 (MCP-1) liberadas pelo TAB, parecem envol-

ver mudanças na composição celular, caracterizada pelo recrutamento de células imu-

nes e mudança do fenótipo de macrófago tipo M2 (anti-inflamtório) para o macrófago 

do tipo M1 (pró-inflamatório), reverberando no a estímulo transcrição gênica da via 

NF-κB, correlacionada com produção de citocinas, ampliando o quadro de inflamação 
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crônica (Francisqueti; Nascimento; Corrêa, 2015; Ruck; Wiegand; Kühnen, 2023) (Fi-

gura 8).  

 

 

Figura 8 - Inflamação crônica no tecido adiposo branco na obesidade. 

Legenda: Nesta hipótese, propõe-se que a hipertrofia e hiperplasia dos adipócitos gera priva-

ção nutricional, hipóxia e apoptose somado ao recrutamento de células inflamatórias para o TAB. A 

mudança do fenótipo nos macrófagos do tipo M2 para o fenótipo M1 também é característico na infla-

mação crônica.  

Fonte: A autora, 2024. 

 

 

A disfunção no sistema imune inato e adaptativo interfere diretamente na sina-

lização de insulina em outros tecidos além do TAB. Primeiramente, a polarização dos 

macrófagos para o subtipo M1 é correlacionada a disfunção das células-β no pân-

creas. No fígado, essas modificações estimulam sinalização nas vias cinase c-Jun N-

terminal (JNK) e transcrição do fator nuclear kappa-B (IKKB) e consequentemente 

ativam o NF-κB (Patel; Buras; Balasubramanyam, 2013).  
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Na intenção de mitigar os efeitos gerados pelo processo inflamatório crônico 

em decorrência da obesidade, as células de medula óssea são uma das fontes mais 

exploradas no campo da terapia celular. 

 

 

1.9 CMO na obesidade 

 

 

Os primeiros experimentos avaliando o efeito da utilização das CMO na melho-

ria da RI foram por meio da administração na veia caudal durante estágios inicias da 

DT2 induzida por estreptozotocina (Si et al., 2012). Nos ensaios em camundongos, as 

CMO geraram melhoria na captação de glicose por estimularem a fosforilação dos 

receptores de insulina (IRS-1), proteína quinase B (AKT), resultando na ativação dos 

transportadores de glicose (GLUT-4). Já os níveis de IL-1Ra produzidos pelas CMO 

atenuaram a presença dos infiltrados inflamatórios, assim como restauraram o arma-

zenamento de glicogênio no fígado (Si et al., 2012). Em nosso grupo, o transplante de 

CMO recém isoladas foi capaz de melhorar a glicemia, insulinemia  e expressão de 

TNF-α no TAB em camundongos hiperalimentados (Ferreira, 2020). De maneira simi-

lar, foi revelado que administração dos exossomos presentes no secretoma de CEM 

do cordão umbilical humano foram capazes de atenuar a RI e restaurar a secreção de 

insulina em camundongos em modelo de DT2 (Sun et al., 2018; Chen et al., 2021). 

Em outro trabalho, Sabry e colaboradores (2020), utilizando exossomos das CEM em 

modelo de diabetes do tipo 1 em ratos, constataram a melhoria da glicemia, atenuação 

da hiperinsulinemia e indução da expressão gênica de TGF-β, PDX-1 e Smad2/3 no 

pâncreas.  A superfamília do TGF-β é conhecida por regular a diferenciação tecidual, 

crescimento celular e proliferação. A interação do TGF-β com Smad2/3 é essencial 

para expressão de Pdx-1, responsável pela neogênese de células β (Sabry et al., 

2020). 

Estudos recentes vêm demonstrando como modificações geradas pelo micro-

ambiente obesogênico refletem em alterações na expressão de antígenos de superfí-

cie e expansão das CMO. Modificações nos receptores de superfície dificultam as 

interações célula-célula e/ou sinalização parácrinas necessárias para promover o re-

paro tecidual (Alessio et al., 2020; Zong et al., 2023). Já o declínio na expansão das 
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CMO em cultivo pode gerar produção insuficiente de pool de células necessárias para 

promover efeito terapêutico ao expandi-las em laboratório. Um trabalho publicado por 

nosso grupo ao analisar o perfil das CMO de camundongos obesos, descreveu au-

mento de espécies reativas de oxigênio (EROs) e marcação acentuada de Anexina V 

(De Oliveira et al., 2014). Na literatura, foi relatado o  aumento  da expressão de CXCL-

2, uma quimiocina responsável pelo recrutamento de monócitos (Zong et al., 2023).  

De maneira similar as CMO, o secretoma pode ter suas propriedades modifica-

das. Zong e colaboradores (2023) ao conduzirem análises do secretoma em camun-

dongos submetidos à dieta hiperlipídica, relataram elevadas concentrações de IL-6. 

Esta citocina é relacionada a via de JAK/STAT3, descrita como uma via correlacio-

nada à senescência celular, estágio que precede a apoptose (Zong et al., 2023). 

Já Ayaz-Guner e colaboradores (2020) ao compararem o secretoma de CEM 

proveniente de diferentes depósitos de tecido adiposo e da medula óssea de camun-

dongos adultos observaram que o secretoma proveniente do TAB visceral e da MO 

dos camundongos obesos apresentaram redução da expressão de glutamato-cisteína 

ligase (GCL), peroxirredoxina-5 (Prdx5) e  peroxirredoxina-6 (Prdx6), que são genes 

relacionados à atividade antioxidante da célula (Ayaz-Guner et al., 2020).  

Portanto, alterações morfofuncionais reverberam em modificações nas propri-

edades terapêuticas do secretoma reduzindo a capacidade terapêutica, e consequen-

temente comprometem aplicações clínicas (Ayaz-Guner et al., 2020; Biondi et al., 

2022). Somado a isso, ainda são iniciais as pesquisas direcionadas na caracterização 

do secretoma em indivíduos que apresentam doenças pré-existentes, quando compa-

rados aos estudos do secretoma provenientes das CMO/CEM dos indivíduos saudá-

veis. Uma vez que a obesidade é uma crescente na população, e indivíduos obesos 

poderão ser potenciais doadores em terapias autólogas ou alogênicas, urge a neces-

sidade de uma profunda investigação no campo das fontes candidatas na terapia livre 

de células. 
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2  JUSTIFICATIVA 

 

 

De acordo com estimativas da Associação Brasileira de para o Estudo da Obe-

sidade (ABESO) o quadro de obesidade no Brasil teve aumento em cerca de 72% nos 

últimos treze anos, saindo de 11,8% em 2006 para 20,3% em 20194. A nível mundial, 

a estimativa é de que em 2025 cerca de 700 milhões de indivíduos adultos estejam 

acima do peso, sendo segundo dados da OMS. Dados da Sociedade Brasileira de 

Cirurgia Bariátrica e Metabólica (SBCBM)5 em 2022 apontam que cerca de 75% dos 

indivíduos que necessitam de acompanhamento de equipe especializada dependem 

exclusivamente do SUS. A carência de profissionais no acompanhamento nutricional 

e psicológico são obstáculos enfrentados por indivíduos que buscam tratamento da 

obesidade. Além disso, o excesso de dietas hiperpalatáveis e a grande ingesta ali-

mentar resultam em consequências nefastas na saúde humana (Andrade; Cesse; 

Figueiró, 2023). Portanto, o estabelecimento de terapias combinadas que possam in-

tervir no avanço da obesidade e das comorbidades relacionadas contribuiriam de 

forma significativa para as estratégias de controle de peso implantadas na prática clí-

nica (Fruh, 2017). Atualmente, a terapia celular utilizando o secretoma representa uma 

alternativa para tratamento de diversas doenças, dentre elas a doenças metabólicas 

como diabetes do tipo 2 e inflamação crônica. Nos últimos 7 anos, o uso do secretoma 

proveniente das células estromais mesenquimais passou a ser bastante investigado 

(Konala et al., 2016).  Portanto, a pesquisa desenvolvida propôs analisar o secretoma 

de CMO in vitro e investigar in vivo seu potencial no tratamento da inflamação do 

tecido adiposo branco e resistência à insulina em camundongos hiperalimentados. 

 

 

 

 

 

 

 

 
4 Endereço eletrônico referente as estatísticas do mapa da obesidade no Brasil: https://abeso.org.br/obesidade-e-

sindrome-metabolica/mapa-da-obesidade/. Acesso em 19 de maio de 2024. 

 
5 Endereço eletrônico referente a matéria publicada na SBCBM  atendimento no SUS: 

https://www.sbcbm.org.br/obesidade-atinge-mais-de-67-milhoes-de-pessoas-no-brasil-em-2022/. Acesso em 12 

de julho de 2024. 
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3  OBJETIVO 

 

 

3.1 Objetivo geral 

 

 

Caracterizar, in vitro, o perfil inflamatório do secretoma das células de medula 

óssea (CMO), in vivo, o efeito da terapia com o secretoma ou com as CMO sobre os 

níveis glicêmicos e a inflamação do tecido adiposo branco em camundongos Swiss 

hiperalimentados durante a lactação. 

 

 

3.2 Objetivos específicos: 

 

 

A) Avaliar os parâmetros biométricos (massa corporal, comprimento nasoanal, 

peso da gordura epididimal e retroperitoneal) dos camundongos Swiss controle e hi-

peralimentados durante a lactação que receberam ou não a terapia com secretoma 

ou com CMO. 

B) Analisar a glicemia dos camundongos Swiss controle e hiperalimentados 

após a terapia com secretoma ou com CMO. 

C) Caracterizar o perfil inflamatório das CMO de camundongos controle e hipe-

ralimentados após 2 dias em cultivo (P0). 

D) Caracterizar o perfil inflamatório do secretoma das CMO após 10 dias em 

cultivo (P1). 

E) Analisar a expressão de TNF-α no tecido adiposo branco epididimal antes e 

após a terapia com o secretoma ou com CMO. 
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4 MATERIAL E MÉTODOS 

 

 

4.1 Animais 

 

 

Os experimentos foram realizados no Laboratório de Pesquisa em Células-

Tronco do Departamento de Histologia de Embriologia (DHE) do Instituto de Biologia 

Roberto Alcantara Gomes. Foram utilizados camundongos da linhagem Swiss prove-

nientes do biotério do Departamento. Todos os experimentos estão de acordo com os 

Princípios Éticos na experimentação animal (COBEA) e aprovado pela Comissão de 

Ética para no cuidado e Uso de Animais Experimentais (protocolo CEUA/026/2018) 

(Anexo 1). 

 

 

4.2 Modelo experimental de indução a obesidade  

 

 

Para obtenção dos grupos, utilizamos o modelo experimental de redução de 

ninhada para três filhotes machos por nutriz durante lactação (Plagemann et al., 1992) 

é amplamente utilizado por nosso grupo (Thole et al., 2012; Gomes Da Silva, 2017; 

Ferreira, 2020). Este modelo consiste na utilização de camundongos Swiss grávidas 

condicionadas de forma individual em gaiolas. No terceiro dia após o nascimento dos 

filhotes a ninhada foi ajustada para formar os grupos controle (GC) e hiperalimentado 

(GH). Neste ajuste, GC permaneceram com 9 filhotes durante o período de lactação, 

enquanto que em GH permaneceram apenas com 3 filhotes machos. Aos 21 dias pós-

natal, com o término da lactação, os animais foram separados em gaiolas contendo 3 

machos cada para melhor acomodação dos animais. Todos os camundongos utiliza-

dos no experimento foram mantidos em condições padrão de ciclo claro/escuro de 12 

horas na temperatura de 23°C, com água e ração comercial ad libitum. Os experimen-

tos foram realizados preferencialmente no horário da manhã entre 8:00 e 12:00 horas. 

O tempo total de experimento foi de 90 dias (Figura 9).  
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 Figura 9 - Obtenção dos grupos experimentais para modelo de obesidade por meio 

da hiperalimentação.  

Legenda: Em D0, ocorre o nascimento das ninhadas. Em D3 ocorre a redução de ninhada com o ajuste 

para 3 machos filhotes por nutriz, que permanecem por todo período experimental, formando o grupo 

GH. O grupo GC compreende a ninhada de 9 camundongos machos que não recebem o ajuste. D0: 

Dia 0, D3 dia 3, D90 dia 90. (GC) Grupo controle e (GH) Grupo hiperalimentado.  

Fonte: Biorender.com 

 

 

4.3 Obtenção das Células de Medula Óssea  

 

 

Os fêmures e tíbias de camundongos Swiss machos controle e obesos com 3 

meses de idade foram dissecados e as epífises cortadas para coleta das células da 

medula óssea por centrifugação a 1500 RPM durante 5 minutos para obtenção das 

células de medula óssea (CMO). Em seguida foram resuspendidas em 1ml de meio 

DMEM F12 suplementado com 15% de SFB, contadas e ajustadas para plaquea-

mento de 2X106 e 1x105 de CMO por poço em placa de 6 (com 5ml  DMEM F12 

suplementado com 15% de SFB com 1% de L-glutamina e antibióticos) e de 24 poços 

(com 1ml  DMEM F12 suplementado com 15% de SFB com 1% de L-glutamina e 
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antibióticos), respectivamente. Foram mantidas em estufa a 37ºC, com atmosfera de 

5% de CO2. Cada grupo experimental foi composto por 6 (n=6) animais.  

 

 

4.4 Coleta do secretoma em P0 para ensaio de CBA  

 

 

Após 24 horas de plaqueamento em passagem 0 (P0), as CMO de GC e GH 

foram submetidas ao condicionamento do meio para obtenção do sobrenadante, tam-

bém denominado como secretoma (Sb). Os resquícios de células não aderentes foram 

retirados e o poço foi lavado cuidadosamente com PBS estéril. Em seguida, acres-

centamos DMEM com 2% de SFB acrescido de antibióticos. Aos 2 dias de cultivo, os 

Sb das CMO do GC e GH foram coletados da placa de 24 poços, centrifugados a 1500 

RPM por 10 minutos, filtrado com filtro de seringa 0,22µm  e armazenado em alíquotas 

contendo 400 microlitros a -80ºC para posterior ensaio de CBA (Cytometric Bead Ar-

ray) por citometria de fluxo (Figura 10). Os grupos experimentais foram formandos por 

6 animais (n=6) (Figura 10). 

 

 

Figura 10 – Obtenção das CMO para cultivo por 2 dias em P0. 

 

Legenda: Em D90, as MO dos camundongos dos grupos GC e GH foram isoladas, plaqueadas e culti-

vadas para obtenção do secretoma após 2 dias em P0.  

 Fonte: Biorender.com 

 

 

 

 

 

D0 D1 D2 
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4.5 Coleta do secretoma em P1 para ensaio de CBA e transplante 

 

 

Já na placa de 6 poços, alcançada a confluência em P0, a tripsinização foi re-

alizada. As CMO foram lavadas com PBS EDTA 0,5% para retirada de debris celula-

res, hemácias e células não aderentes. Em seguida, foi aplicado 2ml de tripsina EDTA 

0,05% (Gibco) por poço e deixado em estufa por 5 minutos. As células foram centrifu-

gadas durante 10 minutos a 15000 RPM.  Ao fim, as CMO foram resuspendidas, con-

tadas e plaqueadas com 2x105 células de medula óssea cultivadas novamente em 

placa de 6 poços em DMEM F12 suplementadas com 15% de SFB e mantida em 

estufa de 37ºC, 5% CO2.  

Para obtenção do meio sobrenadante (secretoma) para transplante e ensaio de 

CBA em P1, no 8º dia de cultivo em Passagem 1 (P1) das CMO, os poços foram 

lavados com PBS estéril e mantidos em cultivo por dias em DMEM F12 suplementa-

das com 2% de SFB e antibióticos. Ao 10º dia o secretoma foi coletado, centrifugado 

a 1500 RPM por 10 minutos, filtrados com filtro de seringa 0,22µm separados em 

alíquotas contendo 400 µl para realização do transplante via intraperitoneal. As alí-

quotas excedentes foram armazenadas a -80ºC para realização do ensaio de citome-

tria por CBA em P1. 

Após a coleta do secretoma, as células aderentes na placa foram tripsinizadas, 

centrifugadas por 5 minutos a 15000 RPM, resuspendidas em PBS e contadas para 

serem transplantadas 2x105 células de medula óssea em 400µL PBS por via intrape-

ritoneal.  

 

 

4.6 Terapia com células de medula óssea ou secretoma nos animais hiperali-

mentados 

 

 

A terapia com células de medula óssea (CMO) ou com secretoma (Sb) aos 10 

dias de cultivo em P1 foram realizados por via intraperitoneal em camundongos Swiss 

submetidos a hiperalimentação nos primeiros de vida com 90 dias de idade (D90). 

Após 10 dias (D100), todos os grupos experimentais foram eutanasiados. Os animais 
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foram anestesiados com Xilazina (Anasedan – 5 mg/kg) e Cetamina (Virbac – 100 

mg/kg) para coleta do tecido adiposo e mensuração dos parâmetros biométricos. Os 

grupos experimentais foram formandos por 6 animais (n=6) por grupo (Figura 11): 

 

 

Grupo Controle (GC): formado pelas ninhadas que permaneceram com os 9 filhotes 

durante o período de lactação e que, aos 90 dias, receberam 400 µl de PBS via intra-

peritoneal. 

Grupo Hiperalimentado (GH): formado pelas ninhadas reduzidas que permanece-

ram com 3 filhotes durante o período de lactação e que, aos 90 dias, receberam 400 

µl de PBS via intraperitoneal. 

Grupo Hiperalimentado + Células de Medula Óssea de animais controle 

(GH+CMOc): formado pelas ninhadas reduzidas que permaneceram com 3 filhotes 

durante o período de lactação e que, aos 90 dias, receberam o transplante, via intra-

peritoneal, de 2x105 de CMO das culturas em P1 obtidas de animais controle. 

Grupo Hiperalimentado + Secretoma de CMO de animais controle (GH+Sbc): 

formado pelas ninhadas reduzidas que permaneceram com 3 filhotes durante o perí-

odo de lactação e que, aos 90 dias, receberam o transplante, via intraperitoneal, de 

400 µl de secretoma obtido das culturas em P1 de CMO de animais controle. 

Grupo Hiperalimentado + Células de Medula Óssea de animais hiperalimentados 

(GH+CMOo): formado pelas ninhadas reduzidas que permaneceram com 3 filhotes 

durante o período de lactação e que, aos 90 dias, receberam o transplante, via intra-

peritoneal, de 2x105 de CMO das culturas em P1 obtidas dos animais hiperalimenta-

dos (obesos). 

Grupo Hiperalimentado + Secretoma de CMO de animais hiperalimentados 

(GH+Sbo): formado pelas ninhadas reduzidas que permaneceram com 3 filhotes du-

rante o período de lactação e que, aos 90 dias, receberam o transplante, via intrape-

ritoneal, de 400 µl de secretoma obtido das culturas em P1 de CMO de animais hipe-

ralimentados (obesos). 
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Figura 11 - Formação dos novos grupos experimentais após o recebimento de células 

de medula óssea ou secretoma.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Legenda: Esquema experimental do transplante de células de medula óssea ou do secretoma de CMO 

em camundongos swiss hiperalimentados. Os camundongos foram divididos em seis novos grupos 

novos experimentais após serem submetidos a terapia via intraperitoneal. CMO: células de medula 

óssea, Sb: secretoma. 

Fonte: Biorender.com 

 

 

4.7 Ensaio de Cytometric Bead Array (CBA) 

 

 

Para análise do perfil de citocinas do secretoma dos grupos experimentais GC 

e GH em P0 e P1, realizamos o ensaio de CBA utilizando o kit de citocinas da 

Th1/Th2/Th17 baseado em um ensaio citométrico com beads (Cytometric Bead Array 

(CBA) BD cat. no. 560484). As amostras do secretoma foram acondicionados em tu-

bos previamente preparados contendo uma mistura de beads com anticorpos especí-

ficos para as citocinas: IL-17A, IFN-ɣ, TNF, IL-10, IL-6, IL-4 e IL-2. Posteriormente, foi 

adicionado um reagente de detecção (anticorpos contra as citocinas acima conjuga-

dos com PE). As amostras foram deixadas por 2h em temperatura ambiente e prote-

gidas da luz. Após esse tempo, foi adicionado 500 µl de tampão de lavagem do kit nos 

tubos e as amostras foram centrifugadas a 200 g refrigeradas a 4 ºC por 5 minutos. O 
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pellet foi ressuspendido em 300 µL de “wash buffer”. Os tubos foram lidos no citômetro 

BD Accuri C6 utilizando o template disponível no site https://www.bdbioscien-

ces.com/en-us/applications/researchapplications/bead-based-immunoassays.A quan-

tidade de eventos coletados foi de 2100 no gate R1 com um fluxo na velocidade média. 

Os dados foram analisados no software FCAP Array (BD Biosciences). Foram utiliza-

dos 6 (n=6) amostras de cada grupo experimental. 

 

 

4.8 Teste Intraperitoneal de Tolerância à Glicose (TITG)  

 

 

A tolerância à glicose foi avaliada nos grupos experimentais antes e após a 

terapia com CMO ou secretoma. Para isso, o TITG foi realizado em dois momentos: 

sete dias antes da terapia e dois antes da eutanásia. Os animais foram submetidos a 

6 horas de jejum para realização do teste. Foi injetada a concentração de 1g de Gli-

cose/Kg e a glicemia foi mensurada nos tempos: 0 (jejum), 30, 60, 90 e 120 minutos 

após administração via intraperitoneal. Os níveis de glicose foram medidos utilizando 

tira reagentes do aparelho Accu-Chek Active (Roche Diagnostics, Alemanha). 

 

 

4.9 Coleta de Dados Biométricos 

 

 

Aos 100 dias, a eutanásia foi realizada nos animais utilizando Cetamina e Xila-

zina. Foram coletados os dados dos animais referente a peso da gordura retroperito-

neal e epididimal. Já o comprimento naso-anal foi aferido com auxílio de paquímetro. 

A partir dos dados de massa corporal e comprimento naso-anal, mensuramos o índice 

de Lee, que permite calcular o índice de massa corporal em roedores (Bastías-Pérez; 

Serra; Herrero, 2020). 
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Fonte: A autora, 2024. 

 

 

4.10 Processamento histológico 

 

 

Durante a dissecção do animal, coletamos a gordura epididimal de todos os 

grupos experimentais, no qual foram identificados e acondicionados em potes indivi-

duais contendo formalina tamponada por 3 semanas. Após esse período, as amostras 

foram transferidas para cassetes para processamento histológico.  O material passou 

por 3 banhos de álcool 100% seguido por 2 banhos em xilol. Todos os materiais pro-

cessados foram incluídos em parafina líquida no aparelho HistoCore Arcadia H e res-

friados para formação dos blocos no aparelho HistoCore Arcadia C para serem corta-

dos micrótomo com espessura de 3μm. 

 

 

4.11 Imuno-histoquímica para TNF-α 

 

 

Com intuito de analisar a presença do processo inflamatório no tecido adiposo 

branco epididimal, realizamos imunomarcações para TNF-α nos cortes histológicos. 

Os cortes permaneceram na estufa por 40 minutos e desparafinizados com banhos 

de xilol. Em seguida, as lâminas histológicas  foram imersas em banhos com concen-

trações decrescentes de álcool por 2 minutos para rehidratação dos cortes. Depois 

foram incubados com peróxido de hidrogênio a fim de inativar a atividade de peroxi-

dase endógena, minimizando as chances de marcações inespecíficas. Após essa 

etapa, os cortes foram lavados e imersos em tampão citrato pH 6,0 a 60°C por 20 

minutos seguida pela aplicação de BSA 3% por 20 minutos. Por fim, foi aplicado o 
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anticorpo primário goat-policlonal anti-TNF-α (Santa Cruz Biotechnology na diluição 

de 1:200), overnight. No dia seguinte, após lavagem em PBS, utilizamos anticorpo 

secundário biotinilado (VectaStain Kit Universal Quick HRP Kit, Vector Laboratories) 

juntamente com a streptavidina por 30 minutos. Em seguida, revelamos os cortes com 

DAB (ImpacPACT® DAB Substrate Kit, Peroxidase Vector Laboratories). Ao final, os 

cortes foram lavados em água destilada e corados com hematoxilina. As lâminas fo-

ram montadas em Entellan para visualização ao microscópio de luz. A aquisição das 

imagens foi no microscópio Olympus DP72 em formato TIFF.  

O tecido adiposo foi quantificado para a imunomarcação de TNF-α. Foram ad-

quiridas imagens de 5 lâminas por grupo (n=6) na objetiva de 40x (5 campos aleatórios 

de cada lâmina). A quantificação das imagens foi realizada no software ImageProplus 

7.0. Por meio da ferramenta image histrogram.  

 

 

 4.12 Quantificação da marcação de TNF-α 

 

 

Foram analisados 7 campos aleatórios (5 lâminas por grupo) do tecido adiposo 

branco epididimal de cada animal (n=6) no software Image Pro Plus. Com a imagem 

foi a aberta no software seguimos os seguimos passos: 

A. Foi selecionada a ferramenta zoom para ampliação de imagem. 

B. Com a imagem ampliada, clicou-se no ícone perform segmentation para aber-

tura da aba de segmentação. As células foram segmentadas com auxílio da 

ferramenta   em que as marcações para TNF-α foram designadas na cor ver-

melha. 

C. Em seguida, clicou-se em new mask para que as células TNF-α positivas fos-

sem designadas para a cor branca enquanto que o restante da imagem foi 

designado na cor preta. 

D. A porcentagem de área marcada pela cor branca foi definida pela ferramenta 

image histogram no software Graph Pad Prisma 8®. 

 

 

 

 

 

 



55 

 

 

4.13 Análise estatística 

 

Os resultados foram expressos como média ± Erro Padrão da Média (EPM) de 

6 animais por grupo. Foi feito o T-test, One-Way ou Two-Way ANOVA seguido de pós-

teste de Holm-Sidak com análises realizadas pelo Graph Pad Prism 8 em que P<0.05 

foi considerado estatisticamente significativo. 
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5 RESULTADOS  

 

 

5.1 Dados biométricos  

 

 

5.1.1 Massa corporal 

 

 

Os animais submetidos ao modelo de hiperalimentação apresentaram ganho 

significativo de massa corporal. A diferença a partir dos 10 dias foi de 22,7% no grupo 

GH quando comparado aos animais do grupo GC.  A diferença entre a média de peso 

dos animais hiperalimentados perdurou ao longo dos 90 dias anteriores ao recebi-

mento da terapia com CMO ou secretoma (Figura 12). 

 

 

Figura 12- Curva de ganho de massa corporal semanal. 

 

Legenda: Curva de massa corporal semanal dos animais dos grupos GC e GH. (GC) Grupo controle 

(GH) Grupo hiperalimentado. 

Nota: Os resultados representam média + EPM de cada grupo ****P <0.00005. Analisado pelo teste 

Two-way ANOVA com pós-teste de Holm-Sidak. 

Fonte: A autora, 2024 
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5.1.2 Peso final antes e após terapia com secretoma ou células de medula óssea  

 

 

Ao fim dos 90 dias de vida a diferença entre a massa corporal dos animais GH 

foi significativa em cerca de 26% a mais do que quando comparados aos animais GC 

(GC: 38,45±0,65; GH: 44,84±0,72) anteriormente a terapia (Figura 13). 

 

 

Figura 13 - Gráfico representativo do peso final ao fim dos 90 dias de experimento. 

Legenda: peso final aos 90 dos animais dos grupos GC e GH. (GC) Grupo controle (GH) Grupo hipe-

ralimentado, 

Nota: Valores apresentados como média ±EPM ****P <0.00005. Analisado pelo teste One-way ANOVA 

com pós-teste de Holm-Sidak. 

Fonte: A autora, 2024. 

 

 
Uma única terapia contendo o secretoma (SB) ou CMO não foi capaz de pro-

mover redução de peso corporal final em nenhum dos grupos analisados após os 10 

dias da terapia (D100). Os grupos GH, GH+CMOc, GH+SBc, GH+CMOo e GH+SBo 

apresentaram ganho significativo no peso final quando comparados o GC (GC: 

37.44±0.55; GH: 45.12±0.56; GH+CMOc: 42.92±1.28; GH+SBc: 42.83±2.06; 

GH+CMOo: 44.42±1.63; GH+SBo: 44.33±0.85) (Figura 14).  
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Figura 14 - Gráfico representativo do peso final aos 10 dias após o recebimento da 

terapia com o secretoma ou células de medula óssea. 

Legenda: peso final dos grupos experimentais ao fim de 10 dias após a terapia contendo secretoma 

ou CMO. 

Nota: Valores apresentados como média ±EPM **P<0.005; ***P <0.0005; ****P<0.00005. a: Vs grupo 

controle (GC). Peso final aos 100 diais analisado pelo teste Two-way ANOVA com pós-teste de Holm-

Sidak. 

Fonte: A autora, 2024. 

 

 
5.1.3 Pesagem da gordura epididimal, gordura retroperitoneal, índice de Lee e com-

primento naso-anal antes e após terapia com secretoma ou células de medula óssea 

 

 

Ao fim dos 90 dias, o grupo hiperalimentado apresentou ganho significativo no 

peso das gorduras retroperitoneal e epididimal comparados ao grupo controle (GC: 

0.19±0.02; GH: 0.42±0.05) (GC: 0.42±0.04; GH: 0.83±0.06). Na mensuração do com-

primento naso-anal, não encontramos diferenças significativas entre os grupos (GC: 
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10.07±0.07; GH: 10.42±0.06), o que comprova o ganho de massa associada ao mo-

delo de hiperalimentação. O grupo GH também apresentou diferenças significativas 

no valor do índice, que permite estimar a obesidade em roedores, confirmando o es-

tabelecimento no quadro de obesidade nos animais submetidos ao modelo de hipera-

limentação (GC: 319.3±2.22; GH: 347.7±2.91) (figura 15).  

 

 

Figura 15 – Parâmetros biométricos aos 90 dias. 

Nota: Valores apresentados como média ±EPM ****P <0.00005. Analisado pelo teste One-

way ANOVA com pós-teste de Holm-Sidak. 

Fonte: A autora, 2024. 

 
 

Na análise dos parâmetros biométricos mensurados 10 dias após a terapia, os 

animais do grupo GH apresentaram os pesos da gordura retroperitoneal, gordura epi-

didimal e índice de Lee significativamente elevados quando comparados ao grupo GC. 

Já os grupos GH+CMOo e GH+SBo apresentaram diferença significativa no peso da 

gordura epididimal quando comparados ao grupo GC (GC: 0.42±0.03; GH+CMOo: 

0.93±0.13; GH+SBo: 0.85±0.14). Na gordura retroperitoneal, apenas o grupo 

GH+CMOo apresentou ganho significativo quando comparado ao GC. Em contrapar-

tida, o recebimento da terapia contendo o secretoma de animais saudáveis (GH+SBc) 

foi capaz de promover a redução do índice de Lee de maneira significativa comparado 

GC, GH e GH+CMOc (GC: 326.7±3.5; GH: 347.4±2.66; GH+SBc: 264.3±3.1; 

GH+CMOc: 348.6±2.8). Nos grupos GH+CMOo e GH+SBo mesmo após receberem 

a terapia com secretoma ou células de medula óssea de animais hiperalimentados, 

ainda apresentavam índice de Lee significativamente elevados (GH+CMOo: 

339.1±2.98; GH+SBo: 352.9±3.24). Por fim, no comprimento naso-anal, não encon-

tramos diferenças significativas entre os grupos  (figura 16). 



60 

 

 

Figura 16 – Parâmetros biométricos aos 10 dias após o recebimento da terapia com 

secretoma ou células de medula óssea. 

 

Legenda: Tabela com valores do peso da gordura epididimal, gordura retroperitoneal, índice de Lee 

que estima a obesidade em roedores e comprimento naso-anal. (a) Vs. GC, (b) Vs. GH, (c) GH+CMOc 

e (d) Vs. GH+SBc. 

Nota: Valores apresentados como média ±EPM *P<0.05; ****P <0.00005. Analisado pelo teste One-

way ANOVA com pós-teste de Holm-Sidak. 

Fonte: A autora, 2024. 

 

 

5.2 Teste intraperitoneal de tolerância à glicose (TITG) antes e após terapia com 

secretoma ou células de medula óssea 

 

 

Os valores da glicemia obtidos no teste da curva glicêmica de jejum em dife-

rentes tempos mostraram que os animais do grupo GH apresentaram valores signifi-

cativamente elevados quando comparados aos animais do grupo GC no tempo 0 (GC: 

129.3±6.63; GH: 170.6±6.3) 30 minutos (GC:178.6.9±11.5; 227.8±7.4), 60 minutos 

(GC:168.5±8.8; GH: 201.5±7.3), 90 minutos (GC:146.7±8.7; GH: 189.6±8.7) e aos 120 

minutos (GC:135.0±8.2; GH:167.2±6.00). Notamos que a glicemia de jejum se encon-

trava significativamente elevada antes mesmo na administração da glicose intraperi-

toneal. O quadro hiperglicêmico do grupo GH perdurou até o fim do teste (Figura 17a). 

O cálculo da área sob a curva é uma ferramenta útil que permite diagnosticar o quadro 

de diabetes. No grupo GH, vemos diferença significativa no valor da curva glicêmica 

comparado a GC (GC: 576±37; GH:774±26) (Figura 17b). 
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Figura 17 - Gráficos representativos do TITG (A) e área sob a curva (B)  aos 90 dias. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Legenda: Gráficos referentes a glicemia (A) e  a área sob a curva (B) aos 90 dias nos grupos experi-

mentais.  (GC) Grupo controle e (GH) grupo hiperalimentado. 

Nota: Valores apresentados como média ±EPM *P<0.05; **P<0.005; ***P <0.0005. TITG anali-

sado pelo teste Two-way ANOVA com pós-teste de Holm-Sidak.  Área sob a curva analisado pelo 

teste-T.  

Fonte: A autora, 2024. 

 

 

 

 

Após a terapia, os grupos GH, GH+CMOo e GH+SBo  apresentaram  glicemia 

no tempo inicial (tempo 0), com valores de TITG significativamente elevados quando 

A 

B 

  
  

  
A

U
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comparados ao grupo GC (GC: 128.5±6.6; GH: 170.8±6.3; GH+CMOc: 161,1±10.5; 

GH+SBc: 164.1±12.1; GH+CMOo: 163±5.8; GH+SBo:167.5±6.4). O recebimento da 

terapia contendo o secretoma no grupo GH+SBc, foi capaz de promover melhoria sig-

nificativa dos valores glicêmicos quando comparados ao grupo GH aos 30 minutos 

(GC:175.8±11.2; GH:230±7.7; GH+CMOc:218.7±10.5; GH+SBc:178±0.6; GH+CMOo: 

200±13.9; GH+SBo: 218.3±16.9) e 60 minutos após administração da glicose (GC: 

168.5±8.8; GH: 204.3±7.5; GH+CMOc: 196.8±25.2; GH+SBc: 169.3±5.2; GH+CMOo: 

187.6±5.4; GH+SBo: 191.2±6.4). Aos 90 minutos pós administração, a diferença sig-

nificativa ocorre apenas em GH, em que permanece com a glicemia de jejum elevada 

(GC: 146±8.6; GH: 191.3±7.1; GH+CMOc: 182.6±27.7 GH+SBc: 167±6.9; GH+CMOo: 

173.5±2.9; GH+SBo: 176.5±4.5). Por fim, aos 120 minutos pós administração, a redu-

ção glicêmica de forma significativa ocorre apenas em GH+CMOc  (GC: 136.1±8.1; 

GH: 167.2±6; GH+CMOc: 138.6±5.8 GH+SBc: 131.8±8.3; GH+CMOo: 151.2±7.2; 

GH+SBo: 160.6±6.4) (Figura 18a). Para confirmação dos achados, o cálculo da área 

sob da curva glicêmica indica que a grupo que recebeu a terapia com secretoma apre-

sentou melhora significativa da tolerância à glicose (GH+SBc: 665±13.6) quando com-

parado ao grupo GH, que não recebeu a terapia contendo secretoma ou células de 

medula óssea (GH: 819±21.9). Já os grupos GH, GH+CMOc, GH+CMOo, GH+SBo 

ainda detinham a presença do quadro hiperglicêmico quando comparados do grupo 

GC (GH: 819±21.9; GH+CMOc: 754±36.6; GH+CMOo: 733.4±14.3; GH+SBo: 

760±21.9) (Figura 18b). 
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Figura 18 - Gráficos representativos do TITG e área sob a curva após a terapia.   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Legenda: Legenda: Gráficos referentes a glicemia (A) e área sob a curva (B) após a terapia contendo 

o secretoma ou CMO nos grupos experimentais.   

Nota: Valores apresentados como média ±EPM **P<0.005; ***P <0.0005; ****P<0.00005. a: Vs grupo 

controle (GC) b: Vs grupo hiperalimentado (GH). Peso final aos 100 diais analisado pelo teste Two-way 

ANOVA com pós-teste de Holm-Sidak. 

Fonte: A autora, 2024. 
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5.3 Morfologia da cultura de células de medula óssea em P0  

  

 

As células de medula óssea obtidas através do isolamento dos fêmures e tíbias 

de camundongos saudáveis (GC) ou submetidos ao modelo de redução de ninhada 

(GH) ficaram em cultivo em P0 por cerca de 24h, até que 80% de confluência fosse 

alcançada. As CMO em P0 no GC e GH apresentaram morfologia arredondada e com 

presença de pequenos debris provenientes do isolamento feito no dia anterior (Figura 

19).  

 

 

Figura 19 – Morfologia das CMO em cultivo com 24h em P0. 

Legenda: CMO provenientes da medula óssea  GC (A) e GH (B) com 24h de cultivo. (GC) Grupo con-

trole (GH) Grupo hiperalimentado, Objetiva de 10x. 

Fonte: A autora, 2024. 

 

 

5.4 Expressão de citocinas das CMO aos 2 dias em P0 

 

 

2 dias após plaqueamento em P0, o sobrendante das CMO do grupo GC e GH 

foram analisadas quanto à expressão de citocinas TH1/TH2 e TH17. Os níveis de 

TNF-α (GC: 38.6±4.7; GH: 98.5±26.6), INF-γ (GC:0.11±0.02; GH: 0.42±0.14), IL-2 

(GC: 1.52±0.09; GH:1.83±0.07), IL-6 (GC: 8.48±0.93; GH: 28.4±12.1), IL-17 

(GC:0.09±0.01; GH: 0.20±0.05) e IL-4 (GC:1.12±0.09; GH:1.66±0.19)  apresentaram-

A B 
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se significativamente elevados no grupo GH. De maneira inversa, a expressão da ci-

tocina anti-inflamatória IL-10 (GC:76.2±12.3; GH:31.7±14.5) encontra-se significativa-

mente reduzida no grupo GH em relação ao grupo GC (Figura 20). 

 

 

Figura 20 - Expressão de citocinas no secretoma das CMO aos 2 dias em P0. 
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Legenda: Ensaio de análise de citocinas presentes no secretoma de CMO provenientes da medula 

óssea aos 2 dias em P0. GC (A) e GH (B) com 24h de cultivo. (GC) Grupo controle (GH) Grupo hipe-

ralimentado, 

Nota: Valores apresentados como média ±EPM *P<0.05. CMO total de GC e GH analisados por Test-

t. 

Fonte: A autora, 2024. 

 

 

5.5 Morfologia da cultura de células de medula óssea em P1 

 

 

Alcançada a confluência em P0, foi realizada a primeira passagem (P1) das 

CMO nos grupos GC e GH para obtenção do secretoma e das células para realização 

do transplante. Após o plaqueamento, as fotomicrografias aos 2º (Figura 15 A e B), 5º 

(Figura 15 C e D) e 10º dias (Figura 15 E e F)  de cultivo, vemos a expansão das CMO 

subcultivadas com morfologia heterogênea, marcada pela presença de células de for-

mato fibroblastóide e de células de formato estrelado (setas brancas), o que sugere a 

presença de macrófagos. (Figura 21) 
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Figura 21  – Morfologia das CMO em P1 aos D2, D5 e D10.  

Legenda: Fotomicrografias do cultivo in vitro das CMO aos D2, D5 e em D10. Em A, C e E  represen-

tadas por GC aos 2, 5 e 10 dias de cultivo in vitro.Em B, D e F representadas por GH aos 2, 5 e 10  dias 

de cultivo in vitro. CMO (células de medula óssea), (GC) Grupo controle, (GH) grupo hiperalimentado. 

(D2) dia 2, (D5) dia 5 e (D10) dia 10. As setas brancas evidenciam células morfologia sugestiva de 

macrófagos. Objetiva de 20x. 

Fonte: A autora, 2024. 
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5.6 Análise do perfil inflamatório do secretoma das CMO em P1  

 

 

Em primeira passagem (P1), o secretoma liberado pelas CMO cultivadas ao 

longo de 10 dias do grupo GC e GH foram analisados quanto a expressão de citocinas 

TH1/TH2 e TH17. Os níveis de INF-γ (GC:3.07±0.21; GH: 4.50±1.01), IL-2 (GC: 

3.48±0.28; GH:3.18±0.14), IL-6 (GC: 19.9±2.02; GH: 42.7±11.7), IL-17 (GC:3.98±0.14; 

GH: 4.02±0.10) e IL-4 (GC:3.79±0.22; GH:3.59±0.21) e IL-10 (GC:2.17±0.38; 

GH:1.21±0.50)  não apresentaram diferenças significativas entre GH comparado a 

GC. Em contrapartida, a expressão da citocina pró-inflamatória de TNF-α encontrava-

se significativamente elevada no GH comparada a GC (GC: 62.3±13; GH: 98.5±186.1) 

(Figura 22). 

 

 

Figura 22 - Expressão de citocinas no secretoma das CMO em P1 aos 10 dias. 
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Legenda: Ensaio de  análise de citocinas presentes no secretoma de CMO 10 dias em P0. GC (A) e 

GH (B) aos 10 dias de cultivo. (GC) Grupo controle (GH) Grupo hiperalimentado, 

Nota: Valores apresentados como média ±EPM *P<0.05. CMO total de GC e GH analisados por Test-

t. (GC) Grupo controle, (GH) grupo hiperalimentado. 

Fonte: A autora, 2024. 

 
 
5.7  Imuno-histoquímica do tecido adiposo branco 

 

 

Com intuito de observar o efeito do modelo de hiperalimentação aos 90 dias no 

TAB, realizamos imuno-histoquímica para TNF-α.  Nas fotomicrografias da imuno-his-

toquímica para tecido adiposo branco epididimal observamos a presença da marcação 

da citocina pró-inflamatória TNF-α no grupo GH, cabeças de seta (figura 20B), com-

parado GC, no qual não há presença do marcador (figura 23A).  
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Figura 23 - Imuno-histoquímica para TNF-α no tecido adiposo branco epididimal aos 

90 dias.  

Fotomicrografias da imuno-histoquímica para TNF-α no tecido adiposo branco epididimal. Em A  indica 
ausência da presença do marcador para TNF-α  e em B as cabeças de seta indicam a presença da 
citocina pró-inflamatória TNF-α. (GC) Grupo controle e (GH) grupo hiperalimentado. 
Fonte: A autora, 2024. 

 

 

Ao realizar a quantificação da porcentagem de área marcada para a citocina, 

confirmamos a expressão significativa do marcador pró-inflamatório no grupo GH 

(330.8±4.19) comparada ao GC (64.6±2.92) (Figura 24).  

  

 

Figura 24 – porcentagem de imunomarcação para TNF-α no tecido adiposo branco 

epididimal aos 90 dias. 

 
 
 
 
 
 
 

 

 

 

 

Nota: Valores apresentados como média ±EPM **P<0.005. porcentagem de TNF- α de GC e GH ana-

lisados por Test-t. (GC) Grupo controle e (GH) grupo hiperalimentado. 

Fonte: A autora, 2024 

A B 
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Com intuito de observar o efeito parácrino após a terapia com sobrenadante ou 

CMO aos 100 dias, realizamos imunomarção para TNF-α no TAB. Nas fotomicrogra-

fias da imuno-histoquímica observamos a presença proeminente do marcador (cabeça 

de seta) em GH (25B), GH+CMOo (25D) e GH+SBo (25F). O secretoma obtido de 

animais controle (GH+SBc) a presença de TNF-α no tecido adiposo branco epididimal 

encontrou-se reduzida (25E), semelhante ao grupo GC (figura 25A). 
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Figura 25 - Imuno-histoquímica para TNF-α no tecido adiposo branco epididimal 10 

dias após a terapia com secretoma ou CMO. 

Legenda: Fotomicrografias da imuno-histoquímica para TNF-α no tecido adiposo branco epididimal. A 

(GC), em B (GH), C (GH+CMOc), D (GH+SBc), E (GH+CMOo) e F (GH+SBo).  CMO (células de medula 

óssea), SB (secretoma), (GC) Grupo controle e (GH) grupo hiperalimentado. As  cabeças de seta evi-

denciam a presença do marcador. Objetiva de 40x.  

Fonte: A autora, 2024. 
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Na quantificação da presença do marcador, os grupos GH, GH+CMOo e GH+SBo 

permaceram significativamente elevados quando comparados ao grupo GC, sendo 

que GH+CMOc a expressão de TNF-α se mostrou significativamente elevada tanto 

quando comparada a GC quanto a GH+SBc. Já o grupo que recebeu o secretoma das 

CMO de animais saudáveis (GH+SBc), apesar de não significativa, vemos uma ten-

dência de redução na marcação para a citocina TNF-α, após o recebimento da terapia 

única contendo o secretoma (GC: 64.7±2.92; GH: 330.8±4.1; GH+CMOc: 367±3.2; 

GH+SBc: 207.7±5.2; GH+CMOo: 357.4±1.44; GH+SBo: 352.2±2.57) (figura 26). 

 

 

Figura 26 – Porcentagem da imunomarcação para TNF-α no tecido adiposo branco 

epididimal 10 dias após a terapia com secretoma ou CMO.  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

 

 

 

 

Nota: Valores apresentados como média ±EPM *P<0.05; **P<0.005; ***P<0.0005. Em (a) Vs. GC, em 

(B) Vs. GH+SBc. Porcentagem de TNF- α analisados por One-way ANOVA com pós-teste de Holm-

Sidak. 

Fonte: Autora, 2024. 
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6 DISCUSSÃO  

 

 

A terapia livre de células pode vir como importante aliada no campo da bioenge-

nharia tecidual de forma combinada ou isolada em tratamentos para desordens meta-

bólicas na obesidade. Para melhor compreender os fenômenos que envolvem a evo-

lução dessa doença, modelos animais e ensaios clínicos em humanos vêm sendo 

amplamente empregados. A hiperalimentação precoce possui estreita correlação en-

tre o ganho de peso corporal na infância e obesidade na vida adulta. Ao longo do 

último meio século, o progresso científico permitiu a gestão da obesidade e das doen-

ças associadas através de diversas medidas. Contudo, opções de manejo dos casos 

não estão isentas das limitações. Há necessidade de novas intervenções, dado que 

nas últimas décadas, a prevalência global de sobrepeso/obesidade atingiu um nível 

pandêmico. (Jaber et al., 2021; Souza; Moura; Lisboa, 2022; Zong et al., 2023). A 

terapia celular utilizando as CMO e a terapia com seu secretoma emerge como impor-

tante estratégia em postergar a evolução do quadro inflamatório e o desequilíbrio me-

tabólico. Para testar nossa hipótese, analisamos comparativamente o transplante das 

CMO ou do seu secretoma em camundongos saudáveis e hiperalimentados na me-

lhoria do perfil inflamatório no tecido adiposo branco e também avaliamos o quadro 

inflamatório presente no secretoma anteriormente ao transplante. 

O modelo de hiperalimentação na lactação por meio da redução de ninhada ao 

3º dia pós-natal, é considerado de fácil implementação, custo mínimo de manutenção 

(Gomes Da Silva, 2017; Ferreira, 2020). Observamos o ganho significativo de peso 

desde os primeiros dias de vida (figura 10) até os 90 dias no grupo GH, em que o 

ganho de massa corporal foi superior a 20% comparado ao GC (figura 12). Isso reforça 

que a exposição à ingesta alimentar excessiva nos primeiros dias de vida predispõe 

ao desenvolvimento o quadro de síndrome metabólica na vida adulta, segundo infor-

mações do Desenvolvimento de Origem de Saúde e Doença (DOHaD) (De Souza 

Rodrigues Cunha et al., 2009; Souza; Moura; Lisboa, 2022). A redução de ninhada 

nos primeiros dias pós-natais induz maior ingesta alimentar na prole ocasionando mo-

dificações na composição do leite da nutriz e gerando maior produção de triglicerídeos 

e decréscimo na produção de proteínas (Plagemann et al., 1992; Harder et al., 1999; 

De Souza Rodrigues Cunha et al., 2009). 
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O ganho de peso substancial ao fim dos 90 dias em GH (figura 13) pode ser 

justificado pela exposição precoce à hiperalimentação no início da vida, que causa 

modificações epigenéticas e hormonais alterando o controle da ingesta alimentar e 

balanço energético, favorecendo o aumento da adiposidade. Roedores criados em 

pequenas ninhadas encontram-se acima do peso no desmame, mas os níveis podem 

variar entre as cepas, origem geográfica e tamanho da ninhada de 56% a 10% em 

ratos Wistar e Sprague Dawley a quase 30% em camundongos (C57Bl / 6 ou Swiss) 

(Habbout et al., 2013). Lisboa e colaboradores mencionam que a hipearlimentação 

precoce favorece ganho acentuado de adiposidade já nos primeiros dias de vida e que 

o estado hiperfágico permanece mesmo após o desmame. Estas alterações são re-

sultado de modificações adaptativas em resposta a hiperalimentação precoce (au-

mento do consumo de leite) conferindo modificações epigenéticas e hormonais nos 

mecanismos centrais e periféricos de controle da ingesta alimentar (Souza; Moura; 

Lisboa, 2022). Um fato interessante abordado na literatura é que  em camundongos 

submetidos ao modelo de redução de ninhada, além de apresentarem maior adiposi-

dade, apresentam resistência central à leptina, que é correlacionada com o estado 

hiperfágico presente na vida adulta (Lacerda; Malheiros; Abreu, 2016; Da Silva et al., 

2019; Souza; Moura; Lisboa, 2022). Após 10 dias do recebimento da terapia com o 

secretoma ou  CMO proveniente de camundongos cultivadas em P1, o peso final, aos 

100 dias de vida, mostrou-se significativamente maior em todos os grupos hiperali-

mentados analisados quando comparados ao GC. As terapias contendo CMO ou se-

cretoma, portanto, não foram eficientes em reverter o peso corporal ao fim dos 100 

dias (figura 14). Porém, vale lembrar que o peso corporal se trata de uma medida que 

representa toda composição corporal (tecidos, órgãos e quantidade de fluidos corpo-

rais) constituída por componentes mais estáveis e como outros que podem variar ao 

longo do tempo. Portanto, outras formas de mensuração  devem ser utilizadas em 

conjunto ao peso para avaliar o estado nutricional (Sousa Lacerda et al., 2016; 

Vaamonde; Álvarez-Món, 2020; Souza; Moura; Lisboa, 2022).  

Os resultados dos parâmetros biométricos das gorduras epididimal, retroperi-

toneal e índice de Lee (figura 15) confirmaram o aumento nos depósitos de tecido 

adiposo branco no grupo GH aos 90 dias e corroborados pelos achados referentes ao 

ganho de massa corporal e elevado índice de Lee. Não houve  diferenças no compri-

mento naso-anal entre os grupos GH e GC. Porém, ao verificarmos os parâmetros 
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relacionados ao índice de Lee, o grupo GH+SBc apresentou redução de maneira sig-

nificativa desse índice (figura 16). O índice de Lee estima a obesidade em roedores, 

de forma similiar ao IMC em humanos. Apesar de nenhuma mudança no peso corporal 

total ao final do tratamento, a terapia com secretoma foi eficiente ao reduzir a gordura 

corporal em camundongos hiperalimentados. Este resultado é semelhante a  outros 

estudos utilizando componentes dos secretoma, como por exemplo, o uso dos exos-

somos oriundos das CEM do tecido adiposo que foram capazes de reduzir a adiposi-

dade corporal em camundongos obesos (Zhao et al., 2018; Jaber et al., 2021). Resul-

tados preliminares com a terapia proveniente das CEM do tecido adiposo já demons-

travam efeitos semelhantes (Mikłosz; Nikitiuk; Chabowski, 2022). Em trabalho prévio 

do nosso grupo, o transplante das CMO advindas da medula óssea de camundongos 

sadios foi capaz de reduzir a adiposidade corporal de camundongos hiperalimentados 

(Ferreira, 2020). Isso sugere, que a utilização do secretoma das CMO, também possui 

potencial terapêutico na tratativa da redução e modulação de adiposidade corporal 

por meio das biomoléculas presentes em sua composição. Quanto ausência da redu-

ção do tecido adiposo em GH+CMOo e GH+SBo, nem secretoma ou CMO proveni-

entes dos animais hiperalimentados foram eficientes na redução dos depósitos de 

TAB refletidos pelos resultados significativamente elevados do índice Lee. Sugerimos 

que o secretoma/CEM  possa ter tido modificações das propriedades terapêuticas em 

razão da intervenção nutricional aos quais animais doadores submetidos. Um estudo 

clínico com pacientes obesos expostos ao tratamento com agentes anti-TNF-α, foi 

possível observar a influência da obesidade na resposta à terapia, visto que os paci-

entes obesos obtiveram uma chance 60% maior de falha no tratamento. Ainda não se 

sabe ao certo por que pacientes obesos reagem menos ao tratamento, mas é nítido o 

impacto negativo que a obesidade traz à terapia (Singh et al., 2018). 

A hiperglicemia nos animais GH (Figuras 17 A e B) é uma das consequências 

da hiperalimentação no início da vida pós natal e corresponde ao que é visto na lite-

ratura em relação ao modelo  (Thole et al., 2012; Ferreira, 2020). A hipernutrição em 

momentos cruciais do desenvolvimento aumenta a susceptibilidade ao desenvolvi-

mento de hiperglicemia, resistência à insulina e diabetes do tipo 2 em virtude das al-

terações no sistema endócrino (Kammoun; Kraakman; Febbraio, 2014; Vieira-Potter, 

2014; Francisqueti; Nascimento; Corrêa, 2015; Da Silva et al., 2019).  Sugere-se que 

o quadro hiperglicêmico ocorra em virtude das interferências advindas da redução da 
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ativação da via de insulina prejudicando a externalização dos transportadores de gli-

cose (GLUTs) (Freitas; Ceschini, 2014; Kammoun; Kraakman; Febbraio, 2014; Da 

Cunha De Sá et al., 2020). A hiperalimentação na infância também é capaz de pro-

mover alterações no desenvolvimento do pâncreas, neogênese de ilhotas β-pancreá-

ticas e na regulação da secreção insulina na vida adulta (Cortez et al., 2013; Patel; 

Buras; Balasubramanyam, 2013; Bonfante et al., 2015; Sippel et al., 2015; Da Silva et 

al., 2019; Yaribeygi et al., 2019).  

A glicemia dos grupos de animais hiperalimentados que receberam células 

(GH+CMOo) ou secretoma (GH+SBo) obtidos de animais obesos permaneceram com 

quadro hiperglicêmico mesmo após a aplicação da terapia. A programação metabó-

lica, afeta o equilíbrio glicêmico e contribui para o desenvolvimento dos distúrbios me-

tabólicos, como  hiperglicemia e hiperinsulinemia na fase adulta. Essa relação destaca 

a importância da nutrição adequada durante a lactação para prevenir consequências 

adversas na saúde metabólica dos indivíduos ao longo da vida. A redução glicêmica 

significativa no grupo GH+SBc, que recebeu secretoma obtido de animais sadios, 

pode estar relacionada com a característica do secretoma em possuir amplo repertório 

de biomoléculas anti-inflamatórias, como a IL-10, que age nos receptores IRS-1 e au-

xilia na fosforilação de Akt, permitindo sinalização e internalização da glicose nas cé-

lulas. A IL-10 contrapõe ações pró-inflamatórias do IL-6 e  do TNF-α (Gao et al., 2016; 

Zhao et al., 2018; Tsuchiya et al., 2020). Uma única aplicação contendo secretoma 

nos animais GH+SBc, foi capaz de promover efeito positivo no quadro hiperglicêmico, 

ao reduzir a glicemia e melhorar a tolerância à glicose (figura 18). Esses efeitos bené-

ficos produzidos possuem grande vantagem frente ao uso das células estromais me-

senquimais na melhoria da glicemia, por ser uma terapia livre de células com riscos 

mínimos na formação de trombos, reações e comprometimento da ação terapêutica 

(Ferreira, 2020; Paris et al., 2021; Ferreira et al., 2022). 

A morfologia das CMO nas culturas em 2 dias em P0 e aos 10 dias em P1 

(figuras 19 e 21) não apresentaram diferenças morfológicas. Durante os 10 dias de 

cultivo em P1, sugerimos a presença indicativa de macrófagos, com morfologia tipica-

mente “estrelada” característica deste tipo celular foi observada. Os macrófagos ex-

pressam vários receptores, que monitoram e detectam as mudanças ambientais. São 

altamente plásticos e heterogêneos e pode ser um indicador de várias doenças infla-

matórias. Em um importante trabalho de revisão sobre caracterização de macrófagos 

no contexto de doenças inflamatórias como a obesidade, o subtipo pró-inflamatório 



78 

 

 

não clássico M1, é caracterizado pela expressão da integrina CD11b. Os macrófagos 

não clássicos são o principal agente inflamatório na inflamação aguda e crônica. O 

CD11b contribui para o extravasamento de macrófagos para os tecidos. Eles se dis-

tinguem pela secreção de citocinas pró-inflamatórias como TNF-α e IL-6 e contribuem 

para a degradação tecidual e ativação de células T. Além disso, a cultura em P1 ainda 

possui morfologia bastante heterogênea em ambos os grupos, indicativo da presença 

de outros tipos celulares compondo as CMO, como CTH, células progenitoras endo-

teliais e as próprias células estromais mesenquimais et al(Todosenko et al., 2023; 

Zhang et al., 2024). Abordagens por meio da citometria de fluxo com marcadores es-

pecíficos que permitam identificar populações de interesse, ensaios de proliferação, 

senescência celular e de estresse oxidativo seriam importantes aliadas para investigar 

de que forma obesidade afetaria as populações celulares presentes no cultivo em P1.  

Em P0 do secretoma de CMO recém isoladas (figura 20), o grupo GH apresen-

tou expressão significativa de citocinas pró-inflamatórias. Esses resultados conver-

gem com achados na literatura analisando o perfil inflamatório da CMO na obesidade. 

As células apresentavam senescência acelerada (marcadores de senescência p53, 

p21), aumento de ROS e expressão acentuada IL-6 (Zong et al., 2023). Trabalho an-

teriores realizados por nosso grupo já descreviam a presença da imunomarcação para 

TNF-α na medula óssea de camundongos Swiss hipearalimentados. Portanto, a pre-

sença de TNF-α no secretoma confirmaria a presença do atividade pró-inflamatória 

das CMO dos animais hiperalimentados (Gomes Da Silva, 2017; Ferreira, 2020). A IL-

6 é produzida por várias células, incluindo células T, células B, macrófagos e células 

estromais mesenquimais na medula óssea. Ela está envolvida na regulação de res-

postas imunes, inflamação, hematopoiese e metabolismo ósseo. Na obesidade, ele-

vados níveis de IL-6 e TNF-α prejudicam a diferenciação osteogênica em condições 

fisiológicas normais. Em contrapartida, há hiper estimulação da adipogênese e ativi-

dade dos osteoclastos  ocasionando o aumento da reabsorção óssea (Zong et al., 

2023). A IL-17 no contexto da obesidade é descrita como estimuladora da liberação 

das citocinas pró-inflamatórias e das moléculas pró-osteoclastogênicas, envolvidas 

em doenças inflamatórias ósseas. É secretada por linfócitos Th17 que secretam IL17-

A e IFNγ (Lee et al., 2013).  Essas citocinas são fortemente correlacionadas a evolu-

ção da síndrome metabólica, aumentando a adiposidade na MO ao interromperem 

sinalizações biomoleculares e conexões físicas entre as células (Zong et al., 2023). 
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A quantificação das citocinas presentes no secretoma das CMO cultivadas em 

P1, apenas a citocina TNF-α apresentou-se significativamente elevada no GH em re-

lação grupo GC (figura 22). O microambiente obesogênico é altamente pró-inflamató-

rio e as CMO têm seu potencial terapêutico modulado assim como a produção do seu 

secretoma. Um trabalho analisando comparativamente o secretoma das CEM de ca-

mundongos obesos chegou à conclusão que as CEM do tecido adiposo visceral per-

deram suas funções específicas de desintoxicação e eliminação de ROS. Já o secre-

toma das CEMs do tecido adiposo subcutâneo e da medula óssea possuíam ativida-

des antioxidantes prejudicadas (Ayaz-Guner et al., 2020). Ainda que ao 10º dia de 

cultivo os níveis do TNF-α tenham permanecido elevados na cultura do GH em P1, 

sugerimos investigações adicionais para confirmar se os níveis da citocina permane-

ceriam elevados ao fim das passagens, em P3, ou se o próprio microambiente 2D 

estimularia a reversão da produção da citocina pró-inflamatória TNF-α pelas CMO. Da 

mesma forma, seria de suma importância realizar a citometria das CMO tripsinizadas  

em P1 para identificar as populações presentes no momento do transplante e se há 

diferenças no pool de células entre animais saudáveis e hiperalimentados.  

O TAB foi reconhecido como um órgão endócrino complexo que serve como 

regulador mestre da homeostase energética sistêmica, desempenhando funções me-

tabólicas complexas. Ao quantificar a citocina inflamatória TNF-α no TAB  anterior-

mente a terapia, os animais GH já apresentavam presença do quadro inflamatório 

crônico no TAB de forma significativa, ressaltada pela presença do marcador (Figuras 

23 e 24). Os animais após receberem a terapia com CMO ou secretoma proveniente 

de animais obesos em GH+CMOo e GH+SBo (Figura 25 e 26) apresentaram marca-

ção para TNF-α significativa. Portanto, a terapia única com secretoma ou CMO ori-

unda de animais hiperalimentados não obteve sucesso em atenuar a presença de 

TNF-α no tecido adiposo branco epididimal. Análises complementares serão neces-

sárias para confirmar, primeiramente, se a administração de mais doses de CMO ou 

de SB proveniente dos animais hiperalimentados resultariam em respostas iguais ou 

mais efetivas na resolução do processo inflamatório no TAB. Em segundo, se maior 

permanência em cultivo (P0 a P3) seria capaz de melhorar a eficiência terapêutica 

das CMO ou secretoma ao selecionar populações específicas para permanecer em 

cultivo. Uma vez que as CMO eram provenientes de animais já com indicativo de al-

terações metabólicas. Quanto a marcação significativamente elevada de TNF-α em 

GH+CMOc em relação ao GC e GH+SBc, sugerimos que uma única dose não foi o 
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suficiente para estimular os efeitos imunorreparadores e de remodelamento tecidual. 

A terapia utilizando células administradas por via endovenosa (veia caudal) ou no pró-

prio local de lesão enfrentam obstáculos até que chegue ao órgão/tecido alvo. A falta 

de padronização das doses e escolha da rota de administração podem refletir na bio-

distribuição das células e tem gerado resultados divergentes entre os autores (Lee et 

al., 2009; Zhuang et al., 2021). Além disso, o próprio caráter sistêmico da obesidade 

nos animais hiperalimentados utilizados no trabalho, justifica a escolha da via de ad-

ministração intraperitoneal do secretoma/CMO.   

A obesidade está associada à expansão prejudicial e à disfunção do TAB, as-

sim como na alteração do fenótipo dos macrófagos residentes  liberando citocinas e 

fatores que desencadeiam resistência à insulina aumentando o risco de doenças me-

tabólicas  (Ying et al., 2017). Apesar de não significativa, o tratamento com secretoma 

no grupo GH+SBc apresentou tendência de redução da expressão de TNF-α no TAB, 

com imunomarcação semelhante a GC (figura 25 e 26). Isso poderia explicar o meca-

nismo pelo qual o secretoma proveniente das CMO exerce os seus efeitos normogli-

cêmicos e de supressão do marcador inflamatório TNF-α. Semelhante ao nosso tra-

balho, outros achados demonstraram atenuação em marcadores inflamatórios após 

administração de CEM em modelos animais alimentados com dieta hiperlipídica 

(Jaber et al., 2021). Os exossomos presentes no secretoma da CEM contêm miRNAs, 

como miR-181c e miR-146a, que inibem a sinalização do receptor-4 tipo Toll, estimu-

lando a polarização dos macrófagos no subtipo M2, conhecido por ações anti-inflama-

tórias (Zhao et al., 2018; Dabrowska et al., 2021).  

De forma complementar, para confirmar a eficiência do transplante do secre-

toma na melhoria do quadro hiperglicêmico e RI, sugerimos técnicas complementares 

como o western-blotting conhecida por ser uma técnica quantitativa permite detectar 

e mensurar proteínas. Com ela podemos analisar, por exemplo, funcionamento de 

vias envolvidas na sinalização de insulina, que permitiriam confirmar a eficiência do 

transplante do secretoma em ativar proteínas efetoras responsáveis pela translocação 

dos transportadores de glicose para a superfície celular do TAB, assim como a res-

posta pós-transplante do secretoma de outros tecidos insulina dependentes, como 

músculo, pâncreas e fígado. Não menos importante, análises futuras são necessárias 

para avaliar o tempo de permanência do efeito terapêutico a longo prazo. 
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O potencial de direcionamento do uso do secretoma no tratamento da obesi-

dade, RI e hiperglicemia vem ganhando interesse substancial na pesquisa translacio-

nal. Com base nos achados apresentados de que o secretoma das CMO de animais 

saudáveis controla a hiperglicemia, reduz a adiposidade e inflamação do TAB em ca-

mundongos hiperalimentados. Propomos que o secretoma atuaria como mensageiros 

naturais para a conversa cruzada entre as CMO e resolução da inflamação, preve-

nindo assim, distúrbios metabólicos envolvidos na progressão da obesidade. 
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CONCLUSÃO 

 

 

O trabalho apresentou a importância da funcionalidade do uso do secretoma 

para o tratamento de doenças relacionadas à obesidade utilizando modelo animal ex-

perimental de hiperalimentação nos primeiros dias de vida pós natal. Observou-se que 

o secretoma das CMO de camundongos hiperalimentados apresentavam perfil pró-

inflamatório diferentemente do secretoma de animais saudáveis. Ao decorrer do cul-

tivo in vitro, o secretoma dos camundongos hiperaimentados apresentou mudança no 

perfil de citocinas, com presença significativa apenas de TNF-α aos 10 dias em P1. 

Além disso, o uso do secretoma proveniente CMO dos animais saudáveis mostrou-se 

como alternativa terapêutica vantajosa frente a utilização das CMO propriamente di-

tas. A terapia utilizando o secretoma foi capaz de promover redução do índice de Lee,  

quadro hiperglicêmico e inflamação do tecido adiposo branco nos animais hiperali-

mentados forma proeminente. Experimentos futuros devem ser realizados antes de 

avançarmos na avaliação do transplante de secretoma e seus derivados de forma 

combinada ou isolada no tratamento de doenças concomitantes a obesidade em hu-

manos. 
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