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RESUMO 

Corrêa BSG. Avaliação do consumo elevado de sódio e do tratamento com células-

tronco mesenquimais em ratos submetidos à isquemia e reperfusão renal bilateral 

[tese]. São Paulo: Faculdade de Medicina, Universidade de São Paulo; 2023. 

Introdução: Tanto em humanos, quanto em animais experimentais, a isquemia renal 

está associada a uma série de eventos exclusivamente renais ou sistêmicos que 

podem ser agravados quando associados a outros fatores, tais como a alta ingestão 

de sódio. A terapia com células-tronco mesenquimais (CTM) têm se mostrado 

benéfica na recuperação do tecido renal danificado por insultos isquêmicos. Este 

estudo avaliou os efeitos do tratamento com CTM derivadas do tecido adiposo e da 

sobrecarga de 8% de cloreto de sódio na dieta em modelo de I/R renal bilateral em 

ratos Wistar. Métodos: Os animais foram alimentados com dieta hipersódica (HS) ou 

normossódica (NS) e submetidos à cirurgia fictícia Sham, I/R renal com infusão de 

40μL de tampão fosfato-salino (PBS) estéril (I/R+PBS) ou I/R renal com infusão de 

2x106 de CTM (I/R+CTM) na cavidade intraperitoneal próxima ao insulto, e foram 

acompanhados por 10 semanas após as cirurgias. Foram avaliadas a ingestão de 

água, ração, excreção de volume urinário, pressão arterial, função renal e histologia 

renal, além do estresse oxidativo, avaliado pelo ácido úrico e malondialdeído (MDA) 

séricos. Resultados: A excreção de volume urinário e o consumo de água foram 

maiores no grupo HS em comparação ao NS. Além disso, a dieta HS aumentou a 

pressão arterial (PA) e a fração de excreção de sódio (FeNa), os quais diminuíram 

com o tratamento de CTM. Os níveis séricos de creatinina e ureia não apresentaram 

diferenças entre os grupos de isquemia tratado e não tratado, nem entre as dietas. 

Entretanto o clearance de creatinina aumentou com o tratamento de CTM, 

independente da dieta. A proteinúria e a albuminúria também não apresentaram 

diferença entre os grupos de isquemia tratado e não tratado com CTM, nem entre as 

dietas. A dieta HS induziu ao aumento da massa renal, e quando associada a I/R 

renal, observou-se um aumento da massa cardíaca, entretanto o tratamento com 

CTM foi capaz de inibir esse aumento da massa cardíaca de forma comparável ao 

grupo Sham. O nível oxidativo avaliado pelo MDA sérico apresentou-se aumentado 

com o tratamento de CTM associado à dieta HS, enquanto que sem o tratamento não 

foi observado esse aumento. O nível de ácido úrico sérico, que avalia a anti-oxidação, 

mostrou-se diminuído com o tratamento de CTM associado à dieta HS, porém 

aumentado sem o tratamento. Conclusão: As células-tronco mesenquimais 

mostraram-se eficazes no controle da pressão arterial e na melhora da função renal, 

auxiliando na recuperação da injuria renal aguda sob influência de ingestão elevada 

de sódio. Entretanto, sistemicamente as CTM induziram ao maior estresse oxidativo. 

Estudos posteriores serão necessários para melhor avaliação da associação entre o 

estresse oxidativo, injuria renal aguda e o elevado consumo de sódio na dieta.   

Descritores: Isquemia e reperfusão renal; Dieta hipersódica; Células-tronco 

mesenquimais; Injúria renal aguda; Terapia celular; Ratos Wistar.  



 
 

ABSTRACT 

Corrêa BSG. Evaluation of high sodium intake and mesenchymal stem cells treatment 

in rats submitted to bilateral renal ischemia and reperfusion [thesis]. São Paulo: 

“Faculdade de Medicina, Universidade de São Paulo”; 2023. 

Introduction: In both humans and experimental animals, renal ischemia is associated 
with a series of exclusively renal or systemic events that can be aggravated when 
associated with other factors, such as high sodium intake. Mesenchymal stem cells 
(MSC) therapy has been shown beneficial in the recovery of kidney tissue damaged 
by ischemic insults. This study evaluated the effects of MSC’s treatment derived from 
adipose tissue and 8% sodium chloride overload in the diet in a model of bilateral 
renal I/R in Wistar rats. Method: The animals were fed with a high sodium (HS) or 
normal sodium (NS) diet and underwent Sham surgery, renal I/R with an infusion of 
40μL of sterile phosphate-buffered saline (PBS) (I/R+PBS) or renal I/R with infusion 
of 2x106 of MSC (I/R+MSC) in the intraperitoneal cavity close to the insult, and were 
follow up for 10 weeks after the surgeries. Water and feed intake, urinary volume 
excretion, blood pressure, renal function and renal histology were evaluated, in 
addition to oxidative stress, assessed by serum uric acid and malondialdehyde 
(MDA). Results: Urinary volume excretion and water intake were higher in the HS 
group compared to the NS. Furthermore, the HS diet increased blood pressure (BP) 
and fractional sodium excretion (FeNa), which decreased with MSC treatment. Serum 
creatinine and urea levels did not differ between treated and untreated ischemia 
groups, or between diets. However, creatinine clearance increased with MSC 
treatment regardless of diet. Proteinuria and albuminuria did not differ between 
treated and untreated ischemia groups, or between diets. The HS diet induced an 
increase in renal mass, and when associated to renal I/R,  an increase in cardiac 
mass was observed; however, the MSC treatment inhibited this increase comparable 
to the Sham group. The oxidative level evaluated by serum MDA has increased with 
MSC treatment associated with the HS diet, while it was not observed that this 
increase without MSC treatment. The serum uric acid level, which evaluates the anti-
oxidation, reduced with MSC treatment associated with the HS diet, but increased 
without the treatment. Conclusion: The mesenchymal stem cells effectively 
controlled blood pressure and improved renal function, helping to recover from acute 
kidney injury under the influence of high sodium intake. However, MSC systemically 
induced more significant oxidative stress. Further studies will be necessary to assess 
better the association between oxidative stress, acute kidney injury, and high sodium 
intake in the diet. 

 

Descriptors: Renal ischemia and reperfusion; High sodium diet; Mesenchymal stem 

cells; Cellular therapy; Acute kidney injury; Wistar rats. 
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                                                                                             1. INTRODUÇÃO 

1.1. Injúria renal aguda (IRA) 

A injúria renal aguda (IRA) é uma síndrome frequente em pacientes 

internados em unidades de terapia intensiva (Rewa & Bagshaw, 2014; Selby 

et al., 2016). A IRA é definida como uma diminuição abrupta da função renal, 

desenvolvida principalmente por isquemia renal, sepse e nefrotoxicidade por 

drogas (Makris & Spanou, 2016; KDIGO, 2013). A recuperação incompleta da 

IRA, pode levar ao desenvolvimento da doença renal aguda, sendo essa 

associada à alta mortalidade e desfechos que podem culminar na doença 

renal crônica (Hertzberg et al., 2017; KDIGO, 2013).  

A causa mais comum da IRA é pela isquemia e reperfusão (I/R) (Raup-

Konsavage, 2018), que consistem, respectivamente, na privação de oxigênio 

e de outros nutrientes devido a diminuição do fluxo sanguíneo aos tecidos e a 

consequente restauração desse fluxo para os mesmos. Dessa forma, a I/R 

resulta na redução abrupta da função renal (Le Dorze et al., 2009), na 

formação de espécies reativas de oxigênio, infiltração de neutrófilos, 

peptídeos vasoativos, e depleção de ATP (Bonventre & Yang, 2011; Edelstein 

et al.,1997). 

O processo fisiopatológico da lesão isquêmica altera mecanismos 

moleculares levando à lesão do epitélio tubular, morte celular por apoptose ou 

necrose, diminuição da excreção e desequilíbrio da homeostase da água e 

eletrólitos (Molitoris & Marrs, 1999; Bonventre, 2003; Bonventre & Yang, 

2011). No rim pós-isquêmico, devido à diminuição de oxigênio, às células 

epiteliais tubulares são induzidas ao aumento de fatores pró-fibróticos, tais 
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como fator de crescimento transformador-β1 (TGF-β1) e endotelina-1 (ED1) 

(Yamashita et al., 2001). 

Apesar dos avanços nos tratamentos, a IRA ainda é uma preocupação 

de saúde pública global, sendo amplamente estudada em modelo animal de 

I/R renal (Zuk & Bonventre, 2016). Por essas razões, mais estudos são 

necessários para criação de novas estratégias de terapias para o tratamento 

da IRA.  

 

1.2. Injúria renal aguda e sobrecarga de sódio 

Estudos têm demonstrado que fatores ambientais como alta ingestão 

de sódio pode comprometer a recuperação de uma IRA e predispor a um 

processo crônico da doença renal aguda. O trabalho de Spurgeon-Pechman 

e colaboradores em 2007, demonstrou que o alto conteúdo de sódio na dieta 

administrado após 35 dias de I/R causa um aumento da pressão arterial, 

albuminúria, hipertrofia renal e alteração nas estruturas glomerulares 

(Spurgeon-Pechman et al., 2007). No entanto, o papel específico do infiltrado 

de células, alterações na estrutura glomerular e funcional, lesão tubular, 

estresse oxidativo induzidos pela IRA somados à sobrecarga de sódio ainda 

não estão totalmente esclarecidos.  

É sabido sobre o importante papel do sódio na manutenção do volume 

e da osmolaridade no organismo. Porém, o excesso de sódio está associado 

ao desenvolvimento da hipertensão arterial, de doenças cardiovasculares, 

renais, entre outras que são crescentes no Brasil (Brasil, 2014). 
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1.3. Células-tronco mesenquimais (CTM) 

A terapia com células-tronco vem despertando grande interesse na 

comunidade científica devido às suas características peculiares de 

regeneração tecidual. As células-tronco, tipo mesenquimais (CTM), possuem 

capacidade de auto-renovação (Lv et al., 2014; Wei et al., 2013) e são 

definidas como multipotentes. As CTM podem ser obtidas a partir da medula 

óssea, cordão umbilical, tecido adiposo e por outras fontes menos invasivas, 

e têm potencial para tratar doenças, tais como a doença de Crohn, síndrome 

de Sjgren, colite ulcerativa, esclerose múltipla, rejeição de transplante, 

esclerose sistêmica e lúpus eritematoso sistêmico (Neshati et al., 2018).  

O tratamento com CTM, tem se mostrado uma boa opção terapêutica 

para a IRA, pois pode acelerar o reparo das células renais por meio da 

liberação de fatores de crescimento e citocinas, além de possuir propriedades 

parácrinas anti-inflamatória, imunomodulatória e pró-angiogênicas que podem 

auxiliar no reparo e proteção do tecido contra o infiltrado de leucócitos, fibrose 

e revascularização (Zhu et al. 2013). 

Em 2018, Havakhah e colaboradores evidenciaram que a terapia com 

CTM contribuiu para uma renoproteção significativa em ratos com IRA 

induzida por I/R renal. No experimento comentado acima, no qual os animais 

receberam infusão de CTM imediatamente após a reperfusão renal bilateral 

de 40 minutos, os mesmos apresentaram melhora significativa na função renal 

e diminuição da lesão em comparação aos animais não tratados. Em ensaios 

clínicos, a infusão de CTM tem se mostrado positiva na prevenção da 

insuficiência renal pós-operatória, sem oferecer riscos sérios ao paciente 
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(Barnes et. al., 2016). Porém, os modelos experimentais estão elucidando 

melhor a terapia, onde as CTM demonstram ter efeitos renoprotetores pós-

lesão por meio da liberação de fatores promitóticos, antiapoptóticos, anti-

inflamatórios e imunomoduladores (Barnes et. al., 2016), proporcionando 

medidas promissoras para o tratamento da IRA.
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                                                                                                 2. OBJETIVOS 

Avaliar o efeito do tratamento com células-tronco mesenquimais em 

injúria renal aguda sob a influência de consumo de dieta com elevada 

concentração de sódio em ratos Wistar.  
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                                                                             3. MATERIAL E MÉTODOS 

3.1 Animais 

O protocolo experimental foi submetido e aprovado pela Comissão de 

Ética em Uso de Animais (CEUA) da FMUSP (protocolo de pesquisa nº 174-

15).  

Os ratos machos da espécie Rattus norvegicus de linhagem Wistar com 

6 semanas de idade, provenientes do Centro de Bioterismo da Faculdade de 

Medicina da USP, foram mantidos em local com ciclo de luz de 12 horas 

(escuro e claro), climatizado a 22ºC, e receberam ração comercial (CR-1, 

QUIMTIA –Colombo PR- Brasil) ad libitum do desmame até a 7ª semana de 

vida.  

 

3.2 Dieta 

Os animais receberam dieta hipersódica (8,0% NaCl e 25,0% proteína 

- HS) ou normossódica (1,3% de NaCl e 25,0% de proteína - NS) a partir da 

8ª até a 21ª semana de vida. Todos os componentes das dietas são iguais 

exceto o conteúdo de sódio (Tabela 1) e foram adquiridos da Harlan (Harlan 

Laboratories, Madison, WI 53744-4220, USA), conforme informações na 

Tabela 1.  
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Tabela 1. Composição das dietas normossódica e hipersódica.  

Composição da dieta Normossódica Hipersódica 

  (0,5% Na ou 

1,3% NaCl) 

(3,12% Na ou 

8,0% NaCl) 

  (g/Kg) (g/Kg) 

Caseína 287,0 287,0 

Sacarose 313,388 313,388 

Amido de milho 200,0 200,0 

Óleo de soja 60,0 60,0 

Celulose 86,6 20,0 

Mistura de vitamina 10,0 10,0 

Etoxyquina (antioxidante) 0,012 0,012 

Mistura de mineral, Ca-P deficiente 13,37 13,37 

Fosfato de cálcio dibásico (CaHPO4) 13,4 13,4 

Carbonato de cálcio (CaCO3) 6,23 6,23 

Cloreto de sódio (NaCl) 10,0 76,6 

 

  



8 
 

3.3 Obtenção, cultivo e caracterização de células-tronco mesenquimais 

(CTM) 

3.3.1 Obtenção e cultura das células do tecido adiposo 

Ratos machos Wistar de 11 semanas de idade sob a dieta 

normossódica desde a 8ª semana de vida foram anestesiados com 

xilazina/ketamina, assepsiados, tricotomizados e uma incisão abdominal foi 

realizada para a retirada do tecido adiposo gonadal, o qual foi utilizado como 

fonte de células-tronco mesenquimais. Em seguida, o tecido adiposo foi 

lavado em PBS+1% gentamicina, centrifugado, e transferido para um tubo 

falcon contendo tampão de colagenase, onde permaneceu por 30 minutos 

com agitador à 37°C. O processo de digestão foi interrompido com a adição 

de soro fetal bovino (SFB), na proporção 1:1 com a amostra, posteriormente 

centrifugado e o pellet ressuspendido em um meio de cultura contendo Alfa-

MEM+10%SFB+1%pen/strep. Em seguida, a viabilidade celular foi avaliada 

utilizando azul de Tripan. 

Essas células foram distribuídas em 02 garrafas de cultura de 75cm3 e 

incubadas em estufa de cultura à 37°C. O meio de cultura (Alfa-

MEM+10%SFB+1%pen/strep) foi trocado a cada 03 dias, e tripsinizadas a 

cada 01 semana, período quando atingido a confluência. Cada tripsinização 

foi considerada uma passagem e então foram realizadas 03 passagens, onde 

quantificamos o número de células e separamos em tubos contendo 

aproximadamente 1,5x106 células por tubo e armazenadas em nitrogênio 

líquido até o momento do uso.  
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Estas células foram submetidas para verificar as características de 

células-tronco através da capacidade de diferenciação em células 

adipogênicas, condrogênicas e osteogênicas, e através de marcação direta 

para anticorpos específicos. Após essa verificação, as células-tronco 

mesenquimais estavam aptas para serem utilizadas no estudo. 

 

3.3.2 Capacidade de diferenciação   

A capacidade de diferenciação em células adipogênicas, 

condrogênicas e osteogênicas das células-tronco mesenquimais foi avaliada 

através de meios de cultura específicos conforme a técnica descrita por Zago 

& Tadeu: 

1. STEMPRO adipogenesis supplement + revelação com Oil Red - 

diferenciação adipogênica; 

2. STEMPRO chondrogenesis supplement + revelação com Safranina 

– diferenciação condrogênica; 

3. STEMPRO osteogenesis supplement + revelação com fosfatase 

alcalina e vermelho de Alizarina – diferenciação osteogênica. 
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As microfotografias das células diferenciadas são apresentadas em 

seguida. 

 

Figura 1. Micrografia de células isoladas do tecido adiposo de ratos Wistar de 10 
semanas de idade. A) Células do controle negativo não diferenciadas; Células 
diferenciadas em B) Adipócitos (marcados em vermelho); C) Condrócitos (marcados em 
azul); D) Osteócitos (marcados em um tom puxado para o marrom). 
 
 

3.3.3 Marcação direta 

A marcação direta para os anticorpos CD29, CD44, C105 e C45 foi 

realizada em amostra contendo 5 x 105 células/uL, utilizando o citômetro de 

fluxo FACS Canto II, e o software DIVA. Os eventos foram adquiridos através 

de 04 tubos, denominados: 

1- Branco (somente células-tronco) 

2- CD29 FITC/ CD44 PE 

3- CD90 FITC/ CD105 PE 

4- CD45 APC 
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Figura 2. Análises realizadas por citometria de fluxo de células-tronco isoladas do 
tecido adiposo de ratos Wistar de 10 semanas de idade, e contidas no tubo branco. A) 
gráfico em dot plot da dispersão da população 1 (gate-P1) de células-tronco. Histograma das 
células da P1 tratadas com o fluorocromo B) FITC; C) PE e D) APC. 
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Figura 3. Análises realizadas por citometria de fluxo de células-tronco isoladas do 
tecido adiposo de ratos Wistar de 10 semanas de idade, e contidas no tubo CD29 FITC/ 
CD44 PE. A) Gráfico em dot plot da dispersão da população (P1) de células-tronco; B) P2 
representa a positividade para o CD29 marcado com FITC em 96,2% das células 
selecionadas no gate inicial, correspondente a 8.498 células do total de 10.000 eventos 
adquiridos; C) P3 de células-tronco representa a positividade para CD44 marcado com PE 
em 88,5% das células correspondente a 7.822 células do total de 10.000 eventos adquiridos. 
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Figura 4. Análises realizadas por citometria de fluxo de células-tronco isoladas do 
tecido adiposo de ratos Wistar de 10 semanas de idade, e contidas no tubo CD90 FITC/ 
CD105 PE. A) gráfico em dot plot da dispersão da população (P1) de células-tronco; B) P2 
representa a positividade para o CD90 marcado com FITC em 57,3% das células 
selecionadas no gate inicial, correspondente a 5.094 células do total de 10.000 eventos 
adquiridos; C) P3 representa a positividade para CD105 marcado com PE em 51,2% das 
células corresponde a 4.553 células do total de 10.000 eventos adquiridos. 
 
 

 

Figura 5. Análises realizadas por citometria de fluxo de células-tronco isoladas do 
tecido adiposo de ratos Wistar de 10 semanas de idade, e contidas no tubo CD45 APC. 
A) Gráfico em dot plot da dispersão da população (P1) de células-tronco; B) P4 representa a 
positividade para CD45 marcado com APC em 0,9% das células selecionadas no gate inicial, 
correspondente a 79 células do total de 10.000 eventos adquiridos. 
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3.4 Isquemia e reperfusão renal (I/R) 

A IRA foi induzida por meio de I/R renal em animais com 11 semanas 

de vida em ambos os grupos de dieta. Os animais foram anestesiados com 

0,15 mL/100g peso corpóreo da mistura de 20 mg/mL xilazina e 50 mg/mL 

ketamina (2:5 vol/vol), e por meio de uma incisão abdominal, as artérias renais 

de ambos os rins foram isoladas e clampeadas por 45 minutos, com objetivo 

de induzir a isquemia, e então os clamps foram retirados e a reperfusão foi 

visualizada pela mudança de cor do tecido renal para a coloração antes da 

isquemia. Após a I/R, os animais tiveram a incisão suturada e receberam um 

tratamento de analgésico com Tramadol (Pechman et al., 2009). 

O grupo Sham foi submetido a uma cirurgia fictícia na qual foi realizada 

uma incisão abdominal e, após 45 minutos, os ratos foram suturados e 

receberam os mesmos cuidados do grupo I/R. 

 

3.5 Protocolo experimental 

3.5.1 Grupos experimentais  

NS-Sham: Animais que receberam dieta normossódica e submetidos à 

cirurgia fictícia;  

HS-Sham: Animais que receberam dieta hipersódica e foram submetidos à 

cirurgia fictícia;  

NS-I/R+PBS: Animais que receberam dieta normossódica, e foram 

submetidos a I/R renal, com infusão de 40µL de PBS estéril 

antes da sutura, na cavidade intraperitoneal;  
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HS-I/R+PBS: Animais que receberam dieta hipersódica, e foram submetidos 

a I/R renal, com infusão de 40µL de PBS estéril antes da sutura, 

na cavidade intraperitoneal;  

NS-I/R+CTM: Animais que receberam dieta normossódica submetidos a I/R 

renal, com infusão 2x106 de CTM em 40μL de tampão fosfato-

salino (PBS) estéril antes da sutura, na cavidade intraperitoneal;  

HS-I/R+CTM: Animais que receberam dieta hipersódica submetidos a I/R 

renal, com infusão de 2x106 de CTM em 40μL de tampão fosfato-

salino (PBS) estéril antes da sutura, na cavidade intraperitoneal;  

  

 

 

 

 

 

Figura 6. Esquema do protocolo experimental. O protocolo experimental foi iniciado com 
ratos machos Wistar de 8 semanas de vida alimentados com dieta normossódica (NS) 
contendo 1,3% de cloreto de sódio, ou dieta hipersódica (HS) contendo 8% de cloreto de 
sódio. Na 11ª semana de vida, os animais das dietas normossódica e hiperssódica foram 
submetidos às cirurgias controle Sham; isquemia e reperfusão renal bilateral com infusão de 
tampão fosfato-salino (PBS) estéril (I/R+PBS); ou isquemia e reperfusão renal bilateral com 
infusão de células-tronco mesenquimais (CTM) em tampão fosfato-salino (PBS) estéril 
(I/R+CTM). Na 21ª semana de vida dos ratos (10 semanas após cirurgias -Sham ou I/R), 
ocorreu a eutanásia dos animais. 

 
 O protocolo experimental (Figura 6) seguiu da 8ª até a 21ª semana de 

vida dos animais. Após 10 semanas das cirurgias de I/R ou Sham (21ª semana 

de vida dos animais), foi realizado o preparo do anestésico utilizando 

20mg/mL xilazina e 50mg/mL ketamina (2:5 vol/vol), e em seguida aplicada 

nos ratos a dose de 0,20mL de anestésico/100g de peso corpóreo dos 



16 
 

animais. De forma subsequente, foi realizada a exsanguinação total dos ratos 

através da punção da aorta abdominal, configurando a eutanásia. O fêmur foi 

então retirado, e seu comprimento medido por meio de paquímetro universal 

(Vonder Grupo OVD, Brasil). Em seguida, os rins e coração foram removidos, 

pesados em balança analítica (Marte Científica, São Paulo, SP, Brasil, 

modelo: AS200) e corrigidos pelo comprimento do fêmur de cada animal. O 

rim esquerdo foi separado para posterior inclusão em parafina e análises 

histológicas, enquanto o rim direito e o coração foram armazenados a -80°C. 

O sangue coletado foi centrifugado, separado o soro e armazenado a  

-20°C para posterior análises bioquímicas. 

Antes e após a I/R foram avaliados os seguintes parâmetros: pressão 

arterial caudal, consumo de água e dietas, e função renal.  

 

3.5.2 Evolução ponderal 

A massa corpórea dos ratos foi avaliada semanalmente utilizando uma 

balança eletrônica específica para animais (AS 5500, Marte Científica, São 

Paulo, SP, Brasil). 

 

3.5.3 Pressão arterial caudal 

Previamente à medida de pressão arterial caudal (PAc), os ratos 

foram mantidos em ambiente aquecido a 40ºC durante 10 a 15 minutos para 

melhor dilatação dos vasos. A medida da PAc dos animais foi realizada 

através do cuff de oclusão e do sensor de pulso, ambas colocadas 

suavemente sobre a cauda utilizando o aparelho da marca Kent Scientific 
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Corporation, USA, modelo RTBP 2045. O princípio da medida é 

fundamentado na detecção da distensão do vaso arterial causada pelo pulso 

de sangue que flui através da artéria caudal e captado por um sensor 

piezoelétrico sensível, sendo que os valores obtidos correspondem à pressão 

arterial sistólica. Foram consideradas as médias de 5 aferições consecutivas 

das medidas obtidas na ausência de movimentação do animal.  

Os ratos tiveram a pressão arterial caudal aferida no período pré-

cirurgias (animais com oito semanas de vida) e 10 semanas após cirurgias 

(animais com 21 semanas de vida).  

 

3.5.4 Gaiola metabólica 

Os animais foram acondicionados individualmente em gaiolas 

metabólicas de acrílico (Tecniplast, Itália) por 24h para um período de 

adaptação, seguido de mais 24h para a coleta de dados de consumo hídrico, 

de dieta, e volume de excreção urinária de 24h. 

As amostras de urina foram armazenadas a -20ºC para análises 

posteriores. 

 

3.6 Dosagens bioquímicas 

As dosagens de ureia sérica, e creatinina sérica e urinária foram 

realizadas utilizando kits (kit creatinina K e kit Ureia UV Liquiform, ref: 104; – 

ref:96; Labtest Diagnóstica S. A., Lagoa Santa, Minas Gerais – Brasil) através 

do equipamento automatizado Cobas Mira Plus (Roche Diagnóstica, 

Mannheim, Alemanha) de acordo com as instruções do fabricante. Os níveis 
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de sódio sérico e urinário foram determinados por meio de espectrofotômetro 

de chama (modelo FC 280, CELM® – São Paulo, Brasil).  

As dosagens séricas e urinárias de creatinina foram utilizadas para os 

cálculos do Clearance de creatinina (ClCr): (UV/P, sendo U= creatinina 

urinária (mg/dl), V= volume urinário (ml/min), e P=creatinina sérica (mg/dl) e 

da Fração de excreção de sódio [(UNa/PNa)/(UCr/PCr) x 100 (%), uma vez 

que, Ui= concentração urinária de sódio (mEq/L); PNa = concentração 

plasmática de sódio (mEq/L); UCr = concentração urinária de creatinina 

(mg/dL); PCr = concentração plasmática da creatinina (mg/dL)].  

A Proteinúria foi determinada pelo método turbidimétrico sulfosalicílico. 

Para cada 1 mL de urina foi utilizado 3 mL de ácido sulfosalicílico 3% seguido 

de incubação de 5 minutos em temperatura ambiente. Após este período foi 

adicionado 6 mL de água destilada seguida da leitura em espectrofotômetro 

(Coleman) no comprimento de onda 620nm. Já a albuminúria foi determinada 

em amostras de urina por meio da imunodifusão radial (IDR) utilizando gel de 

agarose e anticorpo anti-albumina para rato. 

O estresse oxidativo foi avaliado a partir dos níveis de ácido úrico sérico 

e do malondialdeído (MDA, nmol/L). O MDA da amostra foi determinado 

utilizando ácido tiobarbitúrico (TBARS) e ácido tricloroacético, incubado a 

100°C e formando o complexo TBA-MDA com produção de uma cor rosa na 

reação final. As amostras foram lidas a 540 nm em um espectrofotômetro. 
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3.7 Histologia renal 

Na eutanásia, para fins de análises histológicas e imuno-histoquímicas, 

os rins dos animais foram retirados e imersos em formalina tamponada 4% 

por 24 horas. Em seguida, as amostras de rim foram levadas ao processador 

automático de tecidos Histokinette 2000 (Leica – Nussloch, Alemanha), onde 

foram inclusas em parafina por um período de 14 horas, para posterior 

preparação de blocos de parafina.  

Os blocos histológicos foram submetidos a cortes de espessura de 4 a 

5 µm utilizando um micrótomo (Reichert Yung Supercut 2065 Leica – 

Nussloch, Alemanha), e que foram aderidos em lâminas revestidas com silano 

2%. 

 

3.8 Imuno-histoquímica 

A partir de cortes histológicos do tecido renal, foram identificados e 

quantificados macrófagos. Para isso, foram utilizados anticorpos primários 

específicos: antimonócito/antimacrófagos CD68 (ED1) e anti-TGF-β1. Após o 

bloqueio da avidina e biotina endógena e bloqueio inespecífico com soro não 

imune, os cortes foram incubados com anticorpo primário específico, e a 

seguir com o anticorpo secundário seguido do complexo Streptavidin-AP. A 

visualização desta reação foi realizada utilizando uma solução composta de 

naftol AS-MX-fosfato (Sigma Chemical Co, St Louis, EUA) dimetilformamida 

(Merck, Darmstadt, Alemanha), corante fast red (Sigma Chemical Co, St 

Louis) e levamisol (Sigma Chemical Co, St Louis) e também uma solução 

tampão tris-tamponado a 0,1M. Posteriormente, foram contra corados com 



20 
 

corante Hemalumbre de Mayer (Merck, Darmstadt, Alemanha). A 

quantificação das proteínas foi realizada por meio da microscopia óptica 

comum por score de células positivas em 30 campos no aumento 200x (score 

0: menor que 5% da área com alteração; score 1: 5-25% da área com 

alteração; score 2: 25-50% da área com alteração; score 3: 50-75% da área 

com alteração; score 4: acima de 75% da área com alteração). 

 

3.9 Análise estatística 

Para a análise dos dados foi utilizado o programa GraphPad Prism 5.0. 

Primeiramente os dados foram avaliados quanto a sua normalidade de 

distribuição pelo teste de D’Agostino, e em seguida aplicados o teste t de 

Student para comparação do grupo Sham, e Two-way ANOVA com pós-teste 

Bonferroni para grupos de tratamento 10 semanas após-cirurgias Sham ou 

I/R, sendo adotado nível de significância inferior a 5% (p<0,05). 
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                                                                                             4. RESULTADOS 

4.1 Evolução ponderal 

 Ao longo de 10 semanas após-cirurgias Sham ou I/R, a diferença 

estatística no peso corpóreo foi observada apenas nos animais tratados com 

CTM, onde o grupo HS-I/R+CTM apresentou menor peso quando comparado 

ao grupo NS-I/R+CTM, com exceção da 12ª e 17ª semanas após cirurgias 

(Figura 7). Estes dados ilustram os efeitos da associação da sobrecarga e 

sódio com o tratamento com CTM, resultando em menor ganho de peso 

corpóreo ao longo das semanas pós-cirurgias enquanto que essa diferença 

não é observada entre os grupos I/R+PBS e Sham.  
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Figura 7. Massa corpórea (g). Ratos Wistar alimentados com dieta normossódica (NS) ou hipersódica (HS) submetidos à cirurgia fictícia; ou 
isquemia/reperfusão e veículo – I/R+PBS; ou isquemia/reperfusão e tratamento com células-tronco mesenquimais – I/R+CTM. Resultados avaliados por 
Two-way ANOVA com pós teste Bonferroni (p<0,05). β p<0,05 HS-I/R+CTM vs NS-I/R+CTM  
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4.2 Consumo hídrico e de dieta, volume urinário e fração de excreção de 

sódio  

Como estudos anteriores revelaram que os dados da ingestão de 

alimentos e água, e o volume de urina podem ser influenciados devido a uma 

dieta rica em sódio, acreditamos ser essencial investigar a influência dessas 

características basais no tratamento das CTM.  

O consumo de água foi influenciado pela dieta (p<0,0001), onde o 

consumo de água foi maior em animais que receberam a dieta HS comparada 

com os que receberam dieta NS tanto no grupo Sham como nos grupos IR 

(Figura 8A). O consumo de dieta foi maior nos animais Sham que receberam 

a dieta HS, entretanto o tratamento com CTM (p=0,0076) induziu ao consumo 

maior independente da dieta em relação ao grupo sem tratamento (IR+PBS) 

(Figura 8B). Semelhantemente ao consumo de água, o volume urinário foi 

influenciado pela dieta (p<0,0001) e não influenciado pelo tratamento CTM 

(Figura 8C). A fração de excreção de sódio foi maior nos animais que 

receberam dieta HS comparada aos que receberam dieta NS nos grupos 

Sham e IR+PBS. Além disso, o tratamento CTM (p=0,0246) induziu a menor 

FeNa independente da dieta comparado ao grupo sem tratamento (IR+PBS) 

(Figura 8D).  

As dosagens de sódio na urina e no sangue utilizados para os cálculos 

de FeNa encontram-se nos Anexos 1 e 2. 

O consumo de água (Anexo 3), dieta (Anexo 4) e volume urinário 

(Anexo 5) nos períodos pré-cirurgia são mostrados no final da tese.  
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Figura 8. A) Consumo de água e B) dieta; C) Volume urinário; D) Fração de excreção de 
sódio 10 semanas após cirurgias Sham ou I/R (21ª semana de vida dos animais). Ratos 
Wistar alimentados com dieta normossódica (NS) ou hipersódica (HS) submetidos à cirurgia 
fictícia – Sham; ou isquemia/reperfusão e veículo – I/R+PBS; ou isquemia/reperfusão e 
tratamento com células-tronco mesenquimais – I/R+CTM. Resultados avaliados por t test para 
o grupo Sham e Two-way ANOVA com pós teste Bonferroni (p<0,05) para os grupos I/R. 
**p<0,01 HS vs NS; ***p<0,001 HS vs NS  
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4.3 Pressão arterial caudal 

Apesar da dieta HS causar um aumento da pressão arterial (dieta 

p<0,0001) tanto no grupo Sham como no grupo IR+PBS, o tratamento com 

CTM (p=0,0283) foi capaz de reduzir a pressão arterial principalmente nos 

animais que receberam a dieta hipersódica (Figura 9), revelando um possível 

efeito protetor das células-tronco mesenquimais.  

Dados de pressão arterial no período pré-cirurgia encontram-se no 

anexo 6.  
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Figura 9. Pressão arterial caudal 10 semanas após cirurgias Sham ou I/R (21ª semana de 
vida dos animais). Ratos Wistar alimentados com dieta normossódica (NS) ou hipersódica 
(HS) submetidos à cirurgia fictícia – Sham; ou isquemia/reperfusão e veículo – I/R+PBS; ou 
isquemia/reperfusão e tratamento com células-tronco mesenquimais – I/R+CTM. Resultados 
avaliados por t test para o grupo Sham e Two-way ANOVA com pós teste Bonferroni (p<0,05) 

para os grupos I/R. ***p<0,001 HS vs NS  

 

4.4 Função renal, massas renal e cardíaca, e histologia renal 

Para avaliar como as CTM interferem na recuperação da função renal 

após I/R associada à ingestão crônica de sódio, avaliamos a creatinina e ureia 

séricas, clearance de creatinina, albuminúria e proteinúria após 10 semanas 

de cirurgias Sham ou I/R (21ª semana de vida dos animais).  
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A creatinina (Figura 10A) e ureia (Figura 10B) séricas não foram 

diferentes entre os grupos. No entanto, o fator de tratamento (p=0,0354) foi 

significativo no clearance de creatinina, onde observamos aumento do 

clearance de creatinina (Figura 10C) no grupo I/R+CTM em relação ao grupo 

I/R+PBS.  

A creatinina sérica dos animais foi avaliada nos períodos pré-cirurgia e 

na 1ª, 2ª e 4ª semanas pós-cirurgia (Anexo 7) a fim de avaliar o 

estabelecimento da IRA. No Anexo 8 encontra-se o método de coleta de 

sangue para análises pré-cirurgia. 
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Figura 10. A) Creatinina sérica; B) Ureia sérica; C) Clearance de creatinina 10 semanas 
após cirurgias Sham ou I/R (21ª semana de vida dos animais). Ratos Wistar alimentados 
com dieta normossódica (NS) ou hipersódica (HS) submetidos à cirurgia fictícia – Sham; ou 
isquemia/reperfusão e veículo – I/R+PBS; ou isquemia/reperfusão e tratamento com células-
tronco mesenquimais – I/R+CTM. Resultados avaliados por t test para o grupo Sham e Two-
way ANOVA com pós teste Bonferroni (p<0,05) para os grupos I/R. 
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A albuminúria (Figura 11A) não foi diferente entre os grupos, e, de 

maneira semelhante, a proteinúria também não apresentou diferença (Figura 

11B). 
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Figura 11. A) Albuminúria; B) Proteinúria 10 semanas após cirurgias Sham ou I/R (21ª 
semana de vida dos animais). Ratos Wistar alimentados com dieta normossódica (NS) ou 
hipersódica (HS) submetidos à cirurgia fictícia – Sham; ou isquemia/reperfusão e veículo – 
I/R+PBS; ou isquemia/reperfusão e tratamento com células-tronco mesenquimais – 
I/R+CTM. Resultados avaliados por t test para o grupo Sham e Two-way ANOVA com pós 

teste Bonferroni (p<0,05) para os grupos I/R. 
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Ao final das 10 semanas após cirurgias Sham ou I/R, a média das 

massas renais corrigidas pelo fêmur foram influenciadas pela dieta 

(p<0,0001), onde a massa renal foi maior nos animais alimentados com a dieta 

HS comparada com os que receberam dieta NS tanto no grupo Sham como 

nos grupos IR (Figura 12A). Apresentou uma interação (p=0,0128) na massa 

cardíaca onde o tratamento com CTM diminuiu nos animais tratados com a 

dieta HS enquanto que não alterou nos animais tratados com a dieta NS 

(Figura 12B).  
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Figura 12. A) Média das massas dos rins corrigida pelo fêmur; B) Massa cardíaca 10 
semanas após cirurgias Sham ou I/R (21ª semana de vida dos animais). Ratos Wistar 
alimentados com dieta normossódica (NS) ou hipersódica (HS) submetidos à cirurgia fictícia 
– Sham; ou isquemia/reperfusão e veículo – I/R+PBS; ou isquemia/reperfusão e tratamento 
com células-tronco mesenquimais – I/R+CTM. Resultados avaliados por t test para o grupo 
Sham e Two-way ANOVA com pós teste Bonferroni (p<0,05) para os grupos I/R. *p<0,05 HS 
vs NS); **p<0,01 HS vs NS; ***p<0,001 HS vs NS  
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Foi observada maior expressão proteica de TGF-β1 no córtex renal dos 

animais que receberam a dieta HS (dieta p=0,0458) comparado aos animais 

que receberam a dieta NS (Figura 13A), enquanto que não foi observada 

diferença significante na região medular (Figura 13B). 

O tratamento com CTM (p=0,0289) diminuiu a expressão proteica de 

ED1 no córtex renal (Figura 13C) independente da dieta quando comparado 

ao grupo não tratado (I/R+PBS). Porém, a expressão de ED-1 na medula renal 

(Figura 13D) não foi diferente entre os grupos. 
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Figura 13. A) TGF-β no córtex renal; B) TGF-β na medula renal; C) ED1 no córtex renal; 
D) ED1 na medula renal 10 semanas após cirurgias Sham ou I/R (21ª semana de vida dos 
animais). Ratos Wistar alimentados com dieta normossódica (NS) ou hipersódica (HS) 
submetidos à cirurgia fictícia – Sham; ou isquemia/reperfusão e veículo – I/R+PBS; ou 
isquemia/reperfusão e tratamento com células-tronco mesenquimais – I/R+CTM. Resultados 
avaliados por t test ou Two-way ANOVA com pós teste Bonferroni (p<0,05). 

 

4.5 Estresse oxidativo  

Nossos resultados dos perfis oxidante (malondialdeído) e antioxidante 

(ácido úrico) revelaram que as CTM não apresentaram efeitos benéficos na 

redução da oxidação celular causada pela I/R renal após 10 semanas de 

cirurgias (21ª semana de vida dos animais). A análise do MDA sérico 

apresentou uma interação significativa (p=0,0262), onde o tratamento com 

CTM diminuiu os níveis de MDA nos animais que receberam a dieta NS e 
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aumentou nos animais que receberam a dieta HS. Também se observou um 

aumento de MDA sérico nos animais que receberam a dieta HS no grupo 

Sham (Figura 14A). A interação (p=0,0022) nos níveis séricos de ácido úrico 

apresenta-se de forma oposta dos níveis de MDA sérico, onde o tratamento 

com CTM aumentou os níveis séricos de ácido úrico nos animais que 

receberam dieta NS e diminuiu nos animais que receberam a dieta HS (Figura 

14B).   
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Figura 14. A) Malondialdeído (MDA); B) Ácido úrico sérico 10 semanas após-cirurgias 
Sham ou I/R (21ª semana de vida dos animais). Ratos Wistar alimentados com dieta 
normossódica (NS) ou hipersódica (HS) submetidos à cirurgia fictícia – Sham; ou 
isquemia/reperfusão e veículo – I/R+PBS; ou isquemia/reperfusão e tratamento com células-
tronco mesenquimais – I/R+CTM. Resultados avaliados por t test para o grupo Sham e Two-
way ANOVA com pós teste Bonferroni (p<0,05) para os grupos I/R. *p<0,05 HS vs NS; 

***p<0,001 
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                                                                                                5. DISCUSSÃO 

O presente estudo demonstrou que a ingestão crônica de sódio, em 

concentrações elevadas, aumenta a pressão arterial tanto em animais Sham 

como os que sofreram a isquemia e reperfusão renal, corroborando com os 

estudos anteriores (Romão et al., 2019; Katayama et al., 2014). O interessante 

foi o tratamento com células-tronco mesenquimais prevenir esse aumento 

principalmente nos animais que receberam a dieta hipersódica. Essa 

diminuição significativa provavelmente se deve a ação das CTM no reparo do 

tecido renal danificado (Shen et al., 2018) e consequentemente nas células 

endoteliais, as quais estão enfraquecidas durante a sobrecarga de sódio 

afetando a função das artérias de grandes e pequenos calibres (Robinson, 

Edwards & Farquhar, 2019).   

Além do aumento da pressão arterial, a sobrecarga de sódio na dieta 

também aumentou o volume urinário e a ingestão de água. Foi observado em 

animais que uma maior ingestão de sal (cloreto de sódio) induz um aumento 

significativo no volume urinário devido à alta ingestão de água (Cowley et al., 

1983; Eriksson, Valtone & Makela, 1984; Fitzsimons, 1963; Kanter, 1953; 

Denton & Tarjan, 1985; Di Salvo, 1955). Estudos relatam que a ingestão 

elevada de sódio suprime o sistema renina-angiotensina-aldosterona (SRAA), 

contribuindo para a redução da reabsorção de Na+, gerando danos renais 

induzidos pelo alto teor de sal (Pavlov et al, 2013; Chakraborty et. Al, 2018). 

Assim, a reabsorção de água ocorre de forma passiva e lenta, acompanhando 

o sódio, contribuindo para um maior volume urinário e necessidade de 

ingestão hídrica. 



34 
 

Em nosso estudo, os animais do grupo Sham alimentados com dieta 

HS apresentaram maior consumo de dieta em comparação aos da dieta NS e 

uma das possíveis explicações é devido ao aumento do gasto energético para 

eliminar o excesso da ingestão de sódio contido na dieta (Coelho et al, 2006). 

Os animais tratados com células-tronco mesenquimais também apresentaram 

aumento no consumo de dietas em comparação ao grupo I/R+PBS. Porém, 

mais estudos serão necessários para esclarecer essa relação. 

Além dos efeitos da dieta HS, a I/R também influenciou o balanço 

hídrico e de sódio, que apresentou maiores valores de excreção e ingestão 

hídrica, e estes, por sua vez, foram atenuados pelas CTM. A IRA isquêmica, 

leve a moderada, pode levar ao aumento do fluxo urinário e diminuição da 

capacidade de concentrar a urina (Kwon et al. 2013). Em 1999, um estudo 

experimental demonstrou a diminuição dos canais de transporte de 

aquaporina 2 e 3, bem como dos cotransportadores de Na, K e Cl (NKCC2) 

no ducto coletor 72 horas após a realização de uninefrectomia do rim direito e 

I/R renal esquerdo, sugerindo assim que o aumento do volume urinário está 

associado à perda desses transportadores (Fernández-Llama et al.,1999). 

No presente estudo, foi observado que a FeNa aumenta após ingestão 

elevada de sódio ou durante a reperfusão renal após isquemia. Esse resultado 

está de acordo com o estudo de Teixeira e colaboradores que demonstraram 

em camundongos BALB/c (resistentes ao sal) alimentados com dieta 

hipersódica a 8,0% NaCl  por 7 dias, uma correlação positiva entre ingestão 

de sobrecarga de sódio e excreção urinária de sódio com diminuição 

concomitante dos transportadores corticais de sódio, Na+ /K+-ATPase e 
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NHE3, e aumento da FeNa. Também mostrou uma associação entre ingestão 

excessiva de sódio com o desenvolvimento de lesão renal e proteinúria. 

Portanto, as evidências apresentadas são de que a ingestão de sódio em 

excesso pode ser responsável por elevar a fração de excreção do íon Na+ 

dos animais. Esses achados também foram relatados em ratos Sprague-

Dawley resistentes ao sal que, quando alimentados com a dieta HS por 7 dias, 

mostraram inibição da atividade da Na+/K+-ATPase e da reabsorção de sódio 

nos túbulos proximais (Liu J et al., 2011). Possivelmente, as CTM derivadas 

do tecido adiposo também são capazes de estimular a expressão do gene 

Na+/K+ -ATPase, o que leva à melhora da função renal. Em 2020, Changizi-

Ashtiyani e colaboradores demonstraram que após 48 horas de I/R renal de 

45 min, houve aumento da FeNa, creatinina e ureia séricas, e diminuição do 

clearance de creatinina em ratos Wistar não tratados com CTM, mas 

apresentaram melhora nesses parâmetros aqueles que receberam injeção de 

CTM no momento da I/R. 

Proteinúria aumentada pode ser um marcador de filtração renal 

comprometida. Zhang e colaboradores demonstraram que duas e três 

semanas após I/R renal bilateral de 40min, ratos isquêmicos apresentavam 

nível elevado de proteína urinária total, enquanto animais isquêmicos tratados 

com as CTM tiveram uma redução significativa do parâmetro quando 

comparados aos não tratados, chegando a níveis semelhantes ao grupo 

Sham. No presente estudo, a proteinúria dos animais não mostrou diferença 

entre os grupos, assim como os resultados de ureia e creatinina sérica, o que 

nos leva a crer que houve um reestabelecimento da função renal. O clearance 
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de creatinina foi maior no grupo tratado com CTM independente da dieta, 

revelando uma melhora ainda maior da função renal provavelmente devido 

aos efeitos anti-inflamatórios e antiapoptóticos característicos das CTM 

(Zhang et al., 2017; Zhu, Lerman & Lerman, 2013). 

A reoxigenação após hipóxia no I/R, induz ao aumento de espécies 

reativas de oxigênio (Bonventre & Weinberg, 2003), que pode levar a danos 

nos tecidos (Friedewald & Rabb, 2004; Kieran & Rabb, 2004) e possível 

recuperação renal incompleta de IRA, levando posteriormente ao 

desenvolvimento de doença renal crônica (DRC). Após I/R, estudos têm 

mostrado que a terapia com as CTM auxilia na melhora da função renal, e um 

dos mecanismos é a redução do estresse oxidativo (Chen et. al., 2011). 

Curiosamente, os resultados do perfil oxidante e antioxidante revelaram que 

as CTM induziram ao aumento do stress oxidativo, principalmente nos animais 

que receberam a dieta HS.   

Sabe-se que as manifestações da IRA incluem dano epitelial tubular 

agudo (Thadhani, Pascual & Bonventre, 1996), inflamação, apoptose, necrose 

e liberação de espécies reativas de oxigênio (Rovcanin et al., 2016; Chen et. 

al., 2011). Para compreender as consequências da CTM como tratamento 

para lesão renal induzida por I/R, foram analisados cortes histológicos e 

avaliadas as expressões proteicas de TGF-β1 e ED1 nas regiões cortical e 

medular. Nossos resultados mostraram maior score de citocina pró-fibrótica 

TGF-β1 na região cortical dos grupos HS após 10 semanas das cirurgias 

Sham ou I/R (21ª semana de vida dos animais). Teixeira et al. demonstrou 

que a dieta HS induziu a lesão tubulointersticial em camundongos BALB/c 
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medida por um aumento na deposição de colágeno, espaço intersticial e 

atividade γ-GT, um marcador de lesão tubular em animais. Além disso, a lesão 

tubulointersticial foi associada a fatores pró-inflamatórios e pró-fibróticos, 

como aumento de IL-6, -17, -10, TNF-α, IFN-y e TGF-β.  

O score ED-1, marcador de inflamação renal associado aos 

monócitos/macrófagos, diminuiu no córtex renal com o tratamento de CTM 

independente da dieta. Por outro lado, na medula renal não houve diferença 

de TGF-β1 e ED1 entre as dietas e o tratamento com CTM. Estudos 

experimentais têm mostrado que o tratamento da injúria renal aguda com 

CTM, derivadas das células do tecido adiposo, diminui a expressão de 

citocinas e quimiocinas, stress oxidativo, e creatinina sérica, reduzindo a 

necrose tubular aguda e a infiltração de macrófagos intersticiais no rim 

isquemiado (Furuichi et al.,2012; Chen et al., 2011; Shih et al, 2013). 

Entretanto, os dados do presente estudo mostraram que o tratamento com as 

CTM foi capaz de diminuir apenas a expressão proteica de ED-1 renal, 

atenuando parcialmente a fibrose renal e inflamação induzida pela ingestão 

elevada de sal e I/R renal. 

Os animais que receberam sobrecarga de sódio na dieta apresentaram 

aumento da massa renal, relatando dessa forma alguma hipertrofia no órgão. 

Koletsky relatou em seu estudo experimental que após 6 a 12 meses de 

ingestão de solução salina a 1%, os ratos apresentaram hipertensão crônica, 

aumento do coração e nefroesclerose. Além disso, em nosso estudo a 

associação do consumo crônico de dieta hipersódica com I/R renal contribuiu 

para o aumento da massa cardíaca, entretanto esse aumento não foi 
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observado no grupo tratado com CTM. O rim e o coração têm relações 

fisiológicas e compartilham várias funções para manter a homeostase (Di Lullo 

et al., 2017). Recentemente, sabe-se que a isquemia, a infecção e o meio 

urêmico estimulam vários componentes inflamatórios no rim e no coração 

(Ryšavá et al., 2007; Kingma et al., 2017). Portanto, a inflamação mediada por 

múltiplos fatores (citocinas, sistema complemento, e outros) pode estar ligada 

ao aumento do risco cardiovascular e doença renal (Panico et al., 2019). Um 

estudo de Trentin-Sonoda et al. mostraram a participação de citocinas na 

hipertrofia cardíaca após I/R renal em camundongos. Evidências sugerem 

uma associação entre alterações nos componentes do sistema renina-

angiotensina, níveis de angiotensina II (Goldsmith, 1999) e citocinas (Chaar 

et al., 2015), com aumento da massa cardíaca e remodelação cardíaca 

deletério (Crowley et al., 2006; Kumar et al., 2009; Silva JR et al., 2017). 

O presente estudo, demonstrou que as células tronco mesenquimais 

são capazes de prevenir a disfunção renal causada pela injúria renal aguda 

através do aumento do clearance de creatinina, diminuição da pressão arterial 

e inflamação renal num ambiente de sobrecarga elevada de sódio. Entretanto, 

foi observado um aumento do stress oxidativo.  
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                                                                                               6. CONCLUSÃO 

1. A sobrecarga de 8,0% de cloreto de sódio na dieta causou a evolução da 

IRA após 10 semanas de isquemia e reperfusão renal bilateral. Entretanto, o 

tratamento com as CTM atenuou os efeitos da IRA e preveniu a evolução da 

doença renal. 

 

2. As células tronco mesenquimais associadas à dieta rica em sódio induziu 

ao aumento do estresse oxidativo. Estudos posteriores serão necessários 

para compreender a relação do aumento do estresse oxidativo, sobrecarga de 

sódio crônico e injúria renal aguda. 
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                                                                                                       7. ANEXOS 

Anexo 1. Sódio urinário (mEq/24h) 10 semanas após cirurgias Sham ou I/R (21ª semana 
de vida dos animais). Ratos Wistar alimentados com dieta normossódica (NS) ou hipersódica 
(HS) submetidos à cirurgia fictícia – Sham; ou isquemia/reperfusão e veículo – I/R+PBS; ou 
isquemia/reperfusão e tratamento com células-tronco mesenquimais – I/R+CTM. Resultados 
avaliados por t test para o grupo Sham e Two-way ANOVA com pós teste Bonferroni (p<0,05) 

para os grupos I/R.  
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Anexo 2. Sódio sérico (mg/dL) 10 semanas após cirurgias Sham ou I/R (21ª semana de 
vida dos animais). Ratos Wistar alimentados com dieta normossódica (NS) ou hipersódica 
(HS) submetidos à cirurgia fictícia – Sham; ou isquemia/reperfusão e veículo – I/R+PBS; ou 
isquemia/reperfusão e tratamento com células-tronco mesenquimais – I/R+CTM. Resultados 
avaliados por t test para o grupo Sham e Two-way ANOVA com pós teste Bonferroni (p<0,05) 

para os grupos I/R.  
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Anexo 3. Consumo de água (mL/24h) no período pré-cirurgias dos animais que receberam 

dieta normossódica - NS ou hipersódica – HS. Resultados avaliados por t test. 
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Anexo 4. Consumo de dieta (g/24h) no período pré-cirurgias dos animais que receberam 
dieta normossódica - NS ou hipersódica – HS. Resultados avaliados por t test. 
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Anexo 5. Volume urinário (mL/24h) no período pré-cirurgias dos animais que receberam 
dieta normossódica - NS ou hipersódica – HS. Resultados avaliados por t test. 
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Anexo 6. Pressão arterial (mmHg) no período pré-cirurgias dos animais que receberam 
dieta normossódica - NS ou hipersódica – HS. Resultados avaliados por t test. 
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Anexo 7. Creatinina sérica (mg/dL) ao longo do estudo dos animais que receberam dieta 
normossódica - NS ou hipersódica – HS, submetidos à A) Cirurgia fictícia - Sham; B) 
Isquemia/reperfusão e veículo - I/R+PBS; C) Isquemia/reperfusão e tratamento com células-
tronco mesenquimais - I/R+CTM. Resultados avaliados por Two-way ANOVA com pós teste 
Bonferroni (p<0,05). 

 

Anexo 8. Método de coleta de sangue para análise pré-cirurgias  

A coleta de sangue dos animais foi realizada após 10 semanas de I/R 

(21ª semana de vida) através de punção da veia caudal dos animais pré-

aquecidos durante 10 a 15 minutos a 40ºC. As obtenções de plasma e soro 

foram efetuadas utilizando tubos com EDTA pH 5,0 a 3,8% e tubo seco, 

respectivamente. Em seguida, os recipientes foram mantidos em gelo e 

centrifugados a 4ºC, 3000 rpm por 15 minutos. Todas as amostras foram 

armazenadas a -20ºC para análises posteriores. 
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