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Resumo 
As células-tronco adultas estão distribuídas ao longo do organismo, localizadas 
em regiões específicas de cada órgão, sendo a medula óssea uma importante 
fonte destas células. Sua função está relacionada diretamente a reposição das 
células que são perdidas, mantendo desta forma a funcionalidade do tecido. A 
nível renal, as céluas-tronco parecem participar do processo de regeneração 
no período pós-injúria através de uma mecanismo independente da 
transdiferenciação estando relacionado à liberação de fatores de forma 
parácrina que vão atuar nas células renais sobreviventes. Neste trabalho 
avaliamos o potencial das células derivadas da medula óssea através da co-
cultura destas células com as células epiteliais tubulares renais LLC-PK
1
, tendo 
como parâmetros processos importantes durante o período de regeneração: a 
proliferação e a morte das células renais. Para avaliação da proliferação, as 
células renais foram co-cultivadas com as células mononucleares de medula 
óssea (CMO) e os resultados obtidos mostram uma maior proliferação das 
células renais quando co-cultivadas com as CMO apresentando um número de 
células cerca de 5 vezes maior em relação as células renais cultivadas 
sozinhas no período de 72 horas. Para determinar se este efeito era 
dependente de um contato direto, foram utilizados poços Millicell que 
apresentam uma membrana porosa em sua base de 0,4 µm impedindo o 
contato direto entre os dois tipos celulares. Os resultados obtidos mostram que 
a modulação da proliferação das células renais é mediado pela liberação de 
fatores de forma parácrina, não sendo necessário o contato direto. Ainda para 
avaliar o potencial das células derivadas da medula óssea, isolamos e 
expandimos uma subpopulação das CMO, as células mesenquimais (CM). 
Utilizando os mesmo parâmetros observou-se um efeito ainda mais significativo 
na proliferação das células renais, apresentando uma taxa proliferativa cerca 
de 8 vezes maior que o controle. A proliferação também foi avaliada através 
da imunofluorescência para PCNA, mostrando que o aumento do número de 
CMO leva a um maior estímulo a proliferação. A avaliação do papel 
renoprotetor das células derivadas da medula óssea também apresentou 
resultados expressivos. Através da utilização do vermelho neutro foi observada 
uma redução significativa no número de células renais com núcleo picnótico 
quando em co-cultura com as CMO, assim como as CM. Para avaliar se o 
aumento do número de CMO também levava a um maior efeito protetor foi 
realizada uma imunofluorescência para caspase-3 ativada (protease da 
cascata de sinalização de morte celular programada). Os resultados obtidos 
mostram que o aumento das CMO na co-cultura leva a um maior efeito protetor 
das células renais. Ainda para avaliar este potencial protetor das CMO e CM, 
foi utilizado um modelo de lesão in vitro de hipóxia e reoxigenação. A cultura de 
células renais quando submetidas a hipóxia apresenta um aumento do número 
de células mortas. Quando em co-cultura com as CMO o número de células 
mortas diminui significativamente. Resultado ainda mais impressionante é 
observado quando as células renais são co-cultivadas com as CM, uma vez 
que o número de células mortas é semelhante ao controle, onde as células não 
foram submetidas à hipóxia. Estes dados mostram o grande potencial destas 
células provenientes da medula óssea no processo de regeneração tubular, 
principalmente as CM, uma vez que estas células modulam processos 
importantes como a proliferação e morte celular. Isto permitirá a criação de 
estratégias terapêuticas que possam auxiliar o tratamento das doenças renais. 
 
 




 
Abstract 
 
The adult stem cells are distributed throughout the body, located in specific 
regions of each organ, been bone marrow an important source of these cells. Its 
function is related directly to the replacement of cells that are lost, thus 
maintaining the functionality of the tissue. In the kidney, the BMC participates of 
the regeneration process in the post-injury through a transdifferentiation 
independent mechanism where the cell secretes paracrine factors which will act 
on renal cell survivors. In this study we evaluated the potential of cells derived 
from bone marrow by co-culturing these cells with the renal tubular epithelial 
cells LLC-PK1, taking as parameters important processes during the period of 
regeneration: the proliferation and death of kidney cells. To evaluate the 
proliferation, the kidney cells were co-cultured with the BMC and the results 
show a higher proliferation of kidney cells when co-cultured with BMC around 5 
times more than in the kidney cells cultured alone in period of 72 hours. To 
determine whether this effect was dependent on a direct contact, we used 
Millicell wells with a porous membrane of 0.4 µm prevent direct contact between 
the two cell types. The results show that the modulation of proliferation of 
kidney cells is mediated by release of paracrine factors with no need for direct 
contact. Yet to assess the potential of bone marrow derived cells, we isolate 
and expand a subpopulation of BMC, the mesenchymal cells (MC). Using the 
same parameters we observed a more significant effect on the proliferation of 
kidney cells, showing a proliferative rate about 8 times higher than the control. 
The proliferation was also evaluated by immunohistochemistry for PCNA, 
indicating that the increase in BMC leads to a greater stimulus to proliferation. 
The evaluation of the protective role of cells derived from bone marrow also had 
significant results. Through the use of neutral red, we observed a significant 
reduction in the number of renal cell with picnotic nucleus (characteristic of cell 
in apoptosis) when co-culture with the BMC and the MC. To assess whether the 
increased number of CMO also led to a greater protective effect was carried out 
immunofluorescence for activated caspase-3 (the protease-signaling cascade of 
programmed cell death). The results obtained show that the increase in BMC in 
the co-culture leads to a greater protective effect of kidney cells. Yet to assess 
this potential protective of CMO and MC, we used a model of injury in vitro 
hypoxia and reoxygenation. The culture of kidney cells when exposed to 
hypoxia shows an increase in the number of dead cells. When co-culture with 
BMC the number of dead cells decreased significantly. Result even more 
impressive is observed when the kidney cells are co-cultured with the MC, since 
the number of dead cells is similar to the control, where the cells were not 
submited to hypoxia. These data show the great potential of these cells from 
bone marrow in the process of tubular regeneration, especially the MC, since 
these cells modulate processes such as proliferation and cell death. This allows 
the development of therapeutic strategies that may help the treatment of kidney 
disease. 
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1. Introdução 
 
Segundo a mitologia grega, Prometeu foi punido por ter entregue aos 
homens o fogo, tido como exclusivo dos deuses. Como punição foi acorrentado 
no Monte Cáucaso e diariamente tinha seu fígado devorado por uma águia. 
Contudo, sua capacidade de regeneração permitia a reconstituição do órgão, 
mantendo-o vivo. O mito grego inspira hoje a busca por um maior 
conhecimento das propriedades regenerativas, no intuito de permitir 
tratamentos para diversas doenças. 
A sobrevivência de um organismo está atrelada diretamente ao seu 
potencial de regeneração, uma vez que este necessita da constante reposição 
das células que morrem por processo natural (apoptose) ou em decorrência de 
injúrias que acometem os tecidos. O número de espécies que possui alguma 
forma de capacidade regenerativa é imenso, assim como a gama de estruturas 
que podem ser reconstituídas (Carlson, 2005). Contudo o potencial 
regenerativo está relacionado com a própria complexidade de cada organismo, 
apresentando uma eficiência diferente entre as espécies e diferentes órgãos e 
tecidos. Embora os mamíferos não possuam a capacidade de restaurar por 
completo estruturas complexas do organismo e o sucesso da regeneração 
também dependa de vários aspectos como as características da própria 
patologia, sua regeneração está longe de ser desconsiderada. Muito de seus 
tecidos possuem o potencial de reconstituir individualmente partes do corpo. 
Os vasos sanguíneos, por exemplo, apresentam um alto poder de regeneração 
em áreas de necrose, promovendo a revascularização da região (Heidenreich e 
col., 2008). No cerne deste potencial regenerativo se encontram as células-
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tronco. Suas propriedades de auto-renovação e de diferenciação em outros 
tipos celulares as tornam uma importante fonte de reposição das células 
teciduais. Embora ainda não haja uma total compreensão dos mecanismos 
responsáveis por esta reposição, inúmeros estudos vêm sendo realizados no 
intuito de utilizar as células-tronco como ferramentas terapêuticas no 
tratamento de inúmeras doenças. 
 A terapia celular vem trazendo uma nova perspectiva no campo da 
medicina regenerativa, permitindo a reconstituição de estruturas lesadas 
através da reposição das células perdidas em razão das injúrias a que são 
submetidos os tecidos (Mooney e Mikos, 1999; Stock e Vacanti e col., 2001), 
abrangendo desde a pele (Lee e col., 2006), tecido muscular (Davies e 
Grounds, 2006), coração (Olivares e col., 2004) e neural (El-Badri, 2006; 
Ribeiro-Resende e col., 2009), até órgãos inteiros, mais complexos como o 
fígado (Aurich e col., 2007; Oh e col., 2007). Os resultados positivos 
observados no tratamento de vários tecidos e órgãos reforçam a idéia de que a 
terapia celular também possam ser usadas para tratamento de doenças renais. 
A evolução das doenças renais, sob o ponto de vista epidemiológico, traz 
grande preocupação, uma vez que o número de casos registrados apresentou 
um aumento significativo em todo o mundo (SBN, 2008; USRDS, 2008). Uma 
questão importante está relacionada aos inúmeros fatores que contribuem para 
o desenvolvimento da doença como: idade, gênero, etnia e alimentação 
(Brenner e Rector, 2007). Apesar de um maior entendimento das patologias e 
das suas etiologias celulares e moleculares, ainda não há tratamentos 
disponíveis que atendam por completo as necessidades dos pacientes de 
doença renal. Assim a terapia celular se apresenta como um novo expoente no 
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tratamento das doenças renais. A possibilidade de manter em cultura tanto as 
células-tronco embrionárias, quanto as células-tronco adultas permite que 
estas células possam ser facilmente expandida e até mesmo modificada 
geneticamente, de maneira a atuar especificamente em determinado tecido. A 
utilização das células-tronco no tratamento para doenças em diferentes órgãos 
vem apresentando resultados promissores (Yeo e Mathur, 2008; Henry e col., 
2008; Dezawa e col., 2008; Kim e Meyer, 2008; Kersting e Verdonck, 2008) o 
que reforça a possibilidade da utilização desta ferramenta terapêutica também 
traga resultados positivos no tratamento das doenças renais. O avanço no 
campo da terapia celular traz a possibilidade de tornar o conceito de 
regeneração apresentado pelo mito grego, um pouco mais próximo da 
realidade. 
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1.1 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Os rins 
Anatomia, fisiologia e epidemiologia. 
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Os rins são os órgãos responsáveis pela manutenção do estado de 
equilíbrio do organismo, sendo caracterizados principalmente por 
desempenharem um importante papel na excreção de produtos provenientes 
do metabolismo celular como a uréia, resultante do metabolismo de 
aminoácidos, ou o ácido úrico, proveniente da quebra dos ácidos nucléicos que 
são eliminados na urina. Além disso, os rins promovem a eliminação de toxinas 
e outras substâncias produzidas pelo organismo ou substâncias ingeridas 
como pesticidas e drogas (Brenner e Rector, 2007), proporcionando desta 
forma um ambiente ideal para que as células possam desempenhar 
corretamente suas funções. O acúmulo destes produtos é altamente tóxico 
para o organismo como um todo e por isto devem ser eliminados assim que 
são formados. Entretanto, outras funções podem ser atribuídas a estes órgãos: 
1) Regulação do balanço de eletrólitos e da água: a ingestão de alimentos e 
água promove modificações nas concentrações de água e eletrólitos como 
sódio, cálcio e potássio presentes no organismo. Para se manter a 
homeostasia é necessário que haja uma equivalência entre a quantidade de 
substâncias ingeridas e excretadas, desta forma o aumento de água e 
eletrólitos no organismo decorrente da ingestão de alimentos é compensado 
pelo aumento da excreção dos mesmos pelos rins. Quando as concentrações 
da água e dos eletrólitos atingem níveis normais, a taxa de excreção renal 
diminui. 2) Regulação da pressão arterial: os rins apresentam dois mecanismos 
de regulação da pressão arterial. O mecanismo de regulação em longo prazo é 
dado tanto pelos níveis de excreção de água, quanto pelos níveis de excreção 
de sódio, levando ao controle do volume sanguíneo. O mecanismo de 
regulação em curto prazo é dado pela secreção de fatores vasoativos ou de 
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substâncias que levam a formação de produtos vasoativos, como por exemplo 
a renina. 3) Regulação do balanço ácido-base: os rins auxiliam a regulação do 
balanço ácido-base através da excreção de determinados ácidos como o ácido 
sulfúrico e o ácido fosfórico resutantes do metabolismo de proteínas, e também 
através da manutenção de estoques dos tampões do fluido corporal. 4) 
Secreção, metabolismo e excreção hormonais:. Os rins são responsáveis pela 
maior parte da síntese da eritropoietina encontrada na corrente sanguínea, um 
hormônio que estimula a produção de células vermelhas pela medula óssea. 
Os rins também são também responsáveis pela produção da forma ativada da 
vitamina D (calcitriol), responsável pela deposição de cálcio nos ossos e a 
reabsorção de cálcio pelo trato gastrointestinal. 5) Gliconeogênese: os rins 
são capazes de sintetizar glicose a partir de aminoácidos e outros precursores  
que durante períodos prolongados de jejum são liberado na corrente sanguínea 
(Guyton e Hall, 2006). 
Todas as funções renais estão diretamente relacionadas à estrutura do 
órgão. Uma melhor visão sobre a anatomia e a estrutura supramolecular renal 
permite uma maior compreensão de seus mecanismos e seu funcionamento 
como um todo (Figura 1). Os rins são um par de órgãos retroperitoniais 
localizados na região posterior do abdômen, cada um localizado de um lado da 
coluna vertebral. Em sua face côncava, na parte mediana do órgão há uma 
região denominada hilo, pela qual a pélvis renal, a artéria e veia renal, os 
plexos linfáticos e nervosos e o ureter chegam ao rim. Os rins são envoltos por 
uma cápsula de tecido conjuntivo denso que protege as estruturas do órgão 
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Figura 1.  Esquema estrutural do rim humano. Esquema representa 
componentes que determinam a dinâmica do processo de filtração (Adaptado 
de Guyton e Hall, 2006; Brenner e Rector, 2007). 
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como um todo e que está frouxamente ligada ao parênquima renal. O rim é 
subdividido em córtex (camada mais externa) e medula (região mais interna). A 
medula é constituída de regiões cônicas denominadas pirâmides de Malpighi 
que se estendem da borda entre o córtex e a medula até aos cálices renais, 
onde formam saliências de formato cônico cujo ápice está voltado para o 
interior dos cálices, sendo denominadas papilas renais. O ápice apresenta 
pequenos orifícios que servirão como saída dos dutos coletores papilares. As 
papilas renais são envolvidas por uma extensão membranosa da parte superior 
do ureter, a pélvis renal, formando os cálices menores que por sua vez se 
unem e formam os cálices maiores, os quais desembocam na pélvis renal. 
Sendo os cálices, a pélvis e os ureteres envoltos por musculatura lisa, a urina 
formada no néfron é impulsionada através de ondas peristálticas resultantes 
das contrações musculares ritimadas em direção a bexiga. O córtex é uma 
região contínua que se estende da cápsula renal até a base das pirâmides. Na 
zona cortical estão localizadas estruturas que conferem ao rim sua capacidade 
de filtração do sangue, como: os vasos sangüíneos, os glomérulos, túbulos 
proximais e distais dos néfrons (Brenner e Rector, 2007). 
Cada rim contém cerca de um milhão de néfrons, cada um capaz de 
desempenhar todas as funções importantes de filtração, absorção, secreção e 
excreção. Os rins não podem gerar novos néfrons e, desta forma, em razão de 
injúrias, doenças ou do próprio avançar da idade, vai havendo uma perda 
progressiva no número de néfrons (Brenner e Rector, 2007). Entretanto tais 
perdas são compensadas pela capacidade adaptativa dos néfrons 
remanescentes que passam a apresentar uma taxa de filtração maior. De 
acordo com sua localização os néfrons são classificados como corticais 
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(localizados na porção interna do córtex), medicorticais (localizados no córtex 
interno) e justamedulares (localizados na zona de transição entre córtex e 
medula). Cada néfron é constituído pelo corpúsculo renal e por uma estrutura 
tubular que pode ser dividida em quatro porções: túbulo proximal, alça de 
Henle, túbulo distal e ducto coletor (Figura 1). O corpúsculo renal é composto 
pelo glomérulo, um enovelado capilar formado a partir da arteríola aferente que 
se subdivide em ramos e que por sua vez se subdivide em alças capilares que 
posteriormente de reúnem formando a arteríola eferente do glomérulo. O 
endotélio dos capilares forma uma estrutura descontínua permitindo a 
passagem de substâncias de peso molecular avançado, mas não permite a 
passagem de elementos figurados do sangue. Outra estrutura constituinte do 
corpúsculo renal é a cápsula de Bowman que se apresenta em forma de cálice, 
envolvendo o glomérulo (Figura 1). Durante o processo de filtração o plasma 
transpassa o endotélio capilar, a membrana basal e a parede interna da 
cápsula de Bowman. A membrana basal é a uma camada contínua e por isso 
confere ao glomérulo a propriedades de permeabilidade (Aires, 1999). 
Após passar pela cápsula de Bowman, o filtrado proveniente dos 
capilares do glomérulo, atinge a região do túbulo proximal. O túbulo proximal 
apresenta um revestimento de células epiteliais cúbicas simples cujas 
membranas de sua face luminal (voltada para a luz do túbulo) apresentam 
permeabilidade distinta de sua face basolateral (limita as células do interstício e 
capilares peritubulares). Os túbulos proximais são responsávei pela reabsorção 
de cerca de 90% do volume de plasma filtrado. Tal potencial é decorrente da 
presença de microvilosidades da membrana luminal que aumenta a superfície 
de absorção, presença de proteínas carregadoras específicas que facilitam o 
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transporte de solutos, presença de anidrase carbônica que desempenha papel 
importante na secreção de hidrogênio e reabsorção de bicarbonato e a 
presença de junções intercelulares oclusivas (tight junctions) que conferem 
uma permeabilidade seletiva ao segmento. O seguimento posterior ao túbulo 
proximal é a alça de Henle que possui três ramos: o fino descendente que é 
altamente permeável a água, permitindo a reabsorção passiva a favor do 
gradiente osmótico existente entre o fluido tubular e o interstício hipertônico. E 
os ramos fino ascendente e grosso ascendente que possuem baixa 
permeabilidade a água, mas apresentam elevada absorção de sais em 
decorrência da alta atividade de transportadores iônicos, além disso, 
apresentam uma alta taxa de reabsorção de magnésio. A porção seguinte a 
alça de Henle é constituída pelo túbulo distal que se caracteriza pela 
reabsorção de cloreto de sódio, bicarbonato e cálcio, além de secretar 
hidrogênio, amônia e potássio, havendo também absorção deste último. O 
ducto coletor é o quarto segmento da estrutura tubular. Neste segmento ocorre 
a reabsorção de sódio, cloreto, uréia e secreção de amônia, podendo haver 
tanto a secreção quanto a absorção de potássio hidrogênio e bicarbonato. A 
parte inicial dos ductos coletores está localizada na região cortical e sua parte 
final fica localizada na região medular. Os ductos coletores se fundem para 
formar progressivamente ductos mais largos que vão desembocar na pélvis 
renal. A urina que chega a pélvis é levada pelo ureter até a bexiga, onde ficará 
armazenada até o momento da micturação (Brenner e Rector, 2007). 
A sua alta complexidade estrutural e sua participação em processos 
relacionados à homeostasia do organismo fazem do rim um órgão 
extremamente importante, sendo seu correto funcionamento essencial para 
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saúde do indivíduo. Inúmeros fatores estão associados ao desenvolvimento de 
doenças renais, tais como idade (Kasiske e col., 2002; Asderakis e col., 2001), 
alimentação (Klahr e col., 1994; Kasiske e col., 1998), gênero (Verhagen e col., 
2000; Pechere-Bertschi e col., 2004; Neugarten e col., 2002) e raça (Klag e 
col., 1997; Tarver-Carr e col., 2002). Além disso, outras doenças também 
possuem um papel significativo no surgimento e na evolução das doenças 
renais, como, por exemplo, hipertensão (Young e col., 2003; Hsu e col., 2005), 
diabetes (Adler e col., 2003; Fox e col., 2005), obesidade (Hsu e col., 2001; 
Kambham e col., 2006) e doenças cardiovasculares (Buller e col., 2004; 
McClellan e col., 2004). As doenças renais podem ser classificadas 
basicamente em dois tipos: renal aguda (DRA) e renal crônica (DRC).   
A DRA é caracterizada pelo rápido declínio do ritmo de filtração 
glomerular e pela retenção de produtos nitrogenados resultantes da 
degradação metabólica, como creatinina e da uréia no sangue (BUN) (Brady e 
Singer, 1995; Lameire e col., 2005). A DRA pode ocorrer tanto em indivíduos 
que possuam histórico normal do funcionamento dos rins quanto àqueles que 
apresentem DRC. Para o diagnóstico e o tratamento, divide-se a DRA em [a] 
pré-renal (estágio caracterizado por hipoperfusão, onde a integridade do 
parênquima é preservada), [b] intrarenal (estágio envolvendo o parênquima 
renal) e [c] pós-renal (estágio associado a obstruções agudas do trato urinário). 
Na DRA há a liberação de citocinas que levam a uma diminuição da excreção 
de íons Na+ e K+ e da excreção de água, prejudica a homeostase de cátions 
divalentes e o mecanismo de acidificação da urina. Como conseqüência, a 
DRA pode ser agravada pela sobrecarga do volume intravascular, 
hipercalemia, hiponatremia, hiperfosfatemia, hipocalcemia e acidose 
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metabólica. Além disso, por não conseguirem eliminar compostos 
nitrogenados, indivíduos com DRA podem desenvolver síndrome hemolítico-
urêmica. A severidade da DRA está diretamente relacionada à severidade 
destes agravantes. Cerca de 50% dos indivíduos que apresentam DRA 
intrarenal não sobrevivem e este quadro não vem apresentando mudança nas 
últimas décadas, mesmo com o avanço nos tratamentos (Metnitz e col., 2002; 
Schiffl e col., 2002; Humes e col., 2004; Abosaif e col., 2005; Chertow e col., 
2005; Ympa e col., 2005; Uchino e col., 2005). A maioria dos pacientes que 
sobrevive à DRA consegue recuperar sua capacidade funcional. Entretanto, a 
metade destes pacientes apresenta conseqüências subclínicas como defeitos 
na filtração glomerular, na reabsorção de H+ e no mecanismo de concentração 
da urina (Lazarus e Brenner, 1993). A DRA é irreversível em cerca de 5% dos 
pacientes, principalmente em razão do processo de necrose da região cortical. 
Outros 5% dos pacientes apresentam uma diminuição sensível da capacidade 
renal após fase inicial de recuperação, demonstrando a severidade da doença 
e a dificuldade em seu tratamento. 
A DRC é caracterizada pela perda progressiva da capacidade funcional 
do rim em razão da diminuição do número de néfrons em funcionamento. Ela 
pode ser determinada tanto pelo dano ao rim (definida por anormalidades 
patológicas ou marcadores de danos como, por exemplo, anormalidade no 
sangue ou urina e análise de imagens do órgão) quanto pelo rítmo de filtração 
glomerular (<60 mL/min/1,73 m
2
 por período maior que três meses). No intuito 
de se estabelecer o melhor tratamento frente à injúria, a DRC foi classificada 
em cinco estágios, baseados na severidade da doença. Os estágio incluem 
desde um pequeno dano renal sem alteração do rítmo de filtração glomerular 
 
 




 
23
(estágio 1) até a falência renal (estágio 5). O aumento na incidência da DRC 
vem se transformando em problema cada vez mais alarmante. Um estudo 
realizado na população americana apresentou uma taxa de prevalência de 
13%, taxa esta considerada epidêmica (Coresh e col., 2007). Dados do 
registro anual, de 2008, de doenças renais dos Estados Unidos da América do 
Norte (United States Renal Diseases Registry - USRDS) mostram que entre 
1980 e 2006 a taxa de indivíduos acometidos por falência renal aumentou 
cerca de 400%, atingindo uma taxa de 360 indivíduos por milhão. Embora a 
taxa de incidência tenha atingido um patamar de estabilidade nos últimos anos, 
a taxa de 2006 mostra um aumento de 2,1% em relação ao ano anterior, sendo 
o maior aumento desde 1999. 
No Brasil, como não há base de dados epidemiológicos e a falta de 
maior conhecimento a respeito dos pacientes com DRC em estágio não-
terminal, torna-se difícil definir um quadro conciso das doenças renais no país. 
Entretanto, dados apresentados pela Sociedade Brasileira de Nefrologia, 
relativos à pacientes submetidos à diálise permitem delinear o caráter crítico da 
DRC. Em menos de dez anos (2000-2007) o número de pacientes em 
tratamento dialítico aumentou cerca de 70%, um crescimento médio de 
aproximadamente 9% ao ano, atingindo o número expressivo de 73.605 
pacientes em 2007 e com projeções de índices mais altos para 2008 (SBN, 
2008). A diálise, embora seja a principal modalidade no tratamento de doenças 
renais, apresenta significativas restrições como dificuldade ao acesso, 
morbidade e mortalidade. Além disso, o alto custo do tratamento e o crescente 
número de pacientes em diálise recaem diretamente sobre os gastos em saúde 
pública uma vez que o Sistema Único de Saúde (SUS) é responsável por 87% 
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dos pacientes em diálise. O transplante de rim se apresenta como uma grande 
alternativa no tratamento de doenças renais levando a uma redução na 
mortalidade, promovendo uma melhora significativa na qualidade de vida, além 
de seu baixo custo em relação ao tratamento dialítico. Contudo a 
disponibilidade do órgão para transplante e a compatibilidade do doador com o 
receptor continuam sendo fatores determinantes e limitantes deste tratamento. 
No ano de 2007 foram registrados 34.108 pacientes na fila de transplante renal 
e apenas 3.456 transplantes foram promovidos, atendendo cerca de 1% dos 
pacientes (ABTO, 2008). 
Neste contexto, há um crescente interesse em novas terapias que 
possam auxiliar o tratamento das doenças renais. A terapia celular vem se 
demonstrando uma alternativa concreta de tratamento através da utilização das 
células-tronco. Entretanto, para entender o papel desempenhado por estas 
células nos processos de injúria é necessária uma melhor compreensão das 
características deste tipo celular e suas funções. 
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Células-Tronco 
Origem, característica e função 
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O conceito de que todas as células são provenientes de outras células, 
mostra a capacidade de uma única célula dar origem a um indivíduo completo. 
O início deste processo se dá a partir da fusão de duas células germinativas 
haplóides que resulta na formação de uma célula diplóide (zigoto) e através da 
divisão, migração, morte programada e diferenciação, uma única célula pode 
dar origem a um ser humano (Moore e Persaud, 1998). As células do embrião, 
durante suas divisões iniciais, apresentam uma característica de 
totipotencialidade; isto é, podem diferenciar-se em qualquer célula do 
organismo humano. Após sucessivas divisões, o embrião atinge seu estágio de 
blastocisto e as células mais externas darão origem a placenta e aos anexos 
embrionários. O aglomerado de células localizado na região interna, 
denominado maciço celular, dará origem às três camadas germinativas: 
endoderma, mesoderma e ectoderma (Murry e Keller, 2008). Neste momento 
as células deixam de ser totipotentes e passam a assumir característica 
apenas de pluripotência, dando origem a tipos celulares referentes às três 
camadas germinativas. Sendo assim, ao longo do desenvolvimento as células 
passam por processos de diferenciação que vão restringindo a expressão 
gênica, resultando na expressão de características morfofuncionais tecido-
específicas (Reik e col. 2007). Com isto as células perdem sua alta capacidade 
de renovação e de totipotência, processo este chamado de determinismo. As 
células-tronco embrionárias (CTE) possuem sua origem no maciço celular do 
blastocisto e, portanto, são pluripotentes, além de apresentar alto poder de 
renovação (NIH, 2001). 
O organismo adulto possui a maior parte de suas células já 
diferenciadas desempenhando funções tecido-específicas. Entretanto há um 
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grupo de células que mantém as características de célula-tronco, as quais se 
localizam em determinadas regiões de órgãos e tecidos (Anglani e col., 2004; 
Brodie e Humes, 2005). Estas células permanecem em estado de latência até 
serem ativadas por um sinal decorrente de uma enfermidade, lesão ou morte 
celular natural, de maneira a substituir as células lesadas e/ou auxiliar a 
recuperação do tecido (Pekovic e Hutchison, 2008). As células-tronco adultas 
(CTA) que não apresentam a pluripotencialidade das CTE, dão origem somente 
a tipos celulares específicos do tecido em que se encontram, sendo então 
denominadas multipotentes. Apesar das CTA apresentarem menor potencial de 
diferenciação, muitos estudos são realizados utilizando estas células ao invés 
das CTE. Isto se dá não somente porque a utilização de CTA não vai de 
encontro a problemas éticos relacionados à destruição do embrião para 
obtenção das CTE, mas também pela maior facilidade de obtenção em relação 
às CTE. Além disso, existe uma preocupação em relação à formação de 
teratomas em razão da administração das CTE (Hentze e col., 2007). 
Antes de dar origem a uma célula completamente diferenciada, as CTA 
geram um tipo intermediário de células (progenitoras) que são parcialmente 
diferenciadas e que após se dividirem dão origem às células especializadas, as 
quais, por sua vez, se integram e interagem com outras células tornando-se 
capazes de desempenhar funções específicas no tecido (NIH, 2001). Até 
recentemente, não se acreditava na possibilidade de uma CTA residente em 
determinado tecido originar uma célula diferenciada de outro tecido.  
Entretanto, há evidências experimentais sobre a capacidade das CTA de 
originarem não somente células de outro tecido, como também de células de 
linhagens germinativas distintas (Anderson e col., 2001) conferindo às CTA um 
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conceito definido como plasticidade. Como exemplo, há estudos demonstrando 
que células-tronco sanguíneas (origem mesodérmica) são capazes de gerar 
células musculares esqueléticas (também de origem mesodérmica) e neurônios 
(origem ectodérmica) (Ferrari e col., 1998; Brazelton e col., 2000) 
As CTA que dão origem as células sanguíneas estão localizadas na 
medula óssea, uma importante fonte de CTA. A medula óssea apresenta 
basicamente três tipos celulares: as células-tronco hematopoiéticas, células 
mesenquimais e células do estroma. As células do estroma são um conjunto de 
tipos celulares distintos responsáveis pela geração dos tecidos ósseo, 
cartilaginoso, adiposo, tecido conectivo fibroso e forma uma rede que fornece 
um ambiente propício para a diferenciação e maturação das células 
sanguíneas (Friedenstein e col., 1966, 1970; Owen e col., 1988). As células-
tronco hematopoiéticas (CTH) dão origem aos diversos tipos celulares 
presentes na corrente sanguínea: eritrócitos (responsáveis pelo carreamento 
de oxigênio para os tecidos), plaquetas (relacionadas ao processo de 
coagulação), macrófagos (combate a infecções), linfócitos B (produção de anti-
corpos), linfócitos T (relacionado ao processo inflamatório) e outros tipos 
celulares que demonstram o importante papel desempenhado pelas CTH na 
manutenção constante do sistema sanguíneo e na proteção imunológica do 
organismo (NIH, 2001; NIH 2006). A vida média das células sanguíneas é 
relativamente baixa, comparada a outros tipos celulares. A sobrevivência de 
um indivíduo depende diretamente da reposição contínua destas células e por 
isso as CTH apresentam uma alta taxa de divisões mitóticas e de 
diferenciação. Apesar de parecerem estar em uma região isolada do restante 
do corpo, as células-tronco hematopoiéticas estão constantemente interagindo 
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com o organismo, promovendo respostas rápidas e eficientes durante 
processos de injúria e enfermidades. Tal interação ocorre através de inúmeros 
fatores secretados na corrente sanguínea que vão estimular os processos de 
proliferação e diferenciação das CTH (Nervi e col., 2006; Cottler-Fox e col., 
2003). 
As células mesenquimais (CM) são outro grupo de células que compõem 
a medula óssea. Estas representam apenas uma pequena parte da população 
total das células da medula óssea, com uma freqüência entre 0,01% e 0,001% 
(Campagnoli e col., 2001). Descritas inicialmente por Friedenstein em 1970, 
existe um variado número de termos utilizados para definir este tipo celular 
(Friedenstein e col., 1970). A definição formal de “tronco” inclui a capacidade 
da célula de auto-renovação e de dar origem a células diferenciadas ou a 
células progenitoras (Sell S, 2004). Em razão da ausência de uma 
comprovação rigorosa desta capacidade de auto-renovação, a definição de 
“célula-tronco” não é utilizada para as CM, sendo definidas como células 
mesenquimais multipotentes do estroma (Dominici e col., 2006). Entretanto, as 
CM apresentam uma alta plasticidade, produzindo células progenitoras que por 
sua vez vão dar origem a uma variedade de tipos celulares: células ósseas, 
adiposas (Gimble e col., 2006), e cartliginosas (Mobasheri e col., 2009). 
Estudos recentes vêm demonstrando que a plasticidade deste tipo celular é 
maior do que se imaginava, dando origem a células musculares, células 
cardíacas e inclusive a células neurais que são originárias de outra camada 
germinativa (ectoderme) (Humphreys e Bonventre, 2008). 
 Além  da  medula  óssea,  As CM também estão presentes no tecido 
conjuntivo de outros órgãos como músculo esquelético (Williams e col., 1999), 
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tecido adiposo (Zuk e col., 2001), cordão umbilical (Erices e col., 2000) sistema 
circulatório (Kuznetsov e col., 2001) fígado (Campagnoli e col., 2001), pulmão 
(Fan e col., 2005) e rim (Gupta e col., 2006; Bussolati e col., 2005). Apesar da 
heterogeneidade, as populações de CM apresentam características em comum 
que são utilizados como critério para definição deste tipo celular: sua 
multipotencialidade, aderência ao plástico (cultura in vitro) e presença de 
marcadores específicos de superfície (CD73, CD90 e CD105), além da 
ausência de expressão de marcadores de linhagem hematopoiética (Dominici e 
col., 2006). Contudo, vale ressaltar que as populações de CM dos diferentes 
órgãos não apresentam o mesmo potencial de diferenciação. Até mesmo 
população de células aderentes ao plástico, isoladas a partir da medula óssea, 
pode ser funcionalmente heterogênea, contendo células com diferentes 
capacidades de diferenciação (Kuznetsov e col., 1997; Phinney e col., 1999; 
Muraglia e col., 2000). 
Contudo as CM não só respondem a estímulos e se diferenciam. Outra 
importante propriedade das CM é sua capacidade de secreção parácrina. 
Naturalmente toda célula secreta vários agentes bioativos que refletem tanto 
seu estado funcional, quanto influencia o ambiente que a envolve. É 
exatamente a liberação destes fatores que permite a comunicação entre os 
diferentes tipos celulares, importantes para manutenção da homeostasia. As 
CM, assim como as próprias células do tecido, secretam inúmeros fatores que 
auxiliam o tecido em sua renovação e recuperação, em caso de injúria através 
de mudanças significativas na dinâmica celular. Um exemplo disto são as 
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células sangüíneas que por apresentarem um tempo de vida curto, necessitam 
ser repostas periodicamente. As CM secretam citocinas importantes para 
processo e hematopoiese (Johnson e col., 1986; Deryugina e col., 1993), além 
de secretar fatores que vão estimular a angiogênese (Shyu e col., 2006; Tang e 
col., 2006; Zwezdaryk e col., 2007) e a proliferação epitelial, importante no 
processo recuperação tecidual. Dentre estes fatores encontram-se os fatores 
de crescimento de fibroblasto (VEGF), de hepatócito (HGF) e insulina tipo1 
(IGF-1) (Haynesworth e col., 1996; Weimar e col., 1998). As CM secretam 
ainda uma gama de fatores de crescimento, incluindo STF (Stem Cell Factor), 
LIF (Leukemia Inhibitory Factor), GM-CSF (granulocyte-macrophage colony-
stimulating factor), IL-6, e IL-11 (Haynesworth e col., 1996), também 
importantes no processo de regeneração. A interação entre as células através 
de fatores solúveis por elas secretados também induz ao recrutamento das CM 
para regiões específicas. Assim como as CTH e os leucócitos, as CM também 
são mobilizadas para determinadas áreas em resposta a processos de injúria, 
no intuito de proteger o tecido e auxiliar no processo de recuperação. Acredita-
se que a mobilização das CM é dada em parte por quimiocinas. Estudos 
demonstraram a presença de receptores de quimiocina na superfície das CM e, 
uma vez estimuladas, dá-se início a migração celular (Wynn e col., 2004; 
Honczarenko e col., 2006; Von Lüttichau e col., 2005; Brooke e col., 2008). As 
CM também expressa inúmeras integrinas que permitem que estas células 
possam aderir à parede dos vasos sanguíneos, permitindo sua posterior 
passagem através da barreira hemato-encefálica e endotelial (Chen e col., 
2001; Schmidt e col., 2006) e atingindo a região da lesão. 
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Do ponto de vista imunológico, as CM apresentam características 
importantes que fazem delas o tipo celular mais adequado para a terapia 
celular (Figura 2). Intuitivamente, se esperaria que a administração de CM 
alogênicas de um doador estimulasse a proliferação de células T do receptor, 
culminando na rejeição completa das células infundidas. Entretanto estudos 
demonstraram que as CM inibem a proliferação das células T (Zhi-Gang e col., 
2008; Ye e col., 2008). As CM possuem inúmeros mecanismos de não ativação 
do sistema imune, sendo a diminuição da expressão dos antígenos MHC 
classe I e II, o mecanismo mais significativo. Este tipo celular não expressa 
MHC classe II e apresenta uma expressão intermediária de MHC classe I 
(Majumdar e col., 2003), essencial na evasão a resposta imune, uma vez que 
células classe I-negativas desencadeiam a resposta imunitária (Ruggeri e col., 
2001). Além disso, as CM atuam no processo de maturação das células 
dendríticas, impedindo que esta assuma seu fenótipo imunológico (Zhang e 
col., 2004). Estas células são especializadas em captar, transportar e 
apresentar o antígeno ao sistema imune, além de estimular a memória das 
células T (Banchereau e col., 2000). Em um processo mais direto as CM atuam 
nas células T sob um amplo espectro, levando a uma diminuição da resposta 
da memória a um antígeno específico (Krampera e col., 2003), diminuição da 
produção de IL- 2 e da expressão de seus receptores em células T ativadas (Le 
Blanc e col., 2004), além de atuar na citotoxicidade das células T e células 
natural Killers (Rasmusson e col., 2003) (Figura 2). 
A capacidade de auto-renovação e a alta plasticidade fazem das células-
tronco um importante instrumento no tratamento de diversas doenças. 
Entretanto, é importante avaliar as propriedades inerentes a cada tipo celular 
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Figura 2. Fatores imunomodulatórios secretados. Esquema representativo 
de moléculas secretadas por células mesenquimais (MC) e as resposta 
imunomodulatórias desencadeadas (Humphreys e Bonventre, 2008). 
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com o objetivo de selecionar aquele que desempenhará com maior eficiência 
determinada finalidade terapêutica. As células mesenquimais, principalmente, 
se apresentam como um importante veículo para terapia celular, uma vez que 
sua geração, manutenção e expansão em cultura são processos relativamente 
fáceis. Além disso, as CM em razão de suas propriedades imunogênicas 
podem ser utilizadas sem que haja preocupações com rejeição por parte do 
paciente, mesmo quando provenientes de outros doadores. As próprias 
características imuno-modulatórias das CM permitem que elas sejam utilizadas 
como tratamento para inúmeras doenças inflamatórias e do mediadas pelo 
sistema imune (Chen e col., 2006). As CM também desempenham um papel na 
regeneração do órgão através da liberação de fatores tróficos que atuam sobre 
as células teciduais. 
Em razão deste grande potencial das células-tronco, inúmeros estudos 
vêm sendo realizados no intuito de se avaliar a capacidade destas células tanto 
em proteger o órgão, quanto auxiliá-lo em sua recuperação no processo pós-
lesão. Os resultados mostram um panorama promissor, fascinante e ao mesmo 
tempo desafiador. 
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Alguns órgãos do corpo humano possuem uma alta capacidade 
regenerativa. Os rins possuem a capacidade de repopular e reparar estruturas 
que sofreram algum tipo de injúria. Entretanto o potencial de recuperação renal 
é limitado e está diretamente ligado a natureza do dano e sua duração, 
podendo levar a uma regeneração incompleta e a processos danosos como a 
fibrose que substitui o parênquima sadio por um tecido não-funcional (Tögel e 
Westenfelder, 2007). O processo de regeneração renal é caracterizado por 
uma seqüência de eventos que se inicia com a desdiferenciação celular. As 
células sobreviventes a lesão passam a re-expressar genes importantes 
durante o processo de formação dos rins, como por exemplo, o fator de 
transcrição embrionário Pax-2 (Imgrund e col., 1999). Após a desdiferenciação 
as células passam a assumir características de células progenitoras, passando 
a apresentar uma alta taxa proliferativa. Posteriormente as novas células 
geradas se re-diferenciam restabelecendo a arquitetura do tecido e 
recuperarando a capacidade funcional do rim. Casos como a destruição da 
medula renal em decorrência de uma obstrução ureteral são rapidamente 
revertidos após a desobstrução através da regeneração funcional dos túbulos, 
sem que haja formação de novos néfrons (Cochrane e col., 2005). Além da 
capaciadade de desdiferenciação das células sobreviventes, o rim conta com 
outro mecanismo de regeneração através de uma população de células-tronco 
adultas residente. Além disso, ainda há mais um recurso que seria o 
recrutamento das células-tronco presentes na medula óssea para a região 
lesada que poderiam se diferenciar em células renais ou auxiliar na geração 
das mesmas (Lin e col.,2005; Fang e col., 2005; Duffield e col., 2005). Tais 
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processos regenerativos podem ocorrer concomitantemente, somando-se e 
restabelecendo de forma mais eficiente a capacidade funcional do rim. 
   Estudos de reparo renal mostram que células do tecido que sobrevivem 
ao processo de injúria são capazes de se dividir e repor as células perdidas 
(Bonventre, 2003). Fujigaki e colaboradores demonstraram que em um modelo 
de lesão aguda, o reparo do segmento S3 do túbulo proximal é rapidamente 
restaurado quase que por completo. O início da regeneração ocorre em uma 
região restrita da parte distal do segmento S3, sugerindo que as células 
envolvidas na resposta inicial de proliferação são as células epiteliais 
sobreviventes (Fujigaki e col., 2006). As células epiteliais sobreviventes 
passam por um processo de desdiferenciação através de uma transição 
epitélio-mesenquimal, onde a célula passa a expressar genes característicos 
de células mesenquimais como vimentina, além de apresentarem mudanças na 
sua morfologia com a perda das vilosidades da região apical e a perda de 
marcadores de superfície como a E-caderina (White e col., 2007). Estas céluas 
são capazes de migrar para região onde há processos de necrose ou apoptose 
e liberam fatores de crescimento como HGF, IGF-1e FGF que estimulam a 
proliferação (Gobé e col., 2000). No final de todo este processo, as células se 
re-diferenciam e o epitélio é totalmente repolarizado e restaurado. A 
plasticidade das células renais também pode ser visto através dos complexos 
processos adaptativos das células glomerulares em resposta a uma lesão. As 
células epiteliais parietais glomerulares também sofrem transição epitélio-
mesenquimal em resposta a injúria. O mesmo ocorre com as células 
mesangiais que assumem um fenótipo miofibroblástico embrionário 
(mesangiobleastos) e passam a apresentar características de proliferação e 
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migração (Cantley, 2005). Como conseqüência dá-se início ao processo de 
reparo do glomérulo e a recuperação de sua arquitetura que será concluído 
após a restauração do fenótipo maduro das células mesangiais. Desta forma, a 
plasticidade das células tubulares e do glomérulo permite que haja a 
recuperação funcional da região lesada. Contudo, apesar dos mecanismos 
regenerativos das células especializadas servirem como uma forma de resgate 
da região lesada, os mesmos apresentam em alguns casos efeitos 
potencializadores da injúria renal (Daemen e col., 2002 e Rookmaaker e col., 
2004). As células endoteliais também passam por adaptações fenotípicas que 
levam a substituição de suas características de célula madura, para assumir 
propriedades pró-inflamatórias, pró-coagulantes e mitogênicas (Gobé e col., 
2000). Como conseqüência, uma gama de quimiocinas, citocinas e fatores de 
crescimento são liberados na corrente sanguínea e vão promover o 
recrutamento de plaquetas e de células inflamatórias para a região, podendo 
agravar ainda mais a lesão. 
  Os indícios de que o reparo renal era decorrente predominantemente de 
mecanismos proliferativos de células renais endógenas (Lin e col., 2005; 
Duffield e col., 2005) levou a busca por populações residentes no órgão que 
fossem responsáveis pela regeneração do tecido renal lesionado. Uma vez que 
as células mesenquimais são responsáveis pela formação do epitélio 
glomerular, túbulo proximal e túbulo distal convoluto durante a formação do 
néfron, cogita-se a possibilidade de que estas CTA residentes sejam na 
realidade uma população de células mesenquimais que persistiram no 
interstício do rim adulto, passando a servir como fonte de células progenitoras 
que poderiam migrar para as regiões de lesão e auxiliar na regeneração. Os 
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resultados obtidos não permitem definir com clareza a região exata onde estas 
células-tronco/progenitoras se localizam. Dados apresentados por Oliver e 
colaboradores (2004) mostraram que uma população encontrada na papila 
renal de rins de ratos apresenta a capacidade de se diferenciar em células 
epiteliais após injúria isquêmica. Desta maneira a papila renal seria um 
possível nicho das células-tronco residentes no rim adulto. Na região dos 
túbulos renais, também foram identificadas células capazes de se diferenciar 
em estruturas epiteliais e que apresentavam marcações de células-tronco 
embrionárias como Oct4 e Pax-2 e marcadores mesenquimais como CD90 
(Maeshima e col., 2003; Gupta e col., 2006). Além disso, uma população de 
células mesenquimais foi identificada no glomérulo de camundongos e 
apresentou propriedades de multipotencialidade (da Silva Meirelles e col., 
2006). Ao que tudo indica, células-tronco de diferentes regiões contribuem para 
a regeneração em modelos de isquemia-reperfusão (Gupta e col., 2006). 
Estudos em humanos também demonstram a presença destas células-
troco/progenitoras. Células encontradas na região intersticial, próximo ao 
glomérulo e ao túbulo proximal e na cápsula de Bowman de rins humanos 
adultos apresentaram capacidade de migração, de integração com túbulos 
proximal e distal. Além disso, estas células apresentaram um alta plasticidade, 
dando origem não somente à células epiteliais maduras, mas também à células 
osteogênicas, células adiposas e células neurais (Sagrinati e col., 2006; 
Bussolati e col., 2005). Contudo, apesar dos avanços em se identificar esta 
população residente, ainda não se sabe de que forma estas células realmente 
atuam ao atingirem a região lesada. Uma possibilidade seria através da 
diferenciação das células-tronco residentes, atuando de maneira mais direta, 
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ou através da liberação de fatores que estimulam a proliferação das células 
remanescentes durante a regeneração. 
  Além da capacidade de reparo das células especializadas através do 
processo de de-diferenciação/re-diferenciação e da participação de células-
tronco/progenitoras endógenas, as células derivadas da medula óssea (CDMO) 
apresentam um importante papel no reparo das lesões renais. Estudos 
mostraram que células residentes da medula óssea possuem um determinado 
grau de plasticidade, se diferenciando em diversos tipos celulares de vários 
órgãos do corpo (Krause e col., 2001; Herzog e col., 2003). Alem disso estas 
células podem ser mobilizadas para circulação durante um processo de injúria 
ou estresse tecidual, auxiliando na regeneração de órgãos lesados (Kucia e 
col., 2004; Long e col., 2005; Gomperts e col., 2006). Inicialmente acreditava-
se que as CTH por apresentarem uma determinada plasticidade poderiam se 
transdiferenciar em tipos celulares de vários órgãos e tecidos (Mezey e col., 
2000; Corti e col., 2002). Entretanto, estudos posteriores utilizando populações 
de CTH altamente purificadas mostraram que tais células eram ineficientes no 
processo de regeneração de doenças cardíacas (Murry e col., 2004) ou neurais 
(Castro e col., 2002). Os efeitos resultantes da administração das CDMO foram 
atribuídos às CM. A capacidade das CM em dar origem não somente a 
linhagens adipogênicas, condrogênicas e osteogênicas, mas também a células 
neurais (Sanchez-Ramos e col., 2000) e a células cardíacas (Min 2002 e Shake 
2002 e Nagaya e col., 2004) fez com que estas CDMO se tornassem um 
grande atrativo para terapia celular. 
  No campo das doenças renais, as CDMO também participam no 
processo de recuperação pós-injúria. Estudos demonstraram que frações 
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Figura 3. Ação das células mesenquimais na injúria. Dinâmica das células 
mesenquimais no auxílio à regeneração da região tubular (Adaptado de 
Humphreys e Bonventre, 2008). 
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totais das CDMO podem se diferenciar em células endoteliais e mesangiais, 
em modelos de gloméruloesclerose progressiva (Li e col., 2006), e que tais 
células podem formar um número significativo, a nível funcional, de novas 
células epiteliais após a injúria do rim (Lin e col., 2003). As CDMO também 
parecem atuar na recuperação renal por outro mecanismo independente da 
diferenciação, sendo capazes de se fusionarem com células renais tubulares 
sem que isto interfira na divisão celular ou confira instabilidade genética (Rizvi 
e col., 2006; Grompe, 2005). A fusão entre os dois tipos celulares levaria a 
estimulação da proliferação da célula renal permitindo a reposição das células 
mortas durante a injúria, entretanto tal processo ainda necessita de um maior 
aprofundamento. Entretanto, posteriormente foi demonstrado que a taxa de 
ocorrência de ambos os processos (diferenciação e fusão) são relativamente 
menores do que se havia imaginado, colocando em questão a eficiência do 
papel fisiológico da diferenciação destas células no processo de recuperação 
da capacidade funcional do rim e seu potencial como terapia celular (Duffield e 
col., 2005; Tögel e col., 2005; Li e col., 2006). 
Assim como os estudos em outros órgãos, a utilização de uma 
população mais específica proveniente da medula óssea, as CM, foi se 
apresentando mais eficiente em razão das particularidades deste tipo celular. 
Morigi e Herrera reportaram que CM exógenas penetram na região dos túbulos 
lesionados e promovem seu efeito protetor através da sua capacidade de 
transdiferenciação (Morigi e col., 2004; Herrera e col., 2004). As CM também 
são incorporadas no glomérulo, túbulos e interstício quando administradas nos 
rins em estágio de desenvolvimento (Yokoo e col., 2005), reforçando a idéia de 
que estas células se incorporam diretamente ao tecido renal e têm a 
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capacidade de se transdiferenciar nos vários tipos de células renais residentes. 
Contudo em estudos posteriores, assim como os estudos com frações totais de 
CDMO, as CM também apresentaram taxas de incorporação relativamente 
baixas ou inexistentes (Duffield e col., 2005; Lin e col., 2005; Tögel e col., 
2007). Tais análises contraditórias podem em parte ser explicadas pela 
utilização de diferentes protocolos modelos de injúria (Broekema e col., 2005). 
Apesar disso a administração das CM apresentou um aumento na proliferação 
das células tubulares assim como uma melhora significativa na estrutura do 
tecido (Morigi e col., 2004). A recuperação da arquitetura vem acompanhada 
pela aceleração da recuperação da capacidade funcional, indicado pelos 
baixos níveis de nitrogênio da uréia no sangue (BUN), o que não foi observado 
em tratamentos com a utilização de CTH (Imberti e col., 2007). 
Uma vez que as taxas de incorporação das CM são muito baixas e os 
efeitos resultantes desta administração apresentam uma melhora significativa 
na recuperação renal, conclui-se que o papel exercido pela CM é dado através 
não de uma reposição direta das células perdidas no período de injúria, mas 
sim através da liberação de fatores que vão auxiliar a recuperação do tecido 
(Figura 3). As CM podem secretar uma gama de fatores de crescimento e 
citocinas que levam a alterações na dinâmica celular. Fatores de crescimento 
como HGF e IGF-1 secretados pelas CM induzem a proliferação epitelial e 
possuem efeito protetor em casos de isquemia renal (Hirschberg e col., 1998; 
Liu, 2002). Desta forma, inúmeros estudos vêm sido realizados no intuito de se 
analisar os fatores parácrinos secretado pelas células CM. Togel e 
colaboradores identificaram níveis significativos de VEGF, HGF e IGF-1 no 
meio condicionado da cultura de CM que se mostrou capaz de induzir 
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proliferação e diferenciação de células endoteliais (Tögel e col., 2007b). No 
mesmo estudo foi demonstrado que CM infundidas previamente a uma injuria 
isquêmica renal são levadas rapidamente para a circulação microvascular 
renal, levando a diminuição do número de células endógenas em apoptose. No 
intuito de se analisar as regiões específicas para onde as CM foram 
mobilizadas, foram infundidas células exógenas marcadas posteriormente a 
uma injúria isquêmica (Tögel e col., 2005; Lange e col., 2005). A localização 
das CM no glomérulo e em capilares peritubular mostra-se extremamente 
eficiente, uma vez que tal configuração permite que as CM secretem fatores 
que serão filtrados para dentro do lúmen, onde se ligariam e regulariam 
diretamente a proliferação das células epiteliais danificadas. Outra propriedade 
das CM demonstra o seu alto potencial terapêutico: em razão de suas 
carcacterísticas imunomodulatórias, as CM também possuem um papel 
renoprotetor relevante, uma vez que o processo inflamatório possui uma 
grande importância na patofisiologia da injúria renal (Stagg, 2007) (Figura 3).  
As CM são capazes de secretar prostaglandina E2, um eicosanóide capaz de 
modular a resposta das células T e células NK, levando a diminuição da 
secreção de citocinas pró-inflamatórias como TNF-α ,IFN-γ e induzindo a 
secreção de IL-10 (citocina supressora e promotora de tolerância) (Aggarwal, 
2005). 
Um requisito importante para o efeito positivo das CM parece ser seu 
recrutamento das células para o local da injúria (Cantley, 2005). Entretanto, os 
mecanismos de mobilização das CM da medula óssea ainda não estão 
totalmente elucidados. Durante o processo de injúria renal, as células 
inflamatórias provenientes também da medula óssea são direcionadas para o 
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interstício do rim. Análise genética das linhagens celulares mostrou que células 
derivadas da medula óssea foram direcionadas para o interstício renal 
lesionado (Lin e col., 2006; Duffield e col., 2005), sugerindo a possibilidade de 
que as CM sejam mobilizadas juntamente com as células inflamatórias. 
Contudo o número de CM na medula óssea é pouco significativo em 
comparação aos outros tipos celulares, sendo a grande maioria representada 
por macrófagos, monócitos, neutrófilo e linfócitos. 
O mecanismo de recrutamento também foi estudado através da 
utilização das CM exógenas, o que permitiu delinear a sinalização regulatória 
deste processo (Figura 3). O fator derivado do estroma – 1 (SDF-1), uma 
quimiocina que durante o processo de injúria renal tem sua produção 
aumentada, se liga diretamente ao receptor CXCR4 que está presente na 
superfície das CM. A ligação SDF-1/CXCR4 está diretamente envolvida na 
mobilização e no direcionamento das CTH para a região de injúria (Fricker, 
2008) reforçando a idéia de que esta quimiocina pode ser responsável por este 
direcionamento das CM. Outro candidato a mediador da mobilização das CM é 
o fator de crescimento PDGF secretado pela região basolateral de células 
epiteliais, cujos receptores também estão expressos nas CM (Burton e col., 
1999). Apesar de muitos dos mecanismos de interação sejam resultantes da 
ligação de quimiocinas com seus respectivos receptores, a ligação dos 
receptores de moléculas de adesão também constituem um importante 
mecanismo de endereçamento celular. A interação entre a molécula de 
adesão CD44 expressa em CM e o seu ligante, o ácido hialurônico, é crítica 
para o direcionamento das CM no rim pós-injúria (Herrera e col., 2007). A 
expressão dos receptores de CD44 nas células da região cortical do rim é 
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aumentada em razão da injúria e então as CM passam a migrar sobre um 
gradiente solúvel de ácido hialurônico, sugerindo a existência de um 
mecanismo quimiotático. Além disso, a liberação de ácido hialurônico em razão 
da degradação da matriz poderia contribuir para o recrutamento das CM 
(Herrera e col., 2007). Alguns estudos sugerem que o endereçamento das CM 
não é uma condição necessária para o efeito benéfico destas células. Bi e 
colaboradores demonstraram que fatores humorais secretados pela CM, e não 
a presença local destas células, foram responsáveis pelo efeito renoprotetor, 
sugerindo um efeito endócrino (Bi e col., 2007). Sendo assim o recrutamento 
seria apenas uma maneira de aumentar a concentração intra-renal dos fatores 
parácrinos liberados pelas CM. 
Não resta dúvida de que a utilização das células-tronco com fins 
terapêuticos acarretou em um grande avanço no tratamento de inúmeras 
doenças. O desenvolvimento de uma terapia celular para doenças renais, 
certamente irá preencher espaços importantes deixados pelas terapias atuais.  
No intuito de se potencializar os efeitos benéficos observados com a infusão de 
CM deve-se buscar uma maior compreensão dos mecanismos vigentes 
durante o processo de injúria e da forma como ocorrem as interações entre as 
CM e as células renais. 
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2. Objetivos 
 
Geral: 
  Analisar in vitro os processos desencadeados nas células renais em 
decorrência da interação com aquelas provenientes da medula óssea e 
comparar o potencial terapêutico da subpopulação de células mesenquimais 
com a fração total das células mononucleares da medula óssea. 
 
Específicos: 
1) Avaliar o potencial renoprotetor das células derivadas da medula óssea. 
 
2) Avaliar a capacidade das células provenientes da medula óssea em 
estimular a proliferação das células renais em cultura. 
 
3) Determinar se os efeitos observados são decorrentes da secreção parácrina 
de fatores e se há a necessidade do contato entre os dois tipos celulares. 
 
4) Analisar o papel desempenhado pelas células provenientes da medula 
óssea em um modelo in vitro de injúria por hipóxia/reoxigenação. 
 
5) Comparar a eficiência dos processos desencadeados nas células renais 
(proliferação e apoptose), entre a fração total de células mononucleares e as 
células mesenquimais provenientes da medula óssea. 
 
 
 
 




 
48
3. Material e Métodos 
 
3.1 Cultura de células epiteliais renais 
Células epiteliais tubulares imortalizadas de porco (LLC-PK
1
) foram 
cultivadas na concentração de 2x10
5
 em meio DMEM suplementado com L-
glutamina, baixa concentração de glicose (GIBCO/Invitrogen – ref.: 31600-034) 
e 10% de soro fetal bovino (GIBCO/Invitrogen – ref.:12657-029). As células 
foram mantidas em garrafas de plástico (25 cm
2
) (TPP – ref.: 90025), por 72 h, 
a 37º C, em estufa e numa atmosfera de 5% CO
2
. Atingindo confluência o meio 
foi aspirado e descartado, e as culturas foram lavadas com PBS (NaCl 0,15M + 
fosfato 0,01M), a pH 7,2. As culturas lavadas foram então incubadas por 2 min 
em solução de tripsina com EDTA 4Na (Invitrogen. Ref. 25300054). A reação 
era interrompida pela adição do mesmo meio DMEM suplementado com 10% 
de soro à solução. As células resultantes, desprendidas, eram aspiradas e 
ressuspensas em DMEM, transferidas para tubos de 15 ml (TPP – ref.: 91015) 
e submetidas à centrifugação (525 g por 2 min). O sobrenadante resultante era 
descartado e o pellet ressuspenso em 5 ml de DMEM. Esta suspensão celular 
era, então, distribuída em garrafas de 25 cm2. 
 
3.2 Obtenção das células mononucleares de medula óssea (CMO) 
As células-tronco de medula óssea foram obtidas da tíbia e do fêmur de 
ratos Wistar. O animal é anestesiado com éter e posteriormente sua coluna é 
deslocada. Com auxílio de uma tesoura e uma pinça é retirada a pele da região 
da tíbia e do fêmur, assim como os músculos (com mesmo tipo instrumentação, 
mas de uso exclusivo para o músculo, evitando contaminação). A tíbia e o 
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fêmur são retirados e suas extremidades são cortadas para injetação, em suas 
cavidades, de 10 ml de meio DMEM sem soro através de uma seringa, líquido 
que é recolhido em um tubo de 15 ml. O conteúdo foi homogeneizado com uma 
pipeta de vidro Pasteur e depois centrifugado a 252 g por 10 min. O 
sobrenadante foi descartado e o pellet é ressuspenso em 4 ml meio DMEM 
sem soro. Este pellet ressuspenso é então depositado cuidadosamente na 
superfície do Ficoll-Paque
TM
 Plus (GE Health Care Bio-Sciense AB - ref.: 17-
1440-02) (4 ml) colocado em um tubo de 15 ml inclinado. O conteúdo foi depois 
centrifugado a 252 g por 30 min com aceleração inicial durante 120 s e 
desaceleração final durante 150 s. Este procedimento permite o isolamento das 
células mononucleares através de sua densidade. Após a centrifugação 
verificou-se a formação de um anel na região mediana do tubo, onde se 
concentram as células mononucleares, que foram então coletadas com uma 
pipeta de vidro Pasteur e transferidas para um novo tubo de 15 ml. Estas 
células foram ressuspensas em meio DMEM sem soro na proporção de 1 vol 
de células por 5 vol de meio DMEM. O tubo foi então centrifugado (252 g por 
10 min) e o sobrenadante é descartado. O processo foi repetido 3 vezes, para 
retirada do excesso de Ficoll-Paque
TM
 Plus que é tóxico para a célula. Após a 
última centrifugação, as células mononucleares foram ressuspensas em meio 
DMEM (1 ml). Uma alíquota foi separada para realizar a contagem de células 
viáveis . 
 
3.3 Obtenção das células mesênquimais (CM) 
  A obtenção das CM foi dada a partir da fração total das CMO. Foi 
colocado um inóculo inicial de 2x10
7
 de CMO em uma garrafa de cultura de 
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área de 25 cm
2
. Estas células foram mantidas em cultura por 72 h em meio 
DMEM suplementado com 20 % de soro fetal bovino. Após este período, o 
sobrenadante foi retirado e as células remanescentes que permaneceram 
aderidas foram lavadas com PBS. Posteriormente estas células são mantidas 
em cultura em meio DMEM com soro 20%. Após atingida a confluência, as 
células foram desprendidas utilizando tripsina-EDTA, ressuspensas com 1 ml 
de meio DMEM com soro, que foi transferido para um tubo de 15ml e  
centrifugado a 252 g por 2 min. O sobrenadante foi então descartado e o pellet 
foi ressuspendido em 1 ml. Deste total de células, metade foi colocada em uma 
nova garrafa em meio com soro 20%. Após a quinta passagem foi obtida uma 
cultura homogênea de células mesenquimais. 
 
3.4 Obtenção de células neuronais 
Células de retina de embriões de galinha da raça White Leghorn. As 
células foram obtidas junto ao Laboratório de Neurobiologia da Retina do 
IBCCF. Os embriões foram estagiados de acordo com Hambúrguer e Hamilton 
(1951). Embriões de galinha com 9 dias embrionários foram sacrificados por 
decapitação, os olhos retirados e as retinas dissecadas em meio livre de cálcio 
e magnésio (CMF), em ambiente estéril. O tecido foi então incubado a 37º C na 
presença de tripsina (0,05%) por dez minutos. Uma rápida centrifugação era 
realizada para retirada do excesso de tripsina, seguindo-se com a dissociação 
mecânica das células em meio basal de Eagle (Invitrogen – ref.: 21010046), na 
presença de 10% de soro fetal bovino (SFB). 
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3.5 Cultura de fibroblastos 
O cultivo das células de fibroblastos de embriões de murinos (MEF) foi 
feito em meio DMEM (GIBCO/Invitrogen, com L-glutamina 200mM e alta 
concentração de glicose - ref.: 12100-046) com soro fetal bovino 10%. A 
células (2x10
5
) foram mantidas em garrafas de plástico com superfície de 25 
cm
2
 por 96 h com 3 ml deste meio em uma incubadora (a 37ºC; 5% CO
2
). O 
meio de cultura foi trocado a cada 48 h. Ao atingirem confluência de 80% o 
meio condicionado presente na cultura confluente foi descartado. As células 
foram lavadas com tampão fosfato (PBS; pH 7,2) contendo 8 g de NaCl, 0,2 g 
de KCl, 2,2 g de Na2HPO4, 0,2 g de KH2PO4, para retirada de células mortas 
que depois são desprendidas do fundo da placa com 100 µl de tripsina–EDTA 
com a composição seguinte para 1 l: tripsina –GIBCO, 5 g; EDTA, 2 g; NaCl, 
0,85 g. As células são então ressuspensas em meio DMEM (1 ml) e tranferidas 
para um tubo Falcon (15 ml) e depois centrifugadas por 2 min a 252 g numa 
centrífuga clínica. O sobrenadante é descartado (retirando a tripsina e as 
células lisadas) e as células são novamente ressuspensas em 1 ml de meio 
DMEM. Uma alíquota é retirada (+ 250 µl) e aplicada em outra garrafa com 
superfície de 25 cm
2
 contendo meio DMEM (5 ml) com soro fetal bovino (10%). 
 
3.6 Viabilidade Celular 
O método de exclusão do Azul de Tripan baseia-se no princípio de que 
células viáveis apresentam membranas intactas, que evitam a entrada do 
corante, enquanto que membranas metabolicamente inativas de células mortas 
(não viáveis) não conseguem evitar a penetração do corante na célula. Logo, 
células azuis correspondem a células mortas. A diferença entre o número total 
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de células e o número de células mortas será o número de células vivas numa 
dada amostra da cultura. Para quantificar o número de células viáveis, a 
suspensão celular foi bem homogeneizada e transferida posteriormente para 
um pequeno tubo (0,1 ml). A este tubo foi adicionado o corante Azul de Tripan 
0,2% (0,3 ml). Após misturar o conteúdo do tubo, este foi aplicado na câmara 
de Neubauer para realização da contagem de células, determinando o número 
de células viáveis. 
 
3.7 Proliferação Celular 
Para se avaliar a proliferação das células LLC-PK
1
 foram utilizadas 
placas de cultura de célula de 6 poços (TPP – ref. 92006). Foram definidas 
duas condições: numa, eram colocadas apenas células LLC-PK (5x10
4
 
células), na outra condição as células LLC-PK (5x10
4
 células) eram co-
cultivadas com a mesma quantidade de CMO. A avaliação do crescimento da 
cultura foi feita em períodos de 12 h a 144 h em meio com soro e sem soro. As 
células foram cultivadas (37º C com 5% CO
2
) em meio DMEM (2 ml/poço) e a 
cada período de interesse uma placa foi retirada da estufa para avaliação do 
crescimento. O sobrenadante foi descartado (retirando as células mortas e as 
células mononucleares de medula óssea) e as células aderidas ao fundo da 
placas foram lavadas com PBS (1 ml/poço). As células remanescentes foram 
desprendidas da placa com 100 µl tripsina-EDTA, na estufa a 37º C por 2 min e 
transferidas para um tubo pequeno e depois centrifugadas por 5 min a 252 g. O 
sobrenadante foi retirado e o pellet foi ressuspenso em 1 ml de meio DMEM 
sem soro e uma alíquota foi retirada para a contagem das células viáveis com 
Azul de Tripan. Para analisar o efeito parácrino, a cultura foi submetida as 
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mesmas condições em meio sem soro. Nas condições de co-cultura com 
outros tipos celulares: CMO (células mononucleares da medula óssea), CM 
(céluas mesenquimais), neurônios e fibroblastos, foram utilizados poços 
Millicell
®
, que possuem uma membrana com poros de 0,5 µm de diâmetro. 
 
3.8 Coloração por Vermelho Neutro 
Para a análise de morte celular por apoptose das células renais, 
lamínulas (0,1 µm) foram colocadas no fundo das placas de 24 poços (TPP – 
ref.: 92024) de onde as células renais foram cultivadas com e sem as células-
tronco de medula óssea. Nos tempos de interesse, as culturas foram retiradas 
dos poços, lavadas com PBS e fixadas durante 10 min com parafolmaldeído 
(4%) em tampão fosfato 0,1 M (pH 7,4). Posteriormente as lamínulas foram 
lavadas por 2 min em uma solução de tampão acetato 5% (pH 3,3) e incubadas 
em solução de Vermelho Neutro (cora a cromatina) por 10 s. Ao final desse 
período as lamínulas foram lavadas por duas vezes com o mesmo tampão 
inicialmente utilizado e, em seguida, foram colocadas para secar a temperatura 
ambiente por 24 h. Para a montagem, as lâminas são seqüencialmente 
incubadas em álcool absoluto por 5 s e em xilol, por 5 min. As preparações são 
montadas em lamínulas utilizando-se o Entelan para montagem das lâminas. 
As células em apoptose apresentaram núcleo com marcação mais intensa, 
devido a condensação da cromatina (núcleo picnótico). A taxa de morte da 
cultura foi calculada através da razão entre a contagem das células normais e 
apoptóticas. A contagem foi realizada em campos aleatórios somando um total 
de 400 células. Foi utilizado meio DMEM sem soro e os dois tipos celulares 
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foram co-cultivados em contato direto e indireto com a utilização dos poços 
Millicell
®
. 
 
3.9 Imunofluorescência 
Caspase 3 ativada 
   As células renais foram cultivadas sobre lamínulas de 0,1 µm, nas 
diferentes condições de co-cultura com as células CMO. Em todas as 
condições as células foram separadas pelos poços Millicell
®
 e cultivadas em 
meio sem soro. Após o período de 24 horas de co-cultura as lamínulas foram 
retiradas dos poços, lavadas com PBS e fixadas durante 10 min com 
parafolmaldeído (4%) em tampão fosfato 0,1 M (pH 7,4). Após este período as 
lamínulas foram lavadas 3 vezes com PBS. As lamínulas foram incubadas por 
1 h, a temperatura ambiente com tampão de bloqueio (para volume de 25 ml: 
2,5 ml de PBS 10x, 1.25 g de BSA, 75 µl de Triton X-100(100%) e 21,25 ml de 
H2OD). O tampão é então retirado e é aplicado o anticorpo primário para 
caspase 3 ativada Asp 175 (9661, Cell Signaling Technology) na diluição 1:100 
e incubado por 14 h a 4º C. As lamínulas são então lavas com PBS 3 vezes e 
incubada com anticorpo secundário conjugado com fluorocromo por 1 h a 
temperatura ambiente, protegido da luminosidade. Após este período a 
lamínula é incubada por 10 min a temperatura ambiente com o marcador de 
células mortas Sytox® Green 1 µM (S7020. Molecular Probes, Invitrogen). Ao 
final do processo as lamínulas são observadas em um microscópio de 
fluorescência (ZEISS). 
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Antígeno Nuclear de Proliferação Celular (PCNA) 
   As células renais foram cultivadas sobre lamínulas de 0,1 µm, nas 
diferentes condições de co-cultura com as células CMO. Em todas as 
condições as células são separadas pelos poços Millicell
®
 e foram cultivadas 
em meio sem soro. Após o período de 24 horas de co-cultura as lamínulas 
foram retiradas dos poços, lavadas com PBS e fixadas durante 10 min com 
parafolmaldeído (4%) em tampão fosfato 0,1 M (pH 7,4). Após este período as 
lamínulas foram lavadas 3 vezes com PBS. As lamínulas foram incubadas por 
1 h, a temperatura ambiente com tampão de bloqueio (para volume de 25 ml: 
2,5 ml de PBS 10x, 1.25 g de BSA, 75 µl de Triton X-100(100%) e 21,25 ml de 
H
2
OD). O tampão foi então retirado e aplicado o anticorpo primário para PCNA 
(PCNA; Sigma. Chemical Co, St. Louis, MO, USA) na diluição 1:100 e incubado 
por 14 h a 37º C. As lamínulas foram então lavas com PBS 3 vezes e incubada 
com anticorpo secundário conjugado com fluorocromo por 1 h a temperatura 
ambiente, protegido da luminosidade. Após este período o núcleo das células é 
marcado com DAPI e posteriormente é feita a análise das lamínulas em um 
microscópio de fluorescência (ZEISS). 
 
3.10 Modelo de lesão por hipóxia in vitro 
  As células LLC-PK1 (2x10
5
 células) foram plaqueadas em poços com uma 
superfície de 9,5 cm2 em meio DMEM com soro a 10% e são mantidas em 
cultura por 24 h a 37º C. Após este período o sobrenadante foi retirado, a 
cultura é lavada com PBS e será colocado 2 ml de meio DMEM sem soro e as 
células permaneceram em cultura por mais 48 h. Posteriormente a cultura é 
colocada em uma câmara anaeróbica a 37º C por 4 h. Depois deste processo 
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as células são colocadas novamente na estufa a 37º C com 5% de CO2 e 95% 
de ar, por 24 h. Terminado este período de cultura as células foram marcadas 
com iodeto de propídeo (1 μg/ml) e o número de células marcadas foi analisado 
em um microscópio invertido de fluorescência (Axiovert). 
 
3.11 Análise estatística 
 Os dados obtidos foram analisado através do programa GraphPad Prisma 
5.0. A análise estatística dos grupos foi feita através do teste One-way ANOVA 
e o pós-teste utilizado foi Newman-Keuls. 
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4. Resultados e Discussão 
A sobrevivência de um organismo depende diretamente de sua 
capacidade de manter seu estado homeostático. Para tanto, é necessário que 
haja uma constante reposição das células teciduais que são perdidas, seja em 
razão do próprio tempo de sobrevida da célula ou em razão de uma injúria que 
acometa algum órgão. A nível renal, os danos causados ao tecido em razão de 
injúrias como isquemia e exposição a toxinas pode levar ao desenvolvimento 
de doenças renais agudas e crônicas (Saikumar e col., 1998; Yao e col., 2007). 
Em ambos os casos, a lesão é dada inicialmente sobre as células epiteliais do 
túbulo renal, podendo apresentar i) um caráter subletal onde as células 
tubulares perdem sua polaridade e com isso, sua eficiente capacidade 
transportadora (Humes e Liu, 1994) ou ii) um caráter mais severo, levando a 
morte celular através dos processos de apoptose ou necrose (Kelly e Molitoris, 
2000). A resposta regenerativa desencadeada pós-injúria envolve a 
desdiferenciação das células tubulares sobreviventes que então migram para 
as regiões da lesão e iniciam o processo de proliferação para repor as células 
perdidas. Em um momento posterior estas células se diferenciam em células 
epiteliais tubulares maduras recuperando a capacidade funcional e a 
arquitetura do túbulo renal (Bonventre, 2003). 
Além do processo regenerativo desempenhado pelas próprias células 
renais, outro possível mecanismo mediado pelas células-tronco adultas 
derivadas da medula óssea, parece auxiliar na recuperação do túbulo renal. O 
interesse pelo potencial das CMO na regeneração do tecido renal foi dado 
inicialmente em razão de sua plasticidade. Inúmeros estudos demonstraram 
que as CMO dão origem a miócitos (Ferrari e col., 1998), hepatócitos (Petersen 
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e col., 1999) células endoteliais e do miocárdio (Lin e col., 2000; Orlic e col., 
2001). Somando-se a isto, dados obtidos através de biópsias de indivíduos de 
sexo masculinos que receberam o rim de um doador do sexo feminino, 
demonstraram a presença de células epiteliais tubulares com cromossomo Y, 
tanto em humanos (Poulsom e col., 2001; Gupta e col., 2002) quanto de 
camundongos (Fang e col., 2005) o que implica na possibilidade de que células 
não renais possam repopular a região dos túbulos renais. Ainda em modelo de 
murinos, Poulsom e colaboradores mostraram através do transplante de 
medula óssea que as CMO podiam contribuir para a regeneração do epitélio 
tubular renal (Poulsom e col., 2001). Contudo, a incapacidade de se obter 
resultados semelhantes em estudos posteriores botou em questão o potencial 
de transdiferenciação das CMO e sua relevância no processo regenerativo pós-
lesão (Krause e Cantley, 2005; Herzog e col., 2003; Duffield e Bonventre, 
2005). Ainda assim, apesar da taxa de ocorrência de diferenciação ser 
pequena, as CMO apresentaram participação no processo regenerativo uma 
vez que foi observada uma melhora na capacidade funcional do rim em razão 
da presença destas células (Duffield e col., 2005). 
  Desta forma, com intuito de se observar o potencial das CMO no 
processo regenerativo e avaliar a interação entre este tipo celular e as células 
epiteliais do túbulo renal, células mononucleares da medula óssea foram co-
cultivadas com as células renais LLC-PK
1
 (células epiteliais tubulares renais 
imortalizadas de porco). O primeiro parâmetro avaliado foi o da taxa de 
proliferação das células renais quando em co-cultura com as CMO. A taxa de 
proliferação celular foi calculada a partir da contagem do número de células 
LLC-PK
1
 aderidas à superfície dos poços da placa de cultura no período de 12 
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horas de cultura. A Figura 4 mostra a taxa de proliferação das células renais 
resultante desta interação em meio suplementado com 10% de soro fetal 
bovino. O período de avaliação consistiu entre o intervalo de 12 a 144 horas. 
Após o período de 96 horas a cultura atingiu o estágio de confluência completa, 
apresentando sua maior taxa de proliferação. A partir deste ponto, não houve 
mais espaço físico para o crescimento celular, uma vez que as células renais 
recobriram toda a superfície do poço. Desta forma, a avaliação da proliferação 
das células após 96 horas foi inviabilizada, observando-se apenas uma perda 
progressiva do número de células aderidas ao fundo da placa em razão da sua 
morte. Nestas condições a taxa de proliferação das células renais quando em 
co-cultivo com as células mononucleares da medula óssea foi semelhante ao 
controle, onde as células LLC-PK1 foram cultivadas sozinhas. No período de 
96 horas a taxa de proliferação das células renais em cultura com CMO parece 
diminuir em relação ao controle, fato que pode ser atribuído em razão de um 
maior consumo dos nutrientes e uma maior acidificação do meio, resultado do 
metabolismo não só das células renais mas também das CMO, diferentemente 
do controle, onde o consumo dos nutrientes é dado apenas pelas células LLC-
PK1 (Figura 4). 
  O soro utilizado no meio para o cultivo é um componente rico em fatores 
tróficos que são essenciais tanto para a sobrevivência da célula quanto para 
sua proliferação. Desta forma o efeito das CMO sobre as células renais durante 
a co-cultura poderia estar sendo mascarado pela presença do soro no meio de 
cultura. Quando esta mesma abordagem foi feita em meio na ausência de soro, 
nota-se claramente nas culturas controle de células LLC-PK
1 
uma taxa 
proliferativa bastante reduzida quando comparadas àquelas cultivadas em meio 
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com soro (Figura 5). A ausência do soro inviabiliza a sobrevivência das células 
em períodos superiores há 72 horas, sendo assim, mesmo não atingindo a 
confluência total a avaliação da cultura fica restrita ao intervalo de 12 a 72 
horas. As células renais quando cultivadas em meio sem soro apresentam um 
aumento na proliferação de cerca de 40% no período até 48 horas, não 
apresentando variação nas 24 horas posteriores. Contudo, em contato com as 
células mononucleares da medula óssea, as células LLC-PK
1
 apresentam um 
crescimento expressivo quando comparado ao controle. A partir do período de 
24 horas de co-cultura, já é possível notar uma diferença na taxa de 
proliferação que aumenta progressivamente, atingindo um valor de cerca de 
200%. Embora a proliferação das células renais em co-cultura com as CMO em 
meio sem soro não atinja os mesmos patamares da cultura com soro (Figura 
4), fica clara a participação das CMO na preservação da cultura das células 
renais, levando não somente a uma maior sobrevivência destas células como 
também estimulando a proliferação das mesmas. No período de 72 horas é 
observada a maior diferença entre as taxas de proliferação, apresentando um 
número de células renais cerca de 5 vezes maior, em relação ao controle, 
quando as células renais são co-cultivadas com CMO. 
  Os resultados obtidos levantaram questões importantes em relação ao 
aumento do número das células renais na cultura: O aumento do número de 
células em cultura era devido a diferenciação das células CMO em células 
renais ou realmente ocorrera uma maior proliferação por parte das células 
renais? E em caso de as CMO estimularem a proliferação das células LLC-PK
1
, 
tal estímulo seria dependente de um contato direto entre os dois tipos 
celulares? Com objetivo de responder estas questões foram realizados 
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Fig. 4. Curva de crescimento das células LLC-PK
1
 (5x10
4
) em meio 
contendo soro. As células foram cultivadas como descrito em Materiais e 
Métodos, na ausência(●) ou na presença de 5x10
4
 CMO(○).  Resultados 
representam a média e o erro padrão de 5 experimentos diferentes. 
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Fig. 5. Curva de crescimento das células LLC-PK
1
 (1x10
5
) na ausência de 
soro fetal bovino. As células foram cultivadas como descrito em Materiais e 
Métodos, na ausência (●) ou na presença de uma mesma quantidade inicial 
de 1x10
5 
de CMO (○). Resultados representam a média e o erro padrão de 5 
experimentos diferentes. (a) Indica uma diferença significativa entre as taxas 
de proliferação, no período de 72 h (p < 0,05). 
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 experimentos separando os dois tipos celulares. Para isso foram utilizados 
poços do tipo MilliCell® (Millipore) que possuem em sua base uma membrana 
porosa de 0,4 µm. Estes poços foram inseridos dentro dos poços da placa de 
cultura criando dois compartimentos, um superior onde foram cultivadas as 
CMO e um inferior onde são cultivadas as células renais, desta forma os dois 
tipos celulares foram mantidos fisicamente isolados. Contudo, a superfície 
porosa sobre a qual as células CMO são cultivadas permite a passagem tanto 
de fatores que são secretados por estas células, quanto pelas células renais 
que estão abaixo. As células foram cultivadas sob as mesmas condições e 
intervalos descritos para os experimentos de co-cultivo acima mostrados na 
figura 5. A taxa de proliferação apresentada pelas células renais em co-cultura 
com as CMO isoladas através da utilização dos poços MilliCell®, apresentou 
um padrão semelhante ao observado na co-cultura com o contato direto (Figura 
6). No período de 72 horas a cultura atingiu sua taxa máxima de proliferação, 
exibindo um crescimento de cerca de 250%. 
  Tais resultados permitem compreender um pouco mais a participação 
das células da medula óssea no processo regenerativo dos túbulos renais. 
Embora as CMO pareçam promover uma melhora na recuperação da região 
tubular (Duffield e col., 2005), este papel parece não ser dado por sua 
capacidade de transdiferenciação, uma vez que sua taxa de ocorrência è 
relativamente baixa para levar a uma melhora significativa na recuperação do 
tecido (Krause e col., 2005; Herzog e col., 2003; Duffield e Bonventre, 2005). O 
estímulo à proliferação das células tubulares LLC-PK
1
, apresentado na figura 6, 
sem contato direto com as CMO mostra que a participação das CMO é dada 
pela liberação de fatores de forma parácrina que vão atuar diretamente
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Fig. 6. Curva de crescimento das células LLC-PK
1
 na ausência de soro 
fetal bovino. As células foram cultivadas como descrito em Materiais e 
Métodos, na ausência (●) ou na presença de CMO (○) na mesma 
concentração inicial das células renais. As células renais foram também 
co-cultivadas com as CMO (○) e CM (●) sem o contato direto com 
utilização dos poços Millicell
®
. Resultados representam a média e o erro 
padrão de 5 experimentos diferentes. As letras (a,b) indicam as diferenças 
significativas das taxas de proliferação de cada grupo em relação ao 
controle e entre si. (p < 0,05). 
 
 
500
0 10 20 30 40 50 60 70 80
0
100
200
300
400
LLC-PK
1
+CMO (Millicell)
LLC-PK
1
LLC-PK
1
+CMO
Taxa de proliferação (%)
LLC-PK
1
+CM (Millicell)
Tempo, h
a
 

b
 

b
 

 
 




 
65
nas células tubulares. Desta forma, este mecanismo deflagrado pelas CMO 
atuaria nas células renais estimulando a sua proliferação, indo de acordo com 
os resultados obtido por Humphreys e colaboradores (Humphreys e col., 2008) 
em modelo de murinos, onde foi demonstrado que as novas células que 
repopulam a região tubular lesada são predominantemente provenientes das 
células tubulares sobreviventes. 
  Com intuito de se determinar qual tipo de célula presente na medula 
óssea é responsável pelos efeitos observados, estudos utilizando frações 
purificadas de células-tronco hematopoiéticas e de CM, mostraram que apenas 
as CM desempenhavam um efeito protetor em modelo de lesão renal por 
cisplatina (Morigi e col., 2004). A infusão de CM em roedores submetidos à 
isquemia e reperfusão apresentou uma melhora significativa em sua 
recuperação, mostrando a participação direta deste tipo celular no processo 
(Tögel e col., 2005; Lange e col., 2005; Bi e col., 2007). Não diferente da fração 
total das CMO, a incorporação das CM na região dos túbulos renais é bastante 
pequena, cerca de 2,5% (Herrera e col., 2007), o que leva a acreditar que os 
efeitos observados também sejam mediados através da liberação de fatores de 
forma parácrina. 
 Para avaliar o potencial parácrino das CM em estimular a proliferação 
das células renais, as células LLC-PK
1
 foram colocadas em co-cultura com as 
CM com a utilização dos poços Millicell®. A Figura 6 apresenta a taxa 
proliferativa das células LLC-PK
1
 resultante da co-cultura com as células 
mesenquimais isoladas e expandidas a partir da fração das células 
mononucleares da medula óssea, como descrito em Material e Métodos. Sob 
as mesmas condições de cultivo em meio sem soro, observou-se um 
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incremento ainda maior na proliferação das células renais, atingindo um 
crescimento de 392% em 72 h, apresentando um número de células renais 
cerca de 13 vezes maior que o controle (Figura 7). Este resultado mostra a alta 
capacidade da CM em estimular a proliferação das células renais através de 
um mecanismo parácrino. Estudos identificaram uma gama de fatores de 
crescimento e citocinas que são secretados pelas CM (Haynesworth e col., 
1996; Weimar e col., 1998) que poderiam auxiliar na recuperação da lesão 
renal, dentre eles estão os fatores de crescimento HGF e IGF-1 que estão 
relacionados a estimulação da atividade mitogênica de células epiteliais 
(Haynesworth e col., 1996; Weimar e col., 1998). Estes fatores secretados 
pelas CM podem ser os responsáveis pelo desencadeamento da resposta 
proliferativa apresentada pelas células LLC-PK
1
 observados durante a co-
cultura dos dois tipos celulares. Apesar deste grande potencial secretor da 
CM, ainda não se sabe qual o grau de participação destas células nos efeitos 
observados na utilização da fração de células mononucleares da medula 
óssea, uma vez que as CM representam cerca de 0,01% do total das células 
da medula óssea (Campagnoli e col., 2001). Com objetivo de avaliar se a 
capacidade de secreção de fatores que estimulassem a proliferação das 
células LLC-PK
1 
era inerente a outros tipos celulares diferentes da CMO e se 
esta interação era dada através da ação parácrina, as células renais foram co-
cultivadas com fibroblastos, que também apresentam características 
secretórias (Johnson e col., 1997; Wynn, 2008) e neurônios obtidos a partir da 
retina de embriões de galinha. A Figura 7 apresenta a taxa de proliferação das 
células renais em co-cultivo com estes dois tipos celulares em meio sem soro, 
comparando-os com os resultados obtidos durante a utilização das CMO e CM. 
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Fig. 7. Taxa de proliferação das células LLC-PK
1
 na ausência de soro fetal 
bovino. As células foram cultivadas como descrito em Materiais e Métodos 
por 72 horas, com diferentes tipos celulares. Resultados representam a 
média e o erro padrão de 5 experimentos diferentes. As letras (a, b, c) 
indicam uma diferença estatística dos grupos em relação ao controle e 
entre si (p < 0,05). 
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O período avaliado em todos os casos foi de 72 horas de cultura, onde 
podemos observar a maior taxa decrescimento. A co-cultura com as células 
renais foi realizada sem o contato direto entre os diferentes tipos celulares, 
utilizando os poços Millicell®, sendo permitida apenas a passagem de fatores 
que porventura viessem a ser secretados pelas células. As células renais que 
foram co-cultivadas com neurônios e com fibroblastos (MEF) não apresentaram 
diferença significativa em relação ao controle atingindo uma taxa de 
proliferação em torno de 30% em ambos os casos. Os cultivos com as células 
derivadas da medula óssea (CMO e CM), entretanto, apresentaram um 
crescimento expressivo em relação aos outros tipos celulares. Os resultados 
mostram que nem todos tipos celulares desencadeiam o aumento na 
proliferação das células renais e que para tanto as células devem possuir 
características secretórias que estão presentes nas CMO e principalmente nas 
CM, como observado na Figura 7. 
  O próximo passo foi determinar se a concentração de CMO era 
determinante para o efeito observado.  Neste experimento foi utilizada uma 
metodologia mais sensível a nível de avaliação da proliferação das célula 
renais. As células LLC-PK
1
, após serem co-cultivadas sobre lamínulas por um 
período de 24 horas com as diferentes concentrações de CMO, foram fixadas e 
incubadas com o anticorpo específico para o antígeno nuclear de proliferação 
celular (PCNA), a taxa proliferativa das células renais nas diferentes condições, 
foi avaliada. O PCNA está relacionado com o processo de síntese de ADN, 
sendo portanto um bom marcador de proliferação celular. A Figura 8 mostra as 
células marcadas pelo anticorpo específico para PCNA em vermelho e 
concomitantemente o núcleo das células foi marcado com DAPI (coloração 
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azul). Desta forma a taxa de células em proliferação é dada pela razão do 
número de células marcadas em vermelho pelo número total de células 
marcadas em azul. As células renais permaneceram em co-cultura por 24 
horas na concentração de 5x10
5
 e 50x10
5
 de CMO sem contato direto. Os 
dados apresentados na figura 8 mostram que a presença das CMO na cultura 
promove um aumento do número de células PCNA-positivas, em ambas 
concentrações. Além disso, é possível observar que o aumento do número de 
CMO na cultura está correlacionado a um maior efeito prliferativo nas células 
renais, apresentando um aumento na taxa de células PCNA-positivas. Tal 
resultado mostra que o aumento da concentração de CMO acarreta 
indubitavelmente no aumento da concentração dos fatores secretados no meio 
de cultura levando a uma resposta mais efetiva a nível proliferativo das células 
renais. Contudo, é importante destacar que apesar da concentração de CMO 
na segunda condição ser 5 vezes maior do que a outra, a taxa de células 
marcadas para PCNA é apenas 2 vezes maior do que na primeira condição. 
Esta diminuição na proporcionalidade entre o número de células PCNA-
positivas e a concentração de CMO indica, desta forma, um limite para o efeito 
observado. 
  Outro parâmetro avaliado foi o potencial renoprotetor das células da 
medula óssea. A recuperação do rim é dada majoritariamente pelas próprias 
células sobreviventes do tecido (Bonventre e col., 2003). Desta forma, é fácil 
compreender como uma maior sobrevivência por parte das células tubulares, 
acarretaria em uma recuperação mais rápida da região lesada e 
conseqüentemente da capacidade funcional do órgão, além de uma diminuição 
da severidade da doença renal. As doenças renais são caracterizadas pela 
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Relação entre a proliferação das células 
LLC-PK
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e a concentração de CMO
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Fig. 8. Taxa de células marcadas para PCNA. Em vermelho, as células 
marcadas para PCNA. Em azul, núcleo das células marcadas com DAPI. 
Resultados representam a média e o erro padrão de 5 experimentos 
diferentes. As letras (a, b, c) indicam uma diferença estatística dos grupos 
em relação ao controle e entre si (p < 0,05). 
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diminuição ou perda da atividade fisiológicas do órgão que ocorrem em virtude 
da morte das células teciduais envolvidas através de processos de apoptose 
ou necrose (Kelly e Molitoris, 2000). As lesões em células epiteliais tubulares 
renais por isquemia ou toxinas inicialmente eram tidas como um resultado da 
morte celular por necrose (Ueda e col., 2000), contudo muitos dos fatores que 
levam a morte da célula por apoptose também estão associados à morte 
celular por necrose. Desta forma, os fatores que determinam por qual processo 
de morte as células devem enveredar estão relacionados à severidade e 
natureza da injúria (Allen e col., 1992; Lieberthal e col., 1998; Wiegele e col., 
1998). 
  Sendo assim, para avaliar o potencial renoprotetor das CMO, as células 
renais LLC-PK
1 
foram co-cultivadas em contato direto com as CMO.  
Inicialmente esta avaliação foi feita através da marcação da cromatina pelo 
corante vermelho neutro. Uma das características iniciais no processo de morte 
celular é a condensação da cromatina (Kerr e col., 1972; Wyllie e col., 1980), o 
que determina uma coloração mais intensa pelo vermelho neutro. A Figura 9 
mostra a taxa de células que apresentam o núcleo mais intensamente marcado 
pelo vermelho neutro quando cultivadas sozinhas e cultivadas na presença das 
CMO em meio com soro. Os períodos avaliados foram de 48 h, 72 h, 96 h e 
144 h. Os resultados apresentados demonstram que em todos os períodos 
avaliados a taxa de células renais em processo de morte celular é 
significativamente menor quando co-cultivadas com as CMO. A aparente 
diminuição desta taxa de apoptose em todos os grupos no decorrer do tempo é 
decorrente do desprendimento das células LLC-PK
1
 da superfície dos poços 
quando mortas. Uma análise da sobrevivência destas células renais 
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Fig. 9. O gráfico mostra a taxa de apoptose em cultura de células LLC-PK
1
 
em meio com soro fetal bovino na ausência (barra vazia) e na presença 
(barra cheia) de CMO. Resultados representam a média e o erro padrão de 
5 experimentos diferentes. Os símbolos (*) mostram significância na 
diferença entre as taxas de apoptose em relação aos outros grupos, assim 
como os símbolos (#). 
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através da técnica de TUNEL, que avalia fragmentação do ADN (característica 
de morte celular), mostrou que todas as células desprendidas eram positivas 
para a marcação por TUNEL. 
Baseados nos dados apresentados pela Figura 9, outro experimento foi 
realizado no intuito de se analisar se o efeito protetor das CMO também era 
observado sem o contato direto entre os dois tipos celulares. Além disso, com o 
objetivo de avaliar se as CMO também eram capazes de secretar fatores que 
levariam a uma maior sobrevivência das células renais, o experimento foi 
realizado com meio DMEM sem a presença do soro (Figura 10). Inicialmente as 
células renais que haviam sido cultivadas em meio com soro foram submetidas 
a um período de 48 horas em meio sem soro, para garantir que qualquer 
resposta celular desencadeada seja decorrente da interação com as células 
provenientes da medula óssea. Além disso, a ausência dos chamados fatores 
de sobrevivência que estão presentes no soro, leva as células renais a 
iniciarem o programa de morte celular (Ueda e col., 2000). Após este período o 
grupo controle permanece em cultivo nas mesmas condições e o outro grupo 
foi colocado em co-cultura com as CMO, separadas pelos poços Millicell® por 
um intervalo de 24 horas. Os dados obtidos suportam a idéia de que o efeito 
protetor das CMO é também dado pela liberação de fatores que vão atuar nas 
células renais, reduzindo de maneira significativa a taxa de células em 
processo de morte celular. Sabendo das características secretórias das CM, 
avaliamos a taxa de morte das células renais em co-cultivo com estas células 
nas mesmas condições do co-cultivo com as CMO. A Figura 10 mostra o efeito 
protetor é ainda maior do que os obtidos em co-cultura com as CMO e que este 
efeito é dado pela liberação de fatores parácrinos. Dados
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Fig. 10. Taxa de morte das células LLC-PK
1
 em meio sem soro em co-cultura 
com diferentes tipos celulares (na concentração de 10x10
5
). Resultados 
representam a média e o erro padrão de 5 experimentos diferentes As letras (a, 
b, c) indicam uma diferença estatística dos grupos em relação ao controle e 
entre si (p < 0,05). 
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apresentados por Tögel e colaboradores reforçam a importância dos fatores 
parácrinos na proteção das células renais, através do modelo de isquemia em 
ratos, onde as CM infundidas foram posteriormente localizadas nas regiões 
peritubulares, no glomérulo e na área ao redor destas células apresentou um 
número significativamente menor de morte das células renais, em comparação 
as áreas onde não foram encontradas CM, sugerindo que estas células 
secretaram fatores que protegeram as células renais da morte após a injúria 
(Tögel e col., 2007). Ainda na mesma figura pode ser observada a taxa de 
morte das células LLC-PK
1
 quando co-cultivadas com fibroblastos (MEF). A 
taxa de células renais com núcleo picnótico não apresenta variações em 
relação ao controle. Desta forma, fica evidente que os fibroblastos não 
apresentam qualquer propriedade secretória que leve a uma proteção das 
células renais, sendo este efeito protetor explicitamente atribuído as células 
provenientes da medula óssea. 
  Apesar da co-cultura das CMO e CM apresentarem uma significativa 
redução no número de células renais em processo de morte celular, o modelo 
utilizado talvez não seja o mais indicado para esta análise. Isto porque a 
condensação da cromatina, assim como a fragmentação de ADN, tidos como 
indicadores da apoptose, são processos que podem ser desencadeados por 
diferentes vias metabólicas não relacionadas a morte celular e ainda por 
outros processos de morte celular programada (Ueda e col., 1997; 2000; 
Degterev e Yuan, 2008). A apoptose é um processo de morte celular que está 
relacionado a diversas patologias do rim (Padanilam, 2003), sendo assim 
avaliar o efeito renoprotetor das CMO sobre esta via de morte é crucial para 
entender os mecanismos de lesão e reparo. Desta maneira, para avaliar se o 
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papel protetor das CMO observado anteriormente era dado por sua atuação no 
processo de morte célula por apoptose, foi realizada uma imunofluorescência 
para caspase-3 ativada. As caspases fazem parte da família das proteases 
(possuem uma cisteina no sítio ativo) que reconhecem e clivam substratos que 
possuam resíduos de aspartato (Nicholson e Thornberry, 1997). 
Funcionalmente, a família das caspase pode ser dividida em dois grupos. As 
caspases 1, 4 e 5 estão relacionadas a maturação de citocinas e processos 
pró-inflamatórios. As outras caspases podem ser ainda subdivididas em 
iniciadoras e efetoras. As caspases iniciadoras (caspase 2, 8, 9 e 10) são 
capazes de se auto-clivar em decorrência de estímulo pró-apoptótico. Já as 
caspases efetoras (caspases 3, 6 e 7) são ativadas após sua clivagem, que é 
dada pelas caspases iniciadoras (Thornberry, 1999; Earnshaw e col., 1999; 
Strasser e col., 2000). As caspases efetoras, uma vez ativadas, vão clivar 
inúmeras proteínas localizadas na membrana plasmática, no citoplasma e no 
núcleo, desencadeando processos como a fragmentação do ADN (Enari e 
col.,1998) e a condensação do núcleo (Rao e col., 1996). A apoptose pode ser 
desencadeada através de duas vias: a intrínseca e a extrínseca. A via 
extrínseca é ativada pela interação de ligantes específicos com receptores de 
membrana pertencentes à superfamília dos receptores de necrose tumoral, 
ativando assim a cascata das caspases (Budihardjo e col., 1999). A ativação da 
via intrínseca é dada pelo estresse celular, decorrente de eventos como 
privação de fatores de crescimento, hipóxia e danos ao ADN que produzem 
sinais que vão atuar sobre as mitocôndrias, mediadoras deste processo 
(Hengartner, 2000). Em ambas, a cascata proteolítica mediada pelas caspases 
converge para a protease efetora caspase-3, sendo esta um bom parâmetro 
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para avaliar se a morte das células LLC-PK
1
 esta sendo dada através do 
processo de apoptose e se a co-cultura com as CMO preservam as mesmas. 
   As células renais foram inicialmente cultivadas sozinhas por 24 horas na 
presença de soro. Após este período a cultura foi mantida em meio sem soro 
por 48 horas, eliminando qualquer interferência do soro durante a análise. Só 
então após este intervalo, as células renais foram colocadas em co-cultura com 
as CMO por 24 horas, separados pela membrana porosa do Millicell®. Além de 
analisar o efeito renoprotetor das CMO sobre o mecanismo de apoptose das 
células renais, avaliamos se o efeito protetor era potencializado com o aumento 
das concentrações de CMO, assim como observado nos experimentos de 
proliferação (Figura 8). A taxa das células em apoptose foi calculada através da 
razão entre o número de células positivas para caspase-3 ativada 
(fluorescência em vermelho) pelo número total de células marcadas em verde 
pela utilização do SYTOX Green (corante fluorescente de alta afinidade por 
ácidos nucléicos). Os resultados obtidos mostram que o aumento nas 
concentrações das CMO levou a uma diminuição progressiva do número de 
células em apoptose, evidenciado pela redução do número de células positivas 
para caspase-3 ativada que atingiu níveis expressivos, levando a uma 
diminuição de cerca de 60% quando co–cultivadas com uma concentração de 
50x10
5
 de CMO (Figura 11). É importante destacar que a redução das taxas de 
apoptose não pode ser conferida ao fato das CMO estimularem a proliferação 
das células renais sobreviventes. Isto porque as células renais quando 
submetidas à co-cultura já se apresentavam totalmente confluentes, não 
havendo mais espaço físico para sua proliferação. A redução da taxa de 
apoptose deve ser atribuída, então, exclusivamente à diminuição efetiva do
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Fig. 11. Taxa de células marcadas para caspase 3 ativada. Em vermelho, 
marcação para as células com caspase 3 ativada. Em verde, marcação 
das células em processo de apoptose com Sytox Green. Resultados 
representam a média e o erro padrão de 5 experimentos diferentes. As 
letras (a, b, c, d) indicam uma diferença estatística dos grupos em relação 
ao controle e entre si (p < 0,05). 
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número de células em morte celular. Desta forma, tais resultados somam-se 
àqueles obtidos pela utilização do vermelho neutro, demonstrando o real papel 
protetor destas CDMO. 
  Uma possibilidade de compreender de que maneira as células da 
medula óssea atuam sobre as células renais, evitando que estas células 
morram, pode estar no fato de que as células necessitam de alguns fatores de 
crescimento para sua sobrevivência. As células tubulares renais, quando 
cultivadas em meio sem soro entram em processo de morte programada. Este 
fenômeno é revertido quando são adicionados EGF ou altas doses de insulina 
no meio de cultura (Lieberthal e col., 1998). A presença destes chamados 
fatores de sobrevivência é extremamente importante, pois atuam de maneira a 
inibir a apoptose (Ueda e col., 2000). Nos experimentos de co-cultivo sem soro, 
as células LLC-PK
1
 foram submetidas a esta privação dos fatores de 
sobrevivência e, por conseguinte entraram em apoptose. Desta forma, a 
participação das células CMO e CM na cultura pode estar sendo mediada 
através da secreção de fatores de sobrevivência como o EGF (Chen e col., 
2008) e IGF-1 (Chen e col., 2008; Tögel e col., 2007) cuja ausência também 
promove a ativação da apoptose em células tubulares renais (Lieberthal e 
Levine, 1996). A competição pelos fatores de sobrevivência é um importante 
mecanismo que assegura o balanço entre a divisão e a morte celular. Nos 
experimentos realizados na presença de soro no meio de cultura (Figura 9), há 
certamente uma maior proliferação das células renais e conseqüentemente 
uma maior competição pelos fatores presentes no soro. A presença das CMO 
desta forma atuaria de maneira a suplementar este meio, aumentando a 
concentração dos fatores de sobrevivência. Além disso, é importante 
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considerar a presença de outros mecanismos que podem estar atuando na 
ativação da morte celular programada, como a competição por nutrientes e a 
própria acidez do meio de cultura, resultante do metabolismo das células. 
  Confirmado o efeito protetor das CMO, o próximo passo foi avaliar a 
capacidade de auxiliar as células renais em sua recuperação em um modelo de 
lesão. A isquemia é tida como um dos maiores causadores da doença renal 
(Zappitelli, 2008). Os rins são particularmente suscetíveis a injúria isquêmica 
que pode ser ocasionada, pós transplante do rim (Hoste e Kellum, 2006), 
tratamento suprarenal de aneurisma (Ellenberger e col., 2006), utilização de 
contraste que induz a nefropatia (Wong e Irwin, 2007) e parada cardíaca 
(Bouzas-Mosquera e col., 2009). Uma das razões desta suscetibilidade é a alta 
demanda dos tecidos renais por oxigênio (O
2
), cujo delicado balanço de 
suprimento é afetado em condições patológicas (Eckardt e col., 2005; Leong e 
col., 2007). Sob a condição de baixo suprimento de O
2
, são desencadeados 
ambos os processos de morte celular, apoptose e necrose. A predominância 
destes processos é dependente da severidade e do tempo a que o tecido renal 
é submetido a esta condição de hipóxia, onde a maior severidade leva a uma 
maior presença do processo de morte celular por necrose. Desta forma, 
sabendo da capacidade das CMO e CM em proteger as células renais, através 
da modulação dos eventos de apoptose e sendo muitos dos mecanismos de 
ativação deste evento comuns aos mecanismos de necrose (Ueda e col., 2000; 
Legrand e col., 2008) avaliamos se as células provenientes da medula óssea 
também são capazes de preservar e levar a uma redução da morte das células 
renais pelo processo de necrose. Para tal análise, o modelo de hipóxia e re-
oxigenação in vitro foi utilizado para submeter as células renais à injúria. As 
 
 




 
81
células LLC-PK
1
 foram submetidas à condição de hipóxia por um período de 4 
horas, em meio sem soro, como descrito na metodologia. Após este período as 
células foram colocadas de volta às condições idéias de cultura e em contato 
com as células provenientes da medula óssea por um período de 24 horas.  
Como na necrose há uma perda não só funcional, mas também estrutural da 
membrana plasmática, foi utilizado o iodeto de propídeo, um marcador 
fluorescente que se difunde livremente para dentro das células em necrose 
(Ueda e Shah, 1994; Savill, 1995). A Figura 12 mostra o número de células 
renais marcadas pelo iodeto de propídeo nas diversas condições a que foram 
submetidas. A primeira coluna à esquerda representa o controle (CTR), onde 
as células renais cultivadas sozinhas não foram submetidas à condição de 
hipóxia. Ainda em condição de normóxia, as células renais foram co-cultivadas 
com as CMO e CM. O resultado obtido mostra uma pequena redução do 
número de células mortas em ambos os casos, sem, contudo, atingir valores 
significativamente diferentes do controle. Sob a condição de hipóxia, as células 
renais quando cultivadas sozinhas apresentam um expressivo aumento de 
morte celular, sendo este 3,5 vezes maior que o valor controle. Entretanto a 
presença das CMO na cultura levou a uma redução significativa de 54% no 
número de células mortas quando comparado aos valores observados nas 
células renais cultivadas sozinhas em hipóxia. Quando analisada a taxa de 
células LLC-PK
1
 marcadas pelo iodeto de propídeo que estiveram em co-
cultura com as CM, o resultado é ainda mais expressivo, apresentando uma 
redução de cerca de 80%. A co-cultura com as CM faz com que o número de 
células mortas seja comparável aos níveis controle em que as células não 
sofreram hipóxia. Além disso, deve ser destacada a maior eficiência 
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apresentada pelas CM em relação às CMO. Embora a concentração de CM 
utilizada seja metade da concentração das CMO, o efeito observado na 
presença das CM é substancialmente maior. 
 Os resultados da Figura 12 evidenciam a capacidade das CMO em 
proteger as células renais em um período pós-injúria, uma vez que as células 
renais são colocadas em co-cultura somente após terem sido submetidas à 
hipóxia. Tal panorama cria novas perspectivas não só da utilização das CMO e 
CM como terapia para os casos de doença renal, como também uma forma de 
aumentar a sobrevida do tecido renal durante o processo de transplante do rim. 
A isquemia é tida como um dos maiores problemas do transplante renal, sendo 
responsável por desencadear os processos de morte celular. Além disso, a re-
oxigenação do órgão traz a formação de radicais livres que vão induzir a 
liberação de citocinas pró-inflamatórias, podendo levar a uma rejeição do 
paciente ao órgão doado (Kosieradzki e Rowiński, 2008). Desta forma, a 
utilização das CM e CMO poderia tanto levar a uma maior proteção do tecido, 
prolongando a sobrevida das células renais, quanto modular a resposta imune 
através dos fatores imunomodulatórios secretados por estas células 
(McTaggart e col., 2005; Aggarwal e Pittenger, 2005), aumentando assim as 
chances de uma melhor receptividade do órgão e uma maior permanência de 
sua capacidade funcional. Ainda assim, os mecanismos pelo qual as CMO e 
CM atuam ainda precisam ser elucidados. Dados relacionados à dinâmica dos 
processos desencadeados pela hipóxia e re-oxigenação podem levar a uma 
melhor compreensão desta interação entre as células provenientes da medula 
óssea e as células renais. Estudos mostram a participação de fatores de 
crescimento promovendo uma aceleração no processo de recuperação após 
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Fig. 12. O gráfico apresenta o número de células marcadas por iodeto de 
propídeo quando em co-cultura com as CDMO em condição de normóxia 
(barras lisas) e de hipóxia (barras hachuradas). Resultados representam a 
média e o erro padrão de 5 experimentos diferentes. As letras (a, b, c) 
indicam uma diferença estatística dos grupos em relação ao controle e entre 
si (p < 0,05). 
 
 




 
84
isquemia (Hallman e col., 2008; Lash, 2008). Cultura de células tubulares 
renais submetidas a hipóxia apresentaram uma menor taxa de morte e um 
aumento de sua viabilidade quando administrado HGF no meio de cultura (de 
Souza Durão e col., 2003). É importante destacar que inúmeros outros 
processos podem estar sendo desencadeados durante o processo de 
hipóxia/re-oxigenação, levando a morte das células renais não exclusivamente 
por necrose, mas também apoptose (Allen e col., 1992). Desta forma, outros 
mecanismos desencadeadores da morte celular como receptores de superfície, 
espécie reativas de oxigênio, metabolismo de esfingolipídeos e o estresse 
celular ativando as caspases mediado pelas mitocôndrias podem estar sendo 
ativados durante a hipóxia (Ueda e Shah, 2000). Mais estudos se fazem 
necessários para compreender de que maneira as células da medula óssea 
auxiliam na recuperação das células tubulares. 
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5. Conclusão 
O conjunto de resultados obtidos mostra claramente a influência das 
células mononucleares da medula óssea (CMO) nos processos de proliferação 
e apoptose das células renais. Os dados apresentados mostram que os efeitos 
proliferativos e protetores observados nas células renais é dada sem que haja 
o contato direto entre os dois tipos celulares, o que caracteriza a existência de 
uma comunicação parácrina responsável por esta interação. As células 
mononucleares atuam em dois pontos importantes da recuperação tecidual 
pós- injúria: i) reduzindo a taxa de morte celular e ii) estimulando a proliferação 
das células remanescentes, o que permitiria a substituição das células 
perdidas. Além disso, foi observado o grande potencial das CM, uma vez que 
apresentaram respostas mais expressivas que a fração total das CMO, tanto no 
caráter de estímulo a proliferação, quanto na redução das taxas de morte das 
células renais. O efeito renoprotetor em modelo de injúria in vitro também 
apresentou resultados extremamente interessantes, mostrando que a presença 
das CMO em cultura promove melhoras significativas na cultura das células 
renais após serem submetidas à  condição de hipóxia.  Sendo ainda mais 
surpreendente o efeito observado pelas CM cuja presença na co-cultura levou 
ao retorno das condições controle, onde as  células não haviam sido 
submetidas à hipóxia. 
Este panorama mostra o grande potencial das CMO e principalmente 
das CM para o tratamento de doenças renais e em transplantes de órgãos.  
Além disso, a identificação da ação parácrina das CDMO como principal 
mecanismo responsável pelos efeitos benéficos observados durante a 
recuperação renal trazem novas perspectivas no tratamento das doenças 
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renais. Uma vez determinados quais os fatores secretados pelas células da 
medula óssea, torna-se possível a utilização de ferramentas farmacológicas 
como tratamento para as doenças renais, evitando problemas como a 
formação de tumores, resultantes da infusão das células. Contudo uma 
investigação mais profunda, a nível molecular, das repostas desencadeadas 
dentro da célula (vias de proliferação e apoptose, síntese e inibição de 
proteínas, metabolismo de lipídeos bioativos) seja renal, seja da medula óssea, 
é de fundamental importância para compreender os mecanismos vigentes 
durante a interação entre estes dois tipos celulares. Tal análise permitirá a 
criação de estratégias terapêuticas mais eficientes que auxiliarião no 
tratamento das doenças renais. 
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