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RESUMO 

 

Oliveira, E.M. Diferenciação de células-tronco em hepatócitos e 

desenvolvimento de modelo pré-clínico de fibrose he pática para ensaios de 

terapia celular.  2013. 120 páginas. Tese de Doutorado - Programa de Pós-

Graduação em Bioquímica. Instituto de Química, Universidade de São Paulo, São 

Paulo. 

 

Este trabalho teve como objetivo desenvolver um protocolo para a diferenciação in 

vitro de células-tronco mesenquimais (CTM) em hepatócitos e a padronização de um 

modelo animal de fibrose hepática induzida por dimetilnitrosamina (DMN) para 

ensaios pré-clínicos de transplante de CTM. CTM isoladas de fontes variadas 

apresentaram morfologia fibroblastóide e aderência ao plástico e o padrão de 

marcadores de superfície celular esperado na análise por citometria de fluxo. A 

capacidade de diferenciação osteogênica e adipogênica dessas células foi 

comprovada pelas colorações de vermelho de alizarina, oil red e azul de toluidina, 

respectivamente, confirmando, que as células isoladas para este estudo se 

comportaram como CTM conforme proposto pela Sociedade Internacional de 

Pesquisa em Células-tronco. A diferenciação hepática foi avaliada quanto à 

morfologia e capacidade das células diferenciadas de estocar glicogênio confirmada 

por PAS (ácido periódico-Schiff), de sintetizar albumina confirmada por 

imunofluorescência, além da capacidade de expressar genes hepato-específicos 

verificada por ensaios de PCR em tempo real. Com base na literatura para 

diferenciação hepática, diferentes protocolos de um, dois e três passos foram 

testados. CTM humanas mostraram capacidade de produzir e estocar glicogênio e 

de sintetizar albumina, apenas quando diferenciadas com protocolos de três etapas, 

porém sem uma expressão aumentada dos genes hepato-específicos albumina, α-



 
 

 

fetoproteína e c-Met. Uma etapa de diferenciação endodérmica, previamente 

aplicada à diferenciação hepática, aumentou a capacidade de produzir e estocar 

glicogênio das CTM diferenciadas. Para a padronização do modelo de fibrose 

hepática induzida por DMN, foram realizados experimentos de dose-resposta e foi 

verificado o efeito da hepatectomia em modelos mistos DMN/hepatectomia. A injúria 

hepática e o efeito do transplante de CTM foram avaliados por análise macroscópica 

dos fígados, histologia das biópsias de fígados corados com HE e tricromo de 

Masson e parâmetros bioquímicos séricos. Alterações macroscópicas, histológicas e 

nos níveis séricos de fosfatase alcalina indicam a indução da fibrose hepática nos 

ratos Wistar tratados com DMN na dose de 10 µg/g de peso animal por três dias 

consecutivos durante quatro semanas, mas não observamos nenhum efeito induzido 

pela hepatectomia. Porém, este modelo com DMN se mostra semelhante a estágios 

iniciais de uma fibrose hepática. O transplante de 1 x 107 CTM de veia de cordão 

umbilical humano (VCUH) no modelo de injúria hepática induzida por DMN não 

resultou em melhora da fibrose, diminuição dos níveis séricos de fosfatase alcalina e 

nem em ganho de peso dos animais quando comparados aos animais tratados com 

PBSA após a injúria hepática (grupo placebo). Em conjunto, esses resultados 

sugerem que CTM humanas se diferenciam após tratamentos mais complexos, onde 

os indutores hepatogênicos são sequencialmente adicionados ao meio de modo a 

mimetizar a sinalização durante o desenvolvimento embrionário. O transplante de 

CTM de VCUH parece não ter efeito positivo em um modelo pré-clínico de injúria 

hepática similar a estágios iniciais de fibrose. Financiado por CNPq (573578/2008-7) 

e FAPESP (2007/54260-2). 

Palavras-chave:  Células-tronco mesenquimais, diferenciação hepatogênica, terapia 

celular, fibrose hepática, dimetilnitrosamina. 



 
 

 

ABSTRACT  

 

Oliveira, E.M. Mesenchymal stem cell differentiation in hepatocyt es and 

development of pre-clinic model of hepatic fibrosis  for cellular therapy assays  

2013. 120 pages. PhD Thesis – Graduate Programme in Biochemistry. Instituto de 

Química, Universidade de São Paulo, São Paulo. 

 

This study aimed to develop an in vitro differentiation protocol of mesenchymal 

(MSC) stem cells to hepatocytes and to standardize an animal model for hepatic 

fibrosis induced by dimethylnitrosamine (DMN) for preclinical transplant assays of 

MSC. MSC isolated from various sources presented fibroblastoid morphology, 

plastic adherence, and the expected pattern of cell surface markers by flow 

cytometry analysis. The capacity of osteogenic, adipogenic and chondrogenic 

differentiation of these cells was confirmed by alizarin red, oil red and toluidine blue 

staining, respectively, confirming that the cells isolated for this study behave as MSC, 

as proposed by the International Society for Stem Cell Research. Hepatogenic 

differentiation was evaluated by analysis of cell morphology, capacity to store 

glycogen confirmed by PAS (periodic acid-Schiff), albumin synthesis confirmed by 

immunofluorescence, as well as hepatic-specific gene expression verified by real 

time PCR assays. Based on the published literature on hepatic differentiation, 

several protocols of one, two, and three steps were tested. Human MSC 

differentiated solely when treated in a three step-protocol, showing the ability to 

produce and store glycogen and synthesize albumin; however the expression of 

hepatic-specific genes such as albumin, α-fetoprotein and c-Met was not increased. 

An endoderm differentiation stage, added to the hepatic differentiation protocol, 



 
 

 

increased the capacity to produce and store glycogen of differentiated MSC. In order 

to standardize the model of liver fibrosis induced by DMN, dose-response 

experiments were performed and the effect of hepatectomy in mixed models 

DMN/hepatectomy was observed. Severity of liver injury and the effect of cell 

transplantation were evaluated by macroscopic analysis of the livers, histology of 

liver biopsies stained with HE and Masson's trichrome, and evaluation of serum 

biochemical parameters. The macroscopic and histological observations, and altered 

alkaline phosphatase serum levels indicated the success in inducing liver fibrosis in 

DMN-treated rats at a dose of 10 µg/g of animal weight for three consecutive days, 

during four weeks, without any additional effect upon hepatectomy. Transplanting 1 x 

107 umbilical cord MSC in the model of liver injury induced by DMN did not result in 

improvement of the fibrosis, decrease of alkaline phosphatase serum levels, or in 

weight gain of the treated animals compared to animals treated with PBSA after liver 

injury (placebo group). Together, these results suggest that human MSC are capable 

of differentiating to hepatocyte-like cells after more complex protocols, where 

hepatogenic inducers are sequentially added to the medium in order to mimic 

signaling that occurs during fetal development. Transplantation of undifferentiated 

umbilical cord MSC did not have any positive effect in a preclinical liver injury model 

characterized by an early stage of fibrosis. Supported by CNPq (573578/2008-7) and 

FAPESP (2007/54260-2). 

 

Keywords:  Mesenchymal stem cells, hepatogenic differentiation, cell therapy, liver 

fibrosis, dimethylnitrosamine. 



 
 

 

LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS 

 

AFP α-fetoproteína 

ALB Albumina 

ALT Alanina transaminase 

AST Aspartato transaminase 

BMP Proteínas morfogenéticas ósseas 

BT Bilirrubina total 

CD Cluster de diferenciação 

cDNA Ácido desoxirribonucléico complementar 

CK Citoqueratina  

c-Met Receptor de HGF 

CTM Célula-tronco mesenquimal 

DMN Dimetilnitrosamina 

DMSO Dimetilsulfóxido 

EDTA Ácido etilenodiamino tetra-acético 

EGF Fator de crescimento epidermal 

FA Fosfatase alcalina 

FGF Fator de crescimento de fibroblasto 

HepG2 Linhagem celular isolada de hepatocarcinoma humano 

HG-DMEM Meio essencial mínimo modificado por Dubelco com alta glicose 

HGF Fator de crescimento de hepatócito 

IMDM Modificação de Iscove do meio de Eagle 

ITS Insulina, transferrina e selenito de sódio 

LG-DMEM Meio essencial mínimo modificado por Dubelco com baixa glicose 

MEC Matriz extracelular 

MOH Medula óssea humana 

MOR Medula óssea de rato 

OSM Oncostatina M 

PBSA Solução de tampão fosfato sem Ca²+ e Mg2+ 

RT-PCR Reação em cadeia da polimerase com transcrição reversa (Reverse 

transcription polymerase chain reaction) 

PEPCK Fosfoenolpiruvato carboxiquinase 



 
 

 

pH Potencial hidrogeniônico 

RNAm Ácido ribonucléico mensageiro 

RPMI Meio Instituto Memorial Roswell Park 

SCUH Sangue de cordão umbilical humano 

SFB Soro fetal bovino 

SRC Soro de rato controle 

SRH Soro de rato hepatectomizado 

TGF Fator de trasnformação de crescimento 

VCUH Veia de cordão umbilical humano 
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1 – INTRODUÇÃO 

1.1 – CONSIDERAÇÕES INICIAIS 

O fígado é o maior órgão interno do corpo e encontra-se situado na cavidade 

abdominal. O parênquima hepático, organizado em lóbulos, é composto pelas células 

epiteliais (hepatócitos), células endoteliais e células não parenquimais que incluem as 

células estreladas e as células de Kupffer. Esse órgão possui uma circulação 

sanguínea característica, pois recebe considerável volume de sangue venoso, ao 

contrário dos demais órgãos que recebem somente sangue arterial. Entre cada lóbulo, 

existe uma área chamada de espaço porta. Em cada um deles existe um ramo da 

artéria hepática, um duto que se liga ao ducto biliar e vasos linfáticos, além de um 

ramo da veia porta. 

Cerca de 70% do sangue recebido pelo fígado é venoso transportado pela veia 

porta, trazendo todo o material absorvido nos intestinos. Diversas funções cruciais 

são efetuadas pelo fígado, realizadas, principalmente, pelos hepatócitos. Tais funções 

incluem a produção da bile e de proteínas séricas como os fatores de coagulação, a 

regulação do metabolismo de carboidratos, lipídeos e proteínas, a detoxificação dos 

produtos gerados na metabolização do álcool e drogas e a detoxificação da amônia, 

um produto do metabolismo do nitrogênio (Junqueira and Carneiro, 2008). A 

realização dessas funções é dependente da arquitetura hepática. O sinusóide, a 

unidade microvascular hepática, se mantém separado dos hepatócitos pelo espaço de 

Disse onde residem as células estreladas, delimitado por uma linha fenestrada de 

células endoteliais. O sangue venoso que chega ao fígado pela veia porta atravessa 

esse órgão através dos sinusóides em direção à veia central. Enquanto realiza esse 

trajeto, os poros entre as células endoteliais permitem as trocas metabólicas entre a 

corrente sanguínea e os hepatócitos. As células estreladas são células quiescentes 
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estocadoras de vitamina A e são as responsáveis pela síntese da matriz extracelular 

(MEC) no espaço de Disse. Nesta MEC, em uma forma latente, é incorporada uma 

gama de fatores de crescimento e metaloproteinases de matriz (MMP). Assim, a MEC 

regula a atividade celular e a disponibilidade de fatores de crescimento, sendo 

responsável por manter o estado diferenciado dos hepatócitos. Em condições de 

injúria hepática, as células estreladas são ativadas para uma forma proliferativa e 

produtora de MEC. A MEC produzida nas situações patológicas possui diferenças 

quantitativas e qualitativas em relação à MEC de um indivíduo normal. Desse modo, o 

excesso de MEC cria um impedimento físico para o fluxo metabólico bidirecional entre 

o sangue e os hepatócitos, levando a uma alteração da função hepática (Hernandez-

Gea e Friedman, 2011). 

Pacientes com insuficiência hepática aguda ou doença crônica, caracterizados 

pela perda maciça da função hepática, são considerados doentes críticos e 

habitualmente manejados em ambientes de terapia intensiva porque frequentemente 

progridem com encefalopatia, coma e morte (Sheil, 2002). Quando a insuficiência é 

reversível, o transplante hepático total ou de uma porção do fígado é um tratamento 

eficaz, porém de alto risco e custo, além de obrigar o uso de imunossupressores, por 

toda a vida, pela maioria dos pacientes. Em 2012, foram realizados 1.595 transplantes 

de fígado no Brasil e, desse total, 586 transplantes foram realizados no Estado de 

São Paulo (www.abto.gov.br). No entanto, apesar do considerável progresso, a 

demanda por fígados para transplante é sempre maior que a disponibilidade de 

doadores de órgãos. A lista de pacientes à espera pelo transplante de fígado gera 

significante morbidade e mortalidade, sendo este um problema mundial (Fox e Roy-

Chowdhury, 2004; Galvao et al., 2006; Mitry et al., 2002). Na tentativa de minimizar o 

problema da lista de espera pelo transplante de fígado, o Governo Brasileiro, adotou 
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em 2006, o MELD (do inglês Model for End-stage Liver Disease), um sistema de 

alocação dos fígados que leva em consideração a gravidade da doença hepática 

determinada pelos níveis séricos de bilirrubina e creatinina e pelo INR (do inglês 

International Normalized Ratio for the Prothrombin Time), e que gera um valor que 

varia entre 3 e 40. Quando acima de 15, o paciente entra para fila de transplante 

hepático. O sistema MELD, implantado nos Estados Unidos em 2002 (Moylan et al., 

2008) e na Europa em 2006 (Quante et al., 2012), tem trazido resultados positivos na 

lista de espera por um fígado. No Brasil, após implementação do MELD, houve uma 

diminuição na taxa de mortalidade e no tempo de espera por um transplante hepático 

(Salvalaggio et al., 2012), mas ainda, cerca de 20% dos pacientes morrem enquanto 

aguardam na fila de transplantes, ressaltando a necessidade de terapias inovadoras. 

Na busca mundial pela melhora de qualidade de vida dos pacientes na fila de 

espera pelo transplante hepático, as terapias baseadas em células têm surgido como 

um potencial tratamento para uma variedade de doenças hepáticas, nas quais 

hepatócitos saudáveis são utilizados para restaurar, manter ou melhorar as funções 

do fígado doente (Fox e Roy-Chowdhury, 2004; Galvao et al., 2006; Yu et al., 2012b). 

Na insuficiência hepática aguda, a terapia celular poderia ser usada como um 

tratamento temporário tipo “ponte”, melhorando as condições clínicas do paciente até 

que um órgão compatível esteja disponível ou até mesmo permitindo a regeneração 

hepática, descartando, assim, a necessidade do transplante de fígado (Demetriou et 

al., 2004; Viswanathan e Gupta, 2012). Essa mesma terapia “ponte” poderia ser 

usada nas complicações agudas das doenças hepáticas crônicas (Lorenzini et al., 

2008; Yu et al., 2012b). Nas doenças metabólicas do fígado hereditárias, 

caracterizadas pela deficiência de uma única enzima hepática ou proteína, mas com a 

realização normal das demais funções hepáticas, a terapia celular serviria inclusive 
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como uma terapia gênica, levando à cura dos pacientes por reposição do gene 

funcional (Bruzzone e Strom, 2006; Fox et al., 1998; Grompe, 2006; Jorns et al., 

2012). 

Outras vantagens da terapia celular incluem o fato dos hepatócitos poderem 

ser preservados em bancos celulares e disponibilizados em situações de urgência, 

além da suspensão celular, de menor massa, ser potencialmente menos imunogênica 

que o órgão sólido inteiro (Grompe, 2006). 

O tratamento das doenças hepáticas com terapias baseadas em células vem 

sendo proposto desde a década de 60 e sua utilização clínica foi primeiro relatada, na 

forma de um fígado bioartificial na década de 80, e alguns anos depois, através do 

transplante de hepatócitos (Yu et al., 2012b). No transplante de células, há ainda a 

possibilidade de encapsulamento celular, que permitiria o transplante de hepatócitos 

alogênicos sem a necessidade de imunossupressão (Aoki et al., 2005). 

Apesar das décadas de pesquisas, a terapia celular ainda é um procedimento 

experimental e tem sua aplicação, como uma rotina médica no tratamento de doenças 

hepáticas, limitada pela dificuldade de se obter hepatócitos humanos isolados (Fox e 

Roy-Chowdhury, 2004; Galvao et al., 2006; Puppi et al., 2012; Tritto et al., 2012). 

Primeiramente, a coleta de hepatócitos compete com a mesma fonte dos órgãos para 

transplante, um procedimento autorizado e padronizado. Além disso, quando 

removidos da arquitetura complexa do fígado, essas células rapidamente perdem a 

expressão de genes específicos do fígado e se tornam fenotipicamente instáveis em 

cultura. Na tentativa de superar essa barreira, investigações têm sido feitas com o 

intuito de identificar fontes alternativas ao uso de hepatócitos humanos isolados 

(Bruzzone e Strom, 2006; Puppi et al., 2012). A obtenção de grandes quantidades de 

hepatócitos humanos a partir de células-tronco é considerada uma opção promissora 
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(Dalgetty et al., 2009; Russo e Parola, 2012), capaz de resolver o problema da 

escassez de hepatócitos isolados. Células-tronco, autólogas ou até mesmo 

alogênicas, podem ser expandidas in vitro e teoricamente repopular o fígado com 

hepatócitos e a correspondente atividade metabólica, por períodos mais longos, 

devido à possibilidade de geração contínua de novos hepatócitos (Sancho-Bru et al., 

2009). 

 

1.2 – CÉLULAS -TRONCO: BIOLOGIA , CONCEITOS E CARACTERÍSTICAS . 

A produção e a manutenção de todas as linhagens celulares de um organismo 

adulto são dependentes de uma cadeia de processos altamente regulados 

envolvendo a proliferação, migração, diferenciação e maturação celular. O tipo celular 

presente na base dessa cadeia tem sido chamado de célula-tronco, pois tem a 

capacidade única de se dividir para manter a população de células não 

especializadas, podendo também se diferenciar em tipos celulares especializados 

(Minguell et al., 2001). Existem duas categorias principais de células-tronco, as 

células-tronco embrionárias e as células-tronco adultas. Células-tronco embrionárias, 

definidas pela sua origem, são isoladas da massa celular interna no estágio de 

blastocisto do desenvolvimento embrionário. Essas células são pluripotentes e 

originam as três camadas germinativas: mesoderme, endoderme e ectoderme, das 

quais todas as células de um organismo derivam (Rossant, 2001). As células-tronco 

embrionárias são consideradas as mais versáteis para a aplicação na medicina 

regenerativa. Takahashi e Yamanaka desenvolveram um protocolo, onde células 

somáticas foram reprogramadas para um estado de pluripotência por introdução, via 

infecção retroviral, dos fatores de transcrição Oct3/4, Sox2, cMyc e Klf4, responsáveis 

pela manutenção da pluripotência em células-tronco embrionárias (Takahashi e 
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Yamanaka, 2006). Essas células foram denominadas células-tronco de pluripotência 

induzida, iPS (do inglês induced pluripotent stem cell). Elas exibem morfologia, 

expressão de genes envolvidos na pluripotência e propriedades de crescimento 

similares às das células-tronco embrionárias e, quando transplantadas 

subcutaneamente em camundongos nude, induzem o aparecimento de tumores 

contendo células das três camadas germinativas, ou seja, são capazes de formar 

teratomas. Assim, não só há problemas éticos em torno da utilização de células-

tronco embrionárias e das iPS, como há a falta de entendimento sobre como 

especificamente regular a sua diferenciação e evitar a formação de tumores malignos. 

Relatos sobre a formação desses tumores a partir de células-tronco embrionárias, em 

modelos experimentais, têm levado os pesquisadores a desenvolverem e utilizarem 

células-tronco adultas, onde essas barreiras parecem ser mais facilmente 

contornáveis (Salem e Thiemermann, 2010). Células-tronco adultas são células 

indiferenciadas, isoladas a partir dos tecidos do organismo, que possuem capacidade 

de autorenovação e de geração de células precursoras ou progenitoras. Estas células 

se diferenciam em células especializadas com morfologia e funções típicas dos 

tecidos onde se localizam (Kassem et al., 2004; Li e Ikehara, 2013), funcionando 

como fonte de células para a substituição e regeneração durante o turnover celular 

normal, para o reparo após uma injúria tecidual (Bunnell et al., 2010) ou para a 

reposição frente à falha progressiva de tecidos e órgãos associados com o avanço da 

idade biológica (Kassem, 2006). O primeiro relato acerca do isolamento de células-

tronco adultas a partir da medula óssea ocorreu na década de 70. Essas células 

possuíam morfologia fusiforme semelhante a fibroblastos e capacidade de 

diferenciação osteogênica, condrogênica e adipogênica in vitro. Na ocasião foram 

denominadas células formadoras de colônias tipo fibroblasto, as CFU-F (do inglês 
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Colony-forming unit-fibroblasts) (Friedenstein et al., 1970). O termo, célula-tronco 

mesenquimal (CTM), foi primeiro utilizado por Caplan (Caplan, 1991). Desde então, o 

crescente interesse de investigadores por novas fontes de CTM, se encontra refletido 

nos diferentes métodos de isolamento e expansão dessas células a partir de fontes 

variadas, incluindo, tecido adiposo (Ong e Sugii, 2013; Yang et al., 2011), folículo 

capilar (Yu et al., 2006), sangue menstrual (Rossignoli et al., 2013), sangue e veia de 

cordão umbilical (Sibov et al., 2012; Simoes et al., 2013), pâncreas (Seeberger et al., 

2011), fígado (Schmelzer et al., 2007), placenta (Vellasamy et al., 2012) e polpa 

dentária (Ranganathan e Lakshminarayanan, 2012). As técnicas empregadas nos 

diversos protocolos diferem quanto ao meio de cultivo utilizado, nos fatores de 

crescimento e outras moléculas adicionadas como suplementos, na densidade na 

qual as células são plaqueadas após o isolamento e subcultivo, no tempo de 

expansão após o isolamento, na taxa de confluência em que são subcultivadas e na 

data da primeira troca de meio, que varia entre 24 horas e sete dias após o 

isolamento. Essas diferenças podem modificar os marcadores de superfície e a 

funcionalidade de CTM provenientes de diferentes laboratórios, influenciando, assim, 

a capacidade de expansão e diferenciação e as propriedades imunogênicas. Além 

disso, culturas primárias de CTM são heterogêneas, apresentando contaminantes 

celulares que variam de acordo com a fonte de isolamento. 

Essa enorme variedade de fontes e de metodologias de obtenção e 

manutenção das CTM torna difícil a comparação das propriedades biológicas e dos 

dados experimentais gerados pelos diferentes laboratórios (Sancho-Bru et al., 2009). 

Estabelecer o quão similares são as células isoladas por diferentes grupos de 

pesquisa é uma questão importante no contexto da terapia celular. Para a resolução 

deste problema, a Sociedade Internacional de Pesquisa em Células-tronco propôs, 
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em 2006, um conjunto de critérios mínimos para a identificação de CTM, que incluem: 

a aderência ao plástico, uma propriedade bem descrita dessas células; a expressão 

de um conjunto específico de marcadores de superfície celular e a capacidade de 

diferenciação in vitro em osteoblastos, adipócitos e condrócitos (Dominici et al., 2006). 

Quanto aos marcadores de superfície celular medidos por citometria de fluxo, as CTM 

devem ser positivas para CD (cluster of differentiation) 105, CD73 e CD90 

(conhecidos, respectivamente, como endoglina, nucleotidase 5’ e Thy-1) e negativas 

para os marcadores CD45, CD34, CD31, CD11b e CD19 (que marcam 

respectivamente, leucócitos, células endoteliais, progenitores hematopoiéticos 

primitivos, monócitos e macrófagos e linfócitos B) e HLA-DR (células apresentadoras 

de antígeno, em geral monócitos/macrófagos e células dendríticas). A capacidade de 

diferenciação das CTM pode ser demonstrada por técnicas padronizadas de 

coloração de células em cultura. A diferenciação, em osteoblastos é demonstrada 

com vermelho de alizarina ou coloração de Von Kossa, em adipócitos é demostrada 

com oil red e em condrócitos é demonstrada com azul de toluidina, alcian blue ou com 

a imunohistoquímica para colágeno do tipo II.  

Inicialmente, acreditava-se que as CTM tinham capacidade de diferenciação 

limitada aos tipos celulares da linhagem mesenquimal, denominadas assim, 

multipotentes. Pesquisas nesta área têm mostrado que além de sua capacidade de 

diferenciação osteogênica, adipogênica e condrogênica, essas células possuem, pelo 

menos in vitro, a capacidade de diferenciar em outros tipos celulares de origem 

endodérmica e ectodérmica, incluindo células similares a hepatócitos, neurônios e 

células produtoras de insulina (Jiang et al., 2002). Essa habilidade das CTM de um 

tecido (mesênquima) gerar células especializadas de outros tecidos foi recentemente 

denominada de plasticidade de células-tronco adultas (Banas et al., 2007; Wagers e 
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Weissman, 2004; Watt e Hogan, 2000) e gerou grande expectativa na área da 

medicina regenerativa hepática pela promessa da existência de uma fonte 

teoricamente ilimitada de hepatócitos.  

A diferenciação in vitro de CTM, mais especificamente em hepatócitos, é 

dependente de um microambiente, estabelecido em cultura, contendo fatores de 

crescimento e moléculas cuja formulação resultou de anos da pesquisa em 

desenvolvimento embrionário do fígado, baseada no uso combinado de manipulação 

genética em camundongos e de técnicas avançadas de isolamento e cultivo celular. 

 

1.3 – MECANISMOS MOLECULARES ENVOLVIDOS NA EMBRIOGÊNESE HEPÁTICA 

Durante a embriogênese de mamíferos, diferentes segmentos do intestino 

(endoderme) dão origem aos órgãos respiratórios e digestivos associados que 

incluem o fígado, os pulmões, o pâncreas, a tireóide e o trato gastrointestinal. 

Tipicamente, uma porção da endoderme começa a expressar genes específicos de 

um desses tecidos e as células especializadas recém-formadas proliferam, saindo da 

camada endodérmica para formar um broto tecidual e iniciando a morfogênese (Hata 

et al., 2007). No caso do fígado, a mesoderme cardíaca e o septo transversal liberam 

sinais que induzem a proliferação das células da porção ventral da endoderme que 

começam a invadir o mesênquima do septo transversal circundante na forma de 

placas de hepatoblastos bipotenciais. Estes, posteriormente, irão gerar os hepatócitos 

e os colangiócitos. Para isso, forma-se o broto hepático, dando início à formação do 

fígado (Nakamura e Nishina, 2009) (Figura 1). Durante a vida fetal, o fígado é o órgão 

responsável pela hematopoese. No período próximo ao nascimento, são as células 

hematopoéticas que secretam os sinais que levam os hepatócitos a produzirem as 

enzimas metabólicas características do órgão, que controlam os níveis de metabólitos 
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e proteínas séricas no sangue, o estoque de glicogênio e os processos de 

detoxificação (Zaret, 2000). 

A reconstituição in vitro da especificação hepática tem revelado que o 

mesoderma cardíaco libera FGF (fator de crescimento de fibroblasto) 1, 2 e 8 levando 

à formação do broto hepático a partir da endoderme intestinal (Jung et al., 1999). A 

ação de FGF1 e FGF2 tem-se mostrado dose-dependente, com baixas, médias e 

altas doses especificando a formação de pâncreas, fígado e pulmão, respectivamente 

(Serls et al., 2005; Shifley et al., 2012). Simultaneamente à produção de FGFs pela 

mesoderme cardíaca, ocorre a secreção de BMP (bone morphogenetic protein) 2 e 

BMP4 pelo septo transversal que leva à expressão de genes hepato-específicos pelas 

células da endoderme ventral e migração dessas células para o mesênquima 

circundante, resultando na formação do broto hepático (Rossi et al., 2001). Desse 

modo, a especificação hepática a partir da endoderme está sob a influência da 

sinalização simultânea de FGFs e BMPs secretados pela mesoderme cardíaca e 

septo transversal, respectivamente. 

Kamiya e colaboradores desenvolveram um sistema de cultura de hepatócitos 

fetais murinos para investigar os fatores requeridos para o desenvolvimento de 

hepatócitos (Kamiya et al., 1999). Neste trabalho, mostraram que a oncostatina M 

(OSM), uma citocina da família da interleucina-6 (IL-6), em combinação com o 

glicocorticóide sintético dexametasona, induz a maturação dos hepatócitos. Além 

disso, o fígado de camundongos deficientes para uma subunidade do receptor de 

OSM falhou no processo de maturação de hepatócitos. Mostraram ainda que, durante 

a organogênese hepática, a OSM é produzida por células hematopoiéticas CD45+ 

enquanto seu receptor é predominantemente expresso em hepatócitos, sugerindo um 
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mecanismo parácrino, onde células do sangue sofrem expansão temporária no fígado 

fetal para produzirem a OSM e promover o desenvolvimento de hepatócitos in vivo. 

Já foi mostrado que enquanto HGF (fator de crescimento de hepatócito) é 

produzido pelas células endoteliais do sinusóide hepático de origem mesenquimal, 

cMet, o receptor de HGF, é produzido pelos hepatócitos (Schmidt et al., 1995). 

Utilizando embriões de camundongos mutantes que não produzem HGF, os autores 

relataram a falha em completar o desenvolvimento do animal, incluindo o 

desenvolvimento anormal do fígado, o qual é reduzido em tamanho, com perda 

extensa dos hepatócitos. Esses animais morrem ainda no útero. 

Não são só os estudos de embriogênese que provêm informações sobre as 

moléculas envolvidas na diferenciação hepática de células-tronco. Recentemente foi 

mostrado que, em camundongos submetidos a um modelo agudo de injúria hepática, 

CTM da medula óssea (MO) são mobilizadas para a circulação sanguínea, migrando 

para o foco da injúria em resposta aos sinais liberados pelo fígado doente, e alguns 

parecem se diferenciar em hepatócitos (Chen et al., 2010). Com o objetivo de 

identificar as moléculas envolvidas na diferenciação hepática de CTM no modelo 

agudo, outros autores isolaram e cultivaram hepatócitos de camundongos após a 

indução de insuficiência hepática grave com tetracloreto de carbono, recolhendo o 

meio da cultura após 48 horas para ser utilizado como indutor da diferenciação 

hepática de CTM de MO (Dong et al., 2010). Quando FGF4, HGF e OSM foram 

retirados, com o auxílio de anticorpos específicos, deste meio condicionado, o 

potencial para diferenciação foi drasticamente diminuído. Ficou claro também, que 

FGF4 e HGF são essenciais para a iniciação da diferenciação hepática, enquanto que 

OSM é crucial para a maturação de hepatócitos.  
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FIGURA 1: Sinalização responsável pela indução dos genes hepáticos a partir da 
endoderme. A figura mostra a localização do mesoderma cardíaco e das células do 
septo transversal que liberam os fatores de transcrição que promovem a indução 
hepática. Figura retirada de (Navarro-Alvarez et al., 2010). 
 

FGFs, BMPs, OSM, HGF e glicocorticóides são sinais extracelulares que, 

quando se ligam a seus receptores transmembranários e citoplasmáticos no caso dos 

glicocorticóides, presentes em células responsivas, desencadeiam uma cascata de 

sinalização intracelular que regula o nível dos fatores de transcrição específicos 

envolvidos na diferenciação celular. Estudos da diferenciação hepática têm apontado 

que os fatores de transcrição HNF1α e β, FoxA (HNF3), HNF4α, HNF6, GATA4 e 

c/EBPα agem em conjunto para controlar a expressão do repertório completo de 

proteínas que definem a função hepática (Costa et al., 2003; Li et al., 2000; Zhao e 

Duncan, 2005). 
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Embora ainda existam lacunas, o conhecimento gerado até o momento tem 

sido a base para o aperfeiçoamento dos protocolos para a diferenciação de células-

tronco em hepatócitos. 

 

1.4 – ESTRATÉGIAS PARA OBTENÇÃO DE HEPATÓCITOS A PARTIR DE CÉLULAS-TRONCO 

MESENQUIMAIS 

Relatos na literatura mostram que, em certas condições de cultura, CTM 

provenientes de diversas fontes podem diferenciar em células similares a hepatócitos 

(Wu e Tao, 2012; Zhang et al., 2013).  

De forma geral, os protocolos utilizados para se alcançar a diferenciação 

hepática in vitro a partir de CTM são divididos em três tipos, conforme o número de 

etapas: uma ou duas ou três, que buscam reproduzir as etapas da embriogênese do 

tecido hepático. Nos protocolos de uma etapa, as CTM são frequentemente cultivadas 

em meio contendo HGF (Wang et al., 2004), HGF e FGFs (Kang et al., 2006; Kang et 

al., 2005; Zhang et al., 2009) ou HGF e OSM (Seo et al., 2005), durante o período de 

diferenciação que normalmente dura três semanas. Já nos protocolos de duas etapas, 

o primeiro passo, ou seja, a etapa de diferenciação varia em diferentes protocolos e 

as CTM são cultivadas em meio contendo somente um indutor hepático ou uma 

combinação de indutores que incluem HGF e FGFs. No segundo passo, na etapa de 

maturação, ocorre pouca variação entre os protocolos e as CTM são normalmente 

cultivadas em meio contendo OSM e dexametasona (Hong et al., 2005; Lysy et al., 

2007; Ong et al., 2006). Aos protocolos de duas etapas pode ser adicionada uma fase 

inicial, antes da etapa de diferenciação, denominada fase de comprometimento ou de 

sincronização celular onde as células são cultivadas por dois dias em meio sem SFB 

(soro fetal bovino) e suplementado com EGF (fator de crescimento epidermal) e FGF2 
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(Lee et al., 2004b; Lue et al., 2010; Talens-Visconti et al., 2006), gerando um 

protocolo de três etapas. Com frequência, outras citocinas e fatores de crescimento 

são adicionados a esses protocolos básicos com o intuito de aumentar na cultura, a 

porcentagem de células diferenciadas. 

Por outro lado, os protocolos para diferenciação hepática a partir de células-

tronco embrionárias possuem um passo inicial, onde essas células são cultivadas na 

presença de activina A, para indução da endoderme (Hay et al., 2008; Si-Tayeb et al., 

2010). Seguido esse passo, as células são cultivadas em meio para indução da 

diferenciação hepática como descrito acima para as CTM (Hay et al., 2008; Si-Tayeb 

et al., 2010). Recentemente, essa etapa de diferenciação endodérmica foi adicionada 

como fase inicial em protocolos de dois passos para a diferenciação hepática de CTM 

gerando um protocolo de três etapas (Lee et al., 2012; Waclawczyk et al., 2010). 

A cultura de células em monocamada é a técnica de cultura comumente 

aplicada para diferenciação in vitro de CTM em hepatócitos. Porém, outros sistemas 

de cultura têm sido empregados para tal finalidade. Quando CTM foram cocultivadas 

com células hepáticas fetais (Lange et al., 2006) e com biópsias de fígado fibrótico 

(Ong et al., 2006) e submetidas ao protocolo de diferenciação hepática, apresentaram 

maior capacidade de diferenciação comparadas às CTM em monocultura, submetidas 

aos mesmos protocolos de diferenciação hepática. Em adição, os sistemas de cultura 

3D, onde os fígados de rato são decelularizados para obtenção de uma estrutura que 

mimetize o fígado nativo, parecem promover a diferenciação de CTM em hepatócitos 

(Ji et al., 2012). As CTM, injetadas nesta estrutura, submersas em meio 

suplementado com indutores para diferenciação hepática, apresentaram maior grau 

de diferenciação quando comparadas às CTM diferenciadas em sistema de cultura 

tradicional (Ji et al., 2012). 
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Os hepatócitos obtidos a partir da diferenciação de células-tronco são, com 

frequência, denominados células similares a hepatócitos por serem parcialmente 

caracterizados e apresentarem apenas parte das características de hepatócitos 

maduros. Os critérios para identificar uma célula diferenciada como sendo um 

hepatócito ainda não estão claramente padronizados e diferem enormemente nos 

vários estudos (Sancho-Bru et al., 2009). Porém, essa é uma etapa crucial e 

geralmente inclui caracterização morfológica, fenotípica e funcional, demonstrada 

através de diferentes técnicas laboratoriais (Wu e Tao, 2012). Sob a observação 

microscópica, células similares a hepatócitos adquirem morfologia arredondada, 

poligonal ou cuboide (Figuras 2A, B e C) (Ayatollahi et al., 2011). A caracterização 

fenotípica pela expressão de albumina (ALB), citoqueratina (CK) 18, α-fetoproteína 

(AFP), c-Met, HNF1-α, HNF4, PEPCK (fosfoenolpiruvato carboxiquinase) e TAT 

(tirosina aminotransferase) é geralmente medida por imunofluorescência e RT-PCR 

(Hong et al., 2005; Schwartz et al., 2002; Snykers et al., 2007). Para caracterização 

funcional, é verificada a capacidade das células diferenciadas em produzir e estocar 

glicogênio, mensurada pela oxidação do ácido periódico e reação de Schiff (PAS) 

(Figuras 2D e E) e pela sua capacidade de secretar uréia e ALB (Chivu et al., 2009; 

Lee et al., 2004b). 

A próxima etapa nos ensaios corresponde à comprovação in vivo da 

funcionalidade das células similares a hepatócitos, obtidas in vitro. Além disso, 

finalização da diferenciação hepática de CTM pode ocorrer in vivo, após o transplante 

dessas células, como proposto em modelos experimentais de injúria hepática (Seo et 

al., 2005; Yu et al., 2012a). Não menos importante, a transferência de uma fase pré-

clínica para uma rotina clínica da terapia celular é dependente dos modelos 

experimentais de injúria hepática. 
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FIGURA 2: Observações morfológicas e análise funcional de CTM durante a 
diferenciação hepática. (A) CTM mostram retração das projeções citoplasmáticas no 
8° dia após indução hepática. (B) No 14° dia CTM apresentam morfologia cuboide. 
(C) No 20° dia, a maioria das CTM tratadas exibe morfologia de células similares a 
hepatócitos com presença de estruturas intracelulares. A coloração de PAS mostra a 
incapacidade de CTM não diferenciadas de estocar glicogênio (D) e a capacidade de 
CTM diferenciadas de estocar glicogênio (E). As figuras A, B e C foram retiradas de 
(Chen et al., 2007) e as figuras D e E foram retiradas de (Lee et al., 2012). 
 

1.5 – MODELOS ANIMAIS DE FIBROSE E CIRROSE HEPÁTICA 

Fibrose e cirrose hepática são as consequências frequentes de todas as 

doenças crônicas que afetam o fígado (Pinzani et al., 2011) e estão associadas com 

estresse oxidativo, aumento de TGF-β1 (fator de transformação de crescimento-β1), 

morte de hepatócitos e inflamação crônica (Brenner, 2009). Após a lesão hepática, a 

morte de hepatócitos mobiliza linfócitos, plaquetas e macrófagos, que incluem as 

células de Kupffer, formando um infiltrado inflamatório que produz TGF-β1, IL-1β e 

PDGF (fator de crescimento derivado das plaquetas), ativando as células estreladas 

do fígado (Friedman, 2003; Ramacheran e Iredale, 2012). Em adição à produção de 

TGF-β1, essas células, juntamente com os hepatócitos, passam a ser fonte de 
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espécies reativas de oxigênio que também ativam as células estreladas (Friedman, 

2008). Neste processo de ativação, as células estreladas do fígado são convertidas 

de uma forma quiescente estocadora de vitamina A para uma forma proliferativa 

produtora de matriz extracelular (MEC) (Figura 3) (Friedman, 2003). Este é o evento 

chave do processo, pois é o acúmulo de MEC que caracteriza a fibrose hepática 

(Forbes e Parola, 2011). Quando a lesão é aguda, as mudanças na arquitetura 

hepática são transitórias e sua composição normal é restaurada (Lee e Friedman, 

2011). Porém, nos casos das doenças crônicas hepáticas, o dano contínuo leva ao 

estímulo constante do processo de regeneração hepatocelular, o acúmulo persistente 

de MEC e a progressiva substituição do parênquima hepático, resulta em cirrose 

(Friedman, 2008). Ao final, a cirrose hepática é caracterizada pela substituição 

generalizada da estrutura hepática normal por nódulos regenerativos circundados por 

fibrose (Lida et al., 2005). 

Modelos animais de fibrose e cirrose hepática são empregados para o 

entendimento dos mecanismos moleculares e celulares envolvidos tanto no próprio 

processo patológico como na regeneração hepática, além de serem necessários para 

avaliar a eficácia de novas terapias (Rahman e Hodgson, 2000).  

Os métodos para indução de injúria hepática em animais experimentais 

incluem procedimentos cirúrgicos, uso de drogas hepatotóxicas ou uma combinação 

(Belanger e Butterworth, 2005). A repetição de um dano tóxico ao fígado é uma 

estratégia clássica para indução de fibrose e cirrose hepática em animais 

experimentais (Starkel e Leclercq, 2011). As principais drogas utilizadas para tal fim 

incluem D-galactosamina, tetracloreto de carbono (CCl4), tioacetamida (TAA) e 

dimetilnitrosamina (DMN), entre outras, que são administradas por via oral ou por 

injeção intraperitoneal em diferentes concentrações e em aplicações que podem ser 
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únicas ou semanais com duração de meses (Passos et al., 2011; Tunon et al., 2009). 

Independentemente da droga utilizada, a fibrose e a cirrose hepática são, com 

frequência, avaliadas através da coloração de biópsias hepáticas por picrosírius ou 

tricromo de Masson, que coram proteínas da MEC permitindo a visualização dos 

septos fibróticos sob o microscópio (Shaker et al., 2011; Wang et al., 2011). Em 

adição às técnicas histológicas, os níveis séricos de ALB, fosfatase alcalina (FA), 

alanina transaminase (ALT), aspartato transaminase (AST) e bilirrubinas também são 

monitorados (Ansil et al., 2011; Farjam et al., 2012). 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
FIGURA 3: Alterações celulares e da MEC na fibrose hepática. A arquitetura hepática é 
composta pelas células epiteliais (hepatócitos), pelas células endoteliais que formam 
o sinusóide fenestrado, pelas células hepáticas estreladas e pelas células de Kupffer. 
(A) O sinusóide é separado dos hepatócitos por uma membrana basal denominada 
espaço de Disse, a qual permite as trocas metabólicas entre a corrente sanguínea e 
os hepatócitos. Após a lesão, as HSCs tornam-se ativas e passam a secretar grandes 
quantidades de MEC, (B) A deposição progressiva de MEC no espaço de Disse leva 
à perda das fenestrações do sinusóide e das microvilosidades dos hepatócitos, 
impedindo as trocas metabólicas bidirecionais (Hernandez-Gea e Friedman, 2011). 
Figura retirada de (Friedman, 2003). 

 

A) Fígado normal B) Injúria hepática 
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No presente trabalho, escolhemos a DMN para estabelecer o modelo 

experimental para testar a capacidade regenerativa com o transplante de CTM. Este 

fármaco foi escolhido porque, além de poder ser empregado em ratos (Guo et al., 

2006), e em camundongos (Hu e Liu, 2006), apresenta menor toxicidade, quando 

comparado, por exemplo, ao CCl4 e à D-galactosamina, podendo ser administrado por 

mais tempo e em maior número de doses, evitando a mortalidade expressiva 

comumente observada com as demais drogas nos animais experimentais (Jezequel et 

al., 1989).  

A DMN é uma molécula que faz parte do grupo de compostos orgânicos 

denominados nitrosaminas, que possuem fórmula estrutural R1 R2 N-N=O, onde R1 e 

R2 podem ser representados por um grupo alquila. No caso da DMN, R1 e R2 são, 

ambos, formados por um grupo metila (Dutra et al., 2007). Após a ativação metabólica 

pelas enzimas do citocromo P450, CYP2E1 e CYP2A6, as nitrosaminas exercem 

ação carcinogênica (Kang et al., 2007). Neste processo de biotransformação, a DMN 

é convertida em uma molécula de formaldeído e um grupo alquildiazoidróxido (Figura 

3). Este último gera intermediários metabólicos que são agentes alquilantes de DNA, 

RNA e proteínas (Chowdhury et al., 2010). Essa alquilação do DNA é a base do 

potencial da DMN para a formação de tumores (Chowdhury et al., 2010). Quando 

injetada repedidamente e em pequenas doses, a DMN causa a necrose de 

hepatócitos e a subsequente fibrose hepática, caracterizada pela deposição de 

colágeno no espaço de Disse (George et al., 2001; Jezequel et al., 1987). Em 

resposta à necrose de hepatócitos, macrófagos migram da corrente sanguínea para 

as áreas de necrose, onde fagocitam os restos celulares para limpeza da área 

necrótica, gerando uma arquitetura hepática irregular (Jin et al., 2003). Os mesmos 

macrófagos infiltrantes secretam as citocinas, que ativam as células estreladas do 
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fígado, instaurando o ciclo de injúria e regeneração, que culmina na remodelação do 

fígado e na fibrose (Guo et al., 2006). Assim, o modelo animal induzido com DMN 

parece recapitular com maior fidelidade a história natural da fibrose e insuficiência 

hepática crônica em pacientes e foi escolhido para o teste funcional in vivo. 

 

FIGURA 4: Oxidação de DMN pelas enzimas do citocromo P450 2A6 e 2E1 e formação 
de formaldeído e alquildiazoidróxido. Adaptado de (Chowdhury et al., 2010; Dutra et 
al., 2007). 
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2 – OBJETIVOS GERAIS 

Diferenciar células-tronco mesenquimais em hepatócitos e desenvolver um 

modelo pré-clínico de fibrose hepática para ensaios de terapia celular. 

 

2 .1 – OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

 - Isolar CTM de diferentes fontes e caracterizá-las quanto à sua morfologia, 

seus marcadores de superfície celular e sua capacidade diferenciação multilinhagem 

para validação dessas células como CTM. 

 

 - Testar protocolos de um, dois e três passos para diferenciação hepática de 

CTM e identificar o melhor protocolo para ser utilizado na obtenção de células 

similares a hepatócitos. 

 

 - Verificar se a diferenciação endodérmica, prévia à diferenciação hepática, 

com tratamento com activina A aumenta a eficiência de diferenciação hepática. 

 

 - Implantar um modelo animal de fibrose hepática induzida por DMN para fins 

de ensaio pré-clínico de transplante celular de CTM diferenciadas ou não, para 

verificar se são capazes de normalizar os parâmetros histológicos e bioquímicos 

alterados pela doença. 
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3 – MATERIAIS E MÉTODOS 

3.1 – CÉLULAS E CULTURAS CELULARES 

 As células foram cultivadas em frascos plásticos adequados para o cultivo 

celular, exceto quando especificado. O pH e a temperatura foram mantidos na faixa 

fisiológica através da incubação em estufa a 37°C e atmosfera de 5% de CO2.  

 Estoques celulares foram congelados em meio contendo 10% de 

dimetilsulfóxido (DMSO) e soro, e mantidos em reservatório contendo nitrogênio 

líquido. 

 Os antibióticos utilizados nos meios de cultura foram estreptomicina e 

ampicilina. 

 Linhagens comerciais de HepG2 (Linhagem celular isolada de 

hepatocarcinoma humano) foram cultivadas, rotineiramente, em meio DMEM 

suplementado com SFB 10% e antibióticos.  

 Células-tronco mesenquimais foram obtidas de medula óssea humana (MOH) 

e de rato e de sangue e veia de cordão umbilical humano e cultivadas em meio IMDM 

(Modificação de Iscove do meio de Eagle ) (Hyclone) ou DMEM (Invitrogen) 

suplementado com SFB 10% e antibióticos.  

 Os meios utilizados sempre estavam suplementados com SFB 10% e 

antibióticos, quando o SFB foi suprimido ou quando outros suplementos foram 

adicionados esses foram citados no texto. 

 O subcultivo foi feito antes que as células atingissem 80% da confluência 

máxima do frasco de cultura, para evitar a perda de sua multipotência. 

 Os cordões umbilicais humanos foram disponibilizados, perante consentimento 

livre e esclarecido, nas dependências do Hospital Universitário - USP e do Hospital 
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Israelita Albert Einstein (HIAE), respectivamente, sob os processos número CEP/HU 

767/07 e CEP/Einstein 09/1130. 

 Todas as fontes de células-tronco foram processadas em média três horas 

após a coleta. 

 

3.2 – OBTENÇÃO DE CÉLULAS-TRONCO A PARTIR DA PAREDE DA VEIA UMBILICAL 

 Os cordões umbilicais foram processados o mais rápido possível (dentro de 1-3 

horas), após o parto da parturiente, segundo protocolos baseados na literatura, com 

modificações baseadas na literatura mais recente (Hong et al., 2005). A veia do 

cordão foi canulada em suas duas extremidades e lavada com meio RPMI (Meio 

Instituto Memorial Roswell Park). O vaso foi preenchido com solução de 0,1% 

colagenase tipo IA, em RPMI e incubado a 37ºC por 20 minutos e massageado a 

cada 5 minutos para facilitar a digestão. A veia foi então lavada com RPMI e a 

suspensão de células endoteliais e subendoteliais foi coletada. As células foram 

centrifugadas por 10 minutos a 600g e ressuspendidas em IMDM. As células foram 

semeadas em frascos de cultura aderentes e mantidas em estufas à 37ºC com 2% 

CO2. Após 24h, o meio foi trocado e as células que não aderiram foram descartadas. 

Aproximadamente duas semanas após este processamento, começaram a aparecer 

colônias fibroblastóides, características de células-tronco mesenquimais. 

 

3.3 – OBTENÇÃO DE CÉLULAS-TRONCO A PARTIR DO SANGUE DE CORDÃO UMBILICAL  

Logo após a secção do cordão e quando o recém-nato já se encontrava aos 

cuidados do pediatra, o sangue foi colhido na extremidade do cordão umbilical que 

permanecia ligado à placenta e armazenado em um tubo heparinizado (25 U/mL) para 

posterior utilização. Todas as amostras foram processadas dentro de 1-3 horas após 
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o parto. O sangue foi diluído na proporção de 1:3 com solução de tampão fosfato sem 

Ca²+ e Mg2 (PBSA) heparinizada e carregado sobre um colchão de 15 mL de Ficoll-

PaquePlus (Histopaque, GE Healthcare, d=1.077 g/mL) em tubos Falcon de 50 mL. 

Após a centrifugação à 800g por 30 minutos, as células mononucleadas foram 

recolhidas da interface e ressuspendidas em RPMI. As células foram então 

centrifugadas mais uma vez a 600g por 15 minutos, ressuspendidas em meio IMDM 

com antibióticos, semeadas em frascos de cultura aderentes e mantidas em estufas à 

37ºC com 2% CO2. Após 24h, o meio foi trocado e as células que não aderiram foram 

descartadas. Aproximadamente duas semanas após este processamento, começam a 

aparecer colônias fibroblastóides, características de células-tronco mesenquimais. 

 

3.4 – OBTENÇÃO DE CÉLULAS-TRONCO A PARTIR DA MEDULA ÓSSEA DE RATO 

Ratos machos da linhagem Wistar com peso aproximado de 200g foram 

obtidos no Biotério do IQ-USP e utilizados para o isolamento de células-tronco 

mesenquimais da medula óssea. Foram utilizados seis ratos, por experimento de 

isolamento de células-tronco, os quais tiveram seus fêmures expostos e isolados com 

as extremidades intactas. Os ossos foram limpos com auxílio de bisturi cirúrgico para 

retirada de tecido envolto e armazenados em meio IMDM. Após o corte das epífises 

com auxílio de tesoura cirúrgica, a medula óssea foi coletada por meio de flush com 

meio IMDM utilizando uma seringa agulhada. A medula óssea recuperada de todos os 

ossos foi centrifugada a 200g por 15 minutos a temperatura ambiente e as células 

ressuspendidas em 30 mL de meio RPMI. A suspensão celular foi carregada sobre 

um colchão de 15 mL de Ficoll-PaquePlus (Histopaque, GE Healthcare, d=1.077 

g/mL) em tubos Falcon de 50 mL. Após a centrifugação a 800 g por 30 minutos, as 

células mononucleadas foram recolhidas da interface e ressuspendidas em RPMI. As 
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células foram então centrifugadas por três vezes em RPMI a 200 g por 15 minutos. 

Após a última centrifugação as células foram ressuspendidas em meio IMDM e 

semeadas em frascos de cultura aderentes e mantidas em estufas à 37ºC com 2% 

CO2. Após 24h, o meio foi trocado e as células que não aderiram foram descartadas. 

Aproximadamente uma semana após este processamento, começaram a aparecer 

colônias fibroblastóides, características de células-tronco mesenquimais. 

 

3.5 – OBTENÇÃO DE CÉLULAS-TRONCO DA MEDULA ÓSSEA HUMANA 

CTM de MOH foram cedidas pelos pesquisadores Dr. Mario Ferreti Filho e Dra. 

Eliane Antoniolli do Instituto Israelita de Ensino e Pesquisa Albert Einstein (IIEPAE) do 

Hospital Israelita Albert Einstein. 

As coletas de medula óssea da região proximal da tíbia e/ou distal do fêmur 

foram realizadas no Centro Cirúrgico do Hospital Israelita Albert Einstein e Hospital 

Municipal de Barueri, durante o procedimento cirúrgico do joelho (artroplastia e/ou 

prótese). A medula óssea foi coletada utilizando agulha específica: Agulha Biópsia 

Óssea 8 G x 10 cm (DJ 4008X LABO, Cardinal Health - Jamshidi). Dez a vinte 

mililitros do aspirado de medula óssea da diáfise do fêmur foram transferidos para 

tubo de 50 ml contendo o mesmo volume de PBS. A solução foi adicionada a uma 

camada de igual volume de solução de Ficoll (d=1,073g/mL) e centrifugada a 2200 

rpm por 30 minutos a temperatura ambiente, proporção diluição (1:1:1). A fração 

correspondente às células mononucleares foi coletada, lavada com PBS por duas 

vezes e semeada em frascos de cultura de 25 cm2 contendo meio de cultura DMEM 

Low Glucose (Gibco) suplementado com  2mM de L-glutamina (Gibco), 10U/mL de 

penicilina, 100µg/mL de estreptomicina (Sigma) e 15% de SFB (Gibco). 
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3.6 – CITOMETRIA DE FLUXO 

As análises imunofenotípicas das CTM e expressão dos marcadores 

fenotípicos que definem as CTM durante o processo de diferenciação celular foram 

feitas através da citometria digital multiparâmetro (FACSARIA – Becton Dickinson) e 

os experimentos foram conduzidos com anticorpos monoclonais de superfície 

disponíveis comercialmente. As técnicas de coloração, aquisição e análise foram 

realizadas de acordo com as indicações do fabricante. De maneira geral, uma 

amostra de l000µl, contendo 106 células, foi distribuída entre os tubos, em seguida as 

células foram marcadas com os anticorpos monoclonais de interesse (CD14 FITC 

(isotiocianato de fluoresceína), CD29 PE (ficoeritrina), CD44 PE, CD45 PE-Cy5, CD90 

APC (aloficocianina), CD117 APC, HLA-DR PE Cy5, CD133 APC, CD105 PE e 

anticorpo secundário de ovelha anti-camundongo PE). Depois as amostras foram 

incubadas a 4oC, protegidas da luz, por 30 minutos, lavadas com solução tampão e 

fixadas com paraformaldeído 1%. A análise dos dados foi realizada utilizando o 

aplicativo FlowJo (Treestar, Ashland, OR). 

 

3.7 – DIFERENCIAÇÃO MULTILINHAGEM DE CTM 

Para os experimentos de diferenciação multilinhagem, células-tronco de quarto 

a quinto subcultivo foram recuperadas dos frascos de cultura com tripsina diluída na 

proporção de 1:10 com PBSA e acrescentada de 20 µL de (ácido etilenodiamino tetra-

acético) EDTA 0,5 M. Após recuperação, as células foram centrifugadas a 200 g por 5 

minutos à temperatura ambiente, ressuspendidas em 1 mL de meio LG-DMEM (Meio 

essencial mínimo modificado por Dubelco com baixa glicose ) e contadas em câmara 

de Neubauer.  
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Para as diferenciações osteogênica e adipogênica as células foram então 

semeadas em placas de cultura aderentes de seis poços na densidade de 104 

células/poço e mantidas em estufa à 37ºC com 5% CO2. Quando as células atingiram 

70% de confluência o grupo controle continuou a ser cultivado em meio LG-DMEM 

(controle osteogênico) ou em HG-DMEM (Meio essencial mínimo modificado por 

Dubelco com alta glicose) (controle adipogênico) e os grupos submetidos aos 

protocolos de diferenciação foram cultivados em meios específicos e suplementados 

como explicado a seguir: 

Diferenciação osteogênica: células foram cultivadas por 24 dias em L-DMEM 

suplementado com SFB 10%, antibióticos, ácido ascórbico-2-fosfato 50 µg/mL, 

dexametasona 10-8 mol/L, e β-glicerolfosfato 10 mmol/L. 

Diferenciação adipogênica:  células foram cultivadas por 24 dias em H-DMEM 

suplementado com SFB 10%, L-glutamina 2 mM, Ciprofloxacina 10 µg/mL, insulina 5 

µg/mL, indometacina 200 µM, 1-metil-3-isobutilxantina (IBMX) 100 µg/mL e 

dexametasona 100 nM. 

Para a diferenciação condrogênica utilizamos o sistema de cultura em pellet 

(Johnstone et al., 1998) mantido em estufa à 37ºC com 5% CO2. Após contagem em 

câmara de Neubauer, 2 x 105 células foram transferidas para um tubo cônico de 15 

mL e centrifugadas a 200 g por 5 minutos à temperatura ambiente. Para o grupo 

controle, o sobrenadante foi removido e substituído por αMEM suplementado com 

SFB 10% e para o grupo submetido ao protocolo de diferenciação o meio 

sobrenadante foi removido e substituído como explicado a seguir: 

Diferenciação condrogênica: células foram cultivadas por 21 dias em αMEM 

suplementado com SFB 10%, ácido ascórbico 50 µg/mL, TGF-β1 2ng/mL e insulina 

6,25 µg/mL.  
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3.8 – COLORAÇÕES DE VERMELHO DE ALIZARINA, OIL RED E AZUL DE TOLUIDINA 

 Durante a diferenciação de CTM em osteoblastos, ocorre a deposição de 

matriz extracelular e expressão aumentada da fosfatase alcalina envolvida na 

mineralização dessa matriz, através da adição de grupos cálcio e fosfato 

(Birmingham et al., 2012). Para avaliarmos a diferenciação osteogênica, CTM 

diferenciadas e não diferenciadas foram submetidas à coloração de vermelho de 

alizarina, cujo corante, após formar um complexo com grupos cálcio, exibe uma cor 

alaranjada mostrando a presença de matriz mineralizada. Para isso, as células 

foram lavadas com PBS, fixadas com paraformaldeído 4% por 30 minutos em 

temperatura ambiente e novamente lavadas com PBS. Células foram então 

incubadas com solução de vermelho de alizarina 1% (pH 4,1 – 4,3) em água por 1 

hora e lavadas com PBS. Células foram analisadas e imagens capturadas em 

microscópio Nikon Eclipse TE 300. 

 Coloração de oil red, um corante hidrofóbico e lipossolúvel que cora 

ambientes lipídicos em vermelho, foi utilizada para avaliar a adipogênese. Para isso 

as células foram lavadas com PBS, fixadas com paraformaldeído 4% por 30 

minutos, em temperatura ambiente e lavadas com isopropanol 60%. Células foram 

incubadas com solução de oil red por 15 minutos e lavadas com PBS. Células foram 

analisadas e imagens capturadas em microscópio Nikon Eclipse TE 300. 

 Durante a diferenciação condrogênica, as CTM são rodeadas por matriz 

extracelular consistindo de colágenos e agregados de proteoglicanos e 

glicosaminoglicanos, que podem ser detectados por coloração de azul de toluidina, 

um corante básico com afinidade por grupos ácidos presentes na MEC. Para isso, 

os agregados celulares foram lavados com PBS e fixados com paraformaldeído 4% 

por 30 minutos em temperatura ambiente. Células foram desidratadas em diluições 
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seriadas de etanol (etanol 70%, etanol 90% e etanol absoluto) e embebidas em 

blocos de parafina. Os cortes foram corados com solução de azul de toluidina. 

 

3.9 – INDUÇÃO DA DIFERENCIAÇÃO HEPATOGÊNICA DE CTM 

Para os experimentos de diferenciação hepatogênica, CTM de quarto a sexto 

subcultivo foram recuperadas dos frascos de cultura com tripsina diluída na proporção 

de 1:10 com PBSA e acrescentada de 20 µL de EDTA 0,5 M. Após recuperação, as 

células foram centrifugadas à 200 g por 5 minutos à temperatura ambiente, 

ressuspendidas em 1 mL de meio IMDM ou LG-DMEM e contadas em câmara de 

Neubauer. CTM foram então semeadas em placas de cultura aderentes de 6 Wells na 

densidade de 104 células/poço e mantidas em estufa à 37ºC com 5% CO2. Quando as 

células atingiram 70% de confluência o grupo controle continuou a ser cultivado em 

meio IMDM ou LG-DMEM e os grupos submetidos aos protocolos de diferenciação 

hepatogênica foram cultivados em meios suplementados como explicado a seguir e 

esquematizado na figura 5: 

MÉTODO 1 – Células foram cultivadas por 4 semanas em IMDM suplementado 

com SFB 10%, penicilina/estreptomicina (100 U/mL), HGF 20 ng/mL e FGF4 10 

ng/mL (Figura 5A). 

MÉTODO 2 – Células foram cultivadas por 4 semanas em IMDM suplementado 

com SFB 10%, penicilina/estreptomicina (100 U/mL), HGF 40 ng/mL e FGF4 10 

ng/mL (Figura 5B). 

MÉTODO 3 – Células foram cultivadas por 4 semanas em meio HG-DMEM 

condicionado de HepG2 mais IMDM, suplementado com SFB 10% e 

penicilina/estreptomicina (100 U/mL), na proporção 1:1. Para a utilização do meio de 

HepG2, esse foi recolhido dos frascos de cultura contendo HepG2 e centrifugado à 
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200 g por 5 minutos a temperatura ambiente para sedimentação de eventuais 

partículas sólidas ou células mortas. O sobrenadante, contendo metabólitos gerados 

pela HepG2, foi recolhido e denominado meio condicionado de HepG2. O meio 

condicionado de HepG2 foi juntado na proporção 1:1 com IMDM fresco para suprir as 

células dos nutrientes consumidos pela HepG2 no meio condicionado. Para esse 

protocolo foi feito um grupo controle onde as células-tronco eram cultivadas em meio 

HG-DMEM e IMDM misturados na proporção 1:1 (Figura 5C). 

MÉTODO 4 – Para indução as células foram cultivadas por duas semanas em 

meio de diferenciação contendo IMDM suplementado com SFB 10%, 

penicilina/estreptomicina (100 U/mL), dexametasona 0.5 µM, ITS+ Premix 50 mg/mL 

(insulina 25 mg/mL, transferrina 25 mg/mL, selenito de sódio 25 µg/mL) e HGF 50 

ng/mL. Para maturação as células foram tratadas por mais duas semanas com meio 

de maturação contendo IMDM suplementado com SFB 10%, antibióticos, 

dexametasona 0.5 µM, ITS+ Premix 50 mg/mL e OSM 50 ng/mL (Figura 5D).  

MÉTODO 5 – Para indução as células foram cultivadas por 2 semanas em IMDM 

suplementado com SFB 5%, Soro de Rato Hepatectomizado (SRH) 5% (modelo 

agudo do item 3.13 de Materiais e Métodos), penicilina/estreptomicina (100 U/mL), 

dexametasona 0.5 µM e HGF 50 ng/mL. Para maturação as células foram tratadas 

por mais duas semanas com meio de maturação contendo IMDM suplementado com 

SFB 5%, SRH 5%, antibióticos, dexametasona 0.5 µM e OSM 50 ng/mL. Para esse 

protocolo foi incluído um grupo controle onde as células-tronco foram cultivadas em 

IMDM suplementado com SFB 5%, Soro de Rato Controle (SRC) 5% e 

penicilina/estreptomicina (100 U/mL). 

Para obtenção de soro de rato, foram utilizados ratos machos da linhagem 

Wistar com peso aproximado de 200 g obtidos no Biotério do IQ-USP. Para obtenção 
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de SRH, os ratos foram submetidos a hepatectomia 70%, e eutanasiados 24 horas 

após hepatectomia e o sangue recolhido e processado para a separação do soro. 

Para obtenção de SRC o sangue foi recolhido a partir de ratos não submetidos à 

hepatectomia 70% (Figura 5E). 

MÉTODO 6 – Céulas foram privadas de soro por 2 dias em IMDM suplementado 

com EGF 20ng/mL e FGF2 10ng/mL. A diferenciação foi induzida primeiramente pelo 

tratamento das células com IMDM suplementado com HGF 20 ng/mL, FGF2 10 ng/mL 

e nicotinamida (0,61 g/L) por 7 dias. Após este período as células foram tratadas com 

IMDM suplementado com OSM 20 ng/mL, dexametasona 1 mol/L e ITS 50 mg/mL por 

14 dias (Figura 5F).  

MÉTODO 7 – Células foram submetidas a uma semana de diferenciação 

endodérmica de quatro passos, iniciando com o cultivo das células por 24h em IMDM 

suplementado com activina A 100 ng/mL privadas de SFB, 2 dias em IMDM 

suplementado com SFB 0,5%, activina A 100 ng/mL e FGF4 10 ng/mL, 2 dias em 

IMDM suplementado com SFB 2%, activina A 100 ng/mL, FGF4 10 ng/mL e 2 dias em 

IMDM suplementado com SFB 2%, ITS 1x, HGF 10 ng/mL, FGF4 10 ng/mL e EGF 20 

ng/mL. Após diferenciação endodérmica as células foram submetidas à diferenciação 

hepática como descrito acima no método 6, excluindo o passo da sincronização 

celular por 2 dias (Figura 5G). 
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FIGURA 5: Representação esquemática dos diferentes protocolos utilizados para 
diferenciação hepatogênica. Após atingirem 70% de confluência (dia 0), CTM foram 
submetidas aos seguintes tratamentos. A) Método 1. B) Método 2. C) Método 3. D) 
Método 4. E) Método 5. F) Método 6. G) Método 7. O asterisco (*) é utilizado para 
indicar os dias da diferenciação hepática após o término das fases de sincronização 
celular e da diferenciação endodérmica dos métodos 6 e 7, respectivamente. 
 

 

 

 

F) 

Diferenciação endodérmica  
I) 1 dia – activina A 
II) 2 dias – activina A + FGF4 + SFB 0.5% 
III) 2 dias – activina A + FGF4 + SFB2% 
IV) 2 dias – FGF4 + HGF + EGF + SFB 2% 

Indução hepática  
HGF 20 ng/mL +  
FGF2 10 ng/mL + 

nicotinamida 0,61 g/L 

Maturação hepática  
OSM 20 ng/mL +  

Dex 1 mol/L +  
ITS 50 mg/mL 

Dia 0* Dia 21* Dia 7* 
 

G) 

 

Dia 21* 

Sincronização celular  
EGF 20 ng/mL +  
FGF2 10 ng/mL 

Dia 0* 

Dia 0 

HGF 20 ng/mL + FGF4 10 ng/mL 

Dia 28 

Dia 0 

HGF 40 ng/mL + FGF4 10 ng/mL 

Dia 28 

Dia 0 

50% meio condicionado de HepG2 + 50% IMDM suplementado com SFB 10% 

Dia 28 

HGF 50 ng/mL + Dex 0,5 µM 

Dia 0 Dia 28 

OSM 50 ng/mL+ Dex 0,5 µM 

Dia 14 

SFB 5% + SRH 5% + HGF 50 ng/mL + 
Dex 0,5 µM 

Dia 0 Dia 28 

SFB 5% + SRH 5% + OSM 50 ng/mL+ 
Dex 0,5 µM 

Dia 14 

B) 

D) 

E) 

C) 

A)  

Dia 7* 

Indução hepática  
HGF 20 ng/mL +  
FGF2 10 ng/mL + 

nicotinamida 0,61 g/L 

Maturação hepática  
OSM 20 ng/mL +  

Dex 1 mol/L +  
ITS 50 mg/mL 

Dia 14* 

Dia 14* 



49 
 

 

3.10 – DETECÇÃO DE GLICOGÊNIO 

 CTM foram acondicionadas sobre lamínulas estéreis em placas de 6 poços, em 

volume final de 2 mL de meio e recuperadas nos dias 0, 14 e 21 dias após a 

diferenciação hepática para análise da capacidade de sintetizar e estocar glicogênio 

(Kang et al., 2006). Glicogênio hepático foi detectado utlizando-se células lavadas 

com tampão PBS, fixadas por 30 minutos em paraformaldeído a 10%. Decorrido esse 

tempo, as células foram novamente lavadas e foi realizado a permeabilização com 

Triton X 0,1% por 15 minutos a temperatura ambiente. Após a permeabilização e 

lavagem com água Milliq®, as células foram oxidadas com ácido periódico a 1% por 

10 minutos e novamente lavadas com água Milliq®. Em seguida, as células foram 

tratadas com reagente de Schiff por 10 minutos, lavadas com água Milliq® por 10 

minutos e os núcleos corados com hematoxilina por 2 minutos, seguido de lavagem 

com água Milliq®. Células foram analisadas e imagens capturadas em um 

microscópio óptico Nikon Eclipse TE 300. 

 

3.11 – IMUNOFLUORESCÊNCIA 

CTM foram acondicionadas sobre lamínulas estéreis em placas de 6 poços, em 

volume final de 2 mL de meio e recuperadas nos dias 0, 14 e 21 dias após a 

diferenciação hepática para análise da expressão de ALB por imunofluorescência. 

Para o início da imunofluorescência, essas células foram lavadas com PBS e fixadas 

em paraformaldeído 4% por 15 minutos. Decorrido esse tempo, as células foram 

novamente lavadas e foi realizado a permeabilização com Triton X 0,1% por 15 

minutos a temperatura ambiente. As células foram lavadas e foi realizado o bloqueio 

com gelatina 2% em PBS  por 30 minutos e então foram incubadas com o anticorpo 

primário policlonal anti-ALB, (DakoCytomation), na concentração 1:100 à temperatura 
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ambiente por 1h e 30min. Posteriormente, as células foram lavadas com PBS e 

incubadas por 30 minutos ao abrigo da luz com anticorpo secundário anti-rabbit 

conjugado com o fluorocromo Texas Red®, (AbD Serotec). Decorrido o tempo as 

células foram novamente lavadas com PBS e as lamínulas foram retiradas dos poços 

e montadas sobre lâminas cobertas com solução de montagem Vectashield®, 

conjugada com DAPI (4´-6-diamidino-2-fenilindol) para visualização do núcleo e 

observadas no microscópio de fluorescência. Para o controle da reação, em uma das 

amostras não foi realizado a incubação com o anticorpo primário. 

Para o controle positivo para o anticorpo anti-ALB, foi utilizada a linhagem 

HepG2 e para o controle negativo foram utilizadas CTM não diferenciadas. 

 

3.12 – PCR EM TEMPO REAL 

A extração de RNA das de CTM de MOH foi realizada segundo protocolo do 

“kit” “RNAspin Mini RNA Isolation Kit” (GE), utilizado para extração de RNA. O cDNA 

foi gerado à partir de amostras deste RNA, utilizando-se SuperScript  (Invitrogen, 

Carlsbad, California). Os primers utilizados (Tabela 1) para amplificação por PCR em 

tempo real foram desenhados utilizando-se o Primer Express 2.0 Software (Applied 

Biosystems, FosterCity, California) ou o programa Primer 3 

(http://frodo.wi.mit.edu/primer3/). Para a quantificação do produto formado durante a 

reação de PCR em tempo real foi utilizado o reagente SYBR® Green Dye (Applied 

Biosystems). O gerenciamento do termociclador GeneAmp® 5700 Sequence 

Detection System (Applied Biosystems) e a coleta dos dados gerados durante a 

amplificação foram realizados pelo programa computacional GeneAmp 5700 (Applied 

Biosystems). 
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 Todas as reações de PCR em tempo real foram realizadas em duplicata. Como 

template foram utilizados 2 µl do cDNA sintetizado anteriormente, 3,04 µL de água, 

0,96 µL do conjunto de primers na concentração final previamente determinada e 6 µL 

do reagente SYBER®Green Dye. As reações são realizadas nas seguintes 

condições: 50oC por 2 minutos, 95oC por 10 minutos, 40 ciclos de 95oC de 15 

segundos e 60oC por 1 minutos. Para avaliar a especificidade das reações de 

amplificação e detectar a presença de eventual contaminação, uma reação de 

dissociação do produto amplificado é realizada ao término de cada reação. É 

estabelecido um threshold, na fase exponencial de amplificação do gene, e a partir da 

intersecção deste com a curva de amplificação é obtido o Ct da amostra (do inglês 

Cycle Threshold, ciclo no qual a reação atinge o limiar da fase exponencial). A 

normalização e a determinação da expressão dos genes-alvo (Tabela 1) são 

realizadas através da expressão do gene constitutivo housekeeping gene, GAPDH 

(Tabela 1). 

 Além disso, são realizados testes para determinação da concentração final e 

eficiência dos iniciadores. A análise de regressão linear dos valores de Cts em função 

do logaritmo da respectiva diluição fornecerá o coeficiente angular da reta (a, em 

y=ax+b) que é utilizado para cálculo da eficiência de amplificação do produto pelos 

primers, na seguinte fórmula: 

10
1

angularecoeficientEf
−

=  

( ) 1001(%) ×−= EfEf  

 A análise dos resultados da PCR em tempo real foi semiquantitativa, segundo 

o modelo matemático do método de ∆∆Ct (Livak e Schmittgen, 2001). O cálculo 

baseia-se na comparação dos valores de Ct expresso em unidades arbitrárias, entre 

dois grupos de amostras no momento em que a PCR atinge a fase exponencial de 
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amplificação. Reações utilizando oligonucleotídeos para o gene constitutivo GAPDH 

foram utilizadas para normalizar os resultados obtidos. De acordo com este modelo, 

utiliza-se a seguinte fórmula:  

fold-change = 2-∆∆Ct , sendo que:  

∆Ct = Ct do gene-alvo - Ct do gene referência  

∆∆Ct = ∆Ct1–∆Ct2  

∆Ct1 = amostra de interesse  

∆Ct2 = amostra do grupo controle  

 
TABELA 1: Oligonucleotídeos usados para as análises de PCR em tempo real. 
 

GENE SEQUÊNCIA 

AFP 
FW 5’TCCAGGAGAGCCAAGCATTG3’ 
RV 5’GTAAGCAACGAGAAACGCATTTT3’ 
 

c-Met 
FW 5’ACTGCCCAGACCCCTTATATGA3’ 
RV 5’TATCCGGGACACCAGTTCAGA3’ 
 

ALB 
FW 5’CCTAGGAAAAGTGGGCAGCAA3’ 
RV 5’TGGTTCAGGACCACGGATAGA3’ 
 

GAPDH 
FW 5’- ACCACAGTCCATGCCATCAC -3’ 
RV 5’- TCCACCACCCTG TTGCTGTA -3’ 

 
As sequências cMet, ALB e AFP foram utilizadas como marcadores hepatocíticos e 
a sequência GAPDH (gliceraldeído 3-fosfato desidrogenase) como controle 
endógeno. 
 

3.13 – MODELO ANIMAL DE FIBROSE HEPÁTICA INDUZIDA POR DIMETILNITROSAMINA 

O protocolo experimental, adotado neste projeto, foi aprovado pela Comissão 

de Ética em Cuidados e Uso Animal (CECUA) do IQ-USP em 11/04/08 e do HIAE 

CAAE-0110.0.028.000-09. 
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 Ratos da linhagem Wistar, do sexo masculino com peso aproximado de 150 – 

200 g foram obtidos e mantidos no Biotério do Instituto de Química da USP ou no 

Centro de Experimentação e Treinamento em Cirúrgica (CETEC) do IIEP/HIAE. Os 

animais foram mantidos em gaiolas próprias para ratos em número de até cinco 

animais por gaiola, em ambiente com iluminação artificial com ciclo claro/escuro de 12 

horas, com acesso irrestrito a água e ração e em condições de umidade e 

temperatura padrões de um biotério. 

 

MODELO AGUDO: Hepatectomia de 70% do fígado para indução de insuficiência 

hepática aguda (Tannuri et al., 2007).  

Após anestesia com isofluorano o animal teve sua região abdominal raspada 

para retirada de pelo e foi feita uma pequena abertura (em torno de 2cm), com 

utilização de material cirúrgico. Pressionando com as mãos ao redor desta abertura, 

foram expostos 70% do fígado, o que corresponde aos lóbulos direito médio, 

esquerdo médio e esquerdo lateral, seguiu-se a ligadura com fio de algodão 3.0, para 

controlar o sangramento. Com auxílio de tesoura cirúrgica, 70% do fígado foi cortado 

logo acima da ligadura. O animal teve o peritônio suturado com fio absorvível 

CATGUT 3.0 e a pele com fio de náilon 3.0. Após a cirurgia, os animais foram 

mantidos em uma cama térmica até o seu completo restabelecimento no escuro 

durante as primeiras 3 horas e com comida e água acessíveis. O animal recebeu 

analgesia com Movatec (Meloxicam) por via intramuscular, na dose de 1mg/kg após a 

cirurgia. 

Em alguns casos, após 24 horas de cirurgia os ratos controle ou submetidos à 

hepatectomia 70% foram anestesiados com injeção intramuscular da mistura 

anestésica de quetamina e xilazina na dose 50mg/kg e 5 mg/kg respectivamente. A 
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cavidade abdominal foi aberta e o sangue coletado da veia cava abdominal com 

auxílio de seringa Hamilton de 3 mL e dispensado em tubo próprio para separação de 

soro da BD Vacutainer® de 3.5 mL. Após centrifugação a 1.811 g por 10 minutos a 

25°C o soro foi recolhido e armazenado em freezer -20°C até a sua utilização. 

 

MODELO CRÔNICO: Administração da droga DMN (Sigma) para indução de 

insuficiência hepática crônica, adaptado de (Ozawa et al., 2006). 

75 ratos foram divididos em 6 grupos (G1, G2, G3, G4, G5 e G6) para a 

realização de experimentos de dose-resposta para padronizar a melhor concentração 

de DMN a ser aplicada e avaliar o efeito da hepatectomia de 30% nos animais 

tratados com DMN (modelo misto). A solução de DMN diluída em PBSA, na 

concentração correspondente a cada grupo, foi administrada por via intraperitoneal 

(ip) 3 vezes por semana, durante 4 semanas, ou no caso do modelo misto 

(DMN/hepatectomia) 3 vezes por semana, durante 3 semanas, seguido da 

hepatectomia de 30% na quarta semana e seguido de mais uma semana de 

tratamento com DMN (Figura 6). Os animais foram eutanasiados ao término do 

tratamento para verificar a indução de fibrose hepática. Após eutanásia, com mistura 

anestésica quetamina/xilazina, o sangue foi recolhido e processado como descrito 

acima para o modelo agudo. A função hepática foi avaliada através dos níveis séricos 

de ALT, AST, FA e bilirrubina total (BT), que tiveram a concentração determinada 

através de ensaios cinéticos e colorimétricos da marca Labtest® em aparelho próprio 

para este tipo de análise. Biópsias de fígado foram recolhidas e fixadas em 

paraformaldeído 4% e armazenadas em geladeira até o processamento para as 

análises histológicas por colorações de HE e tricromo de Masson. 
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Os ratos que receberam doses de DMN de 2, 5 e 7 µg/g responderam à DMN 

de forma semelhante e, portanto, foram agrupados em um único grupo denominado 

G3, DMN dose intermediária, para simplificar a descrição dos resultados. 

Descrição dos grupos: 

G1: grupo PBSA, animais tratados com PBSA e não submetidos à 

hepatectomia (n = 25). 

G2: animais tratados com PBSA e submetidos à hepatectomia 30% (n=3). 

G3: animais tratados com DMN nas concentrações que variaram entre 2, 5 e 7 

µg/g de peso animal (n = 9).  

G4: animais tratados com DMN na concentração de 10 µg/g de peso do animal 

(n = 28).  

G5: animais tratados com DMN na concentração de 2 µg/g de peso do animal e 

submetidos à hepatectomia a 30% (n = 7). 

G6: animais tratados com DMN na concentração de 10 µg/g de peso do animal 

e submetidos à hepatectomia a 30% (n = 7). 

 

MODELO DE TERAPIA CELULAR :  

Para o experimento de terapia celular, CTM de VCUH de quarto subcultivo 

foram recuperadas dos frascos de cultura com tripsina diluída na proporção de 1:10 

com PBSA e acrescentada de 20 µL de EDTA 0,5 M. Após recuperação, as células 

foram centrifugadas a 200 g por 5 minutos à temperatura ambiente, ressuspendidas 

em 1 mL de meio IMDM ou LG-DMEM e contadas em câmara de Neubauer. Após 

contagem, 1 x 107 CTM de VCUH foram diluídas em 300 µL de PBSA e injetadas por 

via da veia caudal uma semana após o término do tratamento com DMN. Os animais 
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foram eutanasiados uma semana após o transplante de células para o recolhimento 

de amostras. 

38 ratos Wistar foram divididos em 3 grupos: 

G7: grupo controle, animais tratados com PBSA (n=10). 

G8: animais tratados com DMN 10 µg/g e PBSA (n=18) 

G9: animais tratados com DMN e CTM de VCUH (n=10) 

 

3.14 – ANÁLISE ESTATÍSTICA 

As análises dos dados coletados a partir dos parâmetros bioquímicos nos 

experimentos de indução de fibrose hepática foram feitas pelo pacote estatístico SAS, 

utilizando-se teste t não pareado (experimento dose-resposta) e procedimento GLM 

para dados pareados (experimento do modelo misto), onde o efeito do tratamento, 

hepatectomia e sua interação foi testado. Os resultados foram expressos como média 

± EPM. P< 0,05 foi considerado significante em todos os testes. 
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FIGURA 6: Representação esquemática do delineamento experimental de indução de 
fibrose hepática e transplante de CTM. Ratos foram injetados ip (intraperitonealmente) 
com DMN por (A) 3 vezes por semana durante 4 semanas ou por (B) 3 vezes por 
semana durante 3 semanas, seguido de hepatectomia a 30%, seguido de mais uma 
semana de tratamento com DMN. Uma semana após o término da indução de fibrose 
hepática os animais foram eutanasiados para coleta das amostras para análises 
histológicas e bioquímicas. C) Uma semana após o término do tratamento de ratos 
Wistar com DMN 10µg/g, 107 CTM foram injetadas, por via da veia caudal e os ratos 
foram eutanasiados uma semana após o transplante de células.  
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4 – RESULTADOS E DISCUSSÃO 

Os resultados gerados neste trabalho serão apresentados divididos de acordo 

com os objetivos propostos. Na primeira parte, descreveremos os resultados obtidos 

para a validação das CTM, detalhando as características morfológicas e 

imunofenotípicas e a capacidade de diferenciação multilinhagem das células 

isoladas por nós, para confirmar que se trata de CTM bona fide como descrito na 

literatura. Na segunda parte, discutiremos os vários protocolos adaptados a partir da 

literatura e testados para a obtenção de células similares a hepatócitos a partir de 

CTM. E por fim, na terceira parte discutiremos os resultados obtidos a partir da 

padronização do modelo experimental de DMN e do transplante de CTM neste 

modelo. 

 

4.1 – VALIDAÇÃO DAS CTM UTILIZADAS NESTE ESTUDO 

Há na literatura diversos métodos para isolar células-tronco de fontes variadas, 

incluindo, isolamento de subpopulações por citometria de fluxo (cell sorting), 

centrifugação por gradiente de densidade, aderência ao plástico, digestão enzimática 

e seleção imunomagnética (Christodoulou et al., 2013; Fiegel et al., 2003; Jiang et al., 

2002). No presente trabalho, CTM de MOH, de rato (MOR) e do SCUH foram isoladas 

pelo uso combinado da centrifugação por gradiente de densidade e a aderência ao 

plástico. Para a obtenção de CTM de VCUH foi utilizado o método da digestão por 

colagenase associado à aderência ao plástico. Independentemente do método 

empregado e da fonte de CTM usada, a cultura primária dessas células caracterizou-

se pela heterogeneidade até o segundo subcultivo, quando observadas por 

microscopia, pois nenhum dos métodos descritos na literatura é específico para CTM. 
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A presença de outros tipos de células mononucleares, como os monócitos, é 

uma característica da separação por centrifugação de gradiente de densidade, pois, 

essa técnica depende da densidade das células mononucleares para o isolamento, 

por exemplo, das CTM de MOH, de MOR e de SCUH. No caso das CTM de VCUH, 

após 24 horas dois tipos principais de células aderentes foram observados, uma 

população mais numerosa, de células menores e mais achatadas, similares às células 

endoteliais e uma população identificada como CTM com aparência fibroblastóide. 

Muitas células arredondadas, identificadas como células endoteliais, estavam 

suspensas no meio, mas pela contínua troca de meio essas células tornaram-se cada 

vez menos numerosas. De modo geral e independente da fonte de CTM, após duas 

semanas em cultura a maior parte das células contaminantes havia se descolado dos 

frascos de cultura, tornando predominantes as CTM pontiagudas e fusiformes (Figura 

7A), que começaram a formar colônias de células morfologicamente similares a 

fibroblastos (Figura 7B). Após o segundo subcultivo as culturas de CTM tornaram-se 

mais homogêneas com a maioria das células mostrando morfologia fibroblastóide 

como observado nas figuras 7C e D. O primeiro subcultivo das CTM, independente da 

fonte isolada, ocorreu por volta de 15 a 20 dias após o isolamento. Não encontramos 

na literatura nenhum relato diferente do que descrito acima para cultura de CTM, 

independentemente da fonte utilizada para o isolamento dessas células (para outras 

revisões consultar (Covas et al., 2003; Kang et al., 2005; Lee et al., 2004c; Schwartz 

et al., 2002). 

Pelo fato de não haver um marcador que seja específico para CTM, Dominici 

e colaboradores (Dominici et al., 2006) sugeriram o uso de um repertório de 

anticorpos para caracterização imunofenotípica dessas células. Porém, diferentes 

laboratórios possuem repertórios próprios de anticorpos para tal caracterização 
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(Bieback et al., 2004; Rossignoli et al., 2013; Sarugaser et al., 2005; Vellasamy et 

al., 2012) e neste conjunto de anticorpos é comum faltar algum anticorpo sugerido 

por Dominici e colaboradores, bem como serem empregados anticorpos não 

sugeridos, o que beneficia um conhecimento maior dos diferentes marcadores de 

superfície expressos por CTM. 

CTM são células aderentes que se ligam a MEC através de moléculas 

expressas em sua membrana envolvidas na interação célula-célula e célula-matriz 

(Yang et al., 2011) e os múltiplos anticorpos utilizados na caracterização 

imunofenotípica reconhecem essas moléculas de adesão. Para avaliação do perfil 

imunofenotípico, CTM de quarto a quinto subcultivo foram analisadas por citometria 

de fluxo. CTM de SCUH, VCUH e de MOH apresentaram características similares 

sendo positivas para os marcadores CD29 (β1-integrina), CD44 (receptor de ácido 

hialurônico), CD90, CD73 e CD166 e negativas para os marcadores CD14, CD34, 

CD45, CD31, CD106, CD117, CD133 e HLA-DR, indicando que essas células não 

são de origem hematopoiética ou endotelial (Figura 8). Esses resultados sugerem 

que as células isoladas, por nós, possuem características básicas de CTM e estão 

de acordo com as características imunofenotípicas das CTM descritas na literatura 

(Chivu et al., 2009; Rossignoli et al., 2013). Embora CD90 seja um marcador positivo 

para CTM, é comum relatos descreverem essas células como sendo negativas para 

tal marcador (Covas et al., 2003; Lee et al., 2004c). Isso ressalta a importância do 

uso de múltiplos marcadores de superfície celular para a caracterização 

imunofenotípica de CTM. 

CTM isoladas de MOR não foram submetidas a caracterização 

imunofenotípica por citometria de fluxo, assim como Kang e colaboradores (Kang et 

al., 2006) também não fizeram tal caracterização de CTM de MOR. Porém, quando 
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isoladas com método semelhante ao utilizado por nós, essas células mostraram-se 

negativas para CD11b, CD45 e CD90 e positivas para os marcadores de células 

mesenquimais CD44 e CD105 (Chen et al., 2007). Em outro trabalho, CTM de MOR 

foram positivas para CD90 (Wang et al., 2004). 

Uma das principais características de CTM é a sua capacidade de 

diferenciação em diversos tipos celulares. Para mostrar que as células isoladas por 

nós a partir de SCUH, VCUH e MOR eram células similares a CTM, nós as 

submetemos aos protocolos de diferenciação osteogênica e adipogênica. Para esses 

testes foram utilizadas células de terceiro a quinto subcultivo e as figuras escolhidas 

para mostrar as mudanças morfológicas durante a osteogênese e a adipogênese, e 

as respectivas colorações, são de CTM de MOR. As CTM de MOH devidamente 

caracterizadas e mostraram se tratar de células similares as CTM. 

As mudanças morfológicas, durante a diferenciação osteogênica, foram visíveis 

após 10 dias de indução (Figura 9E) e ficaram mais evidentes após os 24 dias de 

indução osteogênica (Figura 9F). CTM diferenciadas tornaram-se retraídas quando 

comparadas as CTM não submetidas à diferenciação (Figuras 9A, B, C, D, E e F). 

Essas mudanças são resultado da perda de volume celular, redução do conteúdo das 

organelas e formação e alongamento de projeções citoplasmáticas finas que servem 

de conexão entre osteoblastos e entre osteoblastos e MEC (Prideaux et al., 2012). 

CTM de SCUH, VCUH, MOH (dados não mostrados) e de MOR (Figuras 10A e B) 

mostraram coloração positiva para vermelho de alizarina após indução osteogênica 

(Figura 10B) quando comparadas ao grupo controle não diferenciado (Figura 10A). 

Esses resultados são similares aos obtidos por outros autores (Ayatollahi et al., 2011). 

Na diferenciação adipogênica, após 10 dias de indução, as mudanças 

morfológicas começaram a ficar notáveis entre CTM diferenciadas (Figura 9L) e não 
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diferenciadas (Figura 9H). Ao final dos 24 dias de diferenciação adipogênica, as CTM 

tornaram-se arredondadas e verificamos a presença de vacúolos intracelulares 

(Figura 9M) quando comparadas às CTM não diferenciadas (Figuras 9G, H e I). 

Vacúolos intracelulares também foram observados após indução adipogênica de CTM 

de VCUH (Wang et al., 2004). Quando diferenciadas em adipócitos, as CTM mudam 

drasticamente sua morfologia fibroblastoide para uma forma esférica e acumulam 

gotículas de gordura (Gregoire et al., 1998) que podem ser visualizadas após 

coloração de oil red (Lee et al., 2004c). CTM de SCUH, VCUH, MOH (dados não 

mostrados) e de MOR (Figuras 10C, D e E) diferenciadas apresentaram numerosos 

vacúolos citoplasmáticos de gordura, corados por oil red (Figura 10D e E) em 

contraste ao grupo controle (Figura 10C), o que mostra a sua capacidade de 

internalizar e armazenar lipídeos. 

Somente as CTM de VCUH e MOH foram diferenciadas em condrócitos. O 

sistema de cultura em micromassa permite interações célula-célula, semelhantes 

àquelas que ocorrem na condensação das células mesenquimais para formar a pré-

cartilagem durante o desenvolvimento embrionário (Lee et al., 2004a). Após 21 dias 

de diferenciação, os pellets de CTM formaram uma estrutura tecidual tridimensional, 

sólida, como observado anteriormente (Muraglia et al., 2003). Durante a diferenciação 

condrogênica de CTM, as células são rodeadas por MEC consistindo de colágenos e 

agregados de proteoglicanos e glicosaminoglicanos que podem ser detectados por 

coloração de azul de toluidina (Vater et al., 2011). Na figura 11 podemos observar que 

CTM de MOH diferenciadas (Figura 11B) coraram mais intensamente quando 

comparadas as CTM não diferenciadas (Figura 11A).  

 As análises imunofenotípicas e a capacidade de diferenciação multilinhagem 

mostram que as células isoladas a partir de SCUH, VCUH, MOR e MOH possuem 
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características de CTM. Isso sugere que os métodos de isolamento combinando 

aderência ao plástico com centrifugação por gradiente de densidade (SCUH, MOH e 

MOR) ou digestão por colagenase (VCUH) são ideais para a obtenção de CTM a 

partir de fontes variadas, bem como descrito em outros trabalhos (Aurich et al., 2007; 

Covas et al., 2003; Lysy et al., 2007). 

Nosso próximo passo foi verificar o potencial dessas células na diferenciação 

em células similares a hepatócitos. 

 

 
 
FIGURA 7: Características morfológicas de CTM provenientes de fontes variadas. A) 
Cultura primária de CTM de VCUH 15 dias após isolamento. As setas brancas 
indicam as CTM e as setas vermelhas indicam as células endoteliais. B) Cultura 
primária de CTM de SCUH 15 dias após isolamento. As setas brancas indicam uma 
colônia de CTM e as setas vermelhas indicam as células arredondas e suspensas 
compostas por outros tipos de células mononucleares. C) CTM de MOR no 4° 
subcultivo. D) CTM de MOH no nono subcultivo.  
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FIGURA 8: Gráficos das análises por citometria de fluxo de CTM de VCUH. Mostrando 
que essas são positivas para CD90, CD73, C29, CD44 e CD166 e negativas para 
CD14, CD34, CD45, CD106, CD31, CD117, CD133 e HLA-DR. A porcentagem de 
positividade de cada marcador está indicada. 
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FIGURA 9: Observações morfológicas de CTM de MOR após diferenciação 
osteogênica e adipogênica. A, B e C)  CTM de MOR cultivadas em LG-DMEM 
(controle osteogênico). D, E e F) CTM de MOR cultivadas em LG-DMEM 
suplementado com os reagentes para indução osteogênica. G, H e I) CTM de MOR 
cultivadas em HG-DMEM (controle adipogênico). J, L e M)  CTM de MOR cultivadas 
em HG-DMEM suplementado com reagentes para indução adipogênica. As colunas I, 
II e III correspondem, respectivamente, aos dias 0, 10 e 24 após início de ambos os 
protocolos. 
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FIGURA 10: Colorações com vermelho de alizarina e oil red de CTM de MOR. A e B)  
CTM de MOR (grupos controle e experimental, respectivamente) submetidas a 
coloração por vermelho de alizarina após 24 dias de diferenciação osteogênica. C e 
D) CTM de MOR (grupos controle e experimental) submetidas a coloração por oil red 
após 24 dias de diferenciação adipogênica. E) Aumento de área específica da figura 
D. 
 
 

 
 
FIGURA 11: Coloração com azul de toluidina de CTM humanas. A) CTM de VCUH 
não diferenciadas. B) CTM submetidas a diferenciação condrogênica por 21 dias. C) 
Condrócitos maduros (controle positivo). 
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4.2 - INDUÇÃO DA DIFERENCIAÇÃO HEPATOGÊNICA DE CTM 

Estão disponíveis na literatura diversas opções de protocolos para 

diferenciação hepática in vitro a partir de CTM (revisado por (Zhang et al., 2013). 

Apesar da diversidade, esses protocolos apresentam poucas diferenças quanto ao 

tipo e concentração dos indutores hepatogênicos utilizados. Há no entanto, um 

grande repertório de citocinas e fatores de crescimento que incluem HGF, OSM, 

EGF, TGF-β1, FGF2 e 4 e IGF (fator de crescimento semelhante à insulina), muitas 

vezes acrescidos de compostos químicos tais como, dexametasona, ácido retinóico, 

butirato de sódio, nicotinamida, norepinefrina e DMSO, que parecem ter importante 

papel na promoção da diferenciação hepática (Wu e Tao, 2012). 

Na tentativa de obtenção de células similares a hepatócitos, CTM de SCUH, 

VCUH, MOR e de MOH foram submetidas à diferenciação hepática por diferentes 

protocolos baseados e adaptados da literatura recente. Nosso objetivo foi 

determinar, dentre as opções disponíveis na literatura, um protocolo eficiente e que 

pudesse ser utilizado rotineiramente para diferenciação hepática no Brasil. 

Começamos nossos testes de diferenciação hepática com os protocolos disponíveis, 

de um e dois passos, e em um primeiro momento avaliamos a diferenciação 

hepática quanto à capacidade das células obtidas de produzir e estocar glicogênio, 

confirmada por PAS. Os protocolos de um e dois passos foram testados em CTM de 

SCUH, VCUH e MOR, obtidas de dois ou três isolamentos diferentes. Os resultados 

relativos a essas tentativas de indução hepatogênica estão descritos para CTM de 

SCHU, VCUH e MOR, porém as fotos para a visualização dos resultados estão 

representadas por CTM de MOR. Para os testes com os protocolos de um e dois 

passos, as trocas de meio ocorreram duas vezes por semana e os meios de 

diferenciação foram suplementados com os antibióticos penicilina e estreptomicina. 
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4.2.1 – INDUÇÃO DA DIFERENCIAÇÃO HEPATOGÊNICA DE CTM UTILIZANDO PROTOCOLOS 

DE UM E DOIS PASSOS 

O cultivo de CTM por 28 dias na presença de HGF 20 ng/mL e FGF4 10 ng/mL 

parece ser suficiente para obtenção de hepatócitos diferenciados a partir de CTM de 

MO humana, de rato e de camundongo quando cultivadas em frascos de cultura 

contendo matrigel, fibronectina ou matriz de colágeno (Schwartz et al., 2002). Com 

este mesmo tratamento, células similares a hepatócitos também foram obtidas a partir 

de CTM de MOR e de SCUH, porém sem o uso de MEC, mostrando que os fatores de 

crescimento são suficientes para a diferenciação de CTM em hepatócitos (Kang et al., 

2006; Kang et al., 2005). Em um dos primeiros protocolos testados, CTM foram 

cultivadas por 28 dias na presença de HGF 20 ng/mL e FGF4 10 ng/mL (item 3.9 de 

Materiais e Métodos, método 1). No entanto, após o período de diferenciação, CTM 

não apresentaram mudanças morfológicas (Figura 12C e D) quando comparadas ao 

controle não diferenciado (Figura 12A e B) e foram incapazes de produzir e estocar 

glicogênio (Figura 14E), assim como o controle não diferenciado (Figura 14A), quando 

comparadas às células HepG2 (Figura 14C e D), nosso controle positivo. Devido à 

ineficiência de se obter células produtoras de glicogênio a partir do tratamento com 

HGF 20 ng/mL e FGF4 10 ng/mL, resolvemos realizar novos testes com esse 

protocolo, porém, alterando a concentração do HGF de 20 ng/mL para 40 ng/mL (item 

3.9 de Materiais e Métodos, método 2), numa concentração mais próxima da 

concentração de 50 ng/mL utilizada em outros trabalhos (Hong et al., 2005; Ong et al., 

2006; Wang et al., 2004). Mesmo com o aumento na concentração de HGF, CTM de 

SCUH, VCUH e MOR continuaram sem apresentar mudanças morfológicas em 

relação às células controle e também não produziram e estocaram glicogênio (dados 

não mostrados). Esse aumento de 2,5 vezes na concentração de HGF foi justificado 
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por Hong e colaboradores (Hong et al., 2005) considerando que CTM de SCUH são 

células menos maduras que células-tronco adultas e que, portanto, uma maior 

quantidade de sinais exógenos seria necessária para ativar os sistemas de 

transdução de sinal hepatogênico. 

O cultivo de CTM de MOR por 20 dias com meio condicionado de hepatócitos 

isolados de ratos saudáveis, sem acréscimo de qualquer fator de crescimento ou 

citocina envolvidos na diferenciação hepática, parece ser suficiente para a 

diferenciação hepatogênica (Chen et al., 2007). As proporções de meio utilizada neste 

trabalho foram de 1:1 de meios fresco e condicionado, o que foi suficiente para que 

CTM de MOR expressassem AFP, CK18, CK19 e ALB demostrado por RT-PCR e 

imunohistoquímica e produzissem glicogênio (Chen et al., 2007). HepG2 é cultura 

comercial de hepatócitos isolados de hepatocarcinoma humano. Meio condicionado 

dessas células tem sido utilizado em protocolos para diferenciação de células-tronco 

embrionárias em osteócitos e condrócitos (Kang et al., 2009) e eritrócitos (Fauzi et al., 

2012).  

Numa próxima etapa experimental, para verificar a influência dos metabólitos 

gerados pelas células HepG2 sobre as CTM de SCHU, VCUH e MOR, testamos um 

protocolo onde essas células foram cultivadas por 28 dias, em meio condicionado de 

HepG2 (item 3.9 de Materiais e Métodos, método 3). Para isso o meio foi trocado 2 

vezes por semana e a cada troca de meio foi colocado 1 mL de meio IMDM fresco e 1 

mL de meio condicionado por 48 horas de HepG2. Observamos mudança morfológica 

de CTM de MOR tratadas com esse protocolo (Figura 13F), quando comparadas ao 

controle de células não diferenciadas, porém, após coloração com PAS também não 

observamos a presença de grânulos de glicogênio (Figura 14B). Por esse tratamento, 

CTM de SCUH e VCUH não apresentaram mudanças morfológicas quando 
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comparadas ao controle e também não produziram glicogênio (dados não mostrados), 

indicando haver um início, mas não a continuidade do processo de diferenciação. 

Devido a incapacidade dos protocolos de um passo em promover a produção e 

estoque de glicogênio pelas CTM, buscamos testar novos protocolos de dois passos. 

No primeiro protocolo de dois passos testado (item 3.9 de Materiais e Métodos, 

método 4), CTM de SCUH, VCUH e MOR foram cultivadas por duas semanas em 

meio contendo dexametasona 0.5 µM e HGF 50ng/mL para a diferenciação hepática 

e da terceira a quarta semana foram cultivadas em meio contendo dexametasona 0.5 

µM e OSM 50 ng/mL para a maturação hepática. Ao fim do tratamento de indução 

hepatogênica, CTM de MOR perderam a morfologia fibroblastoide e se tornaram 

arredondadas (Figura 12F) quando comparadas ao controle de células não 

diferenciadas (Figura 12A e B). Porém, apesar da mudança morfológica, navamente 

essas células foram incapazes de produzir e estocar glicogênio (Figura 14F). Já as 

CTM de SCUH e VCUH não apresentaram mudanças morfológicas quando 

compradas ao controle e também não foram capazes de produzir e estocar glicogênio 

(dados não mostrados). Utilizando esse mesmo tratamento Hong e colaboradores 

(Hong et al., 2005) obtiveram células produtoras de ALB, CK18 e CK19 e AFP a partir 

de CTM de SCUH. Como CTM de MOR apresentaram mudanças morfológicas com 

esse tratamento, resolvemos testá-lo novamente, porém, acrescido de soro de rato 

recolhido 24 horas após hepatectomia, durante os 28 dias de indução hepatogênica 

(item 3.9 de Materiais e Métodos, método 5). 

Durante a regeneração hepática, após hepatectomia parcial, os hepatócitos, 

normalmente quiescentes, sofrem um ou dois ciclos de replicação para restaurar a 

massa hepática (Fausto et al., 2006). Em ratos, a taxa de síntese de DNA em 

hepatócitos começa a aumentar após 12 horas da hepatectomia, quando entram na 
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fase S do ciclo celular, com pico máximo em torno de 24 horas e em células não 

parenquimais, essa indução ocorre em torno de 48 horas depois (Taub, 2004). Essa 

resposta, gerada após dano hepático é regulada por fatores de crescimento e 

citocinas incluindo HGF, EGF, TGFs, insulina, glucagon, TNFα (fator de necrose 

tumoral-α) e IL-6. Acredita-se que esses mesmos estímulos também sejam 

responsáveis pela proliferação e diferenciação de células progenitoras hepáticas que 

podem ser derivadas da medula óssea (Alison, 2002). Ong e colaboradores (Ong et 

al., 2006) testaram a influência dos fatores solúveis, liberados durante a regeneração 

hepática, sobre CTM humanas. Neste trabalho, CTM foram submetidas, por 24 horas 

e com auxílio de transwell, ao cocultivo com biópsias de fígado de ratos induzidos ao 

dano hepático com injeção de cloreto de gadolíneo. Seguido ao cocultivo, CTM foram 

submetidas a diferenciação hepatogênica por vinte dias com HGF, dexametasona e 

OSM. Ao final do protocolo, os autores observaram uma maior porcentagem de 

células produtoras de ALB no grupo das CTM submetidas ao cocultivo com biópsias 

de fígado injuriado em relação ao grupo submetido ao cocultivo com biópsias de 

fígado saudável. Sun e colaboradores (Sun et al., 2013), trataram CTM isoladas de 

tecido adiposo de ratos com soro de ratos hepatectomizados, recolhido 24 horas após 

hepatectomia de 70%. Após tratamento, CTM adquiriram morfologia de hepatócito, 

expressaram AFP e passaram a secretaram ALB e uréia. Em nosso trabalho, CTM de 

MOR tratadas com meio suplementado com soro de rato hepatectomizado (SRH) 5% 

(item 3.9 de Materiais e Métodos, método 5) apresentaram mudanças morfológicas 

após 15 dias de tratamento (dados não mostrados). No 28° dia de tratamento, as 

CTM de MOR tornaram-se arredondadas (Figura 13D) quando comparadas ao grupo 

controle, tratado com soro de rato saudável (Figuras 13A e B). Quando essas células 

foram coradas com PAS mostraram ser capazes de produzir e estocar glicogênio 
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(Figuras 15B, C e D), uma característica de células hepáticas. Esses resultados 

sugerem que CTM de MOR podem se diferenciar em células semelhantes a 

hepatócitos quando induzidas com SRH 

Na tentativa de alcançar o nosso objetivo em obter CTM diferenciadas capazes 

de estocar e produzir glicogênio, outros protocolos de dois passos foram testados e 

CTM isoladas de pele de camundongo e de polpa dentária também foram utilizadas. 

Porém, nenhum protocolo de um e dois passos foi eficaz em promover a produção e 

estoque de glicogênio por CTM humanas após o período de indução hepática. CTM 

de MOR mostram-se mais responsivas aos protocolos de indução hepática, 

apresentando mudanças morfológicas com o método similar ao utilizado por Hong e 

colaboradores (Hong et al., 2005) e com meio condicionado de HepG2, e produziram 

e estocaram glicogênio quando tratadas com SRH. Esta diferença no potencial de 

diferenciação hepática entre células murinas e humanas também foi descrita por 

Schwartz e colaboradores (Schwartz et al., 2002) ao observar que CTM de rato e 

camundongo mostraram maior porcentagem de células diferenciadas comparadas as 

CTM humanas submetidas a condições de cultura similares. Apesar do aparente 

potencial de diferenciação hepática das CTM de MOR em relação às CTM humanas, 

para os testes dos protocolos de três passos, resolvemos trabalhar somente com as 

CTM humanas, já que este projeto visa a obtenção de células similares a hepatócitos, 

que possam futuramente ser usadas em terapias celulares aplicadas a doenças do 

fígado. 
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FIGURA 12: Observações morfológicas de CTM de MOR após diferenciação 
hepatogênica por diferentes protocolos. A e B)  CTM (controle) cultivadas em IMDM 
suplementado com SFB 10%. C e D) CTM cultivadas em meio de diferenciação 
contendo HGF 20 ng/mL e FGF4 10ng/mL (método 1). E e F) CTM de MOR cultivadas 
em meio de diferenciação contendo dexametasona 0.5 µM e HGF 50ng/mL e em 
meio de maturação contendo dexametasona 0.5 µM e OSM 50ng/mL (método 4). 
Colunas I e II correspondem, respectivamente, aos dias 0 e 28, após início dos 
protocolos da diferenciação hepatogênica. 
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FIGURA 13: Observações morfológicas de CTM de MOR após diferenciação 
hepatogênica. A e B)  CTM de MOR (controle) cultivadas em IMDM suplementado 
com SFB 5% e SRC 5%. C e D) CTM de MOR cultivadas em IMDM suplementado 
com SRH 5%, HGF, dexametasona e OSM (método 5). E e F) CTM de MOR 
cultivadas em IMDM suplementado com meio condicionado de HepG2 (método 3). As 
colunas I e II correspondem, respectivamente, aos dias 0 e 28 após início dos 
protocolos de diferenciação hepatogênica. 
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FIGURA 14: Coloração de glicogênio por PAS de CTM de MOR após diferenciação 
hepatogênica. A) CTM de MOR (controle) cultivadas em IMDM suplementado com 
SFB 10%. B) CTM de MOR cultivadas em IMDM suplementado com meio 
condicionado de HepG2 (método 3). C e D) Células HepG2 (controle positivo). E) 
CTM cultivadas em meio de diferenciação contendo HGF 20 ng/mL e FGF4 10ng/mL 
(método 1). F) CTM de MOR cultivadas em meio de diferenciação contendo 
dexametasona 0.5 µM e HGF 50ng/mL e em meio de maturação contendo 
dexametasona 0.5 µM e OSM 50ng/mL (método 4). 
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FIGURA 15: Coloração de glicogênio por PAS de CTM de MOR após diferenciação 
hepatogênica. A) CTM de MOR (controle) cultivadas em IMDM suplementado com 
SFB 5% e SRC 5%. B, C e D) CTM de MOR cultivadas em IMDM suplementado com 
SRH 5%, HGF, dexametasona e OSM (método 5). As setas pretas indicam marcação 
de grânulos citosólicos de glicogênio por PAS. 
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4.2.2 – INDUÇÃO DA DIFERENCIAÇÃO HEPATOGÊNICA DE CTM UTILIZANDO PROTOCOLOS 

DE TRÊS PASSOS 

Os protocolos de três passos foram testados três vezes em CTM de MOH e 

uma vez em CTM de VCUH e as figuras para visualização dos resultados serão 

representadas pelas CTM de MOH. Neste momento, a diferenciação hepática foi 

avaliada quanto à capacidade das CTM diferenciadas de produzir e estocar 

glicogênio, confirmados por coloração de PAS (item 3.10 de Materiais e Métodos), de 

produzir ALB, que foi analisada por imunofluorescência (item 3.11 de Materiais e 

Métodos) e capacidade de expressão de genes específicos de hepatócitos que foi 

analisada por ensaios de PCR em tempo real (item 3.12 de Materiais e Métodos). 

Para os testes com os protocolos de três passos fizemos algumas 

modificações nos procedimentos de cultivo celular em relação aos testes de um e dois 

passos. Durante todo o período da diferenciação, as trocas de meio ocorreram três 

vezes por semana e deixamos de suplementar os meios de diferenciação com os 

antibióticos penicilina e estreptomicina. No primeiro protocolo de três passos testado, 

CTM de VCUH foram tratadas com EGF, FGF2, HGF, nicotinamida, OSM e 

dexametasona que foram acrescentados aos meios de modo sequencial, semelhante 

aos estímulos temporais observados na embriogênese hepática (item 3.9 de Materiais 

e Métodos, método 6). Com este tratamento, CTM de VCUH foram capazes de 

produzir e estocar glicogênio e, por análises de PCR em tempo real a expressão dos 

genes hepato-específicos ALB, HNF1α, CYP3A4 e PEPCK aumentou em duas vezes 

em relação às células não diferenciadas (dados não mostrados). Com esses 

resultados promissores, este protocolo foi repetido por mais três vezes e outro 

protocolo de três passos foi testado, em paralelo, onde, CTM foram submetidas por 

sete dias a diferenciação endodérmica, seguida da diferenciação hepática como 
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descrito no método 6 (item 3.9 de Materiais e Métodos, método 7). O objetivo foi 

verificar se a diferenciação prévia em endoderme resultaria em um aumento nos 

estoques de glicogênio, aumento da síntese de ALB verificada por imunofluorescência 

e se haveria aumento na expressão de genes hepato-específicos, avaliado por PCR 

em tempo real. Os demais testes com os protocolos de três passos foram realizados 

utilizando somente CTM de MOH. Para simplificar, os resultados observados após os 

tratamentos pelos métodos 6 e 7, serão descritos juntos e serão referidos como 

métodos 6 e 7. 

Em ambos os métodos 6 e 7, as células foram inicialmente privadas de SFB 

para sincronização do ciclo celular na fase G0 (Chen et al., 2012) para que, após 

nova suplementação com SFB, as células movam juntas para as fases subsequentes 

do ciclo celular (Langan e Chou, 2011). No método 7, após os sete dias de 

diferenciação endodérmica com activina A (Figura 17B), as células não apresentaram 

mudança morfológica significativa em relação ao controle de células não 

diferenciadas (Figura 17A), que apresentaram morfologia fibroblastóide. Durante os 

sete dias de indução hepática, em ambos os métodos, na presença de HGF e FGF2, 

observamos a presença de células retraídas e arredondadas com perda da sua 

morfologia fibroblastóide, circundadas por células com morfologia fibroblastóide 

(Figuras 16A e B e 17C e D). Nesta fase, as mudanças morfológicas das CTM foram 

semelhantes em ambos os protocolos, porém, o grupo submetido ao método 6 

(Figuras 16A e B) apresentou mais células retraídas e arredondadas, quando 

comparado ao grupo submetido ao método 7 (Figuras 17B e C). Sob a influência de 

OSM e dexametasona, durante o período de maturação hepática, observamos o 

aumento gradual do número de células retraídas e arredondadas bem como a 

presença abundante de grânulos citoplasmáticos (Figuras 16C, D e E e Figuras 17E e 
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F), os quais não foram observados nas células indiferenciadas (Figuras 16F e 17A). 

Nesta etapa, CTM tratadas com os métodos 6 e 7 mostraram comportamento 

semelhante. Essas observações foram semelhantes nos três experimentos de 

diferenciação hepática realizados com os protocolos 6 e 7 em parelelo. 

As características morfológicas descritas acima estão de acordo com as 

mudanças morfológicas mostradas durante a diferenciação hepática de CTM em 

outros trabalhos (Chen et al., 2007; Chen et al., 2010). Ayatollahi e colaboradores 

(Ayatollahi et al., 2011), após 7 dias de diferenciação hepática, descreveram uma 

cultura heterogênea com presença de células epiteliais com estruturas 

citoplasmáticas retraídas e células fibroblastóides. O aparecimento de células 

epiteliais foi de modo tempo-dependente e após 20 dias de diferenciação hepática, as 

células exibiram uma forma poligonal, semelhantes à de hepatócitos, com presença 

de grânulos citoplasmáticos. 

CTM, submetidas aos protocolos 6 e 7, foram avaliadas quanto à sua 

capacidade de produzir e estocar glicogênio nos dias 14* e 21* (Figuras 5F e G) após 

início da fase de indução hepática. Células mostraram coloração positiva para 

grânulos de glicogênio citoplasmático após 14* dias da fase de indução hepática dos 

métodos 6 (Figura 18B) e 7 (Figura 18F) e não observamos diferenças quanto ao 

número de células positivas quando comparamos os dois protocolos. O número de 

células coradas aumentou após 21* dias de tratamento quando comparado ao dia 

14*, em ambos os protocolos. Porém, com 21* dias de tratamento observamos maior 

intensidade de coloração no grupo tratado com o método 7 (Figuras 18G e H) quando 

comparado ao grupo tratado com o método 6 (Figuras 18C e D). O controle de células 

não diferenciadas não foram capazes de produzir e estocar glicogênio (Figura 18A) 

quando comparadas às células HepG2 (Figura 18B), utilizadas como controle positivo. 
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Essas observações foram semelhantes nos três experimentos de diferenciação 

hepática realizados com os métodos 6 e 7. 

O método 6 de indução hepatogênica foi baseado no trabalho de Lee e 

colaboradores (Lee et al., 2004a). Neste trabalho os autores observaram mudanças 

morfológicas das CTM diferenciadas semelhantes a nossas e também observaram 

aumento do número de células positivamente coradas para glicogênio de modo tempo 

dependente, porém, essas começaram a aparecer após 28 dias de indução enquanto 

nós observamos tais células após 14* dias de indução e a intensidade de coloração 

que eles observaram após 42 dias, foi semelhante a que observamos em 21* dias de 

indução pelo método 7. Ayatollahi e colaboradores (Ayatollahi et al., 2011) também 

observaram células produtoras de glicogênio somente após 21 dias de indução 

hepática. Já Prasajak e Leeanansaksiri (Prasajak e Leeanansaksiri, 2013) 

observaram células produtoras de glicogênio, de modo tempo dependente, após 7, 12 

e 18 dias de diferenciação hepática de CTM da geléia de Wharton em condições de 

hipóxia, além de terem observado pouca coloração no controle de células não 

diferenciadas. Essa produção precoce de glicogênio pelas CTM comparada a outros 

protocolos da literatura pode ser devido às condições de hipóxia utilizada por Prasajak 

e Leeanansaksiri. Em condições de hipóxia, o fator 1 induzível por hipóxia (HIF1) é 

expresso e passa a funcionar como o principal regulador do metabolismo celular, 

regulando a transcrição de genes que codificam para proteínas envolvidas no 

metabolismo da glicose e energético de forma geral, promovendo a síntese e acúmulo 

de glicogênio (Iida et al., 2012; Prasajak e Leeanansaksiri, 2013). No nosso caso, a 

observação de células produtoras de glicogênio aos 14* dias de indução hepática, 

pode ser devido as nossas trocas de meio terem ocorrido três vezes por semana, 

praticamente dia sim dia não, enquanto que Lee e colaboradores (Lee et al., 2004b) e 
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Ayatollahi e colaboradores (Ayatollahi et al., 2011) realizaram suas trocas de meio 

duas vezes por semana, com intervalos entre as trocas de três a quatro dias. No 

fígado, durante o estado pós-prandial, com níveis altos de glicose e insulina, a síntese 

de glicogênio é estimulada aos seus níveis fisiológicos máximos (Winnick et al., 

2013), enquanto que a glicose é liberada a partir do catabolismo desse glicogênio 

para minimizar as mudanças na glicemia entre os estados alimentado e jejum (Moore 

et al., 2012). Talvez as CTM cultivadas por Lee e colaboradores (Lee et al., 2004b) e 

Ayatollahi e colaboradores (Ayatollahi et al., 2011) estejam acumulando glicogênio 

tardiamente por estarem maior tempo em condições de cultura com menos glicose. 

Em outro trabalho, células produtoras de glicogênio também foram detectadas após 

14 dias de indução hepática e os níveis máximos de células coradas foram 

observados após 21 dias de indução, semelhantes às nossas observações (Schwartz 

et al., 2002). Porém, neste trabalho os autores não mencionaram a frequência das 

trocas de meio durante o período de diferenciação hepática.  

A expressão de ALB pelas CTM submetidas aos métodos 6 e 7 foi analisada 

por imunofluorescência nos dias 14* e 21* após início da fase de indução hepática. 

Por essas análises, CTM mostraram capacidade de expressar ALB nos dias 14* e 21* 

(Figuras 19C, D, E e F ). Não observamos diferença na intensidade de marcação 

entre os grupos tratados pelos métodos 6 e 7 e também não observamos diferença 

entre os dias 14* e 21*. As células controle, não diferenciadas, não mostraram 

capacidade de expressar ALB (Figura 19A) enquanto que o controle positivo de 

células HepG2 expressaram ALB (Figura 19B). Essas observações foram 

semelhantes nos três experimentos de diferenciação hepática realizados com os 

métodos 6 e 7. 
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Nossas observações quanto à expressão de ALB, por imunofluorescência, 

durante a diferenciação hepática de CTM estão de acordo com as observações da 

literatura. Por análise de imunofluorescência, Lee e colaboradores (Lee et al., 

2004b) observaram expressão de ALB após 14, 28 e 42 dias de diferenciação, e, 

assim como nós observamos, essa expressão não variou com o tempo da indução 

hepática. E por RT-PCR (Reação em cadeia da polimerase via transcriptase 

reversa), a expressão de ALB também ocorreu apenas a partir do 14° dia de 

indução. Lue e colaboradores (Lue et al., 2010) analisaram a expressão de ALB 

durante o processo de diferenciação hepática de CTM de tecido adiposo humano 

por RT-PCR, western blot e imunofluorescência. Neste trabalho, por RT-PCR, o 

controle de células não diferenciadas expressou baixa quantidade de ALB, essa 

expressão aumentou após 14 dias de indução e se manteve estável até a quarta 

semana, mas, na quinta semana os níveis de expressão estavam próximos aos das 

células indiferenciadas. Pelas análises de western blot, a expressão de ALB 

aumentou até a terceira semana e começou a cair a partir da quarta semana. Já por 

imunofluorescência, ALB foi detectada da segunda até a quinta semana, sem 

observação de diferenças na intensidade de fluorescência entre as semanas de 

indução hepática. Talens-Visconti e colaboradores (Talens-Visconti et al., 2006) 

observaram que a expressão de ALB analisada por PCR em tempo real aumenta 

após 7 dias de diferenciação hepática de CTM de tecido adiposo humano e que 

essa expressão cai pela metade na segunda semana. Porém, por 

imunohistoquímica, a ALB foi detectada após 14 dias e até uma maior expressão foi 

detectada após 21 dias de indução. 

Em nosso trabalho, a expressão de AFP, cMet e ALB pelas CTM submetidas 

aos métodos 6 e 7 foi analisada por PCR em tempo real após a diferenciação 
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endodérmica e nos dias 7*, 14* e 21* após início da fase de indução hepática. Por 

essas análises não observamos aumento na expressão desses genes após a 

diferenciação hepática das CTM de MOH, pelos métodos 6 e 7 (Figura 20). Esta 

análise foi realizada em somente um experimento de diferenciação hepática, pois a 

expressão desses genes foi, na verdade, muito baixa nos outros testes realizados 

com os métodos 6 e 7. 

A literatura recente aponta para o mesmo tipo de observação. Penteado e 

colaboradores (Penteado et al., 2007) que utilizaram um protocolo semelhante ao 

método 6, utilizado por nós, para diferenciar CTM de MOH em hepatócitos, 

observaram mudanças morfológicas semelhantes, porém a expressão de ALB, CK 18 

e α-fetoprotéina não sofreu alteração em relação às CTM indiferenciadas quando 

analisadas por imunofluorescência e por PCR em tempo real. Também com um 

protocolo semelhante ao do método 6, CTM de MOH e de tecido adiposo humano 

adquiriram marcadores hepáticos que incluem ALB, AFP, CYP2E1 e CYP3A4 

(Talens-Visconti et al., 2006), porém, sem aumento da expressão de CK-18 e CK-19. 

CK-18 e CK-19 são importantes marcadores de hepatócitos. Seo e colaboradores 

(Seo et al., 2005) também concluíram terem diferenciado CTM de tecido adiposo 

humano com um protocolo de um passo contendo HGF, OSM e DMSO. Neste 

trabalho, os autores observaram expressão de ALB e AFP e secreção de uréia pelas 

células diferenciadas, porém também não observaram alteração na expressão de CK 

18 e CK 19 entre as células diferenciadas e não diferenciadas.  

As diferentes técnicas para isolar, cultivar e caracterizar CTM, em adição às 

diversas formas de diferenciá-las em hepatócitos e caracterizar esses hepatócitos, 

torna difícil qualquer comparação. De fato, trabalho muito recente (Hagmann et al., 

2013), mostra que, CTM de MOH cultivadas em quatro meios de cultivo diferentes 
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apresentam diferenças na proliferação celular, na distribuição dos marcadores de 

superfície e no potencial de diferenciação condrogênica. Além disso, observações 

feitas durante procedimentos padronizados de isolamento, expansão e diferenciação 

de CTM de MOH e de VCUH, no Centro de Pesquisa Experimental (IIEPAE), 

mostram que há também variação intrínseca entre os doadores de células. Essa 

diversidade dificulta também determinar um motivo para o nosso relativo insucesso 

na utilização desses protocolos, já que seguimos as boas práticas de laboratório 

para o cultivo celular e os reagentes utilizados para diferenciação hepática são de 

marcas descritas na literatura da área. A questão não é nova. Com objetivo de 

superar esse problema, Sancho-Bru e colaboradores (Sancho-Bru et al., 2009) 

propuseram pela primeira vez métodos padronizados para validar tanto as CTM, 

como os hepatócitos obtidos de sua diferenciação, que serão utilizados na terapia 

celular de doenças hepáticas. 

Uma outra questão refere-se à análise dos diferentes protocolos publicados e 

utilizados para diferenciação hepática, já que a escolha de tal protocolo parece ser 

crítica na característica das células finais. Para exemplificar esse problema, citamos 

o trabalho de Herencia e colaboradores (Herencia et al., 2012) que diferenciaram 

CTM de MOH utilizando protocolo semelhante ao método 6 utilizado por nós. Neste 

trabalho os autores constataram que a dexametasona utlizada neste protocolo ativa 

a via Wnt/β-catenina, cuja ativação está associada com hepatocarcinomas. Os 

hepatócitos obtidos por este protocolo tiveram o oncogene c-myc regulado 

positivamente, apresentaram proliferação celular anormal e expressão diferencial de 

11 proteínas com expressão alterada em hepatocarcinomas em relação ao controle 

de células não diferenciadas e aos hepatócitos obtidos por outro protocolo onde esta 

via permaneceu inativada.  
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Comparando os protocolos de um, dois e três passos testados neste trabalho 

na tentativa de diferenciar CTM em hepatócitos, os protocolos de três passos, se 

mostraram ser mais eficientes em relação aos protocolos de um e dois passos. 

Antibióticos são utilizados com frequência em meios de cultura para controlar 

a contaminação. Porém alguns estudos indicam que eles podem diminuir a taxa de 

proliferação e diferenciação de células-tronco. Cohen e colaboradores (Cohen et al., 

2006) avaliaram o efeito de gentamicina e o uso combinado de penicilina e 

estreptomicina durante a diferenciação de células-tronco embrionárias em 

pneumócitos do tipo II. O uso de antibióticos reduziu em até 60% os níveis do mRNA 

SPC (proteína C associada a surfactante pulmonar), um marcador funcional 

específico de pneumócitos do tipo II. Em adição, a taxa de crescimento dos corpos 

embrióides foi reduzida em 40%. Efeitos tóxicos, também foram observados em 

culturas de CTM de MOH, onde, a gentamicina pareceu diminuir a proliferação e a 

eficiência de diferenciação osteogênica e condrogênica em relação às CTM 

cultivadas em meio sem gentamicina (Chang et al., 2006). Em nosso estudo, os 

meios dos protocolos de um e dois passos ainda foram suplementados com os 

antibióticos estreptomicina e ampicilina, para controlar a contaminação, enquanto 

que os meios dos protocolos 6 e 7, foram isentados de antibióticos. 

A diferenciação endodérmica aplicada no método 7, teve como objetivo 

verificar se esta etapa levaria a uma melhora no protocolo de diferenciação hepática 

seguinte representado, pelas etapas de diferenciação e maturação hepática 

presentes no método 6. 

Waclawczyk e colaboradores (Waclawczyk et al., 2010) e Lee e 

colaboradores (Lee et al., 2012), aplicaram esse passo de diferenciação 

endodérmica para diferenciar CTM de SCUH e de tecido adiposo humano, 
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respectivamente, e a subsequente diferenciação hepática ocorreu de modo similar 

ao encontrado na literatura. Em ambos os trabalhos, CTM adquiriam marcadores 

específicos de hepatócitos, porém, não foi feito uma comparação entre protocolos 

com e sem o passo de diferenciação endodérmica, para verificar se este passo é 

vantajoso. 

Quando avaliamos a diferenciação hepática, observamos uma vantagem de 

se aplicar a diferenciação endodérmica somente através das análises de PAS, onde 

claramente, as CTM submetidas ao método 7 mostraram possuir mais capacidade 

de produzir e estocar glicogênio. Porém, em nossa opinião, somente esse fato não é 

suficiente para considerarmos como vantajoso a inclusão desta etapa nos protocolos 

de diferenciação hepática de CTM, já que esta etapa torna o protocolo mais longo. 

Além disso, a medida do glicogênio não é quantitativa e aliada à diversidade de 

comportamento das linhagens mesenquimais, torna essa definição insuficiente. A 

análise de genes considerados essenciais para a função hepática por PCR em 

tempo real também tem se mostrado inadequada, dificultando ainda mais o 

estabelecimento de parâmetros reprodutíveis e confiáveis. 

Alguns pesquisadores da atualidade acreditam que o uso de células-tronco 

induzidas (iPS) é a única maneira de fazer frente a essa questão. Num cenário ideal, 

células mesenquimais autólogas (de medula) ou fibroblastos (pele) seriam tratadas 

para indução de iPS, por métodos isentos de risco de tumorigênese, e depois 

submetidos aos protocolos de diferenciação (Awe et al., 2013; Subba Rao et al., 

2013). A literatura recente começa a mostrar as publicações nessa área e mostram 

a riqueza de possibilidade e de problemas no desenvolvimento seguro e robusto de 

células similares a hepatócitos a partir de iPS humanas (Hannan et al., 2013). Em 

adição, há a possibilidade de produção em larga escala de hepatócitos utilizados na 
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clínica e também como modelos em estudos de doenças hepáticas e de toxicidade 

de drogas (Vosough et al., 2013). 

Por outro lado, o cumprimento de etapas muito bem definidas e 

regulamentadas em nível internacional é necessário para validar a funcionalidade 

das células similares a hepatócitos produzidas. Em adição, a padronização de 

ensaios pré-clínicos mostrando qual o melhor tipo de célula e o número de células a 

ser transplantado é de extrema importância para levar o transplante de células-

tronco ou de células similares a hepatócitos para uma terapia clinicamente útil. 
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FIGURA 16: Observações morfológicas de CTM de MOH após diferenciação hepática 
pelo método 6. A e B)  CTM de MOH após sete dias de diferenciação hepática em 
IMDM suplementado com HGF e FGF2 nos aumentos 10x e 40x respectivamente. C 
e D) CTM de MOH após 7 dias de maturação hepática cultivadas em IMDM 
suplementado OSM, dexametasona e ITS nos aumentos 10x e 20 respectivamente. 
E) CTM de MOH após 14 dias de maturação hepática. F) CTM de MOH (controle) 
cultivadas em LG-DMEM. As setas chamam a atenção para as mudanças 
morfológicas das células diferenciadas em relação ao controle de células não 
diferenciadas. 
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FIGURA 17: Observações morfológicas de CTM de MOH após diferenciação hepática 
pelo método 7. A) CTM de MOH (controle) cultivadas em LG-DMEM. B) CTM de 
MOH após sete dias de diferenciação endodérmica em IMDM suplementado com 
activina A. C e D) CTM de MOH após 7 dias de diferenciação hepática em IMDM 
suplementado com HGF e FGF2 nos aumentos 10x e 40x, respectivamente. E) CTM 
de MOH após 7 dias de maturação hepática cultivadas em IMDM suplementado 
OSM, dexametasona e ITS. F) CTM de MOH após 14 dias de maturação hepática. 
As setas chamam a atenção para as mudanças morfológicas das células 
diferenciadas em relação ao controle de células não diferenciadas. 
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FIGURA 18: Coloração de glicogênio por PAS de CTM de MOH após 14* e 21* dias 
de diferenciação hepatogênica pelos métodos 6 e 7. A) CTM de MOH (controle) 
cultivadas em LG-DMEM. B, C e D) CTM de MOH nos dias 14* (B) e 21* (C e D), 
após início da diferenciação hepatogênica pelo método 6. E) HepG2 coradas por 
PAS para controle positivo. F, G e H) CTM de MOH nos dias 14* (F) e 21* (G e H) 
após início da diferenciação hepatogênica pelo método 7. Setas apontam para 
grânulos de glicogênio corados. 
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FIGURA 19: Análise da expressão de albumina por imunofluorescência após a 
diferenciação hepática de CTM de MOH pelos métodos 6 e 7. A) CTM de MOH 
(controle) cultivadas em LG-DMEM. B) Expressão de ALB por Células HepG2 para 
controle positivo. C e E) CTM de MOH nos dias 14* (C) e 21* (E), após início da 
diferenciação hepatogênica pelo método 6.  D e F) CTM de MOH nos dias 14* (D) e 
21* (F) após início da diferenciação hepatogênica pelo método 7.  
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FIGURA 20: Análise da expressão gênica de APP, cMet e ALB por PCR em tempo 
real durante a diferenciação hepática de CTM de MOH pelos métodos 6 e 7. (A) AFP 
(α-fetoproteína). (B) cMet (receptor de HGF). (C) ALB (albumina). Expressão 
normalizada pelo gene GAPDH e expressos como número de vezes em relação ao 
controle – CTM indiferenciadas (fold-change). 
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4.3 – PADRONIZAÇÃO DO MODELO ANIMAL DE INJÚRIA HEPÁTICA INDUZIDA POR DMN E 

TRANSPLANTE DE CTM DE VCUH 

O modelo de fibrose hepática induzida por DMN tem sido utilizado tanto para 

caracterizar a evolução da fibrose após injúria hepática (Hata et al., 2002) como para 

testar novas terapias para o tratamento de doenças hepáticas (Choi et al., 2010; 

Zhao et al., 2005). No presente trabalho, nossa proposta foi padronizar um modelo 

de injúria hepática induzida por DMN para realização de testes de terapia baseada 

em CTM. 

Em um primeiro momento, optamos por estabelecer um modelo experimental 

baseado naquele desenvolvido por Ozawa e colaboradores (Ozawa et al., 2006), 

modelo no qual, ratos machos da raça Sprague-Dawley foram tratados com DMN por 

três semanas com três injeções consecutivas por semana na dose 10 µg/g de peso 

do animal. Na quarta semana os animais foram submetidos à hepatectomia parcial e 

o tratamento com DMN continuou por mais duas semanas. Em outro estudo, ratas 

Wistar também foram tratadas com três injeções ip consecutivas por semana, mas por 

seis semanas de DMN 10 µg/g. Os níveis séricos de BT e ALT e a fibrose hepática se 

mostraram mais elevados nos animais eutanasiados vinte dias após o término do 

tratamento com DMN quando comparados aos animais eutanasiados após dez dias 

do término do tratamento, indicando ocorrer lesão hepática progressiva mesmo após 

o término do tratamento de DMN (Zhao et al., 2005). Também tratados com três 

injeções ip consecutivas por semana de DMN 10 µg/g, porém durante quatro 

semanas, os níveis séricos de ALT, AST, FA e BT de ratos Sprague-Dawley 

aumentaram com o tempo de tratamento com DMN (Saha et al., 2007). A fibrose 

hepática foi observada em torno da tríade portal a qual se estendia ligando diferentes 
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tríades portais, enquanto que os animais controle mantinham a arquitetura hepática 

intacta. 

Num experimento piloto conduzido no Biotério do IQ-USP, 6 ratos Wistar com 

peso em torno de 150 gramas, foram divididos em grupo controle (n = 3) pois não 

recebeu tratamento para indução de fibrose hepática e grupo experimental (n=3) que 

recebeu três injeções consecutivas por semana durante três semanas na dose de 

DMN 10 µg/g de peso do animal. Na quarta semana realizamos a hepatectomia de 

30% e o tratamento continuou por mais uma semana e não duas semanas, como 

planejado, pois, neste experimento piloto, todos os ratos do grupo experimental 

morreram na quinta semana, antes do término do experimento (dados não 

mostrados). 

O desenho experimental utilizando uma droga hepatotóxica, inclusive a DMN, 

pode variar conforme o tempo de indução, concentração da dose aplicada, 

combinação com hepatectomia, além do tipo de animal e linhagem empregados 

(Hyon et al., 2011; Ying et al., 1980). 

Após observar os resultados acima descritos, buscamos estabelecer a melhor 

dosagem de DMN através da avaliação dose-resposta, onde os ratos Wistar foram 

submetidos ao tratamento com diferentes concentrações de DMN, incluindo a 

dosagem indicada por (Ozawa et al., 2006) (grupo G4) e também dosagens mais 

diluídas (grupo G3). Decidimos verificar também o efeito da hepatectomia em ratos 

tratados (grupos G5 e G6) ou não com DMN (grupo G2) e consequentemente 

escolher entre o modelo misto (DMN/hepatectomia) e o modelo DMN. O efeito da 

DMN e da hepatectomia foi avaliado através de parâmetros bioquímicos e através de 

histologia por coloração de HE e tricromo de Masson. 
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Pelas análises macroscópicas, as alterações no aspecto geral do fígado foram 

dose-dependentes (Figura 21). O fígado dos ratos do grupo G4 (DMN 10 µg/g) 

(Figuras 21E e F) apresentou inchaço dos lóbulos hepáticos, presença de regiões 

amareladas e mudança na textura do fígado com maior rigidez em relação ao grupo 

controle (Figuras 21A e B). Já o fígado dos ratos do grupo G3 (Figuras 21C e D) 

apresentou inchaço discreto e textura com pouca alteração em relação ao grupo 

controle e não foi observada nenhuma região do fígado com pontos amarelados. As 

alterações observadas nos grupos G5 e G6 (dados não mostrados) foram 

semelhantes às alterações observadas nos grupos G3 e G4, respectivamente, 

portanto por análise visual não detectamos efeito da hepatectomia. Este inchaço do 

fígado observado por nós pode ser devido a edema, o qual está associado à 

inflamação aguda observada nos estágios iniciais da fibrose hepática (George et al., 

2001). 

Esse mesmo padrão de toxicidade dose-dependente também foi observado 

nas análises histológicas. Na coloração com HE, o grupo controle apresentou 

arquitetura hepática normal, com os hepatócitos alinhados aos sinusóides 

convergindo para a veia centrolobular (Figuras 21A e B). Nos grupos G4 (apenas 

DMN 10 µg/g) e G6 (DMN 10 µg/g/hepatectomia), observamos alteração da 

arquitetura normal do parênquima hepático com presença de infiltrado inflamatório 

(Figuras 22E e F). Na coloração de tricromo de Masson, observamos a deposição 

aumentada de MEC (Figuras 23E e F) em relação ao controle (Figura 21A). Porém, 

não foram observados nódulos regenerativos e pseudolobalização, típicos de fibrose 

hepática mais avançada. Já nos grupos G3 e G5, observamos pontos de tumefação 

celular, que corresponde ao aumento de água e sódio no citoplasma celular, deixando 

espaços vazios em torno do núcleo e indicando os primeiros sinais de lesão celular 
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(Figuras 22C e D). A tumefação celular muda o padrão de coloração das células 

quando analisadas por HE. Porém, não observamos alteração significativa na 

arquitetura do parênquima hepático, com aumento da deposição de MEC somente à 

volta dos vasos sanguíneos (Figuras 22C e D e 22C e D). Tampouco foi observada 

alteração nos cortes histológicos do grupo G2, apenas submetido à 

PBSA/hepatecomia (Figura 22B e 22B). Esses resultados mostram um efeito dose-

dependente da DMN e que a hepatectomia não altera este efeito. 

Apesar das alterações histológicas evidentes, somente os níveis séricos de FA 

foram alterados de modo significativo após tratamento com DMN (Figura 24A) e 

apenas nos grupos G4 e G6. Não houve diferença nas concentrações de FA com a 

hepatectomia associada ao tratamento. Já os níveis séricos de ALT mostraram-se 

aumentados de modo significativo somente no grupo G2 (Figura 24B). A DMN com ou 

sem hepatectomia associada não alterou os níveis séricos de ALT. Por outro lado, os 

níveis séricos de AST aumentaram de modo significativo somente nos grupos G2 e 

G6, sugerindo a presença de um efeito causado pela hepatectomia per se. Os níveis 

séricos de BT variaram muito num mesmo grupo e, assim, apesar da média 

aumentada nos grupos G4 e G6, não foram observados diferenças estatísticas entre 

os grupos experimentais e controle (Figura 24C). O modelo de injúria hepática 

induzida por DMN desenvolvido para este projeto mostra as alterações 

macroscópicas (Ozawa et al., 2006), histológicas (Choi et al., 2010; Yue et al., 2010) e 

aumento dos níveis séricos de FA (Shin et al., 2010) observados na literatura, mas a 

hepatectomia não parece contribuir para o agravamento das lesões. De fato, a 

hepatectomia parcial é um bom modelo para estudos da regeneração hepática. Ratos 

submetidos à hepatectomia de 70% apresentam a regeneração completa do fígado 

após sete dias (Tannuri et al., 2007) e os níveis séricos que são alterados após 24 



97 
 

 

horas, se aproximam dos valores normais após sete dias da hepatectomia de 95% 

(He et al., 2003). Esta rápida regeneração, também foi observada em nossos 

experimentos de hepatectomia parcial, apesar das alterações nos níveis séricos terem 

sido observadas no grupo G2, após duas semanas da hepatectomia. Observamos 

grande taxa de mortalidade no modelo misto, os grupos G5 e G6 tiveram taxa de 

mortalidade de 60% enquanto que o grupo G4 teve taxa de mortalidade de 14%. 

Finalmente, pelo fato da hepatectomia não agravar a injúria provocada por DMN e 

ainda causar grande taxa de mortalidade, concluímos que o melhor modelo de injúria 

hepática crônica é o de aplicação somente de DMN, como aplicado no grupo G4, para 

testar o efeito do transplante de CTM. Que teve efeito avaliado pelas colorações de 

HE e tricromo de Masson e pelos níveis séricos de FA. 

Em nosso ensaio pré-clínico de terapia celular, ratos Wistar foram tratados com 

3 injeções consecutivas de DMN por quatro semanas e, na quinta semana, CTM de 

VCUH na dose de 1 x 107 células, foram injetadas por via da veia caudal, seguido da 

eutanásia dos ratos na sexta semana (Figura 6C) para coleta dos dados. As análises 

histológicas mostram que, após o transplante de CTM, não houve diferença na 

intensidade de fibrose entre os grupos G8 (grupo placebo) e G9 (transplante de CTM) 

(Figuras 25A, B, C, D e E), o grupo G9 não adquiriu maior peso quando comparado 

ao grupo G8 (Figura 25G) e por fim, embora os valores de FA tenham sido menores 

no G9, essa não foi estatisticamente significantemente quando comparado ao grupo 

G8 (Figura 25H). 

Em alguns estudos, as CTM têm mostrado a capacidade de migrar e 

incorporar-se no tecido hepático danificado, contribuindo para o seu reparo. O 

primeiro estudo mostrando essa habilidade de CTM extra-hepáticas surgiu quando 

Petersen e colaboradores (Petersen et al., 1999) injetaram CTM de MO de ratos 
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machos em ratas tratadas com acetilaminofluoreno, um bloqueador da proliferação de 

hepatócitos, e CCl4 para induzir injúria hepática. Os autores observaram que parte 

dos hepatócitos regenerados eram positivos para o cromossomo Y, sugerindo que 

eles foram derivados das células do doador. 

A partir daí, muitos grupos de pesquisa buscaram mostrar o potencial 

terapêutico das CTM, provenientes de diversas fontes, na medicina regenerativa para 

o fígado. Porém, este achado ainda é controverso e para verificar o efeito do 

transplante de CTM de SCUH, Jung e colaboradores (Jung et al., 2009) injetaram 106 

células por via da veia caudal em ratos com injúria hepática induzida com 3 injeções 

ip semanais de CCl4, na dose 1 mL/kg, por 8 semanas. Os ratos foram eutanasiados 

1, 2, 3, e 4 semanas após o transplante de células. Neste modelo, os níveis séricos 

de AST e ALT melhoraram de modo significativo somente a partir da segunda semana 

do transplante e uma melhora significativa do grau de fibrose e dos níveis séricos de 

FA só foram observados na quarta semana. Já em modelos de cirrose hepática 

severa, com ratas Wistar tratadas com 3 injeções ip de CCl4 por semana, durante 15 

semanas, na dose de 0,05 mL/kg, associado com dieta líquida alcoólica, o transplante 

de CTM parece não melhorar os parâmetros bioquímicos e o grau de fibrose hepática 

em relação ao grupo placebo, avaliados 2 meses após o transplante (Carvalho et al., 

2008; Mannheimer et al., 2011). Nesses estudos, 5 doses de 3 x 107 CTM foram 

injetadas pela via da veia caudal durante o período de indução da injúria hepática 

(Quintanilha et al., 2008) e uma dose única de 1 x 107 CTM foi injetada via veia porta 

ao final do tratamento com CCl4 (Carvalho et al., 2008). Por fim, foi avaliado também 

o efeito da injeção na veia portal de 1,6 x 107 CTM isoladas de ratas cirróticas e 

aplicadas ao final do protocolo de injúria hepática. Os resultados mais recentes, 

obtidos nos modelos mais crônicos e graves sugerem que o transplante clínico de 
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células autólogas em pacientes com doença hepática pode não exercer os efeitos 

desejados. 

O fato de não termos observado efeito positivo após o transplante de CTM 

pode ser devido a algumas questões. Primeiro, em nosso delineamento experimental, 

a eutanásia dos ratos aconteceu uma semana após o transplante com as células. Em 

estudos muito recentes, embora tenha sido observado efeito positivo da terapia de 

CTM de MOR em um modelo de injúria hepática induzida por CCl4, 7 dias após ter 

ocorrido o transplante (Cho et al., 2012), alguns trabalhos observam o efeito somente 

várias semanas após a data do transplante (Nasir et al., 2013), e ainda, esse efeito 

parece ser progressivo, com uma maior melhora dos parâmetros analisados 4 

semanas após o transplante quando comparados com os dados obtidos após 2 

semanas do transplante (Ali e Masoud, 2012).  

Após a indução de injúria hepática, como parte do processo da resposta 

inflamatória e regeneração tecidual, ocorre a liberação de citocinas que parecem 

facilitar a migração de CTM para o local da injúria e consequente repopulação do 

fígado submetido à injúria (Chen et al., 2010). O nosso modelo com DMN caracteriza 

os estágios iniciais de fibrose hepática, com aumento na deposição de colágeno, 

porém sem presença de pseudolobalização, e pode ser que neste modelo não esteja 

havendo a liberação de quantidade suficiente de citocinas para que ocorra a 

migração de CTM para o local do dano tecidual. Este pode ter sido o segundo 

motivo para não termos verificado o efeito positivo após terapia com as CTM. Porém, 

vale lembrar que observamos uma queda nos valores de FA após o tratamento com 

CTM, que, embora não seja significativa, representa uma tendência. O grupo de 

Popp (Popp et al., 2007) também não identificou uma incorporação de CTM de MO, 

após transplante em um modelo suave, em camundongos, de injúria hepática 
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induzido com duas injeções de CCl4 na dose 0,6 mL/kg. De fato, para avaliar o efeito 

do transplante de CTM, o modelo de DMN estabelecido por Zhao e colaboradores 

em ratas Wistar foi de 6 semanas, com dose de DMN e números de injeções 

semanais iguais ao do nosso protocolo. Porém, neste trabalho foi verificado uma 

taxa de mortalidade de 90% no grupo placebo e de 40% no grupo tratado com CTM 

(Zhao et al., 2005), indicando a necessidade de validação do modelo. O mesmo 

padrão variável de resultados foi obtido também por outros pesquisadores 

brasileiros, aplicando CCl4 em ratos e em camundongos (Regina Goldenberg e 

Grazielle Suhett Dias, dados não publicado). Assim, o estudo aqui desenvolvido, 

apesar de confirmar, de modo geral, os achados da literatura, mostra que, para a 

sua utilização como modelo pré-clínico reprodutível e consistente, será necessária a 

continuidade dos experimentos ou alternativamente, o teste de novas drogas e o 

desenvolvimento de outros modelos de insuficiência hepática mais adequados. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



101 
 

 

 
FIGURA 21: Análise macroscópica do fígado de ratos Wistar controle e tratados com 
DMN. A e B)  Ratos tratados com PBSA (grupo controle). C e D) Ratos tratados com 
DMN na dose de 5 µg/g de peso animal (grupo G3). E e F) Ratos tratados com DMN 
na dose de 10 µg/g de peso do animal (grpo G4). As setas chamam a atenção para o 
inchaço dos lóbulos hepáticos e presença de regiões amareladas dos ratos do grupo 
tratado com DMN 10 µg/g quando comparados com os ratos dos grupos DMN 5 µg/g 
e controle. 
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FIGURA 22: Análise histológica por coloração por HE do fígado de ratos tratados com 
DMN. Colunas I e II representam os ratos não submetidos e submetidos à 
hepatectomia, respectivamente. A) Grupo controle evidenciando aspectos normais, o 
círculo e a seta evidenciam o espaço porta e a centrolobular, respectivamente. B) 
Grupo G2, evidenciando nenhuma alteração em relação ao controle. C e D) Grupos 
G3 e G5, respectivamente, mostrando pouca alteração no parênquima hepático em 
relação ao controle. Círculo aponta para área de tumefação. E e F) Grupos G4 e G6, 
respectivamente, mostrando alteração no parênquima hepático em relação ao 
controle com presença de infiltrado inflamatório evidenciado pelos círculos. 
. 
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FIGURA 23: Análise histológica por coloração por tricromo de Masson do fígado de 
ratos tratados com DMN. Colunas I e II representam os ratos não submetidos e 
submetidos à hepatectomia, respectivamente. A) Grupo controle mostrando 
deposição normal de colágeno perivascular. B) Grupo G2, mostrando padrão de 
deposição de MEC semelhante ao grupo controle. C e D) Grupos G3 e G5, mostrando 
aumento de deposição de MEC perivascular em relação ao controle. E e F) Grupos 
G4 e G6, mostrando alteração no parênquima hepático em relação ao controle 
deposição anormal de colágeno (setas) em relação ao controle. 
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FIGURA 24: Parâmetros bioquímicos dos ratos tratados com DMN. A) Fosfatase 
alcalina (FA). B) Alanina transaminase (ALT). C) Bilirrubina total (BT). D) Asparato 
transaminase (AST). O asterisco (*) indica diferença significante em relação ao 
grupo controle (PBSA sem hepatectomia) (P<0,05). Os valores estão em 
porcentagem em relação ao controle, cuja média, dos valores absolutos, foi 
considerada 100%. As barras indicam a média ± EPM.  
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FIGURA 25: Análises do transplante com CTM de VCUH. Nas fotos das análises 
histológicas, a linha de cima são colorações por HE e a linha de baixo são 
colorações por tricromo de Masson. A e B)  Grupo  controle (G7), mostrando 
arquitetura hepática normal. C e D) Grupo G8 (placebo), mostrando alteração na 
arquitetura hepática e excesso de deposição de colágeno. E e F) Grupo G9 (tratado 
com CTM de VCUH), mostrando alteração na arquitetura hepática e deposição 
semelhantes ao do grupo placebo. G) Gráfico dos pesos dos ratos ao longo do 
tratamento com DMN e CTM de VCUH, mostrando que uma semana após o 
transplante de CTM de VCUH (na quinta semana) não houve ganho de peso do 
grupo G9 comparado ao grupo placebo. H) Gráfico dos níveis sorológicos da FA 
mostrando que os níveis de FA do G9 não diminuíram de modo significativo em 
relação ao grupo placebo. O asterisco (*) indica diferença significante em relação ao 
grupo controle (P<0,05). Os valores estão em porcentagem em relação ao controle, 
cuja média foi considerada 100%. As barras indicam a média ± EPM.  
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5 – CONCLUSÕES 

- CTM utilizadas neste estudo apresentaram as características morfológicas, o 

padrão de marcadores de superfície e a capacidade de diferenciação osteogênica e 

adipogênica, esperados para CTM, como proposto pela Sociedade Internacional de 

Pesquisa em Células-tronco. 

 - CTM de MOR são passíveis de diferenciação em hepatócitos, mostrando 

mudanças morfológicas e produção e estocagem glicogênio, quando submetidas a 

protocolos de um e dois passos, inclusive quando suplementados com soro de 

animais hepatectomizados. 

 - CTM humanas mostram mudanças morfológicas, capacidade de produção 

de glicogênio e síntese de albumina, apenas quando submetidas a protocolos de 

três passos que mimetizam os eventos que ocorrem durante o desenvolvimento 

embrionário do fígado. 

 - Uma etapa adicional prévia de definição endodérmica, seguida da 

diferenciação hepática, aumenta a capacidade das células diferenciadas de estocar 

glicogênio. 

 - O tratamento com DMN, em ratos Wistar, apresenta hepatotoxicidade dose-

dependente e, na dose de 10 µg/g, aplicada 3 vezes por semana, durante 4 

semanas, causa injúria hepática semelhante a estágios iniciais de fibrose hepática. 

Hepatectomia de 30% não agrava o dano causado pelo DMN. 

 - O transplante de CTM humanas (veia de cordão umbilical) não teve efeito 

em modelo pré-clínico de fibrose hepática em estágio inicial. 
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