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Resumo

Introdugdo: hepatopatias cronicas figuram entre as principais causas de morte no mundo e o transplante hepético permanece como
a Unica alternativa terapéutica curativa disponivel. A terapia celular utilizando células tronco tem sido demonstrada como uma
alternativa potencial, porém os mecanismos envolvidos na resolugdo da doenga permanecem em debate. Metodologia: trata-se
de uma revisdo de literatura, na qual foi realizada uma consulta por artigos cientificos selecionados através de busca no banco de
dados do PubMed e Scielo no periodo de agosto de 2016 a junho de 2017. Objetivo: este estudo tem como objetivo descrever os
mecanismos envolvidos na regeneragdo/reparo da cirrose hepatica através do tratamento com células tronco mesenquimais derivadas
do tecido adiposo (AD-MSCs). Resultados e discussdo: os estudos utilizando terapia celular apontam como principais mecanismos a
fibrindlise, imunomodulagdo e atividade antioxidante. Com relagdo a atividade fibrinolitica, o aumento proeminente na expressdo de
enzimas como MMP2, MMP3 e MMP9 explica a redugdo da fibrose normalmente observada. A atividade imunomodulatéria das AD-
MSCs parece estar relacionada com a secregdo de agentes imunossupressores e fatores que promovem a hematopoiese. Finalmente,
as AD-MSCS sdo capazes de aumentar a atividade do NF-E2-related fator (Nrf2), um fator de transcri¢do crucial na expressdo de
diversas enzimas relacionadas a resolugdo do estresse oxidativo. Conclusdo: os estudos utilizando a terapia celular evidenciaram
que fibrindlise, imunomodulagdo e efeito antioxidante podem, de forma associada, contribuir para os bons resultados apresentados.
Apesar dos principais mecanismos propostos terem sido apresentados neste presente trabalho, mais estudos sdo necessarios a fim
de determinar a precisa contribui¢do de cada um deles.

Palavras-chave: Transplante de Células Tronco Mesenquimais. Tecido adiposo. Cirrose hepatica. Antioxidantes. Fibrindlise.
Imunomodulagdo.

Abstract

Introduction: chronic liver diseases are among the leading causes of death in the world and liver transplantation remains the only
curative alternative available. Cell therapy using stem cells has been demonstrated as a potential alternative, but the mechanisms
involved in this proccess remain unclear. Methodology: we performed a review of the literature, in which a query was made for
scientific articles selected through a search in the PubMed and Scielo database from August 2016 to June 2017. Objectives: this
study aims to describe the mechanisms involved in the regeneration/repair of liver cirrhosis by treatment with adipose tissue-derived
mesenchymal stem cells (AT-MSCs). Results and discussion: studies using cellular therapy point out as main mechanisms fibrinolysis,
immunomodulation and antioxidant activity. With regard to fibrinolytic activity, the prominent increase in the expression of enzymes
such as MMP2, MMP3 and MMP9 explains the reduction in fibrosis normally observed. The immunomodulatory activity of AT-MSCs
appears to be related to the secretion of immunosuppressive agents and factors that promote hematopoiesis. Finally, AT-MSCS are
able to increase the activity of the NF-E2-related factor (Nrf2), a crucial transcription factor in the expression of several enzymes
related to the resolution of oxidative stress. Conclusion: studies using cell therapy have shown that fibrinolysis, immunomodulation
and antioxidant effect may, in an associated way, contribute to the good results presented. Although the main proposed mechanisms
have been presented in this present study, more studies are necessary in order to determine the precise contribution of each of them.
Keywords: Mesenchymal Stem Cell Transplantation. Adipose Tissue. Hepatic cirrhosis. Antioxidants. Fibrinolysis. Inmunomodulation.

INTRODUCAO

A cirrose hepatica é o principal desfecho esperado
em pacientes com doenga cronica do figado. O abuso de
alcool e infecgdo pelos virus das hepatites B e C representa
a maioria dos casos de hepatopatias cronicas em todo o
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mundo (D’AMICO et al., 2006; VOLAREVIC et al., 2014).
A doenga se caracteriza pela fibrose do parénquima do
figado com perda das fungdes normais do 6rgao. A forma-
¢do da fibrose se da por um acimulo excessivo de matriz
extracelular com formagdo de cicatrizes que envolvem
as dareas lesionadas, podendo evoluir para um quadro de
cirrose, estagio onde a doenca é considerada irreversivel
(OKURA et al., 2015).
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Em 2010, a cirrose hepatica foi a responsavel por cer-
ca de um milhdo de mortes no mundo, o que representa
um aumento de 33% em comparagdo ao ano de 1990.
Dados recentes apontam a cirrose hepatica como a 122
maior causa de mortes no mundo. No Brasil, a compara-
¢do da prevaléncia da doenga entre 2003 e 2008 revelou
um aumento estatisticamente significativo de 27% dos
casos de cirrose hepdtica no pais, levando em considera-
¢do que esse aumento tende a acometer principalmente
as pessoas entre 50 e 79 anos devido as caracteristicas de
cronicidade da doenca (BARROS et al., 2011).

Atualmente, apesar do grande nimero de doentes, a
Unica terapia realmente eficaz é o transplante do érgéo,
entretanto este procedimento é de dificil realizagdo devi-
do a escassez de doadores compativeis, possibilidade de
rejeicdo do 6rgdo, necessidade do uso de medicamentos
imunossupressores, questdes financeiras e riscos ineren-
tes a prépria cirurgia (VOLAREVIC et al., 2014; ZHANG et
al., 2013). Neste ambito, segundo dados da Associagdo
Brasileira de Transplante de Orgdos (ABTO) existem
aproximadamente 1.500 pessoas na fila de espera para
fazer o transplante de figado. Em 2014, o nimero de
transplantes realizados foi inferior a demanda implicando
em um tempo médio de espera superior a 4 anos no SUS,
atras apenas dos valores relativos ao transplante de rim.

Por esses motivos supracitados, a busca por tera-
pias alternativas curativas ou paliativas é extremamente
necessaria.

Terapias utilizando células tronco tém mostrado resul-
tados promissores em pacientes que estdo em tratamento
de doencgas hepaticas severas (JORNS et al., 2012; OKURA et
al., 2015). As células tronco tém caracteristicas peculiares,
tais como auto-renovacao, proliferacdo e diferenciagdo em
diferentes tipos celulares, que possibilitam a sua utilizagdo
no tratamento de diversas doencas (YARAK, 2010).

Em relagdo as hepatopatias, varios autores tém
demonstrado que a utilizacdo de células tronco é capaz
de minimizar ou reverter os sinais caracteristicos da do-
enga. Liang (2009) e Yin (2014), por exemplo, verificaram
que a infusdo de células tronco foi capaz de diminuir os
niveis de marcadores de lesdo hepdtica (AST, ALT), além
de bilirrubina. Além disso, houve aumento de albumina,
demonstrando recuperagao de fungdo dos hepatdcitos.

Para o tratamento de hepatopatias, as células tronco
derivadas de medula éssea (BM-MSC) foram largamente
testadas em modelos animais e ensaios clinicos apresen-
tando relativo sucesso (ANDREONE et al., 2015; HALDAR
etal., 2016; Ll et al., 2015; MOHAMADNEJAD et al., 2016).
No entanto, essas células sdo de dificil obtenc¢do devido
a procedimentos dolorosos e os rendimentos sdo relati-
vamente baixos (WP, 2015; ZUK, 2010).

As células tronco mesenquimais derivadas do tecido
adiposo (AD-MSCs) surgem como uma alternativa para a
terapia celular devido ao seu baixo custo e a facilidade
de obtengdo de um quantitativo mais abundante de cé-
lulas em comparagdo com as células originadas de outras
fontes, por exemplo, medula dssea (FATHI; FARAHZADI,
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2016). Além disso, as AD-MSCs podem ser obtidas facil-
mente através de uma lipoaspiragdao, um procedimento
minimamente invasivo e sem danos para a saude do
paciente (ISHIKAWA et al., 2010).

Outras vantagens das AD-MSCs em relagdo as células
de outras fontes sdo (1) maior capacidade de prolifera-
¢do quando comparadas com as BM-MSCs e (2) grande
potencial imunomodulatério, apesar de alguns estudos
mostrarem algumas limitacdes (HEIDARI et al., 2013;
SHIRATSUKI et al., 2015).

Contribuindo para embasar a utilizagdo das AD-MSCs
em doencas hepaticas cronicas, estudos demonstraram
que elas possuem uma ampla producdo de enzimas
fibrinoliticas, que sdo responsaveis por destruir a matriz
extracelular formada no figado cirrético.

Outro mecanismo ja descrito associado as células
tronco mesenquimais é o aumento da atividade do ARE
(Elemento de Resposta Antioxidante), que é responsavel
por ativar a transcri¢cdo de enzimas antioxidantes, fazendo
com que os efeitos nocivos das ROS (Espécies Reativas de
Oxigénio) sejam inibidos.

Apesar dos efeitos benéficos ja demonstrados pelo
transplante de AD-MSCs em modelos experimentais de
fibrose/cirrose hepatica, muito ainda se discute acerca
dos mecanismos que efetivamente contribuem para os
resultados positivos.

Portanto, é importante descrever os principais me-
canismos envolvidos na regeneragdo/reparo da cirrose
hepatica através do tratamento com AD-MSCs.

METODOLOGIA

Trata-se de uma revisdao qualitativa da literatura
baseada nos preceitos propostos no guia PRISMA (Pre-
ferred Reporting Items for Systematic Reviews and Meta-
-Analyses) com adaptac¢des. Foram consultadas as bases
Scielo (http://www.scielo.org) e Pubmed (http://www.
ncbi.nlm.nih.gov/pubmed). Uma busca manual adicional
a partir das referéncias dos principais artigos selecionados
também foi realizada. Utilizamos um recorte temporal
de dez anos sem limitacGes de idiomas. As buscas foram
realizadas utilizando os seguintes termos descritores
“cirrose”, “fibrose” e “células tronco derivadas de tecido
adiposo” e suas correspondentes em inglés. Utilizou-se a
expressao booleana “AND” a fim de localizar os registros
0s quais contivessem simultaneamente os descritores de-
sejados. A busca foi realizada independentemente pelos
autores deste estudo e foi seguida de um rastreamento
baseado nos titulos e resumos dos artigos identificados
para determinar se 0s mesmos comporiam o presente
trabalho. Observou-se aspectos como impacto da revista,
ano de publicagdo, com particular atengdo aos métodos
propostos, as inovagdes e os resultados alcancados.

RESULTADOS E DISCUSSAO
Muitos estudos foram publicados nos ultimos anos
avaliando os beneficios da terapia celular em doencas
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hepdticas. Uma parte consideravel deles utilizou as células
tronco do tecido adiposo como fonte terapéutica obtendo,
em geral, resultados promissores. Efeitos paracrinos sdao
atualmente aceitos para explicar os beneficios provenien-
tes dessa terapia. Dentre os principais mecanismos pos-
tulados pelos autores estao fibrindlise, imunomodulagido
e atividade antioxidante.

Atividade fibrinolitica

Um dos mecanismos propostos para a eficiéncia do
tratamento da cirrose hepatica é a fibrindlise. Dado que
a cirrose hepatica se caracteriza pelo acimulo de matriz
extracelular (cicatriz), a degradacdo deste tecido fibroso
poderia permitir a renovagdo hepatica. Neste sentido,
Okura et al. testaram os efeitos da infusdo de AD-MSCs
em camundongos tratados com tetracloreto de carbono
(CCl,) por seis semanas. Verificou-se diminuicdo de ALT/
AST, aumento da albumina e redugdo da fibrose. Testes de
ELISA revelaram aumento proeminente na expressao de
enzimas fibrinoliticas como MMP2, MMP3 e MMP9, o que
explica a redugdo da quantificacdo de fibrose avaliada por
coloragdo de picrosirius (sirius red) (OKURA et al., 2015).

Em 2013, Yu et al. testaram a eficiéncia das AD-MSCs
em reduzir fibrogénese in vitro e in vivo. Em testes de
co-cultura, analises por citometria de fluxo revelaram
inducdo de apoptose nas células estreladas (HSCs) cul-
tivadas com AD-MSCs em transweel plates. Ensaio de
CCK-8 foi utilizado para avaliar proliferacdo das HSCs e
estas apresentaram menores taxas de mitose quando
cultivadas com as células tronco. Adicionalmente, houve
menor expressao de a-SMA nas HSCs mensurada por
imuno-citoquimica, o que indica menor ativagao destas
células que estdo diretamente ligadas com a fibrogénese.
Em consonancia, em um modelo experimental de fibrose
hepatica essas células foram capazes de diminuir a con-
centragdo de hidroxiprolina hepatica, além de promover
reducoes significativas de colageno Il e 4cido hialurénico
séricos, todos marcadores de fibrose (YU et al., 2013).

Uma outra abordagem terapéutica testada foi a uti-
lizagdo de AD-MSC apds pré-tratamento com fatores de
crescimento. Um dos principais fatores de crescimento
utilizados em cultura é o fator de crescimento do fibroblas-
to (FGF), um importante mitégeno que ja se demonstrou
importante no desenvolvimento hepatico (ISHIKAWA et
al., 2006).

Neste sentido, foi demonstrado através de ensaio
imunoenzimatico que o transplante de AD-MSCs pré-
-tratadas com fator de crescimento fibroblastico bdsico
(bFGF) em ratos com lesdo hepatica, induzida por CCI, du-
rante oito semanas, atenua a fibrose hepatica através do
aumento da expressdo de metaloproteinases (KAMADA
etal., 2009). Nesse estudo, foi avaliado a contribui¢do do
pré-tratamento das AD-MSC com bFGF para intensificar as
atividades anti-fibrinoliticas. Os autores concluiram que
o bFGF, além de elevar os niveis de metaloproteinases,
também contribuem para manutencgado de niveis baixos de
marcadores fibrogénicos, como por exemplo fator de cres-

cimento transformante (TGF)-B1, colageno lal e inibidor
da metaloproteinase tecidual 1 (TIMP1). Além disso, os
ratos transplantados com AD-MSC + bFGF apresentaram
niveis mais baixos de proteina a-SMA quando comparados
ao grupo AD-MSC sem pré-tratamento e o grupo controle.
Estudo similar realizado por Tang WP também testou AD-
-MSC pré-tratadas com bFGF e demonstrou que os ratos
que receberam infusdo de AD-MSC + bFGF apresentaram
expressdo de a-SMA significativamente diminuida quando
comparado aos grupos controles (KAMADA et al., 2009;
WP, 2015).

Outro importante achado é que as AD-MSCs sdo ca-
pazes de secretar diversos fatores ativos, sendo um deles
o fator de crescimento de hepatdcitos (HGF) (ISHIKAWA
etal., 2010). Este fator, por exemplo, promove a apoptose
das células hepaticas estreladas, consideradas pivos da
fibrogénese hepatica (KIM et al., 2005)

Um robusto conjunto de evidéncias apontam, por-
tanto, para o efeito de aumento das MMPs, diminuigdo
das TIMPs e inibicdo da proliferacao e ativagdo das células
estreladas hepaticas.

Efeito anti-inflamatorio

Diversos estudos tém demonstrado que as AD-MSCs
possuem atividade imunomodulatéria. Visto que na cirrose
hepatica ha o aumento da atividade inflamatdria devido as
sucessivas agressdes que ocorrem no tecido, a utilizagdo
dessas células poderia atuar na reducdo da inflamacgdo
nessas condig¢Ges e contribuir para resolugdo da doenca.

Segundo revisado por Ishikawa, as AD-MSCs secretam
diversos fatores ativos, tais como agentes imunossupres-
sores IL-1RA (citocina antiinflamatéria), IL-6, IL-8, HGF,
NGF, MCP-1, e fatores que promovem a hematopoiese:
G-CSF, GM-CSF. Esses fatores podem mediar a fungdo do
sistema imune inato e modulam a regeneragao hepatica
in vivo (ISHIKAWA et al., 2010).

Crop e colaboradores demonstraram que em condi-
¢cOes inflamatdrias a capacidade imunossupressora das
AD-MSCs se mostrou extremamente alta (CROP et al.,
2010a). Este mesmo grupo, em outro estudo, mostrou
que existe ativacao e proliferacdo de células T regulatdrias
(CROP et al., 2010b).

Em um modelo de hepatite aguda, um estudo de
Higashimoto e colaboradores comprovou os efeitos imu-
nomodulatérios das AD-MSCs. Foi verificado redugdo das
células CD11b+, Gr-1+ e F4/80+, marcadores de linhagem
mieldide. Além disso, a expressdo de TNF-a e IFN-y foram
reguladas para baixo nas células TCD4 hepdticas (HIGASHI-
MOTO et al., 2013).

Corroborando com o supracitado, Seki demonstrou
que as células TCD8 + foram encontradas predominan-
temente em ratos cirrdticos do grupo controle. Contu-
do, quando os ratos foram tratados com AD-MSCs, o
numero de células TCD4+ aumentou e foi comparado a
das células TCD8 +, o que indica que o tratamento com
AD-MSCs afeta subpopulagdes de células T. Uma vez que
a ativacgdo dos linfocitos B é largamente dependente das
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células T, a influéncia de AD-MSCs nos linfdcitos T pode
indiretamente suprimir a funcdo das células B. Desta
forma podemos perceber a influéncia dessas células no
combate a intensa resposta imune presente em hepato-
patias (SEKI et al., 2013).

Uma possivel aplicagdo do transplante das AD-MSCs
devido aos seus efeitos imunomodulatérios seria a ini-
bicdo da imuno rejei¢cdo aguda em transplante hepdtico
(WAN et al., 2008).

Percebe-se portanto que um conjunto de evidéncias
cientificas apontam para uma reducgdo da linhagem mie-
|6ide e aumento dos linfécitos TCD4 (Figura 1).

Figura 1- /lustrag¢do representativa dos mecanismos imunomo-
dulatérios da terapia celular com AD-MSCs na regeneragdo he-
pdtica. Um conjunto de evidéncias mostra aumento da atividade
dos linfocitos T helper (CD4) e diminui¢do da linhagem mieldide.

LINHAGEM
MIELOIDE

LINFOCITOS
TCDA

Fonte: Elaborado pelos autores

Efeito antioxidante

Estresse oxidativo tem sido relacionado com diferen-
tes hepatopatias, como fibrose e cirrose hepaticas e hepa-
tocarcinoma celular (TANIKAWA; TORIMURA, 2006; ZHU
et al., 2012). Diferentes estudos tém demonstrado que
as células tronco mesenquimais apresentam capacidade
antioxidante e, desta forma, sdo fontes interessantes para
utilizagdo terapéutica (CHO et al., 2012; QUINTANILHA
et al., 2014).

Embora pouco se saiba em relagdo as potencialidades
das AD-MSCs em reduzir estresse oxidativo em hepato-
patias, um recente estudo de 2016 utilizando um modelo
de insuficiéncia hepatica aguda, por exemplo, provou que
as AD-MSCs foram capazes de aumentar a atividade do
NF-E2-related fator (Nrf2), um fator de transcricdo crucial
na expressao de diversas enzimas relacionadas a reso-
lu¢do do estresse oxidativo, criando novas perspectivas
para a utilizagdo dessas células (AL-SAWAF et al., 2015;
HUANG et al., 2016).

CONCLUSAO

Apesar do grande numero de publica¢des relacio-
nando a terapia celular com células tronco derivadas do
tecido adiposo com a resolugdo de doengas hepaticas,
ainda ndo é possivel determinar com precisdo quais os
mecanismos que medeiam este processo. Porém, um con-
junto de recentes estudos compilados na tabela 1 indica
que fibrindlise, imunomodulagdo e efeito antioxidante
podem, de maneira combinada, contribuir para os bons
resultados aqui apresentados (figura 2).

Tabela 1 — Sumdrio de estudos in vivo que propoem mecanismos de resolugdo de hepatopatias via transplante de AD-MSCs.

Referéncia Pais Modelo Experimental Métodos Principais Resultados

OKURA et al., 2015 Japdo Camundongos NUDE tratadoscom Infusdo de 1x10%/kg AD-MSC viaveia Aumento de MMP2, MMP3 e MMP9
tetracloreto de carbono (CCl,) por da cauda
seis semanas

YU et al., 2013 China  Ratos Sprague-Dawley tratados Infusdo de 5x10° AD-MSC via portal Apoptose das células estreladas e me-
com tetracloreto de carbono (CCl,) nor expressdo de a-SMA
por quatro semanas

KAMADA et al., 2009 Japdo Camundongos C57BLI/6J tratados Infusdo de 1x10°AD-MSC GFP+ com Aumento de metaproteinases. Niveis
com tetracloreto de carbono (CCl,) ou sem pré-tratamento com bFGF baixos de marcadores fibrinogénicos
por oito semanas via esplénica e a-SMA

HIGASHIMOTO et al., Japdo Hepatite aguda em camundon- 1x10° AD-MSC administradas i.v. Diminuigdo de células dalinhagem mie-

2013 gos C57BI/6 induzida por ConA imediatamente ou3 hapdsainjecdo Idide no figado (CD11b*,Gr-1%, F4/80%)
intravenoso de ConA

SEKI et al., 2013 Japdo  Esteato-hepatite ndo alcodlica in- 1x10° AD-MSC administradas via Aumento da expressdo de albumina e
duzida em camundongos C57BI/6J espago subesplénico diminuigdo da fibrose.
via dieta Anth1HF Redugdo do infiltrado Gr-1*, CD11b* e

da relagdo CD8*/CD4*

WAN et al., 2008 China Transplante hepatico ortépico AD-MSC foram utilizadas no modelo Redugdo de ALT, AST, bilirrubina, IL-2 e
entre ratos Sprague-Dawley (reci- de transplante. aumento de IL-10. Redugdo das taxas
piente) e Wistar (doador) de apoptose dos hepatdcitos.

HUANG et al., 2016  China  Ratos C57BL/6 tratados com aceta- Infusdo de 1x10° AD-MSC via veia Aumenta a atividade de Nrf2

minofeno por oito semanas

da cauda

Fonte: Elaborada pelos autores
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Figura 2 — Esquema dos principais mecanismos
propostos envolvidos na regeneracdo hepatica com a
utilizacdo da terapia celular com AD-MSCs.
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