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Resumo 
A cirrose hepática é um grave problema de saúde em todo o mundo. O 
único tratamento eficaz disponível para a doença é o transplante de fígado que, 
infelizmente,  está  sujeito  a  dificuldades  na  captação  e  doação  de  órgãos 
viáveis. Neste panorama, é fundamental a busca por novas terapias. A terapia 
celular surge como possibilidade e é estudada com afinco atualmente, porém 
com resultados controversos. Há relatos de benefícios após uma única infusão 
celular. Nós testamos o efeito do transplante seriado de células mononucleares 
de  medula  óssea  (CMMO)  objetivando  impedir  ou  reverter  a  progressão  da 
cirrose em um modelo experimental de hepatopatia crônica em ratos. Nossas 
avaliações contiveram técnicas histológicas, bioquímicas e ultra-sonográficas. 
Métodos:  Ratos  Wistar  fêmeas  foram  alimentados  com  uma  dieta  líquida 
alcoólica  e  receberam  injeções  intraperitoneais  de  tetracloreto  de  carbono 
(CCl
4
)  durante 15  semanas. Dez  animais  (grupo tratado)  receberam cinco 
injeções sistêmicas (através da veia da cauda) de CMMO durante o protocolo 
da indução da  cirrose (nas  4a, 6a,  8a, 10a  e 12a  semanas). Cinco  animais 
(grupo  não  tratado)  foram  submetidos  ao  protocolo  previamente  descrito, 
entretanto eles receberam injeções de veículo. Além disso, mais oito animais 
receberam infusão única de células (n=4) ou veículo (n=4) após a lesão ter sido 
estabelecida.  A  histopatologia  foi  realizada  para  analisarmos  a  arquitetura 
hepática  e  os  septos  fibróticos.  Estes  foram  estudados  através  de  cortes 
corados  com  Hematoxilina  &  Eosina  e  Picrosírius,  respectivamente.  A 
quantificação da fibrose foi medida por histomorfometria. A imunofluorescência 
indireta foi  realizada  para detectar  a quantidade  de transglutaminase-2  no 
tecido.  Análises  bioquímicas  foram  realizadas  para  avaliar  lesão  e  função 
hepáticas através da quantificação da enzima alanina aminotransferase (ALT) e 
da  albumina,  respectivamente.  Exames  ultrassonográficos  foram  realizados 
para analisar o calibre da veia porta e a  presença de ascite. Resultados: 
Através  da  histopatologia,  as  características  de  cirrose  (nódulos  de 
regeneração e  septos fibrosos)  foram  observadas nos  grupos  tratado  e  não 
tratado após 15 semanas de contínua lesão hepática. O índice de dep
osição de 
colágeno  tissular,  os  resultados  provenientes  da  imunofluorescência,  da 
bioquímica  e  do  ultra-som  foram  similares  em  ambos  os  grupos,  entretanto 
distinguiram
-se significativamente  do grupo normal. Nos  grupos de infusão 
única também não houve distinção nos parâmetros avaliados ente os grupos. 
Conclusão: As infusões de células  derivadas  da medula  óssea parecem  ser 
ineficazes  em  melhorar  parâmetros  morfo-funcionais  do  fígado  quando 
utilizadas  em  casos  crônicos  durante  ou  após  o  estabelecimento  da  cir
rose 
hepática.
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Abstract 
Background  /  Aims: 
Liver
  cirrhosis  is  a  very  serious  public  health 
pro
blem.  The  only  effective  treatment  is  whole  organ  transplantation.  In  this 
scenario, 
seek for alternative therapies become imperative, and cellular therap
y 
has ignited scientific interest all over the world. We tested the effect of bone 
marrow cell (BMC) transplantation in either preventing or reversing cirrhosis on 
an experimental model of chronic liver disease. Methods: Female Wistar rats 
were fed a liquid alcohol diet and received intraperitoneal injections of carbon 
tetrachloride (CCl
4
) over 15 weeks. Ten animals (cell-treated group) received 
five injections of BMCs during the cirrhosis induction protocol (on the 4
th
, 6
th
, 8
th
, 
10
th
 
and 12
th
 
weeks) and four animals received the cells after liver injury was 
established through tail vein. Nine animals (non-treated group) were submitted 
to the previously described protocols however, they received vehicle injections. 
Analyses were performed to verify whether the infusion of cells was effective in 
preventing the development of cirrhosis in our model of induction, and if the 
cells could reverse cirrhosis once it was established. Hepatic architecture and 
fibrotic septa were analyzed in liver slices stained with hematoxilin & eosin and 
Sirius red, respectively. Fibrosis quantification was  measured by Sirius red 
histomorphometry.  Indirect  immunofluorescence  was  performed to detect  the 
amount of tissue transglutaminase 2. Blood analyses were performed to assess 
liver
  injury  and  function  by  the  assessment  of  alanine aminotransferase and 
albumin.  Ultrasound  was performed  to  analyze  the  portal  vein  caliber and 
presence  of  ascitis.  Results:  Cirrhosis  features  (regenerative  nodules  and 
fibrous septa) were observed in histopathology after  15 weeks of continuous 
hepatic  injury  in  non-treated  and  cell-treated  groups.  Collagen  content, 
immunofluorescence  analysis, biochemical  and ultrasound  parameters  were 
similar  in  non-treated  and  cell-treated  groups;  however  both  groups  show
ed 
significant  differences  compared  to  a  normal  control  group.  Conclusion:  Cell 
infusions with bone marrow derived cells seem to be ineffective in improving 
morpho
-functional parameters of the liver when applied to chronic cases either 
during or after esta
blishment of the hepatic lesion.
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1.0 
-
 INTRODUÇÃO
 
 1.1 
–
 Hepatopatias Crônicas
 
1.1.1 
–
 Considerações Gerais 
As  hepatopatias  crônicas  geram,  mundialmente,  graves  problemas  de 
saúde pública, já que atingem uma grande parcela da população e causam a 
morte  de  mais  de  1,5  milhão  de  pessoas  por  ano,  segundo  dados  da 
Organização Mundial da Saúde (OMS, 2004).
 
Dentre as doenças hepáticas crônicas, as hepatites virais – decorrentes, 
principalmente, das infecções pelos vírus das hepatites B e C - e as doenças 
hepáticas relacionadas ao  consumo excessivo  de álcool  são as  doenças de 
maior  relevância  (Tabela  1).  Estas  doenças  possuem  alta  incidência  na 
população  e  há  associação  dos  respectivos  agentes  etiológicos  com  o 
estabelecimento da cirrose hepática, doença hepática crônica avançada, cujo 
prognóst
ico é extremamente desfavorável ao paciente. 
Em  relação  às  hepatites  virais,  estima-se  que  dos  dois  bilhões  de 
pessoas  infectadas  pelo  vírus  da  hepatite  B,  mais  de  350  milhões  poderão 
desenvolver hepatite crônica com alto risco de evolução para cirrose hep
ática e 
câncer de fígado (OMS, 2000). A infecção pelo vírus da hepatite C tem menor 
incidência mundial (170 milhões), porém uma parcela considerável evolui para 
a cirrose hepática (OMS, 2000).
 
Em se tratando do álcool, estima-se que entre os cerca de dois 
bilhões 
de pessoas que consomem bebidas alcoólicas, 76 milhões têm diagnóstico de 
desordem de consumo de álcool (OMS, 2004). Vale ressaltar que até mesmo 
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os indivíduos que não  consomem álcool  de forma  crônica têm  a chance  de 
desenvolver esteatose e hepatite alcoólica, que se não tratadas devidamente, 
podem se  estabelecer  e  evoluir  para  a cirrose hepática.  Segundo  dados  da 
OMS, cerca de 32% dos casos de cirrose hepática tem relação com o consumo 
de etanol (ROOM 
et al.
, 2005). 
Tabela 1 
–
 Principais Causas de
 Cirrose Hepática (SHERLOCK & DOOLEY, 2002).
  
Etiologia da Cirrose 
Hepática
 
Hepatite Viral (B, C e D) 
Etanol
 
Metabólica
 
Colestática 
Bloqueio de Fluxo Venoso 
Hepático
 
Hepatite Auto
-Imune 
Toxinas e drogas
 
Criptogênica
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Independente do agente etiológico, quando a doença crônica do fígado 
não é tratada a tempo ou de forma correta, pode progredir e evoluir para a 
cirrose hepática (SHERLOCK & DOOLEY, 2002). 
Dentre as doenças relacionadas ao fígado, a cirrose hepática é a 15
a 
principal causa de óbito no planeta (Tabela 2), levando ao óbito cerca de 790 
mil pessoas, segundo dados do ano de 2001 da Organização Mundial da 
Saúde (OMS, 2004). 
Tabela 2 
–
 Valores estimados das principais causas de morte no mundo, dados de 2001 
(OMS, 2004).
 
Principais
 causas de morte (em milhares) 
1
 

Doença Isquêmica do Coração 
6.880
 

11
 

Malaria
 
1.080
 

2
 

Doença Cerebrovascular 
5.069
 

12
 

Hipertensão
 
939
 
3
 

Infecção do Trato Respiratório
 
3.863
 

13
 

Suicídio
 
814
 
4
 

HIV/AIDS 
2.943
 

14
 

Diabete Mellitus 
808
 
5
 

Doença Pulmonar Obs
trutiva Crônica 
2.520
 

15
 

Cirrose Hepática
 
796
 
6
 

Condições Perinatais
 
2.438
 

16
 

Rubéola
 
777
 
7
 

Diarréia
 
2.124
 

17
 

Câncer do Estômago
 
744
 
8
 

Tuberculose
 
1.660
 

18
 

Anomalias Congênitas  656
 
9
 

Acidentes de Trânsito 
1.259
 

19
 

Câncer de Fígado
 
626
 
10
 

Câncer de Pul
mão, Brônquios e 
Traquéia
 
1.210
 

20
 

Nefrites e Nefrose  619
 
 
No  Brasil,  os  dados  de  mortalidade  provenientes  do  Sistema  de 
Vigilância em Saúde do Ministério da Saúde (SVS/MS) indicam as doenças do 
aparelho digestivo como a oitava maior causa de mortalidade 
no Brasil no início 
desta década, sendo que aproximadamente 30% dos óbitos que se enquadram 
nessa categoria têm como causa a cirrose hepática (SVS/MS, 2004). 
Os  indicadores  de  mortalidade  do  Departamento  de  Informação  e 
Informática do Sistema Único de Saúde (DATASUS/MS), referentes ao período 
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de 1990 a 2001, demonstram que a taxa de mortalidade específica por cirrose 
hepática se mantém  entre a  faixa de  7,44 a  8,06 óbitos  para cada 100.000 
habitantes  e  que  o  número  de  óbitos  por  essa  doença  tende  a  crescer  e
m 
proporção ao aumento da população do país (DATASUS/MS, 2003). 
 
1.2 
–
 O Fígado
 
1.2.1 
–
 Função e Anatomia
 
O fígado é um dos maiores órgãos do corpo humano, pesando entre 1,2 
- 1,6kg, constituindo entre 2% a 5% do peso corporal em adultos. Situa-se no 
qu
adrante superior direito da cavidade abdominal, logo abaixo do diafragma, 
sendo protegido pelo gradil costal. É recoberto por uma fina camada de tecido 
fibro
-conjuntivo, chamado  de cápsula  de Glisson  (SHERLOCK &  DOOLEY, 
2002).
 
O órgão tem grande importância fisiológica, pois desempenha funções 
endócrinas e exócrinas, além de outras funções vitais ao organismo, as quais 
podemos  destacar:  a  captação,  metabolismo  e  armazenamento  de 
aminoácidos,  carboidratos,  vitaminas  e  lipídeos,  a  síntese  de  proteínas 
plasmát
icas, a secreção da bile, a regulação do volume sanguíneo, a filtragem 
mecânica  de  macromoléculas,  a  proteção  e  detoxificação  de  agentes 
agressores (DESMET, 2001).  Além disso, é importante  frisar que o fígado 
possui uma grande capacidade de regeneração tecidual. É sabido que o fígado 
é capaz de restituir o volume e tamanho anterior mesmo após a remoção de 
cerca de 70% do órgão.
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1.2.2 
–
 Ecossistema Hepático
 
As funções hepáticas estão relacionadas à interação entre os 
sinusóides
 
e  seu  suprimento  sanguíneo,  traves  hepatocelulares
 
compostas  por 
hepatócitos 
–
 as principais células do fígado 
–
 dispostos lado a lado e o 
espaço 
de Disse
, localizado entre ambos. Essa interação ocorre pela intercomunicação 
entre os componentes celulares e de matriz extracelular que compõem essas 
estruturas e, em condições fisiológicas, mantém a homeostase do ecossistema 
hepático como representado na FIGURA 1. É de extrema importância conhecer 
essas estruturas e suas interações para compreender melhor a fisiopatologia 
da cirrose hepát
ica.
 
FIGURA 1 – Esquema representativo dos tipos celulares que compõem o ecossistema 
hepático (adaptado de SHERLOCK & DOOLEY, 2001).
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As traves hepatocitárias são formadas de hepatócitos. O hepatócito é a 
célula que desempenha a grande maioria das funções relacionadas ao órgão. 
Para desempenhar tais funções, possui uma membrana plasmática polarizada 
que apresenta três superfícies com funções distintas: a superfície canalicular, a 
superfície intra
-
hepática e a superfície sinusoidal (EVANS, 1980).
 
O hepatócito exerce sua função exócrina pela superfície canalicular, 
local por onde secreta a bile para os canalículos biliares (ARIAS 
et al.
, 2001). A 
adesão  e  a  comunicação entre  hepatócitos são  feitas  pela superfície  inter-
hepatocitária. A adesão é feita através de junções de oclusão e desmossomos, 
que funcionam como barreiras que impedem o vazamento de solutos, plasma e 
bile entre o canalículo biliar e os sinusóides (GOODENOUGH & REVEL, 1970). 
A  comunicação  inter-hepatocitária  é  feita  por  junções  comunicantes 
(pre
dominantemente compostas por conexina32 e conexina26) e estas junções 
permitem a sinalização intercelular e controle de crescimento celular (KOJIMA 
et al., 2003). Na superfície sinusoidal, o hepatócito desempenha sua função 
endócrina  secretando  proteínas  plasmáticas  como  a  albumina,  fatores  de 
coagulação  e  do sistema  complemento,  globulinas,  enzimas  e  lipoproteínas 
para o sangue. Também desempenha sua função de captação e transporte de 
aminoácidos, glicose, vitaminas, e lipídeos, substâncias endógenas e exó
genas 
provenientes do plasma sanguíneo. Essa superfície apresenta microvilos, que 
aumentam a área  de contato, ajudando na  absorção por  pinocitose. Além 
disso, estão presentes receptores que aumentam a velocidade de captação de 
substâncias, através de endoc
itose mediada por receptor (SCOTT 
et al.
, 2001).
 
Acerca  da  participação  dos  hepatócitos  na  fisiopatologia  da  fibrose 
hepática,  não  muito  se  sabia.  Recentemente,  porém,  alguns  estudos 
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elucidaram  algumas  questões  importantes  que  revelaram  como  se  dá  a 
partic
ipação dos hepatócitos em algumas ocasiões patológicas. Em infecções 
virais, por exemplo, a apoptose dos hepatócitos parece ser determinante no 
desenvolvimento  da  doença  e  moduladores  virais  podem  ter  participação 
relevante  (THIMME,  2007).  Garcíade-León  e  colaboradores,  em  2006, 
evidenciaram atuação dos hepatócitos na fisiopatologia da fibrose hepática ao 
detectarem produção de RNAm para metaloproteases tipo 2 (MMP-2), MMP-
3, 
MMP
-10, MMP-13,  além de inibidores teciduais de  metaloproteases tipo  1 
(TIMP
-1) e 
TIMP
-2 (Garcíade-León et al, 2006). Oakley e colaboradores, no 
final  de  2003,  publicaram  um  estudo  no  qual  revelaram  participação  de 
hepatócitos na resolução da fibrose hepática ao verificarem produção de NGF 
(do inglês Nerve Growth Factor) e, desta forma, interagir de forma parácrina 
com as células estreladas - sabidamente as mais importantes na fibrogênese - 
levando
-as a entrar em processo de morte celular por apoptose (OAKLEY et al, 
2003).
 
As  células  presentes  nos  sinusóides  são  chamadas  de  células 
sinus
oidais. Foram identificados quatro tipos celulares: as células endoteliais 
sinusoidais,  o macrófago  do  fígado  (célula de  Kupffer),  pit cells  e  células 
estreladas hepáticas (WISSE & KNOOK, 1979). 
As  células  endoteliais  sinusoidais  (SECs)  constituem  as  paredes  dos 
sinusóides hepáticos. A principal característica dessas células é a presença de 
poros  organizados  como  fenestras.  Esses  poros  funcionam  como  filtros  e 
controlam  a  troca  bidirecional  de  substâncias  entre  o  sangue  e  hepatócitos 
(WISSE 
et al., 1985). S
ugere
-se que estas células participam da regulação do 
fluxo sanguíneo através dos sinusóides (ODA et al., 1990). As SECs também 
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participam na captação de moléculas modificadas ou desnaturadas através de 
receptores “scavenger” em conjunto com as células de Kupffer (SMEDSRØD, 
1990).
 
As células de Kupffer podem ser encontradas no lúmen dos sinusóides, 
aderidas  as  SECs,  principalmente  nas  regiões  peri-portais.  Estas  células 
desempenham  a  limpeza  mecânica  do  sangue  através  de  alta  atividade 
endocítica  mediada  por  receptores,  removendo  endotoxinas,  complexos 
imunes e  componentes bacterianos, hemácias  envelhecidas, exercendo  um 
importante papel  na resposta imune  do organismo. Quando as  células de 
Kupffer  são  ativadas  produzem  fatores  pró-inflamatórios  e  citotóxicos,  tais 
como interleucina-1 (IL-1), fator de necrose tumoral – a (TNF- a), radicais livres 
e  proteases  (revisto  por  ARII  &  IMAMURA,  2000)  e  esta  característica  é 
altamente relevante na compreensão da fisiopatologia aqui estudada. 
As células estreladas hepáticas, conhecidas também por células de Ito, 
situam
-se no espaço de Disse, respondem por cerca de 15% da composição 
celular do órgão e são pivô da fibrogênese hepática (revisto por FRIEDMAN, 
2000).  As  células  estreladas  em  estado  quiescente  armazenam 
apro
ximadamente  80%  do  conteúdo  total  de  retinóides  (ex.:  vitamina  A), 
regulam a sua concentração e sua liberação no sangue. Os retinóides, além de 
outras funções fisiológicas, regulam atividades celulares tais como proliferação, 
diferenciação, morfogênese (BL
OMHOFF 
et al.
, 1994).
 
As  células  estreladas  participam  na  regulação  entre  síntese  e 
degradação  de  matriz  extracelular.  Em  estado  quiescente,  as  células 
estreladas  sintetizam  principalmente  colágeno  tipo  III,  colágeno  tipo  IV  e 
laminina (GEERTS et al., 1993). Também sintetizam MMP-2, MMP-3, MMP-
10, 
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MMP
-13,  e  MMP-14,  além  de  TIMP-1  e  TIMP-2  (ARTHUR  et  al.,  1989; 
IREDALE 
et al., 1992; KRISTENSEN et al., 2000). Quando ativadas modulam 
seu fenótipo, passando de uma célula armazenadora de lipídeo para um tipo 
cel
ular semelhante ao miofibroblasto (WANG et al., 2004). Neste caso passam 
a  sintetizar  grande  quantidade  de  proteínas  da  MEC  e,  portanto,  atuam  de 
forma incisiva na  deposição de  tecido  cicatricial que  gera fibrose  e, se  o 
estímulo for crônico, possivelmente
 cirrose hepática.
 
As  células  estreladas  estão  envolvidas  também  na  liberação  de 
mediadores  quimio-atratores  e  mecanismos  autócrinos  e  parácrinos.  Em 
estado  quiescente,  liberam  fatores  de  crescimento  de  hepatócitos  (HGF) 
(RAMADORI 
et al., 1992), fator de crescimento de endotélio vascular (VEGF) 
(ISHIKAWA 
et al.
 1999), fator de crescimento semelhante à insulina tipo 2 (IGF
-
II) (ZINDY et al., 1992), e fator de crescimento transformante tipo ß
1 
(TGF-ß
1
) 
(DE  BLESSER et  al., 1997),  entre outros,  que controlam a  proliferação  e 
diferenciação das células estreladas e demais tipos celulares no fígado. 
Outro  importante  componente  do  ecossistema  hepático  é  a  matriz 
extracelular  que  compõe  o  espaço  de  Disse.  Sua  composição  é  de  grande 
importância para a manutenção da ho
meostase e função do fígado.
 
Esta matriz extracelular é composta por colágenos fibrilares do tipo I, III, 
IV, colágenos microfibrilares do tipo VI, colágenos de membrana basal do tipo 
IV  e  XVIII,  glicoproteínas  estruturais  (laminina,  fibronectina)  e  pequen
as 
proteoglicanas (decorina, tenascina-C, entactina, heparan sulfato, condroitinas 
e outros) (revisto por SCHUPPAN 
et al.
, 2001).
 
Relacionando
-se  com  a  matriz  extracelular,  as  células  estreladas,  em 
seu estado normal, sintetizam principalmente o colágeno d
o tipo III e do tipo IV, 
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e laminina, as SECs expressam colágeno do tipo IV (GEERTS et al. 1993), e 
os hepatócitos expressam fibronectina (RAMADORI et al., 1987) . Estes três 
tipos celulares expressam pequenas quantidades de colágeno do tipo I.
 
A matriz extracelular do espaço de Disse exerce funções relacionadas à 
adesão celular, migração, proliferação e diferenciação. Muitas dessas funções 
são  sinalizadas  por  adesões  célula-matriz  mediadas  por  integrinas, 
proteoglicanas transmembrana ou receptores de matriz (BISSEL et al., 1998). 
Essas moléculas de  adesão podem  atuar como  receptores de  citocinas e 
fatores  de  crescimento  (GRESSNER,  1995),  agindo  em  conjunto  com  as 
demais moléculas de adesão. 
 
As interações moleculares e celulares deste espaço específico do ó
rgão 
são finamente controladas.  Agentes  agressores internos  ou externos podem 
gerar um desbalanço na homeostase deste nicho hepático e, com isso, gerar 
patologias.
 
 1.3 
–
 Fisiopatologia Hepática
 
1.3.1 
-
 Fibrose Hepática
 
A  fibrose  hepática  é  uma  alteração  que  ocorre  previamente  ao 
estabelecimento  da  cirrose  hepática.  É  um  processo  dinâmico  que  se  inicia 
como resposta às lesões crônicas ao fígado e resulta no excesso de deposição 
de matriz extracelular devido ao desequilíbrio entre síntese e degradação de 
se
us componentes (ROJKIND & GREENWEL, 2001). Essa deposição é feita 
gradualmente  e  em  estágios  mais  avançados,  como  no  caso  da  cirrose 
hepática, o conteúdo de componentes da matriz extracelular, principalmente o 
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colágeno  tipo  I e  tipo III,  podem estar  aumentados em  até seis  vezes em 
relação ao fígado normal (ROJKIND 
et al.
, 1979; GRESSNER 
et al.
, 1990). 
A distribuição da fibrose dentro do lóbulo hepático varia de acordo com o 
local  e  o  agente  etiológico.  No  caso  da  hepatite  viral,  há  predominância  de 
fibrose 
peri
-portal. Já em casos de doença relacionada ao álcool, a fibrose é 
geralmente  pericentral.  Com  a  contínua  lesão  dessas  regiões,  ocorre  a 
formação  de  septos  fibrosos  porta-porta,  porta-centro  e  centro-
centro 
(FRIEDMAN, 1993).
 
Com a suspensão da agressão, é possível restabelecer o ecossistema 
hepático  e  até  mesmo  reverter  o  processo  fibrótico.  Porém,  a  contínua 
deposição de colágeno por um longo período acarreta no amadurecimento das 
fibras de colágeno, através de 
cross
-
linkings
 de proteínas, tornando-as m
ais 
estáveis  e  resistentes  à  degradação.  Este  é,  portanto,  um  fator  que está 
associado  à  reversibilidade  da  fibrose  (RICARD-
BLUM 
et  al.,  1996  e  WU  e 
ZERN, 2004).
 
A fibrose provoca alterações importantes na arquitetura normal do tecido 
hepático,  tais  como:  ativação  das  células  estreladas  hepáticas  e  células  de 
Kupffer; perda das microvilosidades na superfície dos hepatócitos; aumento da 
deposição  de  fibras  de  colágeno  na  matriz  extracelular  intersticial  do  lóbulo 
hepático (Figura 2) (FRIEDMAN, 2000). 
Um  ponto  crítico  na  formação  da  fibrose  é  a  perda  de  fenestras  dos 
sinusóides. As células endoteliais sinusoidais perdem os poros e há o aumento 
de deposição  de colágeno no espaço  de Disse, formando  uma membrana 
basal de alta densidade (POPPER & SCHAFFNER, 1963). Portanto, ocorre o 
aumento a resistência do fluxo sanguíneo e a redução da troca bidirecional de 
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substâncias entre o sangue e hepatócitos. Sob essas condições, há redução de 
suprimento  de  oxigênio,  causando  isquemia,  e  redução  na  captação  de 
nutrientes,  que  provocam  ainda  mais  lesões  e  morte  celular  (WISSE  et  al.
, 
1985).
 
Tais lesões  desencadeiam uma  cascata de reações  que induzem a 
ativação  das  células  de  Kupffer  e  células  estreladas  hepáticas,  que 
desempenham  papeis  importantes  na  fibrogênese,  como  a  síntese  de 
colágeno, inibição da degradação de colágeno, proliferação celular e liberação 
de citocinas (ROJKIND & GREENWEL, 2001).
 
FIGURA 2 –
 Esquema representativo da arquitetura normal do fígado (quadro à 
esquerda) e as alterações causadas por lesão hepáti
ca crônica (quadro à direita) 
(adaptado de FRIEDMAN, 2000).
 
Espaço de Disse com matriz extracelular 
de  baixa  densidade,  célula  estrelada 
hepática  em  estado  quiescente  e  com 
acúmulo de retinóides, hepatócitos com 
microvilos  e  células  endoteliais 
sinusoidais com poros. 
Matriz  extracelular  com  depósito  de 
fibras  de  colágeno, células  estreladas 
hepáticas  ativadas  em  proliferação  e 
fibrogênicas, perda dos microvilos dos 
hepatócitos,  perda  dos  poros  das 
células endoteliais sinusoidais.
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1.3.2 
–
 Estímulos de indução
 
A fibrogênese hepática é a resposta celular a algum tipo de lesão que 
cause o desequilíbrio dos fatores que regulam a homeostase do ecossistema 
hepático descrito acima. Tais alterações disparam eventos que têm a ativação 
das  células  estreladas  como  fator  preponderante  (MOREIRA,  2007)  e 
deposição de colágeno como resultado final (FIGURA 3).
 
 
FIGURA 3 –
 Sucinta representação esquemática dos principais mecanismos envo
lvidos 
na fibrogênese hepática (adaptado de FRIEDMAN, 2000 e citado por MOREIRA 2007).  
A ativação das células estreladas é um evento essencial na fibrogênese 
hepática.  As  células  estreladas  permanecem  em  estado  quiescente  até 
receberem um estímulo  a ativação.  A ativação da  célula estrelada pode ser 
iniciada  por  estímulos  parácrinos  de  células  que  sofreram  lesão  celular: 
hepatócitos, SECs, células de Kupffer e plaquetas. Os hepatócitos promovem a 
ativação  pela  produção  de  lipoperóxidos  e  seus  subprodutos  (ex.:  aldeídos) 
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resultantes  do  estresse  oxidativo  nas  células  lesionadas,  afetando  os 
mecanismos  transcripcionais  da  célula  estrelada.  Foi  demonstrado  que  as 
células estreladas  em cultura são  induzidas à  proliferação e expressão  de 
genes de colágeno tipo I após a exposição a meios de cultura condicionados 
por hepatócitos em estado de estresse oxidativo (SVEGLIATI et al., 1998). As 
plaquetas são uma fonte de mediadores importantes como PDGF, EGF e TGF- 
ß
1
. As SECs que sofreram lesão são estimuladas a produzir uma isoforma de 
fibronectina variante (EIIIA) que tem efeito promotor de ativação nas células 
estreladas  (JARNAGIN  et  al.,  1994).  As  SECs  também  são  capazes  de 
converter o fator de crescimento transformante ß
1 
latente (L-
TGF
- ß
1
) para a 
sua forma ativa (TGF- ß
1
) através da produção de ativador de plasminogênio 
tipo uroquinase (urokinase type  plasminogen activator,  uPA) (OKUNO et  al.
, 
1997). 
 
A ativação das  células de  Kupffer ocorre pouco  antes da ativação  de 
células estreladas e desempenha papeis importantes na ativação das células 
estreladas. Ao serem estimuladas, as células de Kupffer liberam fatores que 
induzem  a  proliferação  das  células  estreladas  e  hepatócitos,  e  liberação  de 
citocinas quimio
-
atratoras de células inflamatórias (neutrófilos e monócitos). Em 
pacientes  acometidos  por  hepatopatias,  há  aumento  dos  níveis  de  citocinas 
produzidos pelas células de Kupffer: T
NF
-a, IL-1, IL-6 e oncostatina M (OSM), 
e induzem a resposta inflamatória de fase aguda (
acute phase response
, APR). 
A APR pode ter efeitos benéficos na fase aguda da lesão, pois é um evento 
que favorece a proliferação de hepatócitos e do remodelamento  de 
tecido 
conectivo após hepatectomia  parcial (SOLIS-
HERRUZO 
et  al., 1999),  porém 
estudos demonstraram que sobreposição de episódios de APR pode regular a 
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expressão de RNA mensageiro de colágeno tipo I e de TIMP-1, e, portanto, 
favorece a fibrogênese (GREENWEL & ROJKIND, 1997) com substituição de 
hepatócitos  por  tecido  cicatricial  excessivo,  principalmente  composto  por 
colágenos fibrilares (BATALLER & BRENNER, 2005)
. 
As  células  de  Kupffer  também  produzem  TGF-  ß
1 
que atua de  forma 
autócrina sobre as células de Kupffer e parácrina sobre as células estreladas, 
induzindo ao aumento de expressão de TGF-ß
1 
em ambas (FRIEDMAN, 1999). 
O TGF-ß
1 
induz também o acúmulo de peróxido de hidrogênio (H
2
O
2
) tanto na 
ativação  das  células  estreladas  como  no  aumento  da  expressão  de  RNA 
mensageiro de colágeno 
a1 (GREENWEL 
et al.
, 2000).
 
A  matriz  extracelular  participa  da  ativação  das  células  estreladas. 
Estudos  demonstraram  que  a célula  permanece  em seu  estado  quiescente 
quando  cultivada  sobre  uma  matriz  extracelular  derivada  de  tumor,  em 
contraste ao fenótipo de célula estrelada ativada quando aderida diretamente 
ao polímero sintético das placas de cultura. Além disso, demonstraram que as 
células estreladas  cultivadas sobre  componentes individuais  da  matriz não 
apresentavam o fenótipo do estado quiescente, sugerindo que as interações 
entre as células estreladas em estado quiescente e a matriz extracelular são 
complexas, e que as alterações nos componentes da ma
triz extracelular podem 
induzir mecanismos de diferenciação e proliferação celular (FRIEDMAN, 1989). 
Outro estudo demonstra que a célula estrelada torna-se responsiva ao 
estímulo por TGF-ß de síntese de colágeno tipo I e tipo III quando cultivada 
sobre matriz de colágeno tipo I, enquanto o TGF-ß perde seu efeito quando a 
célula é cultivada sobre matriz de colágeno tipo IV (DAVIS, 1998). Sugere-
se 
que as células estreladas possuem diferentes receptores para os componentes 
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da matriz extracelular, além das integrinas. Estudos demonstraram o aumento 
na expressão  de uma subclasse de  receptor tirosina-quinase  chamado de 
receptor  de  domínio  discoidina  (DDR)  (ANKOMA-SEY  et  al.,  1998).  Esse 
receptor seria responsável pela sinalização intracelular em resposta a intera
ção 
com colágenos fibrilares, como o colágeno tipo I e tipo III (VOGEL 
et al.
, 1997).
 
Estudos mais recentes demonstraram que a matriz extracelular também 
pode ser um reservatório de citocinas e fatores de crescimento, como o fator de 
crescimento  derivado  de  plaquetas  (platelet-derived  growth  factor,  PDGF). 
Essas  moléculas  têm  maior  afinidade  com  as  proteoglicanas  da  matriz 
extracelular. Essa interação protege as citocinas e fatores de crescimento da 
degradação (ARIAS 
et al.
, 2001).
 
1.3.3 
–
 Ativação das Célu
las Estreladas
 
A ativação das células estreladas é dividida em duas fases: iniciação e 
perpetuação.  A  iniciação  é  o  processo  de  transdiferenciação  da  célula 
estrelada, na qual sofre mudanças fenotípicas e de expressão gênica que irão 
dar suporte ao estado ativado. A perpetuação é o processo de amplificação e 
manutenção do fenótipo  ativado pelos estímulos  da  iniciação (FRIEDMAN, 
2000 e revisto por MOREIRA, 2007). 
Durante  a  iniciação,  a  célula  estrelada  está  em  processo  de 
transdiferenciação.  As  células  estreladas  se  convertem  em  células  com 
características morfológicas de  miofibroblasto –  inclusive com característica 
contráctil, além  de desenvolver  propriedades pró  inflamatória e  fibrogênica 
(MARRA, 1999 revisto por GUTIERREZ
-
RUIZ & GOMEZ
-
QUIROZ, 2007).
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 Est
udos demonstraram que as células estreladas passam a sintetizar a-
actina de músculo liso (a-smooth muscle actin, a-SMA), marcador celular de 
miofibroblastos,  em  fígados  que  sofreram  lesão  por  tetracloreto  de  carbono 
(CCl
4
)  ou  por  obstrução  biliar  (SCHMITT-
GRAFF 
et  al.,  1991  e  ISSA  et  al
, 
2001).
 
As células estreladas passam a expressar receptores para citocinas que 
induzem a proliferação celular e atividade fibrogênica. Estudos demonstraram 
que as células de Kupffer induzem a síntese de receptores ß para PDGF, um 
potente fator de proliferação de células estreladas, além de outros fatores 
como: TGF-a, fator de crescimento de fibroblasto (FGF) e fator de crescimento 
de epiderme (EGF) (PINZANI et al., 1989), que aumentam a capacidade de 
proliferação das células 
estreladas. O aumento de receptores para TGF
-ß
1
, IL
-
1 
e TNF-a (MATSUOKA et al. 1989) favorece a síntese de colágeno e síntese de 
citocinas pró
-
fibróticas.
 
Notavelmente, PDGF e TGF-ß
1 
contribuem enormemente na ação  pró 
fibrótica das células estreladas ativadas. Dados experimentais demonstraram 
que PDGF é o elemento mais potente na mitogênese e atração das células 
estreladas  (MARRA et  al,  1994  revisto  por  GUTIERREZ-RUIZ  & GOMEZ-
QUIROZ, 2007) ao passo que TGF-ß
1 
é a principal citocina envolvida na ação 
fibrogê
nica das células estreladas. Esta ação está associada com a regulação 
positiva  de  genes  responsáveis  pela  expressão  de  colágenos  fibrilares  (ex. 
colágeno I) e outros componentes da MEC, assim como o de TIMP
-
1, ao passo 
que regula negativamente genes responsáveis pela expressão de MMPs (ex. 
MMP
-1)  (GONG  et  al,  1998  revisto  por  GUTIERREZ-RUIZ  &  GOMEZ-
QUIROZ, 2007). 
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Os  mecanismos  de  transcrição  da  célula  estrelada  também  sofrem 
alterações.  Estudos  demonstraram  que  o  fator  transcricional  c-Myb  tem  sua 
express
ão e atividade aumentada em células estreladas ativadas aumentando 
a  transcrição  de  a-SMA  (BUCK  et  al.,  2000).  Também  são  evidenciados 
aumentos de expressão e atividade dos fatores de transcrição Sp1 e NF B, 
que estão envolvidos na regulação de expressão do gene de colágeno tipo I 
induzido por TGF- ß
1 
(INAGAKI et al., 1995), e no aumento da transcrição de 
citocinas fibrogênicas (GREENWEL 
et al.
 1997).
 
Após a iniciação, o estado ativado das células estreladas é mantido por 
ciclos  autócrinos  e  parácrinos  de  regulação  fatores  de  crescimento.  Com  o 
aumento da expressão dos receptores de PDGF, as células estreladas entram 
em mitogênese e proliferam. Além disso, há aumento da expressão de PDGF 
pela célula estrelada, ativando um mecanismo autócrino de proliferação, que 
resulta no aumento de células estreladas ativadas e, conseqüentemente, maior 
síntese e deposição de colágeno (PINZANI et al., 1994). A liberação de PDGF 
pelas células estreladas também é um fator quimiotáxico que induz a migração 
de outras até a regi
ão da lesão.
 
A síntese de citocinas pelas células estreladas também é essencial para 
a  manutenção  do  seu  estado  ativado.  Além  do  estímulo  parácrino  regulado 
pelas  células  de  Kupffer  e  SECs,  a  célula  estrelada  ativada  expressa  suas 
próprias citocinas de ação autócrina. Para a manutenção da proliferação e da 
síntese de  colágeno, sintetizam PDGF,  HGF, FGF, ET-1,  TGF-ß
1
, fator  de 
ativação  de  plaqueta.  Liberam  também  fatores  pró-inflamatórios  e 
quimiotáxicos  que  atraem  neutrófilos  e  monócitos,  tais  como  o  fator  de 
estimulação  de  colônia  (CSF),  proteína  quimiotáxica  de  monócito  e  quimio-
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atrator 
de  neutrófilo  induzido  por  citocina.  Também  produzem  citocinas 
antiinflamatórias,  em  especial,  a  interleucina-10  (IL-10).  A  IL-10  diminui  a 
produção de TNF-a em macrófagos (VAN HOGEZARD et al., 1997), reduz a 
expressão de colágeno tipo I e aumenta a expressão de colagenase intersticial 
(LOUIS 
et al.
, 1998). 
As  células estreladas  também estão  relacionadas à  contratilidade da 
fibrose. Esta pode estar relacionada à presença de a-SMA nos filamentos de 
citoesqueleto  das  células  estreladas  ativadas.  Estas  células  expressam 
endotelina
-1  (ET-1),  que  atua  como  agente  vasoconstritor  e  regulador  da 
expressão de a-SMA e também óxido nítrico (NO), antagonista fisiológico da 
ET
-1(revisto por ROCKEY, 2006). Sugere-se que a constrição dessas células 
aumenta  a  resistência  do  fluxo  sanguíneo  através  do  sinusóide,  havendo 
relação  com  o  desenvolvimento  de  hipertensão  portal,  devido  à  redução  da 
atividade de NO e ao aumento do estímulo por  ET-1 (GUPTA et  al., 1998). 
Sugere
-se  que  as  inervações  encontradas  próximas  as  células  estr
eladas 
também podem participar do processo de contração (UENO 
et al.
, 1997). 
1.3.4 
–
 Síntese e degradação de colágeno
 
A  deposição  de  colágeno  está  diretamente  relacionada  a  ativação  da 
célula estrelada pelo TGF-ß
1
, que é o fator fibrogênico mais potente que atua 
sobre as células estreladas. 
 
O TGF
-ß
1 
possui três mecanismos que modulam da deposição de matriz 
extracelular:  aumento  da  síntese  de  componentes  de  matriz  extracelular, 
aumento da síntese de TIMPs, e diminuição da expressão de MMPs (BORDER 
& NOBLE, 1994; GONG et al, 1998; revisto por GUTIERREZ-RUIZ & GOMEZ-
QUIROZ, 2007). As vias de sinalização intracelular envolvidas neste processo 
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estão sendo desvendadas, o que é fundamental para o desenvolvimento de 
novas terapias.  É  sabido  que  proteínas  Smad  e  p38 MAPK,  mediadoras  da 
sinalização  intracelular,  desempenham  papel  relevante  neste  processo 
(TSUKUDA 
et al
, 2005 revisto por
 PARSONS, 2007). 
A  dinâmica  do  remodelamento  tecidual  está relacionada  ao  balanço 
entre a expressão de MMPs e TIMPs. As MMPs são enzimas que degradam os 
componentes da matriz extracelular. As TIMPs são os inibidores da ação das 
MMPs. As MMP-1  e MMP-13 têm especificidade  de degradação sobre os 
colágenos intersticial como o colágeno tipo I e tipo III. Já as MMP-2, MMP-
3, 
MMP
-9 e MMP-10 têm especificidade pelos colágenos desnaturados, colágeno 
tipo IV, fibronectina e laminina (WESTERMARCK 
et al.
, 1999). 
Na fibrogênese, as MMPs que degradam colágenos intersticiais têm sua 
expressão reduzida e são inibidas pelas TIMPs. Inicialmente, ocorre o aumento 
da  expressão  de  MMP-13,  seguido  do  aumento  da  expressão  de  TIMP-1  e 
colágeno tipo I e III. Sugere-se que nesta fase, essa MMP desempenhe um 
papel  de  limpeza  local  para  que  seja  possível  a  deposição  de  fibras  de 
colágeno.  Após  essa  fase  inicial,  a  expressão  de  MMP-1  e  MMP-13  são 
reduzidas, enquanto a expressão de TIMP-1, TIMP-2 e colágeno tipo I e tipo III 
prosseguem 
aumentadas, que favorece a deposição dos colágenos fibrilares. 
Já as MMP-2, MMP-3, MMP-9 e MMP-10 têm a expressão aumentada desde a 
fase inicial da fibrogênese, resultando no aumento da degradação da matriz de 
baixa densidade (ROJKIND & GREENWEL, 2001). Além disso, o aumento da 
expressão da TIMP-1 e TIMP-2 favorece ainda mais deposição de colágeno 
fibrilar (IREDALE, 1997).
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1.3.5 
-
 Cirrose Hepática 
A cirrose é uma hepatopatia crônica que pode ser causada por distintos 
agentes. Envolve múltiplos eventos celulares e moleculares que levam a uma 
deposição excessiva de proteínas da MEC distorcendo a arquitetura normal do 
parênquima hepático (SENTIES
-
GOMEZ 
et al
, 2005). 
 
A cirrose hepática é uma doença crônica de caráter avançado, que se 
instala  lenta  e  gradualmente,  comprometendo  gravemente  as  funções  do 
fígado. Em cerca de 50% dos casos, o paciente não apresenta complicações 
iniciais. Normalmente a doença somente é diagnosticada após sua instalação 
com o aparecimento de sintomas relacionados a ela (GRAUDAL 
et
 al. 1991). 
Quando  manifestadas,  as  complicações  reduzem  a  qualidade  de  vida  do 
paciente e, dependendo do grau da complicação, pode levar a óbito. 
Suas  manifestações  clínicas  mais  graves  estão  relacionadas  às 
alterações  na  hemodinâmica  hepática  e  redução  de  massa  celular, 
representadas  pela  presença  de  hipertensão  portal  e  insuficiência 
hepatocelular.  Outras  complicações  também  estão  relacionadas  à  cirrose 
hepática,  tais  como:  desnutrição,  ascite,  peritonite  bacteriana,  varizes  e 
sangramento no esôfago, síndromes hepatorenal,  síndrome hepatopulmonar, 
neuropatia  hepática  e  carcinoma  hepatocelular  (SHERLOCK  &  DOOLEY, 
2002).
 
A  cirrose  hepática  é  caracterizada  como  uma  doença  irreversível. 
Portanto, o único tratamento definitivo é o transplante de órgão. Mesmo 
com os 
avanços no sistema de captação de órgãos, na conscientização da população 
sobre a importância  da doação, e nas técnicas  cirúrgicas que permitem o 
transplante de fígado intervivos, o número de órgãos não supre a demanda e 
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muitos  pacientes  vão  a  óbito  durante  a  espera  por  um  transplante.  A 
necessidade  de  imunossupressão  também  dificulta  o  processo.  A  taxa  de 
mortalidade na fila de espera na cidade de São Paulo pode chegar até 75% 
(SETTE et. al, 2003). 
Embora haja muitos estudos publicados que objetivam novas estratégias 
terapêuticas para fibrose e cirrose hepática como as terapias gênica e celular 
(células derivadas de medula óssea e hepatócitos) e drogas seletivas, estes 
ainda esbarram em limitações variadas e as aplicações ainda se restringem, 
majori
tariamente, a modelos experimentais (
BELJAARS, 
et al, 2002; GARCIA-
BANUELOS, 
et al, 2002; LOTERSZTAIN et al, 2005; STROM et al, 2006). O 
panorama terapêutico real, portanto, não se alterou muito nos últimos anos. O 
tratamento paliativo da cirrose ainda é baseado no controle ou suspensão do 
agente etiológico, nutrição balanceada, alívio das complicações e na utilização 
de drogas anti-fibróticas e o único tratamento eficaz disponível é o transplante 
hepático (RILEY & BHATTI, 2001). 
1.3.5.1 
–
 Alterações Bioquí
micas e Ultra
-
Sonográficas decorrentes
 
Como já descrito anteriormente, o fígado é um órgão rico em funções. 
Suas  células  são  especializadas  em  desempenhar  inúmeras  atividades 
essenciais à homeostase do organismo. Conhecendo as funções do fígado e 
sua dinâmica é possível realizar testes bioquímicos para a avaliação funcional 
hepática. Clinicamente algumas dosagens são utilizadas para o diagnóstico de 
enfermidades.
 
1.3.5.2 
-
 ALT
 
A  alanina  aminotransferase  -  ALT,  anteriormente  denominada 
transaminase  pirúvica,  é  encontrada  abundantemente  no  fígado,  em 
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quantidades moderadas no rim e em pequenas quantidades no coração e na 
musculatura esquelética.
 
Sua origem é predominantemente citoplasmática, fazendo com que se 
eleve rapidamente após a lesão hepática, tornando-a um marcador sensível de 
lesão do fígado. Como marcador hepatocelular, apresenta valores alterados em 
patologias  que  cursam  com  necrose  do  hepatócito,  como  hepatites  virais, 
mononucleose, citomegalovirose e hepatites medicamentosas. 
 
1.3.5.3 
-
 Albumina
 
Um
 dos principais produtos do metabolismo hepático, a albumina tem a 
função, principalmente, de carreadora de triglicerídeos na circulação formando 
os chamados complexos lipoprotéicos. Uma alteração nos valores normais de 
produção  de  albumina  revela  comprometimento  funcional  das  células 
hepáticas. 
1.3.5.4 
–
 Ultra
-
Sonografia
 
Aspectos ultra-sonográficos são utilizados comumente para diagnóstico 
de  doenças  hepáticas  em  humanos.  É  um  método  muito  útil,  porém 
extremamente  pouco  utilizado  em  trabalhos  científicos  na  área  de  terapia 
celular.
 A ultra-sonografia consiste em um método não invasivo que propicia o 
diagnóstico presuntivo de cirrose e acompanhamento da resposta às terapias a 
serem  testadas. Os  principais registros  são  calibre da  veia  porta, diâmetro 
transv
erso, área do baço, presença de ascite, ecogenicidade do parênquima 
hepático  e  comparação  da  ecotextura  hepática  com  a  renal.  No  presente 
trabalho,  porém,  optamos  por avaliar  apenas  o  calibre  da  veia  porta  e  a 
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presença  de  ascite.  Ambas  relacionam-se  com  o  grau  de  fibrose no  órgão 
(LESSA, A. S. 2007) prejudicando a perfusão hepática através do espaço de 
Disse, aumentando a pressão intravascular e propiciando extravasamento de 
plasma para cavidade abdominal, esta última facilitada pela diminuição da 
pressão oncótica devido a baixa produção de albumina pelo órgão lesado. 
1.4 
–
 Modelos Experimentais para Indução de Lesão Hepática 
Grande  parte  dos mecanismos  fisiopatológicos envolvidos  na fibrose, 
cirrose e suas complicações clínicas foram  elucidadas a  partir de  estudos 
utilizando  modelos  experimentais  in  vivo.  Ao  longo  dos  anos,  diferentes 
abordagens  metodológicas  foram  utilizadas  a  fim  de  estabelecer  modelos 
experimentais  capazes  de  reproduzir  os  aspectos  clínicos  e  fisiopatológicos 
das lesões hepáticas crônicas, em especial, aqueles relacionados à fibrose e 
cirrose hepática. São escassos, porém, aqueles que representam realmente a 
cirrose hepática clínica com suas conseqüências morfo
-
funcionais.
 
Muitos modelos experimentais 
in vivo
 estão baseados na intoxicação
 por 
alguma  substância  hepatotóxica,  principalmente  pela  administração  de 
tetracloreto de carbono (CCl
4
) (PEREZ-TAMAYO, 1983, SAKAIDA et al, 2004; 
ZHAO 
et al
, 2005; ISHIKAWA 
et al
, 2007). 
 
1.4.1 
–
 Indução por tetracloreto de carbono 
O  CCl
4 
é  um líquido  incolor  e hidrofóbico,  que  libera vapor  de odor 
etéreo. É produzido a partir da clorinação de outros hidrocarbonetos. Hoje em 
dia, é utilizado apenas como solvente industrial, mas foi utilizado largamente na 
produção de cloro-
flúor
-carbonos (CFCs) para fluído refrigerante e propelente 
de aerossóis, como  pesticida e como solvente de limpeza doméstica.  Sua 
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produção e  utilização foram reduzidas  após a  constatação de  seus efeitos 
deletérios tanto à saúde humana bem como ao meio ambiente (ATSDR, 2003). 
Entre as décadas de 1920 e 1930, estudos com pacientes intoxicados por CCl
4 
demonstraram  alterações  no  quadro  clínico  relacionadas  ao  fígado,  que 
causaram  esteatose,  necrose  hepatocelular,  fibrose  e  cirrose.  Observaram 
também  que  as  alterações  eram  dependentes  da  quantidade  e  tempo  de 
exposição  ao  CCl
4 
(revisto  por  ATSDR,  2003).  Constatada  sua 
hepatotoxicidade,  diversos  estudos  buscaram  desenvolver  modelos 
experimentais, utilizando o CCl
4
 como agente agressor de lesão hepática. 
Basicamente, duas metodologias de indução de lesão hepática crônica 
por  CCl
4 
são  utilizadas  atualmente:  a  intoxicação  por  CCl
4 
puro  e  a 
administração  seqüencial  ou  simultânea  de  CCl
4 
com  substâncias  que 
potencializam sua toxicidade. 
Em  1936,  CAMERON  &  KARUNARATNE  (citado  por  McLEAN  et  al.
, 
1969) 
estabeleram  um  modelo  padronizado  de  indução  de  cirrose  em  ratos 
através  da  administração  de  doses  orais  repetidas  de  CCl
4
.  Estudos 
posteriores  buscaram  aprimorar  o  modelo,  estabelecendo  a  relação  entre 
tempo, dose e via de administração. Hoje em dia, a gr
ande maioria dos estudos 
utiliza a administração por via intragástrica (PROCTOR & CHATAMRA, 1984; 
LLOVET 
et  al.,  1994;  ONORI  et  al.,  2000; 
BHIMANI 
et  al.,  2003)  ou por 
inalação (CLARKE et al., 1973; DAVID et al., 1981; GARCIA-
FERNANDEZ 
et 
al.
, 2005).
 
Em  1969,  McLEAN  e  colaboradores  observaram  que  o  método  de 
CAMERON  &  KARUNARATNE  apresentava  lento  processo  de  indução,  alta 
taxa  de  mortalidade  e  que  uma  proporção  dos  ratos  sobreviventes  não 
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desenvolvia  cirrose.  A  partir  disso,  desenvolveram  melhorias  em  relação  ao 
método  anterior,  administrando  CCl
4 
por  inalação  com  associação  de 
fenobarbital, um fármaco utilizado como sedativo e que induz o aumento da 
toxicidade do CCl
4 
(GARNER & McLEAN, 1969). Neste modelo, McLEAN et al. 
observaram redução de mortalidade de animais, redução do tempo de indução 
à metade e grande proporção de animais com cirrose.
 
Posteriormente,  muitas  outras  substâncias  também  demonstraram 
potencializar  a  hepatoxicidade  do  CCl
4
,  dentre essas, destaca-se  o  etanol 
(HALL 
et al.
, 1990).
 
1.4.2 
–
 M
ecanismo de ação do CCl
4 
O Tetracloreto de Carbono (CCl
4
) foi a hepatotoxina escolhida e utilizada 
para o desenvolvimento do trabalho de indução da hepatopatia crônica. 
A  lesão  causada  pelo  CCl
4 
é  uma  lesão  química  bem  descrita 
proporcionada por radicais livres. O efeito tóxico do composto é resultado da 
transformação do CCl
4 
em CCl
3
+ 
+ Cl
- 
 no retículo endoplasmático liso. O CCl
3
+ 
é um radical livre tóxico altamente reativo. A produção de tal composto resulta 
na  auto-oxidação  dos  ácidos  graxos  insaturados  presentes  nos  fosfolipídios 
membranares  e  formação  de  peróxidos  orgânicos  após  a  reação  com  o 
oxigênio (ROBBINS, 1991).
 
Uma característica marcante na ação hepática do CCl
4 
é o acúmulo de 
lipídio no citoplasma  das células hepáticas devido a  uma incapacidade na 
produção da lipoproteína capaz de carrear os triglicerídeos para fora do fígado. 
Essa concentração de triglicerídeos intracelulares (esteatose) dá ao fígado um 
aspecto  extremamente  gorduroso.  Essa  etapa  é  característica  de  lesões 
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reversíveis onde as células se adequam a um estresse através de mudanças 
morfológicas e diminuição ou perda de atividades normais. 
A produção protéica se torna cada vez mais deficiente, pois o retículo 
endoplasmático é altamente danificado pela ação do CCl
4
. Entre as alter
ações 
desta  organela  destacam-se  a  tumefação  das  cisternas  e  a  dissociação  de 
ribossosmos do reticulo endoplasmático rugoso. 
As ações do CCl
4 
ainda causam, posteriormente, lesões das membranas 
plasmáticas  e  intensa  entrada  de  cálcio  que  se  concentra  nas  mi
tocôndrias 
(calcificação distrófica) e pode colaborar com a rigidez do órgão em estágios 
mais avançados da lesão.
  
1.4.3. Indução por Álcool
 
Outra  substância  hepatotóxica  é  o  álcool.  São  relatadas  mudanças 
importantes  em  patologias  hepáticas  relacionadas  ao  consumo  de  álcool. 
Acúmulo lipídico, necrose de hepatócitos, infiltrado inflamatório e fibrose são 
exemplos  de  alterações  patológicas  decorrentes  (CASSIMAN  &  ROSKAMS, 
2002 revisto por GUYOT 
et al
, 2006). 
Sabe
-se,  atualmente,  que o  álcool  também influencia  diretamente  na 
ativação de células estreladas. Evidências experimentais sugerem atuação do 
etanol sobre essas células e conseqüentes (a) alteração no metabolismo de 
retinóides,  (b)  liberação  de  citocinas  pró  fibróticas,  como  o 
TGFß
-1  e  (c) 
aumento na produção de colágeno I (WANG 
et al
, 2006). 
Resumidamente,  os  efeitos  tóxicos  do  álcool  que  originam  as  lesões 
hepáticas podem ser atribuídos ao acetaldeído e à geração de NADH (FIGURA 
4). A alteração do potencial redox intracelular, os danos mitocondriais diversos, 
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a esteatose e a fibrose são alguns dos exemplos conhecidos da ação do álcool 
no fígado (BERTELLI e CONCI, 1997). Além disso, o etanol é um fator exógeno 
capaz  de  aumentar  a  atividade  da  enzima  CYP2E1  do  citocromo  P450 
(REM
IÃO, 2003). Esta enzima é predominantemente hepática e é responsável 
pela  biotransformação  do  CCl
4 
aumentando,  desta  forma,  a  atividade  dos 
intermediários da biotransformação do CCl
4 
que são efetivamente nocivos ao 
órgão.
 
 
FIGURA 4: Representação esquemá
tica da via oxidativa do etanol: O etanol, 
primeiramente, é convertido em acetaldeído através da ADH (do inglês 
alcohol 
dehydrogenase
) 
–
 principal enzima 
– e pelo MEOS (do inglês 
Microsomal Etanhol
-
Oxidizing System
), cuja principal proteína do citocromo P4
50 é a 2E1 (CYP2E1). Após 
este passo, o acetaldeído é metabolizado à acetato pela mtALDH (do inglês 
Mitochondrial Acetaldehyde Dehydrogenase
). O acúmulo de acetaldeído é nocivo. 
(adaptado de WANG 
et al
, 2006).
  
Especula
-se que o etanol também possui outro efeito danoso ao fígado. 
Indiretamente o seu consumo inibe a mitogênese de hepatócitos. Experimentos 
in vitro demonstraram que a administração de etanol aumenta a atividade da 
enzima  tTG  (do  ingês  tissue  transglutaminase)  e  este  aumento  inibe  a 
proliferaç
ão hepatocitária (WU e ZERN, 2004). 
Por essas razões, o etanol também foi utilizado em associação com o 
CCl
4
 para a indução do modelo experimental de indução de cirrose hepática.
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1.5 
–
 A Utilização de Células Tronco
 
Com todo o exposto, verifica-se a necessidade em se buscar terapias 
alternativas  às  existentes  para  suprir  as  deficiências  encontradas  nestas 
opções de tratamento. Neste viés, a terapia com células tronco surge como um 
alento estimulando  diversos grupos em  todo o mundo a  se  dedicarem às 
pesq
uisas.
 
Entretanto,  apesar  de  haver  muitos  estudos  sobre  terapia  celular  em 
doenças  hepáticas,  a  maioria  destes  se  restringe  a  avaliar  o  potencial 
terapêutico  das  células  transplantadas  após  uma  única  infusão  em  animais 
com a doença hepática já instalada (S
AKAIDA 
et al, 2004; ZHAO et al, 2005; 
ISHIKAWA 
et al, 2007).  Ressalta-se que a cirrose hepática tem  um curso 
temporal  de  desenvolvimento  longo  e  este  curso,  normalmente,  só  é 
descoberto após anos de dano hepático. Freqüentemente essa evolução não 
pode ser eliminada, pois não existe, ainda, cura para doenças como hepatite 
autoimune,  cirrose  biliar  primária,  colangite  esclerosante,  esteatose  não 
alcoólica,  entre  outras.  Uma  intervenção  em  um  período  inicial  do 
desenvolvimento  dessas  doenças  poderia  ser  mais  efetiva  do  que  uma 
intervenção tardia com a doença parcial, ou já totalmente estabelecida. Além 
disso, é coerente pensar que, se a intervenção através de infusão de células 
surtisse realmente efeito, infusões seriadas durante o curso da doença poderia 
ter efeito somatório. Por este motivo, nossa hipótese de trabalho foi avaliar se 
repetidas infusões com células  mononucleares de medula óssea  (CMMOs) 
durante  o  curso  da  doença  poderiam  prevenir  ou  retardar  a  progressão  da 
cirrose hepática. Em caso de sucesso, tal tratamento, ao prolongar o tempo do 
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estabelecimento do real comprometimento hepático, geraria uma melhora na 
qualidade de vida dos pacientes, além de diminuir a fila daqueles que esperam 
por  um  transplante  hepático.  O  efeito  das  infusões  de  células  após  o 
estabelecimento da doença também foi testado com a finalidade de observar, 
analisar e comparar os possíveis efeitos. 
1.5.1 
–
 As Células Tronco
 
As  células  tronco  foram  inicialmente  identificadas  como  fonte  de, 
virtualmente, todas as  células diferenciadas dos tecidos  do organismo que 
necessitam ser reconstituídos durante a vida de um animal. A relação entre as 
células tronco e as populações diferenciadas é crucial para a manutenção em 
longo prazo de tipos funcionais dos diversos tecidos. As células tronco mantêm 
esta  relação  ao  direcionarem-se  para  um  dos  seguintes  caminhos:  auto-
renovação, diferenciação, senescência ou e morte (MARTINEZ
-
AGOSTO 
et al
., 
2007).
 
A  célula  tronco  é  definida  como  sendo  capaz  de  ilimitada  auto-
renovação,  diferenciar  em,  pelo  menos,  um  tipo  celular  adulto  e  com 
participação fisiológica  de  reconstituições tissulares (LOEFFLER  et  al,  2002; 
HERZOG 
et  al, 2003). A sua taxa de proliferação é baixa, porém altamente 
clonogênica  (ALISON  et  al.  2002).  As  células  tronco  podem  seguir  dois 
dif
erentes modelos de divisão celular: o chamado determinístico, no qual sua 
divisão  gera  sempre  uma  célula-tronco  idêntica  e  uma  célula  progenitora  já 
comprometida  com  alguma  linhagem  específica;  ou  o  dito  aleatório  (ou 
estocástico), onde algumas células
-
tro
nco geram somente novas células
-
tronco 




[image: alt] 
40
 

e  outras  geram  apenas  células  progenitoras  já  comprometidas  (Potten  & 
Loeffler, 1990). 
1.5.2 
–
 Os Diferentes Tipos de Células Tronco 
Como dito anteriormente, as células tronco são células indiferenciadas 
que, por este motivo, podem gerar sub-tipos celulares distintos. Tais células 
são encontradas, por exemplo, em embriões e em tecidos adultos (HASSAN E 
EL
-
SHEEMY, 2004)
. 
Ainda  discute-se  muito  sobre  a  ética  na  utilização  de  células 
provenientes  de  embriões,  engessando  os  avanços  que  poderiam  ser 
desenvolvidos neste campo. Este é um dos motivos pelos quais as pesquisas 
com células tronco adultas, principalmente provenientes da medula óssea, se 
encontram mais avançadas. 
1.5.3 
– Células Tronco Provenientes da Medula Óssea  
Entre as diferentes fontes de células tronco, as encontradas na medula 
óssea  são  as  mais  estudadas  por  apresentarem,  comparativamente,  muitas 
vantagens,  principalmente  nas  perspectivas  clínicas,  como  isenção  de 
questões ético-religiosas, capacidade de diferenciação em várias linhagens 
celulares,  incluindo  hepatócitos,  in  vitro  e  in  vivo,  (FERRARI  et  al,  1998; 
FUKUHARA 
et al, 2004; KOTTON et al, 2001; KARUSE et al, 2001; LAGASSE 
et al, 2000;OKAMOTO et al, 2002; ORLIC et al, 2001; PETERSEN et al, 1999; 
Sch
wartz 
et al, 2002; THEISE et al, 2000), a possibilidade  de transplante 
autólogo e a facilidade de manipulação.
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A medula óssea é reservatório rico em células tronco hematopoiéticas, 
mesenquimais, além de progenitores e outras células estruturais. O protocol
o 
utilizado neste trabalho isola células mononucleares da medula óssea (CMMO) 
separando
-as das demais por um gradiente de densidade. Na composição das 
CMMO,  encontram-se  as  chamadas  células  tronco  hematopoiéticas  e  as 
células  tronco  mesenquimais.  Pitenger  e  colaboradores,  em  1999, 
demonstraram que a porcentagem de células mesenquimais nesta fração varia 
de 0,001 até 0,01 % (PITTENGER 
et al
, 1999). 
Trabalhos  demonstram  que  ambas  as  células  –  hematopoiéticas  e 
mesenquimais 
– apresentam potencial em colaborar com a fisiologia hepática 
como será exposto no decorrer desta dissertação.
 
1.6 
–
 Terapia Celular em Hepatopatias
 
As modalidades terapêuticas existentes atualmente para o tratamento de 
hepatopatias crônicas são limitadas e muitas vezes incapazes de interromper a 
progressão deste quadro. Desta forma, a única alternativa terapêutica para os 
pacientes com cirrose hepática é o transplante. Apesar do transplante hepático 
proporcionar,  em  alguns  casos,  um  aumento  da  sobrevida,  a  taxa  de 
mortalidade  entre  estes  pacientes  ainda  é  bastante  alta.  Além  disso,  a 
escassez  de  doadores,  e  as  complicações  causadas  pela  imunossupressão 
limitam  a  eficiência  deste  procedimento.  Assim,  a  busca  por  tratamentos 
alternativos para estes casos certamente é de grande interesse na comu
nidade 
científica.
 
Pelo  exposto,  muitos  estudos  foram  realizados  utilizando  células 
derivadas  da  medula  óssea  como  fonte  de  terapia  celular  em  doenças 
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hepáticas. Esta busca gerou uma crescente, mas ainda inconclusiva, gama de 
observações e  resultados neste  campo. Alguns  exemplos  serão discutidos 
abaixo.
 
Estudos  sugerindo  ou  demonstrando  diferenciação  de  células 
provenientes da medula óssea em diferentes tipos celulares residentes do 
tecido  hepático  fomentaram  a  busca  por  resultados  positivos  com  terapia 
cel
ular em hepatopatias. Como exemplos destes trabalhos, podem ser citados 
(1) a descoberta de que no fígado murino adulto existem células de fenótipos 
similares às presentes na medula óssea (CROSBY et al, 2002 e UCHIDA et al
, 
2002 revisto por FAUSTO, 2004); 
(2) a possibilidade de essas células serem as 
células  ovais.  As  células  ovais  –  consideradas  células  tronco  hepáticas  por 
originarem  células  ductulares  e  hepatócitos  sob  certas  condições 
drasticamente  patológicas  –  apresentam  características  típicas  de  cél
ulas 
tronco de medula óssea (revisto por PETERSEN et al, 1999); (3) a verificação 
de que são encontradas células ovais e hepatócitos de origem supostamente 
medular em fígados expostos ou não à lesão (PETERSEN et al, 1999; THEISE 
et al
, 2000; revisto por FO
RBES 
et al
, 2002).
 
Com estudos embasando a possibilidade de que as células de medula 
óssea  têm  condições  de repopular  o  fígado, trabalhos  surgiram testando  a 
terapia  celular  em  hepatopatias.  Sakaida  e  colaboradores  verificaram,  em 
2004,  redução  de  fibrose  induzida  por  CCl
4 
em  camundongos  tratados  com 
células. O grupo utilizou a fração Liv8
- 
(relacionando com CD45
-
, B220
-
, Thy-1
-
) 
sistemicamente  em  modelo  murino  e  verificou  diminuição  do  índice  de 
deposição de  colágeno  nos  animais  tratados. A  explicação  para o  resultado 
seria um efeito das células infundidas em aumentar a expressão de MMPs – 
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principalmente MMP-9. Além disso, houve a identificação de células infundidas 
(GFP+)  diferenciadas  em  hepatócitos funcionais  (expressando  albumina). O 
grupo  também  demonstrou  diferenciação  em  células  estreladas,  o  que  é 
paradoxal  com  os  resultados  obtidos,  já  que  estas  células  são  pivô  na 
fibrogênese.  Entretanto  o  grupo  argumenta  que  esta  visualização  foi  em 
pequeno número. No mesmo trabalho, Sakaida e colaboradores identi
ficaram 
diminuição  da expressão  de RNAm  de  pró-colágeno tipo  I  e TGF- 1  e de 
células  estreladas  ativadas  atribuindo  este  efeito  a  uma  possível  ação  pró-
apoptótica das células infundidas. 
Outro  importante  trabalho  publicado  neste  âmbito  foi  o  de  Zhao  e 
cola
boradores  em  2005.  O  grupo  de  Zhao  utilizou  células  mesenquimais 
derivadas  da  medula  óssea  em  modelo  de  fibrose  promovida  por  CCl
4 
e 
dimetilnitrosamina  (DMN).  O  trabalho  salienta  a  importância  do 
desenvolvimento de um modelo compatível com a patologia huma
na 
–
 o que foi 
um foco permanente em nosso estudo – e da necessidade de novos estudos 
para verificar o que foi observado: maior sobrevida nos animais tratados com 
células, menor número de células estreladas ativadas (a hipótese de ação pró-
apoptótica  das  células  infundidas  novamente  foi  levantada)  e, 
conseqüentemente, índice reduzido de fibrose quantificada. 
Com o surgimento de bons resultados na literatura científica, outros 
pesquisadores inovaram um pouco mais nos modelos de terapia. Ishikawa e 
colaborado
res, do mesmo grupo de Sakaida, em 2006, verificaram eficiência no 
transplante de  células  de  medula  óssea  concomitantemente  com  FGF-2  (do 
inglês 
Fibroblast Growth Factor 2) em modelo de fibrose induzida por CCl
4 
em 
camundongos. A diminuição do índice de deposição de colágeno e aumento na 
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expressão  de  MMP-9  foram,  novamente,  relatadas.  Nenhuma  ressalva 
importante  acerca das  células  estreladas, porém,  foi colocada.  Não houve, 
ainda, diferenças óbvias na quantidade e localização de áreas contendo células 
apopt
óticas  em  experimentos  realizados  com  TUNEL  (do  inglês 
Terminal 
deoxynucleotidyl Transferase mediated Biotin
-
dUTP Nick End Labeling
). 
Observa
-se  que,  mesmo  os  principais  trabalhos  demonstrando 
benefícios da terapia celular em hepatopatias carecem de muitas elucidações, 
pois muitos questionamentos permanecem sem respostas. 
Na  contramão  desses  resultados  apareceram  outros  conceituados 
grupos relatando resultados muito menos animadores. Popp e colaboradores, 
no  final  de  2006,  publicaram  na  revista  Stem  Cells,  um  trabalho  onde  não 
verificaram  contribuição  das  células  mesenquimais  na  regeneração  hepática 
em modelo de hepatopatia crônica. Estes autores compararam a terapia com 
células mesenquimais e hepatócitos na regeneração hepática em um modelo 
de injúria hepática tóxica e prolongada em ratos e concluíram que as células 
mesenquimais, obtidas por protocolo padrão, não diferenciam em hepatócitos 
in vivo quando  transplantadas em uma condição  de regeneração. Para tal 
aplicação, o transplante de hepatócitos resulta e
m estável transplante celular.
 
O  grupo  discute  acerca  dos  benefícios  das  terapias  celulares  em 
doenças hepáticas ressaltando a dificuldade de encontrar terapias eficazes em 
combater a  doença hepática em seu estágio  final, a  cirrose  hepática. Ainda 
aborda sobre a facilidade de se obter e manipular células derivadas da medula 
óssea  para  tais  terapias  contrastando  com  a  dificuldade  de  se  levar  o 
transplante de hepatócitos para uma  realidade clínica devido à escassez de 
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células viáveis para utilização no chamado transplante-ponte, apesar de bons 
resultados relatados na pesquisa com estas células. 
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2.0 
–
 OBJETIVOS
 
-  Verificar se a terapia celular com infusões repetidas de CMMO é eficaz 
em prevenir,  retardar ou  reverter  a  instalação da  cirrose  hepática  em 
curso e, além disso
 
-  Analisar comparativamente os resultados da terapia com o mesmo tipo 
celular na doença já estabelecida. 
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3.0 
-
 MATERIAIS E MÉTODOS
 
3.1 
-
 Animais
 
Para  o  desenvolvimento  do  modelo  de  lesão  hepática  crônica,  foram 
utili
zados  ratos  Wistar  fêmeas  pesando cerca  de 200g.  Os animais  foram 
obtidos do Instituto de Biofísica Carlos  Chagas Filho –  UFRJ -  Brasil. Os 
animais  foram  alocados em  local com  temperatura  controlada (
23
o
C)  com 
exposição luminosa respeitando o ciclo de 12 horas. 
Antes  do  inicio  dos  experimentos,  os  animais  foram  submetidos  a 
exames  ultra-sonográficos  e  coletas  de  sangue  para  obtenção  dos  valores-
padrões médios de cada parâmetro avaliado por ultra-
som e bioquímica.
 
 
  Todos  os procedimentos  realizados foram  de acordo  com o  guia de 
cuidado e uso de animais de laboratório [Guide for Care and Use of Laboratory 
Animals [DHHS Publication  No. (NIH) 85-23,  revised 1996, Office of Science 
and Health Reports, Bethesda, MD 20892
].
 
 
 3.2 
-
 Modelo Experime
ntal 
– Infusões Celulares Preventivas 
A  cirrose  hepática  foi  induzida  em  15  animais  através  da  injeção 
intraperitonial de 50 uL de uma solução 20% de CCl
4 
(VETEC, Lot 0505638, 
Rio  de  Janeiro,  RJ,  Brasil)  diluída  em  azeite  de  oliva  comercialmente 
disponíve
l. As injeções foram combinadas com uma dieta alcoólica isocalórica 
nos padrões da 
AIN
-
93 guidelines (REEVES et al, 1993). 
Anteriormente  ao  início  das  injeções  de  CCl
4 
e  da  disponibilidade  da 
dieta alcoólica, uma fase de adaptação foi realizada como segue
: 
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1 
– Uma semana com dieta não alcoólica visando uma adaptação dos 
animais à dieta essencialmente líquida em detrimento da ração.
 
2 
–
 Uma semana com dieta alcoólica.
 
3 
–
 Início do protocolo normal de indução. 
A  partir  da  fase  três,  os  animais  sofreram  injeções  intraperitoniais  de 
CCl
4
 três vezes por semanas durante 15 semanas. 
Os  ingredientes  da  dieta  não  alcólica  foram  idênticos  aos  da  dieta 
alcoólica  com  exceção  do  conteúdo alcoólico  –  trocado  por água  em  igual 
volume. Os animais tiveram livre acesso à
 dieta líquida. 
 
Os animais submetidos ao protocolo de indução (álcool + CCl
4
) foram 
divididos em dois grupos: 10 animais - cinco na gaiola A e cinco na gaiola B – 
(grupo tratado com célula) receberam 3x10
6 
células mononucleares de medula 
óssea (CMMOs) diluídas em  300 µL de PBS (do inglês Phosphate  Buffered 
Saline
) pela veia  da cauda a  cada 15 dias a  partir da quarta semana  de 
protocolo  totalizando  cinco  injeções  sistêmicas.  Cinco  animais  (grupo  não 
tratado) foram submetidos ao mesmo protocolo, porém estes animais somente 
receberam injeções de PBS nas mesmas quantidade e freqüência. 
Análises bioquímicas, ultrassonográficas e histológicas foram realizadas 
no dia 0 e na 15
a
 semana de indução (fim do protocolo). Animais normais 
–
 não 
submetidos ao  protocolo –  foram utilizados como controles somando-se aos 
grupos  no  dia  0  para  obtenção  dos  valores  normais  médios  bioquímicos, 
ultrassonográficos e, principalmente, parâmetros histológicos. 
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Os  animais  submetidos  ao  protocolo  –  tratados  com  células  e  não 
tratados 
-
 fo
ram pesados quinzenalmente para acompanhamento nutricional. 
3.3 
-
 Modelo Experimental 
–
 Infusão pós injúria 
 
 Cirrose hepática também foi induzida em oito animais e os métodos de 
indução  foram  os  mesmos  dos  grupos  das  preventivas  infusões  de  célula
s, 
excetuando as infusões realizadas durante o protocolo de indução. 
Após  15  semanas,  todos  os  animais  foram  submetidos  a  testes 
bioquímicos  para  avaliação  dos  parâmetros  funcional  (albumina)  e  de  lesão 
(ALT).  Esses  animais  foram  divididos  em  dois  grupos  com  n=4.  O  primeiro 
grupo (pós tratado com célula) recebeu infusão de 3x10
7 
CMMOs diluídas em 
300 µL de  PBS;  os outros quatro  animais  (grupo placebo) receberam,  no 
mesmo período temporal, apenas injeção de PBS através da veia da cauda. 
Parâmetros histológicos e bioquímicos foram verificados na 15a semana 
de indução e dois meses após as infusões de CMMOs ou PBS. 
3.4 
-
 Isolamento das Células
 
A obtenção das CMMOs para infusões foi realizada sempre em um fluxo 
laminar  vertical  com  materiais  autoclavados.  As  soluções  utilizadas  foram 
previamente  retiradas  da  geladeira  e  aliquotadas  para  serem  usadas  à 
temperatura ambiente.
 
De ratos Wistar fêmeas isogênicas sacrificadas foram retirados, através 
de procedimentos cirúrgicos, o fêmur e a tíbia direitos e esquerdos. Depois da 
limpeza dos ossos (remoção do tecido muscular), as epífises foram cortadas, e 
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as  medulas  extraídas  via  injeção  de  Dulbecco’s  Modified  Eagle  Medium 
(DMEM; Gibco
TM
, Lote No 1355192, Grand Island, NY, EUA) sem soro por uma 
seringa  de  10mL  e  recolhidas  em  um  tubo  de  15  mL.  Esta  solução  foi 
centrifugada a 250xg por 10 minutos. 
 
Após  a  centrifugação  forma-se  um  precipitado  (
pellet
)  que  contém  as 
células da medula. Este pellet foi ressuspendido em 3 mL de DMEM sem soro 
e esta solução foi cuidadosamente adicionada em um tubo de 15 mL contendo 
3  mL  de  Ficoll  (Histopaque  1083,  1:1;  Sigma-Aldrich,  Lote  016K6112, 
Steinheim, Alemanha) de forma que as duas soluções formassem duas fases 
distintas. Seguiu-
se a etapa de centrifugação a 450xg por 30 minutos e, ao fina
l 
do processo, obtivemos o seguinte: 
 
Após a centrifugação utilizando o Histopaque, ocorre a formação de um 
anel  constituído  principalmente  por  células  mononucleadas,  entre  elas  as 
células mesenquimais e as células tronco hematopoiéticas. 
Este anel formado foi retirado com uma pipeta de vidro e colocado em 
um novo tubo de 15 mL onde foi adicionado BSS (do inglês Buffered Saline 
Solution
)  até  a  obtenção  de  um  volume  final  de  10  mL.  Este  tubo  foi 
centrifugado a 400xg por 10 minutos e este processo foi repetido três vezes. 
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Estas “lavagens” servem para que haja uma retirada do excesso de histopaque 
que é tóxico para as células. 
 
Depois da segunda lavagem as células foram ressuspendidas em 1 mL 
de DMEM 10%. Deste total foram retirados 10uL que foram adicionados 
em um 
eppendorff  contendo  outros  10uL  de  Azul  de  Tripan  (Trypan  Blue).  Esta 
solução foi  colocada  na câmara de  Neubauer (hemocytometer) para  que as 
células fossem visualizadas, contadas e analisadas ao microscópio. A análise 
feita consistiu  na contagem  das células e  na observação  da  viabilidade das 
mesmas.  Só  houve  continuidade  dos  experimentos  se  ambos  parâmetros 
estivessem  satisfatórios.  Os  parâmetros  estabelecidos  diziam  que,  para  a 
continuação do experimento, a contagem deveria alcançar uma potência de 1
0
6 
por mL e a viabilidade >90%. 
 
O número de células pode ser estimado contando o número de células 
dos  quatro  quadrantes  da  câmera  de  Neubauer  e  aplicando-os  na  seguinte 
fórmula:
 
. Média do número de células dos quatro quadrantes X 10 
4
 X diluição usada
 
Com  isso  temos,  como  resultado,  o  número  de  células  por  mL  de 
solução.
 
A viabilidade foi visualizada pelo número de células que adquiriram uma 
coloração azul. Um grande número de células coradas representa um grande 
número de células mortas com suas membranas lesionadas que permitiram a 
entrada  do  Azul  de  Tripan.  A  viabilidade,  em  porcentagem,  é  simplesmente 
uma fração do número de células vivas sobre o total de células contadas. 
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Quando obtivemos êxito em alcançar os parâmteros supracitados, 
o  experimento  continuou  e,  depois  das  três  lavagens,  as  células 
mononucleares de medula óssea puderam ser transplantadas imediatamente. 
3.5
  -  Marcação  das  Células  com  Tecnécio  99m  (
99m
Tc)  e 
Imageamento 
Com o intuito de verificar  a biodistribuição das células  após infus
ão 
através da veia da cauda 
1x10
6 
CMMOs foram marcadas com 
99m
Tc (Gutfilen 
et al, 1999) e injetadas em um separado grupo de animais (n=3) não incluídos 
nos grupos experimentais já descritos nesta seção. 
O  processo  de  marcação  das  células  com  Tc-99m  consistiu  na 
incorporação  do  radionuclídeo  às  mesmas.  Para  tal,  500 g  de  cloreto  de 
Estânio (SnCl
2
) foram adicionados à suspensão celular em 0,9% de cloreto de 
sódio (NaCl). Esta mistura foi incubada, a temperatura ambiente, durante 10 
minutos. Em seguida, este complexo foi incubado com o radionuclídeo 
99m
Tc 
(45 mCi) durante mais 10 minutos, e lavado três vezes com NaCl 0,9% a 500 x 
g durante 5 minutos. Ao final da última lavagem, precipitado e sobrenadante 
foram separados. O  precipitado  foi  ressuspendido  em  PBS  e  distribuído  em 
seringas contendo 0,3 mL cada. 
A viabilidade dessas células foi avaliada pelo teste de exclusão por Azul 
de  Tripan.  A  eficiência  da  marcação  em  porcentagem  foi  calculada  pela 
atividade do precipitado dividido pela soma da radioatividade do sobrenadante 
+  precipitado.  Três  horas  após  as  injeções  com  estas  células  marcadas, 
imagens  foram  capturadas  para  análise  qualitativa  da  distribuição  no 
organismo. As imagens de corpo inteiro foram obtidas através da gama câmera 
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(GE Integra gamma câmera) equipado com um colimador de alta resolução. 
Uma  janela  de  20%  de  energia  centrada  no  pico  de  144  KeV  do 
99m
Tc  foi 
usada.
  
3
.6
 - Análise Quantitativa das Células Infundidas  
Após as infusões intravenosas das células e análise qualitativa através 
do imageamento, dois animais foram sacrificados e a maioria dos seus órgãos 
foi retirada e  pesada isoladamente. Após a  pesagem, os órgãos: coração, 
pulmões, fígado, baço, rins, estômago, e tíbia; foram distribuídos em tubos de 
ensaios e, a seguir, colocados em um contador de radiação gama.  A seguir, 
realizamos  cálculos  para  converter  estes valores  dados  em  contagem  por 
minuto (cpm)  em termos  percentuais. Desta forma,  analisamos o  seguinte 
parâmetro:
 
 
%  radioatividade  –  Representa  o  percentual  de  radiação  presente  n
o 
órgão isolado em relação ao total de radiação presente no organismo. 
Ou seja:
 
(cpm do órgão em questão / somatório da cpm de todos os órgãos analisados) x 100
 
3.7 
-
 Análises Bioquímicas
 
Nos  tempos  já descritos,  os  animais foram  anestesiados com  éter para 
coleta de amostras sanguíneas. Um mL de cada animal foi colhido através da 
veia  da  cauda  e  estocado  por  pouco  tempo  em  recipiente  com  gelo.  As 
amostras foram centrifugadas a  3584 x g por  10 minutos e os soros foram, 
então,  coletados.  Os  seguintes  parâmetros  foram  avaliados:  Alanina 
Aminotransferase (ALT) (método: UV-IFCC) e albumina (método: Verde de 
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Bromocresol). Todas as amostras foram analisadas pelo aparelho Bio 200F® 
(BioPlus, Brazil). 
 
3.8 
-
 Análises Ultrassonográficas
 
A  avaliação  ultra-sonográfica  foi  realizada  utilizando  o  equipamento 
comercialmente  disponível  da  marca  Esaote,  modelo  Caris  Plus  com  sonda 
linear multifrequencial de 7,5 
–
 10 MHz.
 
Para a realização dos exames, os animais foram anestesiados com 
injeção intra
-
peritoneal de cloridato de x
ilazina (100uL/100g 
-
 Rompum
, Bayer) 
e cloridato de quetamina (50uL/100g - Vetaset ). Para possibilitar a obtenção 
das  imagens  os  animais  foram  previamente  tricotomizados  na  região 
abdominal.  As  avaliações consistiram  em avaliar  ecotextura  do  parêqnuima 
h
epático, calibre e tortuosidade da veia porta e presença de ascite. 
Para analisar a ecogenicidade do órgão e  investigar a presença de 
ascite, o transdutor linear foi posicionado de maneira transversal, direcionada a 
caixa  torácica  do  animal,  com  ângulo  de  aproximadamente  45  graus  em 
relação ao abdome. Para analisar a veia porta, transdutor linear foi posicionado 
na linha média do animal, apoiada ao tórax com ângulo de aproximadamente 
de 90 graus em relação ao abdome (Figura 5). 
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FIGURA 5: Posicionamento d
o transdutor linear para realização do exame de ultra
-
som 
(A, C, E) e as imagens respectivas a cada exame (B, D, F). Em (A), o transdutor é 
posicionado transversalmente abaixo da caixa torácica do animal, com ângulo de 45º em 
relação ao abdome. A imagem (B
) permite a análise da ecogenicidade e diâmetro 
transverso de um plano transversal do fígado (linha pontilhada). Em (C), o transdutor é 
posicionado sob a linha média do animal, com ângulo de 90º em relação ao abdome. A 
imagem (D) permite a análise do calib
re e tortuosidade da veia porta (seta branca). 
 
3.9 
-
 Análises Histológicas
  
As  lâminas  foram  preparadas  com  cortes  seriados  dos  fígados 
provenientes dos animais nos tempos já descritos. Os fragmentos inicialmente 
foram lavados em PBS 1X pH 7,4 e, em seguida, permaneceram cinco horas 
no Gendre (Gendre´s solution) seguido por um período 
overnight
 em formalina 
tamponada (10%) para fixação. Após a fixação, os tecidos foram desidratados, 
clarificados  e  emblocados  em  parafina  para  coloração  por  hematoxilina  & 
e
osina ou picrosírius (
sirius red
). 
 




 
56
 

Uma  outra  parte  dos  fragmentos  foi,  simplesmente,  incluída  em  OCT 
para o corte em criostato e posterior ensaio imunohistoquímico.  
3.9.1 
-
 Hematoxilina & Eosina (H&E)
   
Os  cortes  histológicos,  inicialmente,  são  desparafinizados  por  20 
minutos na estufa a 60 graus e depois passam três vezes em xilol PA por cinco 
minutos.  Em  seguida  os  cortes  são  hidratados  permanecendo,  por  cinco 
minutos, nos álcoois  100%, 95%  e 90%  sucessivamente e  por mais  cinco 
minutos em água destilada
. 
Após a hidratação, banham-se as lâminas de seis a quinze minutos na 
solução de Hematoxilina de Harris. Após essa passagem lavam-se as lâminas 
em água corrente por 15 minutos e banham-se as lâminas rapidamente com 
álcool 70% e água. As lâminas, então, são deixadas de dois a quatro minutos 
na solução de Eosina.
 
Os cortes, em seguida, são desidratados passando em concentrações 
crescentes de álcool por cinco minutos em cada etapa (1x álcool 95% e 2x 
álcool 100%). 
A próxima etapa é a clarificação que consiste em três lavagens de cinco 
minutos em xileno 100%. Para finalizar o processo e prolongar a vida útil das 
lâminas, estas são montadas com Entellan.
 
O  resultado  são  cortes  com  os  núcleos  corados  em  azul e  o  tecido 
conjuntivo em várias tonalidades de rosa 
(figura 6A). 
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3.9.2 
-
 Picrosírius
   
Os  cortes  passam  pelos  mesmos  processos  iniciais  do  método  H&E: 
Desparafinização e hidratação.  
Após a lavagem que encerra o processo de hidratação, os cortes são 
mantidos  na  solução  de  ácido  fosfomolíbdico  por  um  minuto  (DOLBER  e 
SPACH, 1993). A solução é desprezada e a solução de picrosírius é colocada. 
Os cortes permanecem por 90 minutos nesta condição. Após o uso da solução 
de  Picrosírius,  os  cortes  são  lavados  em  ácido  clorídrico  0,01N  por  dois 
minutos e, depois, e
m álcool 70% por 45 segundos. 
Em seguida os cortes são desidratados.  São feitas duas lavagens  de 
cinco minutos em álcool 95%  e mais  duas em  álcool 100%.  Os cortes são, 
então, clarificados passando duas vezes de cinco minutos em xileno 100% e, 
enfim, as lâminas são montadas com Entellan. O resultado são cortes com o 
colágeno marcado em vermelho forte e as células em tom amarelo (figura 6B).  
Figura 6: Exemplos de colorações de fígados de ratos normais por H&E (A) e Picrosírius 
(B)
  
A  B 
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3.9.3
 -
 Anál
ises Morfométricas
  
A morfometria  foi  utilizada  com  o  objetivo  de quantificar o  colágeno 
depositado no parênquima hepático. Para  tanto foi  utilizado uma  câmera Q-
color 5 (Olympus – Japão) acoplada a um microscópio Axiovert 100 (Zeiss – 
Alemanha) e o progra
ma Image Pro Plus 
5.0 (Media Cybernetics, Silver Spring, 
EUA) 
onde,  no  mínimo,  10  fotos  de  campos  randomizados  das  lâminas 
coradas  com  picrosírius  puderam  ser  analisadas  de  forma  que  pudéssemos 
quantificar o colágeno presente. As medidas foram feitas sempre no mesmo 
programa,  com  fotos  tiradas  pela  mesma  máquina,  utilizando  as  mesmas 
configurações,  o  mesmo  aumento  (10X)  e  desconhecendo  a  condição  do 
animal  avaliado.  O  resultado  da  avaliação  nos  deu  uma  porcentagem 
aproximada  da  quantidade  de  colágeno  por  área  total  de  tecido  avaliado 
(Figura 7). 
O software é capaz de, selecionando um ou mais pontos da imagem, 
marcar  todos  os  outros  que  contiverem  a  mesma  intensidade  de  coloração. 
Desta forma é relativamente simples selecionar toda a marcação de colágeno 
na
 área analisada.
 
No menu configurações é possível ajustar a precisão das análises de 1 
a 5, ou seja, é possível selecionar cinco estágios de acurácia. Foi utilizado, 
normalmente, o  maior índice de  precisão para  que  apenas os  matizes mais 
próximos dos selecionados fossem marcados aumentando, dessa forma, o 
nível de precisão na marcação.
 




[image: alt] 
59
 

 
Figura 7:Morfometria. A 
– Fotografia da lâmina (coloração Picrosírius) avaliada. B – 
Marcação do colágeno tecidual em verde. C 
-
 Área total avaliada (representando 100% n
a 
medida)
 
3.9.4 
-
 Imunoensaios
 
Imunohistoquímica foi realizada para qualificar o padrão de distribuição e 
quantificar o  isopeptideo 
 
( -glutamil)  lysine, produto da 
tTG
, a  enzima que 
atua na reação cruzada (
cross
-
linking
) de fibras de colágeno. A detecção do 
cross
-
linking
  de fibras de  colágeno  depositadas na matriz  caracteriza uma 
resistência maior à degradação por colagenases teciduais. 
Para  tanto,  peças  hepáticas  foram  embebidas  em  Tissue-
Tek
® 
OCT 
(Sakura, Japão) e congeladas a - 70 C. Cortes de 6
m 
foram realizadas no 
criostato a -
20
ºC e em seguida fixados em acetona. O anticorpo primário foi: 
transglutaminase tecidual (
tTG2
 - Stratech Scientific) – diluição de 1:40 por 12 
horas em câmara úmida. Previamente à exposição ao anticorpo secundário por 
dua
s  horas  à  temperatura  ambiente,  as  lâminas  foram  lavadas  com 
PBS/albumina. O anticorpo secundário foi: 
anti
-
mouse
 IgG (H+L) conjugado ao 
FITC (do inglês 
fluorescein isothiocyanate
) (ZYMED, USA) diluído 1:50. 
As lâminas, ao final do experimento, foram lavadas e, por fim, montadas 
com Vectashield (aprox. 10uL).
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3.10 
-
 Análises Estatísticas
 
Os  dados  foram  analisados  utilizando  o  programa  GraphPad  Prism 
versão 4.0 (GraphPad Prism Software, Inc). O teste ANOVA seguido do pós 
teste  de  Tukey  para  múltiplas  comparações  ou  teste  T  pareado  foram 
utilizados. Teste do Qui quadrado foi utilizado para comparação de frações de 
populações  e  a  regressão  linear  foi  utilizada  para  verificar  correlação  entre 
parâmetros  histológicos  e  bioquímicos  avaliados.  P<0,05  foi  considera
do 
estatisticamente  significativo.  Dados são  apresentados como  médias ± erro 
padrão.
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4.0 
-
 RESULTADOS 
4.1 
-
 Modelo Experimental
 
Nenhum óbito foi  registrado durante todo o  processo de  indução de 
cirrose hepática nos animais ou em período posterior de análise. Parâmetros 
característicos de cirrose hepática foram obtidos e serão, aqui, relatados. 
Preocupamo
-nos bastante com o fator nutricional dos  animais e, para 
isso, acompanhamos o  peso  individualmente e por  grupos  durante todo o 
processo. O acompa
nhamento demonstrou leves variações de peso, entretanto 
sem distinção entre os grupos tratado com célula e não tratado (figura 8). 
Em  um  prévio  estudo,  nosso  grupo  demonstrou  que  após  quatro 
semanas  deste  mesmo  protocolo  de  indução,  os  primeiros  sinais  de  injúria 
hepática são visualizados. Neste momento, os animais apresentam sinais de 
esteatose  e  uma  formação  inicial  de  septos  fibrosos  (Figura  9),  apesar  dos 
valores  ainda  normais  de  síntese de  albumina.  Nós,  portanto,  optamos  por 
iniciar as infusões seria
das de CMMOs neste ponto temporal. Alternativamente, 
nós  realizamos os  testes no  modelo pós injúria  – infusão  de células  após 
concluído o protocolo de indução – para testar a capacidade das CMMOs em 
reverter a cirrose estabelecida totalmente em seus parâmetros morfológicos e 
funcionais  com  as  células  sem  exposição  aos  agentes  tóxicos.  Neste  caso, 
também,  não  verificamos  benefícios  como  será apresentado  ao  longo  desta 
seção.
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4.2 
-
 Distribuição das Células Marcadas Radioativamente 
Para avaliar a distribuição das células infundidas via veia da cauda, nós 
injetamos  células  marcadas  radioativamente.  A  viabilidade  das  células 
marcadas com Tc-99m foi determinada através do teste de Azul de Tripan. O 
resultado obtido foi >93%.
 
Nosso resultado qualitativo, através do imageamento, mostrou que três 
horas após a injeção das células marcadas, estas se concentravam no fígado 
(Figura 10). A quantificação, após 24 horas da infusão, revelou que cerca de 
70% da radioatividade medida estava concentrada, também, no fígado (tab
ela 
3).
 
4.3 
-
 Análises Bioquímicas
 
As análises bioquímicas foram realizadas para que pudéssemos analisar 
o grau de lesão hepática e de comprometimento funcional
 
Tratando
-se  dos  grupos  das  infusões  seriadas,  não  encontramos 
nenhuma diferença entre os grupo
s tratado com células e não tratado em todos 
os parâmetros analisados na 15
a 
semana de protocolo, entretanto ambos os 
grupos diferiram dos valores do grupo controle (Figura 11). 
O grau de lesão foi avaliado através da quantificação da enzima ALT 
(grupo controle 39.6 ± 2.1; grupo não tratado 107 ± 25.8; grupo tratado com 
célula  97  ±  12.3  U/L;  p<0.001  vs.  Grupo  controle).  Função  hepática  foi 
mensurada através da quantificação da albumina sérica (grupo controle 3.21 ± 
0.56; grupo não tratado 2.45 ± 0.10; grupo tratado com célula 2.36 ± 0.13 g/dL; 
p<0,001 vs. Grupo controle).
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Os grupos das infusões pós estabelecimento da cirrose mostraram que, 
embora aumentado após 15 semanas de indução (FIGURA 12), dois meses 
após a infusão de célula ou veículo, ALT (grupo não tratado 87.5 ± 14.9; grupo 
tratado com célula 99.2 ± 11.0 U/L; p>0.05) (Figura 12A) e albumina (grupo não 
tratado 3.12 ± 0.19; grupo tratado com célula 3.32 ± 0.19 g/dL; p>0.05) (Figura 
12B) retornaram igualmente aos valores do grupo controle. 
4.4 
-
 Análi
ses Ultrassonográficas
 
As análises ultrassonográficas resultaram em dados interessantes que, 
normalmente, não são explorados na literatura científica sobre o assunto. Um 
aumento  da  ecogenicidade  no  fígado  foi  verificado  em  todos  os  animais 
submetidos ao tr
atamento.
 
O diagnóstico de ascite foi apresentado em 30% dos animais tratados 
com células e em 40% dos animais não tratados na 15a semana de indução 
(p>0.05 Chi
-
quadrado) (Figura 13). 
 
Além  disso,  houve  um  aumento  no  calibre  da  veia  porta  nos  grupos 
tratad
os  com  célula  (0.232  ± 0.012cm) e  não  tratados (0.242 ± 0.012cm) 
quando comparados aos valores normais (0.194 ± 0.004cm) (p<0.001) como 
demonstra a figura 14. 
4.5 
- Histologia 
No  grupo  de  infusões  repetidas,  após  15  semanas  de  indução,  os 
achados  macroscópicos  e  os  cortes  histológicos  evidenciaram  claramente 
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cirrose hepática. Ambos os grupos, tratado com células e não tratado, exibiram 
o mesmo padrão histológico sem qualquer diferença óbvia. 
Macroscopicamente, a superfície hepática exibia contornos irregula
res, 
múltiplos nódulos e consistência bastante rígida (FIGURA 15A). 
A  histopatologia  permitiu  o  diagnóstico  de  cirrose  hepática. Esta  foi 
caracterizada  por  destruição  global  da  arquitetura  normal  do  parênquima 
hepático e formação de nódulos de regeneração separados por septos fibrosos 
associados  com  infiltrado  inflamatório  e  pigmentos  de  lipofucsina 
representando a atividade fagocitária (FIGURAS 15B e 15C). 
A  deposição  de  colágeno  foi  intensa  formando  septos  fibrosos  que 
interconectavam os nódulos de regene
ração (FIGURAS 15D e 15E).
 
Setenta por cento dos animais do grupo tratado com células e oitenta 
por  cento  dos  animais  do  grupo  não  tratado  apresentaram  características 
histológicas condizentes com o diagnóstico de cirrose hepática. O restante dos 
animais d
e ambos os grupos apresentou fibrose avançada. 
No grupo de infusão simples pós estabelecimento da lesão, os achados 
histológicos  foram extremamente  semelhantes aos  supracitados. Os  grupos 
tratado com células e não tratado não exibiram, também, diferenças ó
bvias. 
4.6 
-
 Histomorfometria
 
O  índice  de  deposição  de  fibras  colágenas  foi  avaliado  através  da 
histomorfometria. No  grupo de  infusões  repetidas, esta  análise demonstrou 
aumento significativo neste índice nos grupos tratado com células (18.2 ± 1.5 
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%) e não tratado (23.0 ± 2.2 %) quando comparado aos valores normais (2.6 ± 
0.6 %, p< 0.001). Entretanto não houve distinção intergrupos (FIGURA 16A). 
 
A análise realizada após 15 semanas no grupo de infusões simples pós 
estabelecimento da lesão revelou não haver diferença na porcentagem obtida 
em relação aos animais do grupo de infusões repetidas. Além disso, não houve 
distinção,  após dois  meses,  entre  os  animais  tratados  com  células  (14.25  ± 
0.45 %) e os animais que receberam apenas veículo(12.59 ± 0.91%) (FIGURA 
16B).
 
4.7 
-
 Correlação dos parâmetros morfo
-
funcionais
 
A  fim  de  verificar  se,  efetivamente,  há  correlação  entre  os  dados 
histológicos  obtidos  no  fígado  agredido  com  a  função  que  este  exerce, 
realizamos uma regressão linear dos valores bioquímicos – ALT e 
Albumina 
– 
com o índice de deposição de colágeno observado nos animais.
 
Como esperado, uma correlação direta foi verificada entre os parâmetros 
histológicos e bioquímicos. Quanto maior a extensão de fibrose no órgão, maior 
o grau de lesão (ALT: r=0.77; p=0.0009) e menor o grau de função hepáticas 
(albumina: r=
-
0.75; p=0.0021) (FIGURA 17).
 
4.8 
-
 Imunofluorescência 
O ensaio imunohistoquímico foi realizado unicamente para verificar se 
uma  hipótese  levantada  pelo  grupo  poderia  ser  verdadeira.  Devido  ao 
envolvim
ento  da  atividade  da  enzima  tTG  na  irreversibilidade  da  cirrose 
hepática ao catalizar reações de 
cross
-
links
 entre fibras colágenas conferindo 
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maior resistência à atividade de MMPs (ISSA 
et al, 2004
), buscamos quantifica
-
la nos grupos de estudo, pois, talvez, apesar da igualdade entre os parâmetros 
morfo
-funcionais obtidos nos grupos tratado com células e não tratado, o grupo 
tratado com células poderia apresentar maiores condições de reversibilidade 
por apresentar menor atividade da enzima. 
Em condição  normal,  o fígado  apresenta  atividade  da tTG  apenas  no 
espaço perivascular (FIGURA  18A). Os grupos tratado  com  células e não 
tratado, porém,  apresentaram intensa marcação de  atividade desta enzima 
sugerindo  haver  forte  ligação  entre  as  fibras  colágenas  nos  septos  fibrosos 
(FIGURAS 18B e 18C). 
A  histomorfometria  para  esta  marcação,  de  forma  similar  aos  demais 
resultados obtidos,  não  demonstrou  haver  diferença  entre  os grupos  tratado 
com células (2.25 ± 0.50 %) e não tratado (2.37 ± 0.28 %), entretanto ambos 
demo
nstraram atividade maior do que a encontrada em animais normais (0.54 
± 0.04 %) (p<0.05) (FIGURA 9D).
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Figura 8: O acompanhamento de peso dos animais mostrou não haver distinção 
entre os grupos, apesar das variações visualizadas. Os grupos trat
ado com células 
(gaiolas A e B) e não tratado mostraram
-
se semelhantes por todo o protocolo de 
indução.
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Figura 9: Observações histológicas de animais expostos ao protocolo de indução 
de  cirrose  hepática  por  quatro  semanas.  Em  (A),  observamos  o  acúmulo  de  gordura 
(seta) nos hepatócitos (esteatose hepática difusa), dificultando a visualização das traves 
hepatocelulares  (coloração  H&E).  Em  (B),  observamos  aumento  da  quantidade  de 
colágeno pericentral (corados em vermelho) e a formação de septos fi
bróticos irradiando 
das veias centrais (setas) (coloração Picrosírius). Barra de calibração:200µm
 
VC
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Figura 10: Imagem representativa das CMMO marcadas com 
99m
Tc obtida após 3 horas 
do procedimento de infusão. A radioatividade observada no fígado (
liver
), rins (
kidneys
) 
e bexiga (
bladder
) é mostrada pelas setas indicando as áreas mais claras. Os matizes de 
cores ao lado indica a intensidade da radiação (a cor branca indica maior radioatividade 
medida).
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FIGURA 11: Quantificação dos níveis 
de ALT e albumina nos animais controles vs 
animais após 15 semanas de indução no grupo de infusões seriadas. Os níveis de ALT 
(A) e albumina (B) não foram estatisticamente diferentes entre os grupos tratado com 
células e não tratado, entretanto ambos os g
rupos diferiram dos valores normais. 
(ANOVA, seguido de 
Tukey´s post test
, ***p<0.001 quando comparado ao grupo normal).   
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Tabela 3: Análise quantitativa da radioatividade mensurada por órgão após 24 horas da 
infusão
 
com CMMOs marcadas com tecnécio radioativo.
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Figura 12: Dados bioquímicos no grupo de infusão pós injúria. Quantificação de ALT (A) 
e albumina (B) não revelam qualquer distinção estatística entre os grupos tratado com 
célula
s e não tratado 
(ANOVA, seguido pelo 
Tukey´s post test
, ***a p<0.001 quando 
comparado ao grupo normal; ***b p<0.001 e **b p<0.01 quando comparado aos valores 
observados após 15 semanas de protocolo de indução de cirrose hepática). 
23 semanas
 
23 semanas
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Figura 
13: Exemplo visual da presença de ascite em ambos os grupos (tratado com 
células e não tratado)
 (A). A seringa demonstra o líquido extraído da cavidade abdominal 
(B). Imagem ultra
-
sonográfica ilustra um fígado cirrótico com a presença de ascite (C). 
Quanti
ficação da freqüência de ascite em ambos os grupos (tratado com células e não 
tratado) (teste qui quadrado) (D). 
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Figura 14: Quantificação do calibre da veia porta por ultra-som (A). Os grupos tratado 
com células e não tratado demonstrara
m claro aumento no calibre da veia porta quando 
comparados ao grupo controle, porém não houve diferença entre eles. (ANOVA, seguido 
por 
Tukey´s post
-
test
, ***p<0,001). Imagem ultra
-
sonográfica ilustra uma veia porta 
tortuosa e dilatada (setas)
 (B).
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Figure 15: Alterações histológicas observadas após 15 semanas de indução de cirrose 
hepática. Em ambos os grupos (tratado com células e não tratado), os animais 
evidenciaram claramente cirrose macronodular. A superfície hepática mostrou
-
se muito 
irre
gular com múltiplos nódulos (setas brancas) e consistência rígida (A).
 Análises 
histológicas por H
&E (aumento 10X) demonstraram cirrose hepática caracterizada por 
perda global da arquitetura hepática e formação de nódulos separados por septos 
fibrosos cont
endo infiltrado inflamatório (setas pretas) e lipofucsina resultante da 
atividade fagocítica (cabeças de seta pretas) (B e C). Não houve diferenças óbvias entre 
os grupos. Os cortes corados com pricrosírius (aumento 10X) demonstraram intensa 
deposição de colágeno formando septos interconectando nódulos de regeneração (D e 
E) após 15 semanas de indução de cirrose. Barra de calibração: 
100 µm.
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Figure 16: Quantificação da deposição de colágeno no tecido (colágeno marcado / área 
total) utilizando o 
programa Image Pro. Não houve diferença entre as mensurações nos 
grupos tratado com células e não tratado, entretanto ambos diferiram do valor de 
normalidade. O padrão é o mesmo nos animais do grupo de infusões seriadas (A) e do 
grupo de infusão pós injúri
a (B) 
(ANOVA, seguido por 
Tukey´s post test
, *** p<0.001 e ** 
p<0.01 quando comparado ao grupo normal).
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Figure 17: Uma relação direta entre os valores bioquímicos e os achados histológicos foi 
verificada. Os graus de lesão (ALT) e funçã
o (Albumina) relacionaram-
se diretamente 
com a extensão de fibrose que acometia o órgão
 (ALT n =15; r=0.77; p=0.0009); 
(Albumina n=14; r= 
-
 0.75; p=0.0021).
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Figure 18: Imunoensaios para reações mediadas por tTG (aumento 10X)
. (A) 
–
 Grupo 
normal
 apresenta presença dessas estruturas unicamente ao redor de vasos. (B e C) 
– 
Marcação septal indicando aumento no número de reações de cross
-
link no grupo não 
tratado (B) e tratado com células (C). (D) 
–
 Histomorfometria demonstrou que houve um 
aumento si
gnificativo das reações de cross
-
link nos grupos tratado com células e não 
tratado quando comparados aos valores normais. (ANOVA, seguido por 
Tukey´s post
-
test
, *p<0.05 quando comparado ao grupo normal). Barra de calibração
: 100 µm.
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5.0 
-
 DISCUSSÃO
 
A  utilização  do  transplante  de  células  tronco  provenientes  da  medula 
óssea  como  terapia  alternativa  para  hepatopatias  tem  sido  largamente 
estudada por vários grupos (OYAGI 
et al
, 2005; SAKAIDA 
et al
, 2005; TERAI 
et 
al
,  2005).  Recentemente  alguns  estudos  utilizaram  injeção  de  células  de 
medula  óssea  com  o  intuito  de  prevenir  danos  hepáticos  e  observaram 
remodelamento do parênquima após uma única infusão de células (SAKAIDA 
et al
, 2004; ZHAO 
et
 al, 2005; Cao 
et al
, 2007).
 
Considerando tais informações, nosso principal objetivo foi verificar se 
infusões repetidas  seriam  mais eficazes. A  justificativa  é que intervenções 
preventivas de forma seriada poderiam ter um impacto benéfico superior a uma 
única intervenção  como  terapia  para  uma  hepatopatia  crônica.  Levamos  e
m 
consideração  que  a  cirrose  hepática,  estágio  final  de  boa  parte  das 
hepatopatias, é uma patologia extremamente problemática. Além da perda de 
grande  massa  de  hepatócitos,  a  distorção  da  arquitetura  hepática  pode 
prejudicar imensamente o “transplante” de 
células infundidas sistemicamente e, 
desta  forma,  o  benefício  do  aporte  celular  via  circulação  poderia  ser 
questionado. Neste sentido, o  presente estudo foi o  primeiro no mundo  a 
utilizar  esta  metodologia  de  infusões  preventivas  múltiplas  com  o  uso  de 
célu
las mononucleares de medula óssea em modelo de hepatopatia crônica. 
Modelos  animais  para  indução  de  lesão  hepática  crônica  são 
ferramentas importantes para  o estudo da  fisiopatologia e dos tratamentos 
associados a essa doença. Para tal, é fundamental que o modelo seja capaz 
de reproduzir os mecanismos envolvidos no desenvolvimento da lesão hepática 
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crônica  e  representar  as  conseqüências  morfo-funcionais  da  doença.  Ao 
contrário  da  grande  maioria  dos  estudos,  nós  buscamos,  durante  anos, 
estabelecer um modelo experimental que atendesse ao máximo de requisitos 
que  o  assemelhassem  da  doença  encontrada  na  prática  clínica.  Para  tanto 
utilizamos parâmetros bioquímicos de função e lesão, parâmetros histológicos 
e ultrassonográficos obtendo alterações convincentes em todos eles. Com isso 
avaliaríamos  com  riqueza  um  possível  efeito  terapêutico  que  buscávamos 
estudar com as células tronco. 
Os mecanismos específicos de como as células tronco contribuiriam na 
regeneração  tissular  não  são  conhecidos,  entretanto  recentes  es
tudos 
demonstram  que  células  derivadas  de  medula  óssea  podem  contribuir  ao 
expressarem  MMPs  (SAKAIDA  et  al,  2005;  HIGASHIYAMA  et  al,  2007; 
ISHIKAWA 
et al, 2007). Esses resultados são extremamente relevantes, pois 
são dados condizentes com a resolução da ci
rrose hepática.
 
Ao mesmo tempo, conforme citado na introdução desta dissertação no 
tópico “terapia celular em hepatopatias”, outros resultados são paradoxais. A 
diferenciação de células infundidas em células estreladas, por exemplo, é um 
destes resultados. Além disso não há elucidações claras de como as células 
utilizadas para terapia efetivamente agiriam. 
Uma questão importante no nosso trabalho é a via de infusão escolhida. 
Embora haja grupos utilizando diferentes vias (CANTZ et al, 2004; LUK et al
, 
2005;
  POPP  et  al,  2007;  CARVALHO  et  al,  2008),  a  maioria  utiliza  infusão 
sistêmica através da veia da cauda (SAKAIDA et al, 2004; TERAI et al, 2005; 
ISHIKAWA 
et al, 2007). Uma questão levantada neste caso é quão efetiva é 
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esta via em proporcionar condições reais de homing de células transplantadas 
ao órgão lesado. Por eficácia, entendemos que as células devem chegar ao 
órgão  e  em  boa  quantidade  para  realizar  algum  efeito.  Para  tanto,  nós 
utilizamos células marcadas com tecnécio radioativo (Tc-99m) (GUTFILEN 
et 
al, 1999). Os  resultados  que  obtivemos  mostram  claramente  que  as  células 
infundidas  migram  predominantemente  para  o  fígado  (FIGURA  10).  Desta 
forma valida-se a via para terapia celular no modelo experimental. Importante 
destacar que, em modelo de infarto do miocárdio, o mesmo transplante resulta 
em  baixo  nível  de  radioatividade  no  coração  e  em  outros  órgãos  ricamente 
perfundidos (dados  não publicados)  garantindo que  a retenção  vascular  das 
células não é uma explicação viável para o resultado obtido. A marcação com 
Tc
-99m, porém, não é capaz de revelar se as células realmente se instalaram 
no órgão devido à vida útil do radioisótopo. Entretanto nossos dados estão de 
acordo e  sustentados  por  recentes  trabalhos que demonstraram 
homing
 e 
retenção de células provenientes da medula óssea no fígado após transplante 
(ISHIKAWA 
et al
, 2007; NAKAMURA 
et al
, 2007; SAKAIDA 
et al
, 2004).
 
Mesmo com todo o exposto, a terapia celular em doenças hepáticas 
permanece altamente  controversa.  Enquanto muitos  estudos  demonstram 
eficácia, outros não  revelam os mesmos resultados  (KANAZAWA et al
, 
2003; CANTZ 
et al
, 2004; DI CAMPLI et al, 2005; LIAN et al, 2007; POPP et 
al
, 2007; CARVALHO et al, 2008). Este fato ganha mais força se avaliarmos 
que resultados negativos não são constantemente publicados e, por vezes, 
sequer  chegam  a  ser  submetidos  à  análise.  Além  disso,  existem 
controvérsias  acerca  da  sub-população  de  células  da  medula  óssea 
utilizada  nos  estudos.  Lagasse  e  colaboradores  –  em  2000  –  e  Zhan  e 
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colaboradores 
– em 2006 – relataram que células da fração hematopoiética 
diferenciavam em hepatócitos in  vivo. Sai-Nan  Shu  e  colaboradores, em 
2004,  demonstraram  semelhante  capacidade  das  células  da  fração 
mesenquimal  e  hematopoiética.  Recentemente  estudos  demonstram, 
porém,  que  células  da  fração  mesenquimal  são  mais  eficazes  na 
plasticidade e regeneração hepática (LANGE, 2005; LANGE, 2005; LUK 
et 
al
,  2005).  Nakamura  e  colaboradores,  em  2007,  avaliaram  as  células 
progenitoras de endotélio obtendo bons resultados com infusões simples e 
repe
tidas em modelo de fibrose hepática em ratos. Também em 2007 Cao e 
colaboradores publicaram um estudo no qual, assim como nós, utilizaram 
células mononucleares  de medula óssea  em modelo de fibrose em ratos 
induzida por CCl
4 
e álcool. Ainda há vários estudos avaliando o transplante 
de hepatócitos (STROM 
et al
, 2006; OCHENASHKO 
et al
, 2006; PARK 
et al
, 
2006).  Estes  estudos  revelam  resultados  animadores,  porém  ainda 
esbarram em limitações reais, pois a garantia de viabilidade, proliferação e 
funcionalidade dos hepatócitos obtido geralmente é menor, seja pela idade 
do doador, seja pelo estado de funcionalidade do órgão originário. Dadas as 
controvérsias acerca do tipo ideal de célula, as vantagens já discutidas das 
células mononucleares de medula óssea que antecipam sua utilização em 
ensaios clínicos e levando-se em consideração que a maioria dos estudos 
clínicos  utilizam  esta  fonte  para  transplante  (NAGAMURA-
INOUE 
et  al
, 
1997; PERIN et al, 2004; TERAI et al, 2006), nós optamos por esta fração 
de células em nosso
 estudo.
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Nossos  resultados  demonstram  claramente  que  repetidas  infusões  de 
células mononucleares durante o desenvolvimento da doença não protegem o 
órgão das lesões induzidas pelo modelo. Nossos resultados contrastam com o 
de outros grupos que utilizaram modelos experimentais similares (Zhao et al e 
Sakaida 
et al). É possível que, além de outras possíveis explicações, o tipo de 
célula utilizada  e  o tempo  de exposição ao  agente agressor  tenham gerado 
resultados conflitantes (Zhao et al. Utilizaram células da fração mesenquimal e 
Sakaida 
et al
. Utilizaram somente CCl
4
 por oito semanas).
 
Durante  o  desenvolvimento  da  cirrose  hepática  existe  um  desbalanço 
entre a  síntese e  a degradação de  componentes da  matriz extracelular.  A 
síntese de componentes da matriz extracelular se torna extremamente elevada 
concomitantemente com o aumento de atividade de TIMPs e decréscimo de 
MMPs (IREDALE et al, 1998; ISSA et al, 2004; GUTIÉRREZ-
RUIZ 
et al, 2007). 
Baseados  nos  resultados  do  nosso  laboratório  em  doença  de  chagas 
(SOARES  et al,  2004), esperávamos  que  as  células infundidas  tivessem a 
capacidade  de  reduzir  os  sinais  de  processo  inflamatório  e  de  fibrogênese. 
Infelizmente não foi o que observamos no modelo de cirrose hepática. Além 
disso,  apesar  de  sabermos  que  o  tecido  hepático  exposto  aos  agentes 
agressores  cronicamente  produz  um  aumento  importante  das  ligações  de 
cross
-
link
  produzidas  pela  enzima  tTG  dificultando  a  reversibilidade  do 
processo, nós não verificamos redução da atividade desta enzima ao final do 
período  de  indução  nos  grupos  tratado  e  não  tratado  com  células.  Esta 
observação  sinaliza-nos  que  as  células  infundidas  não  contribuem  com  a 
redução das ligações de 
cross
-
link,
 o que poderia prover uma aceleração na 
fibrólise após interrupção da injúria. Complementando esta informação obtida, 
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pelo menos três estudos independentes relacionaram a fibrose com as células 
derivadas  de  medula  óssea  (FORBES  et  al,  2004;  RUSSO  et  al,  2006; 
KISSELEVA 
et al,  2006). Além disso,  estudos demonstram  que  parte das 
células  estreladas  ativadas, em  humanos,  têm citogenética  compatível  com 
uma origem medular (FORBES et al, 2004)
. 
Não se sabe ao certo a origem das 
células estreladas e, se dados como os supracitados forem verdadeiros, cria
-
se 
um  paradoxo  na  terapia  celular,  pois  as  células  infundidas,  ou  parte  delas, 
originariam células estreladas, pivôs da fibrogênese hepática. O assunto não 
está claro. Faltam dados mais consistentes em trabalhos como o de Sakaida e 
colaboradores (2004) que suportem que a diferenciação de células de origem 
med
ular  infundidas  em  células  estreladas  não  gera  efeito  fibrogênico 
importante  e  que  a  apoptose  observada  em  células  estreladas  residentes 
ativadas realmente é efeito da ação das células derivadas de medula óssea 
disponibilizadas.
 
Uma  possível  questão  sobre a  ineficácia  na  contribuição  das  células 
infundidas na resolução da patologia seria que estas células estariam sujeitas a 
um ambiente hostil que prejudicaria uma possível ação, já que o fígado estava 
em  constante injúria.  Utilizamos  infusão  de  células  após  a  interrupção  da 
indução  de  lesão  para  testar  esta  hipótese.  Novamente,  porém,  não 
observamos benefícios nos parâmetros avaliados. 
Nossos resultados aqui relatados demonstram que a infusão em série de 
células mononucleares em modelo de hepatopatia crônica em ratos não gera 
benefícios  morfo-funcionais.  Além  disso,  também  não  há  benefícios  na 
utilização das células após a cirrose hepática estabelecida. Neste caso, o que 
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pudemos observar são resultados semelhantes ao atingido em uma resolução 
espontânea.  A  implicação  clínica  destes  resultados  é  que,  para  uma  eficaz 
terapia celular  em doenças  hepáticas ser alcançada,  muitos estudos ainda 
devem ser realizados. As diferentes sub-populações de células devem ser 
exaustivamente  testadas  e  comparadas  e,  principalmente,  os  mecanismos 
responsáveis pelos  possíveis  benefícios  devem  ser  elucidados.  Com  isso,  a 
quantidade de células infundidas, o número de repetições e as patologias que 
realmente podem obter benefícios serão inferidas. 
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6.0 
-
 Conclusões
 
Com este
 trabalho nós concluímos que:
 
-  A  terapia  celular  com  CMMO  é  ineficaz  em  casos  de  hepatopatias 
crônicas nas quais o agente causador não é removido ou silenciado e, 
também, quando a cirrose hepática já está instalada.   
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