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RESUMO 
 
OBJETIVO: Examinar o efeito do meio condicionado da linhagem HepG2 nas células-

tronco mesenquimais in vitro no que se refere à sua diferenciação em hepatócito. 

MATERIAIS E MÉTODOS: As CTM foram isoladas da medula óssea de ratas Wistar 

combinando a centrifugação por gradiente de densidade e a aderência à superfície de 

cultivo. As CTM foram cultivadas em meio de diferenciação osteogênico e adipogênico e 

coradas com Alizarin Red S e Oil Red-O respectivamente. Para induzir a diferenciação 

hepática, CTM foram cultivadas com 70% de meio condicionado de HepG2 ou com 50 

ng/mL  de fator de crescimento de hepatócito (HGF) durante 3 semanas. Foram realizadas 

RT-PCR e analises imunocitoquímica para marcadores de células-tronco (Thy-1) e 

marcadores hepáticos como ALB, AFP, CK-8 e CK-18. Adicionalmente foram realizadas 

colorações de Oil Red-O em CTM tratadas com meio condicionado de HepG2. 

RESULTADOS: Combinando a centrifugação por gradiente de densidade com a aderência 

à superfície de contacto, isolamos uma população homogênea de CTM nas quais as 

colorações de Alizarin Red S e Oil Red-O foram positivas quando tratadas. Logo de 3 

semanas de tratamento, com meio condicionado de HepG2 ou HGF, não foram observados 

câmbios morfológicos nem expressão gênica (RT-PCR ou análise imunocitoquímica) para 

proteínas hepáticas (AFP, ALB, CK8 e CK18). A expressão de Thy-1 foi positivo antes e 

depois do tratamento em ambos grupos. Surpreendentemente as CTM tratadas com meio 

condicionado de HepG2 apresentaram acúmulos de lipídeos perinucleares corados com Oil 

Red-O. Estes acúmulos de gordura foram distintos às observados nas CTM tratadas com 

meio adipogênico, mas seu fenótipo foi similar às células HepG2 quando coradas com o 

mesmo método. 

CONCLUSÕES: Apesar de que o meio condicionado de HepG2 não foi capaz de induzir a 

diferenciação de CTM a hepatócitos, ele tem algum efeito sobre as CTM conduzindo a um 

fenótipo que se assemelha a uma esteatose microgoticular. 
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SUMMARY 
 
AIM: In the present study, we examined the effect of conditioned medium from the HepG2 

cell line upon mesenchymal stem cells and their ability to differentiate into hepatocyte-like 

cells in vitro.  

METHODS: MSCs were isolated from bone marrow of Wistar rats by combining gradient 

density centrifugation with plastic adherence. The cells were cultured in osteogenic or 

adipogenic differentiation medium and analyzed by Alizarin Red  S and Oil Red-O 

staining.  To induce hepatic differentiation, MSC were cultured with 70% of HepG2-CM or 

with 50 ng/mL hepatocyte growth factor (HGF) for 3 weeks. RT-PCR and 

immunocytochemistry analysis for the stem cell marker Thy-1 and hepatic markers, ALB, 

AFP, CK-8 and CK-18 were performed. In addition, Oil Red-O and Alizarin Red S staining 

were also performed in the MSC treated with HepG2-CM.  

RESULTS: By combining gradient density centrifugation with plastic adherence, we 

isolated a homogeneous population of MSC and differentiated them into osteocytes and 

adipocytes. After 3 weeks of treatment no changes in morphology were observed in either 

group (HepG-CM or HGF). RT-PCR and antibody staining for hepatic proteins (AFP, 

ALB, CK8 and CK18) were also negative. Expression of Thy-1, a marker of mesenchymal 

stem cell was positive both before and after treatment in both groups. Surprisingly MSC 

treated with HepG2-CM for 3 weeks presented lipid droplets that were stained with Oil 

Red-O. These droplets were very distinct from the ones observed in MSC treated with 

adipogenic medium but resembled those seen in HepG2 cells stained by the same method.  

CONCLUSIONS: However, HepG2-CM was not able to induce differentiation of MSC in 

a hepatocyte-like, they had an effect upon MSC leading to a phenotype resembling mild 

steatosis.  
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1. INTRODUÇÃO 
_______________________________________________________________ 
 

Apesar de que os transplantes de órgãos representam um grande avanço da medicina 

e uma possibilidade de cura para muitas doenças, as recentes descobertas sobre a 

capacidade de regeneração tecidual mediada por células-tronco têm modificado este 

panorama (Rehen & Paulsen 2007). As células-tronco são uma grande promessa como 

fonte de material para novas terapias não invasivas para tratar uma variedade de doenças 

neurodegenerativas, diabetes, doenças cardíacas e muitas outras (Fox & Strom 2008).  

As células-tronco são um tema atual e ainda controverso em muitos aspectos. Nesta 

introdução, descreveremos suas principais características assim como sua aplicação hoje 

em dia em terapia celular para doenças hepáticas. 

Existem dois tipos de classificação para as células-tronco, os quais não são 

mutuamente excludentes: um segundo sua capacidade de diferenciação e outro segundo sua 

origem (Argibay P. 2005). Segundo sua capacidade, as células-tronco podem ser 

classificadas em: 

Totipotentes: células capacitadas para produzir todos os tipos celulares que formam o 

embrião, o feto e o indivíduo adulto, incluindo os anexos embrionários, como a placenta. O 

zigoto e todas as células das primeiras divisões embrionárias são consideradas totipotentes.  

Pluripotentes: células que podem dar origem a todos os tipos celulares que formam o feto 

e o indivíduo adulto, mas não formam os anexos embrionários. Nesta categoria 

encontramos as células-tronco embrionárias derivadas da massa interna do blastocisto. 
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Multipotentes: são células com uma capacidade de diferenciação mais limitada, mas ainda 

capazes de originar múltiplos tipos de células diferenciadas. Por exemplo, as células-tronco 

da medula óssea.  

Segundo sua origem, as células-tronco são classificadas em: 

Células-tronco embrionárias: derivam da massa celular interna de um embrião de cinco a 

sete dias de formação, e são as já mencionadas células pluripotentes. 

Células-tronco adultas: designam as células-tronco multipotentes que se encontram na 

maioria dos órgãos e tecidos, tanto aquelas com maior ou menor plasticidade; apesar do 

nome, incluem também as células obtidas de fetos, de crianças e de sangue de cordão 

umbilical e por esse motivo tem sido também chamadas de células-tronco somáticas.  

 

1.1 Células-tronco Embrionárias (CTE) 

As células-tronco embrionárias (CTE) foram isoladas pela primeira vez da espécie 

humana por Thomson et al. em 1998. Possuem a capacidade de se auto-renovar e se 

diferenciar em tecidos das três camadas germinativas. Uma de suas principais 

características é a formação de teratomas quando transplantadas em roedores 

imunossuprimidos (Martin 1980, Smith 2001). 

No Brasil, em 2005, foi regulamentada a pesquisa com CTE humanas por meio da 

Lei de Biossegurança (n. 11.105/05). Essa Lei autoriza, em seu artigo quinto, o uso de 

embriões em pesquisas científicas os quais tenham sido gerados em clínicas de fertilização 

assistida e congelados há mais de três anos, a partir daquela data, ou aqueles sem qualidade 

para serem implantados no útero; sendo em qualquer caso necessário o consentimento dos 

genitores (Rehen & Paulsen 2007). 
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Apesar da pluripotencialidade das células-tronco embrionárias, as controvérsias 

legais e morais concernentes ao seu uso para aplicações clínicas e terapêuticas promoveram 

a busca de outros progenitores celulares de mais fácil obtenção (Tuan et al. 2003). 

 

1.2 Células-tronco adultas 

A principal função das células-tronco no tecido pós-natal é a de manter a 

homeostase e regenerar os tecidos nos quais reside (Grove et al. 2004; Naveiras & Daley 

2006). Para poder se manter como um pool de células indiferenciadas e ao mesmo tempo 

prover células diferenciadas, as células-tronco utilizam um mecanismo de divisão 

assimétrica, no qual uma célula filha retém as características de célula-tronco e a outra se 

diferencia e prolifera. Esta é uma habilidade única das células-tronco adultas (Oertel & 

Shafritz 2008; Banas et al. 2007).  

Durante o processo de diferenciação se originam os precursores celulares, os quais 

são células com capacidade de diferenciação intermediária entre uma célula-tronco e uma 

célula diferenciada. Como estes precursores celulares proliferam antes de se diferenciar, 

também são chamados de transit amplifying cells. Os termos precursores celulares e 

progenitores celulares geralmente são usados de forma indistinta (Figura 1) (Tropel et al. 

2004; Raff 2003). 

As células-tronco adultas têm sido isoladas, com grande sucesso, de uma grande 

variedade de tecidos e na maioria dos casos foi comprovado seu potencial de diferenciação. 

Alguns exemplos são: células-tronco hematopoiéticas (CTH) (Quesenberry & Levitt 1979), 

células-tronco neurais (Marchenko & Flanagan 2007), células-tronco do músculo 

esquelético (Goldring et al. 2002), células-tronco mesenquimais (CTM) (Pittenger et al. 

1999), células-tronco epiteliais (Blanpain et a.l 2007), células-tronco do cérebro (Gritti et 
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al. 1996), células-tronco do tecido adiposo (Bunnell et al. 2008), células-tronco do cordão 

umbilical (Nakahata & Ogawa 1982), células-tronco do fígado (Alison et al. 1996), e 

células-tronco do pâncreas (Meier et al. 2009). 

 

 

 

 

Figura 1. Divisão assimétrica. A célula-tronco pode se auto-renovar ou se comprometer em uma 
via de diferenciação. Em muitos casos, antes da diferenciação as células-tronco se transformam 
primeiramente em precursores celulares que proliferam antes de se diferenciar (Adaptado de Raff 
2003). 

 

A utilização de células-tronco adultas em terapias apresenta duas vantagens 

principais: por um lado podem ser isoladas do próprio paciente, evitando-se os problemas 

da rejeição ao serem transplantadas. A outra vantagem é o menor risco de produzir tumores, 

o que acontece com maior freqüência com as células-tronco embrionárias (Raff 2003).  

 

1.2.1 Plasticidade 

As células-tronco adultas, as quais se acreditavam que estavam limitadas a se 

diferenciar dentro de sua própria linhagem, demonstraram nos últimos anos possuírem a 

Precursores celulares 
Transit amplifying cells 

Auto-renovação 

Células 
Diferenciadas 

Célula-tronco 
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propriedade de plasticidade. Ainda não há uma definição consensual, mas o termo se refere 

à habilidade das células para ultrapassar as barreiras de linhagens (referindo-se aos folhetos 

germinativos), adotando um fenótipo de outro tecido distinto ao de sua origem (Herzog et 

al. 2003). 

Assim, por exemplo, células-tronco derivadas da medula óssea são capazes de se 

diferenciar em células do músculo (Ferrari et al. 1998) e em células neurais (Brazelton et 

al. 2000), enquanto células-tronco hematopoiéticas podem se diferenciar em hepatócitos 

(Lagasse et al. 2000) ou células-tronco neurais podem produzir progenitores 

hematopoiéticos (Bjornson et al. 1999).  

 

1.2.2 Nicho 

Sabe-se que as células-tonco encontram-se no organismo dentro de seu “nicho”, 

termo que se refere ao seu micro ambiente onde os principais componentes são as células-

tronco, sua progênie, células vizinhas e a membrana basal. Todos esses componentes 

interagem intimamente através de sinais via matriz extracelular (MEC) ou interação célula-

célula, determinando o futuro da célula-tronco. O modelo de nicho prevê que quando uma 

célula-tronco se divide, só uma célula filha permanece no nicho, enquanto que a outra toma 

o caminho da diferenciação. Em tecidos com divisões assimétricas, é fácil ver como a saída 

de uma célula do seu nicho é dirigida pela orientação do fuso mitótico (Figura 2) (Watt & 

Hogan 2000). 

 

1.2.3. Células-Tronco Mesenquimais (CTM) 

No organismo adulto um dos tipos de células-tronco mais amplamente estudadas 

são as CTM, as quais foram inicialmente descritas por Alexander Friedenstein durante os 
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anos 1960 e 1970. São células derivadas da medula óssea que, quando colocadas em cultura 

em uma concentração adequada (104 a 105 cels/cm2) apresentam uma morfologia similar à 

de fibroblastos e cujo crescimento se dá em forma de colônia (Friedenstein et al. 1970; 

Friedenstein et al. 1974). Por isso, inicialmente, as CTM foram designadas como Colony 

Forming Unit Fibroblast (CFU-F).  

 

Figura 2.  Estrutura de nicho. Células do nicho subjacentes à membrana basal regulam a 
diferenciação e a divisão das células-tronco.  Quando o mecanismo de diferenciação prevalece, a 
célula-tronco se divide e uma célula filha conserva sua conexão com o nicho enquanto a outra se 
solta e começa a se diferenciar. Quando prevalece um mecanismo de repopulação, a célula-tronco 
se divide simetricamente regulada por fatores locais e sinais da matriz extracelular (Adaptado de 
Spradling et al. 2001). 
 
 

Foi apenas em 1999 que Mark F. Pittenger demonstrou a plasticidade das CTM 

humanas. Pittenger e colaboradores diferenciaram as CTM em osteócitos, adipócitos e 

condrócitos por meio de métodos de cultivo fáceis e reprodutíveis (Pittenger et al. 1999).  

Desde os experimentos de Pittenger et al. até a atualidade as CTM têm demonstrado sua 

plasticidade para se diferenciar não só nas três linhagens mesodérmicas típicas (osteócito, 
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condrócito, adipócito), como também em linhagens endodérmicas e neuroectodérmicas 

(Figura 3), como, por exemplo, células neurais (Mezey et al. 2000), hepatócitos (Petersen et 

al. 1999), células cardíacas (Orlic et al. 2001), células do rim (Poulsom et al. 2003), etc. 

 
 
 

Figura 3. CTM multipotentes. As CTM podem se auto-renovar ou se diferenciar em 
linhagens mesodérmicas, ectodérmicas e endodérmicas. (Adaptado de Uccelli et al. 2007). 

 
 

Apesar de serem relacionadas sempre à medula óssea, as CTM residem em uma 

ampla variedade de tecidos, o que foi demonstrado no estudo de da Silva-Meirelles et al. 

Hepatócito
s 
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(2006). Neste estudo, células de distintos tecidos (cérebro, baço, fígado, rins, pulmão, 

medula óssea, músculo, timo e pâncreas) de camundongos adultos apresentavam 

morfologia, imunofenótipo e propriedades de crescimento similares às CTM derivadas da 

medula óssea. Mesmo assim, entre todas as fontes de CTM, a medula óssea representa uma 

opção de fácil acesso, apesar de que nela, as CTM representam apenas uma pequena fração 

(0.001-0.01%) da população total das células (Pittenger et al. 1999).  

Vários possíveis mecanismos podem ser especulados sobre a plasticidade das CTM. 

As teorias mais fortes propõem a transdiferenciação ou fusão celular, não sendo ambos 

mutuamente excludentes (Herzog et al. 2003). O termo transdiferenciação se refere a uma 

diferenciação irreversível, de uma célula já diferenciada, a outro tipo celular (Vieyra et al. 

2005). Um mecanismo alternativo para a plasticidade é fusão, onde duas células se unem 

para gerar um heterocarion, como por exemplo, na fusão de uma célula derivada da medula 

óssea com uma não-hematopoiética, onde se converte o padrão de expressão gênica da 

célula da medula ao da outra célula (Herzog et al. 2003) (Figura 4). 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Figura 4. Mecanismos propostos para a plasticidade das células-tronco. A: 
Transdiferenciação. A células-tronco muda seu padrão de expressão gênica para o de um tipo de 
célula distinta. B: Fusão. Neste mecanismo a célula-tronco expressa os genes da outra célula. 
(Modificado de Herzog et al. 2003). 
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O interesse clínico e biológico nas CTM aumentou muito nas últimas duas décadas, 

o que gerou muitas ambigüidades e inconsistências tanto na terminologia como nas 

características que definem uma CTM. No que se refere à terminologia podemos listar 

vários termos (aqui deixados em inglês para melhor refletir a literatura): Marrow stromal 

cells, mesenchymal stromal cells, colony-forming unit fibroblasts (CFU-F), bone marrow 

stromal stem cells (BMSSC), stromal precursor cells (SPC) e multi-potent adult progenitor 

cells (MAPC) (Baksh et al. 2004). Apesar de que nenhum destes termos descreve 

exatamente a capacidade de diferenciação e desenvolvimento destas células, células-tronco 

mesenquimais é o termo mais freqüentemente empregado (Chen et al. 2008). Quanto às 

suas características, Dominici et al. em 2006 propuseram critérios mínimos para definir 

CTM, que incluem: aderência à superfície de cultivo, expressão de antígenos de superfície 

específicos (positivos para CD105, CD73 e CD90, e negativos para CD45, CD34, CD14 ou 

CD11b, CD79alfa ou CD19 e HLA-DR) e seu potencial de diferenciação, medido através 

de ensaios funcionais in vitro. É importante ressaltar que estes critérios (em especial em 

relação aos marcadores de superfície) são aplicáveis apenas às CTM humanas. Porém, a 

capacidade de aderência e de diferenciação são características também de outras espécies 

como a murina (Dominici et al. 2006).  

Atualmente a obtenção e manutenção de uma cultura de CTM não apresentam 

maiores complicações. No caso de seres humanos, as CTM são obtidas geralmente de 

alíquotas de aspirados da medula óssea da crista ilíaca. Em modelos animais, 

especificamente roedores, as CTM são obtidas dos ossos da tíbia e do fêmur. Apesar de que 

os protocolos são variados, a maioria segue mesmo princípio utilizado por Friedenstein e 

colaboradores (1999) o qual se baseia na propriedade de aderência das CTM ao plástico. 
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Assim, as CTM são obtidas por plaqueamento direto da medula óssea ou da fração 

mononuclear (obtida por gradiente de densidade) e remoção da fração não-aderente após 

certo tempo em cultura. O cultivo de CTM apresenta uma fase inicial de crescimento lento, 

depois da qual, à medida que o tempo passa e se realizam sucessivos repiques (ou 

passagens), as células se dividem rapidamente, aumentando sua taxa de crescimento até 

alcançar valores estáveis, e apresentando-se como uma população homogênea, com uma 

morfologia fibroblast-like (da Silva Meirelles et al. 2006). Os sub-cultivos das CTM 

exibem uma grande variabilidade em seu potencial de expansão. A natureza desta variação 

pode se dever a vários fatores como, por exemplo, o procedimento de coleta da medula, a 

baixa freqüência de CTM na medula coletada, a idade e condição do doador (Minguell et 

al. 2001). 

Essas evidências sugerem que os cultivos de CTM devam ser controlados em 

relação não só à idade do doador, mas também ao numero de passagens com a qual se 

trabalha. À medida que a idade do doador aumenta, diminui o número de CTM encontradas 

na fração mononuclear, assim como seu potencial de diferenciação. O mesmo acontece 

quando o cultivo se encontra em um número elevado de passagens, além de aumentar o 

risco de aberrações cromossômicas pelo longo tempo em cultura (Tokalov et al. 2007). 

Devido à sua fácil obtenção, por ser do próprio paciente, as CTM autólogas são uma 

fonte particularmente promissora de células para muitas aplicações clínicas dentro do 

campo da medicina regenerativa. As CTM também representam um tipo celular vantajoso 

para os transplantes alogênicos já que são privilegiadas do ponto de vista do sistema imune, 

com uma baixa expressão de MHC classe I e sem expressão de MHC classe II, assim os 

riscos de rejeição do transplante são reduzidos. As CTM também têm uma função 
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imunossupressora, cujo mecanismo deve envolver a inibição parácrina da proliferação de 

células T e B. Assim as CTM representam uma população de células com potencial para 

contribuir em futuros tratamentos para uma ampla variedade de doenças agudas ou 

degenerativas incluindo as doenças hepáticas (Banas et al. 2007).  

 

1.3 Células-Tronco Mesenquimais e Fígado 

Uma grande variedade de doenças hepáticas conduz à perda da função do fígado e 

exige a intervenção médica. Embora nas últimas décadas tenha-se conseguido avanços no 

manejo clínico dos pacientes com essa síndrome, o único tratamento eficiente ainda é o 

transplante hepático (Van Thiel e cols., 2001). Atualmente, são relatadas taxas de sobrevida 

espontânea de cerca de 40%. Com o transplante de fígado tem-se atingido de 80 a 90% de 

sobrevivência. Contudo, a falta de órgãos disponíveis em tempo hábil dificulta o emprego 

do transplante como opção terapêutica, e a mortalidade em lista atinge 40% (Polson & Lee, 

2005) 

Por outro lado, o fato de que o fígado tem uma capacidade de regeneração 

extraordinária é conhecido há muitos anos. Como conta a mitologia grega, Prometeu, 

punido por Zeus ficou acorrentado a uma rocha e seu fígado, que era comido diariamente 

por uma águia, renascia no dia seguinte (Theise & Krause 2002). In vivo, existem três 

fontes distintas de células que participam na regeneração do fígado. A primeira  fonte são 

os hepatócitos maduros, os quais respondem rapidamente ao dano hepático e constituem a 

primeira linha de regeneração (Overturf et al. 1997). A segunda fonte, a qual é ativada 

quando ocorre um dano crônico e extenso, em que os hepatócitos maduros não são mais 

capazes de responder, são as células ovais (CO), denominação utilizada em estudos em 
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modelos murinos, enquanto que em humanos essas células são chamadas de células 

progenitores hepáticas (Roskams et al. 2004). As CO estão localizadas nos canais de 

Herring, próximas aos ductos biliares e podem se diferenciar tanto em hepatócitos quanto 

em colangiócitos (células do epitélio biliar) (Beltrami et al. 2007). Apesar de existirem um 

grande número de marcadores para estas células, o que facilita seu isolamento, seu número 

absoluto no fígado normal é extremamente baixo (Banas et al. 2007). A terceira fonte são 

as células-tronco originadas de fontes extra-hepáticas como, por exemplo, as da medula 

óssea ou outros tecidos (Banas et al. 2007).  

O uso desses tipos celulares poderia ser uma alternativa ao transplante hepático. Por 

exemplo, o transplante de hepatócitos maduros é um procedimento mais simples e menos 

invasivo, e de um único doador se podem beneficiar várias pessoas (Kawashita et al. 2005). 

Entretanto, foi demonstrado que menos de 20% a 30% dos hepatócitos transplantados 

sobrevivem e que múltiplos procedimentos são necessários para se conseguir uma re-

população total do fígado (Rajvanshi et al. 1996). Além disso, o procedimento de 

transplante de hepatócitos está limitado pela escassez de fígados cadavéricos, o limitado 

potencial de replicação e a perda das características e função hepáticas dessas células em 

cultura, assim como o reduzido número de células viáveis após criopreservação (Lloyd et 

al. 2003; Fox & Roy-Chowdhury 2004).  

Assim, novas fontes exógenas de hepatócitos de alta qualidade poderiam facilitar o 

desenvolvimento de terapias celulares aplicadas ao tratamento de doenças hepáticas (Fox & 

Strom 2008). O primeiro foco de investigação para a obtenção de hepatócitos a partir de 

células-tronco foi a medula óssea. Petersen et al (1999), pioneiro nesta área, transplantou 

medula óssea de ratos machos em ratas fêmeas (cuja medula havia sido previamente 

irradiada) tratadas com 2-acetaminoflurano (2AAF) e Tetracloreto de Carbono (CCl4). 
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Como resultado os animais irradiados se recuperavam e produziam um pequeno número de 

células hepáticas derivadas da medula óssea. Ainda não se tem um consenso quanto aos 

mecanismos envolvidos na diferenciação das células da medula óssea em hepatócitos, 

sejam eles transdiferenciação ou fusão (Xu & Liu 2008).  

Na atualidade existem vários ensaios clínicos realizados que investigam os efeitos 

de células-tronco derivadas de medula óssea em pacientes com doença hepática (Gaia et al. 

2006; Gordon et al. 2006; Terai et al. 2006; Yannaki et al. 2006; Mohamadnejad et al. 

2007). A pesar dos resultados da maioria destes ensaios serem alentadores, deve-se ter 

cautela já que na sua maioria não tem grupo controle e envolvem um pequeno número de 

pacientes (Houlihan et al. 2008).  

Assim, pesquisa básica com células-tronco derivadas da medula óssea segue sendo 

de grande interesse para entender melhor os mecanismos envolvidos na diferenciação 

destas em hepatócitos Protocolos bem definidos e eficientes para obter uma grande 

quantidade de células hepáticas in vitro podem contribuir para elucidar os mecanismos de 

diferenciação em hepatócitos, além de determinar os sinais e mecanismos moleculares que 

regulam a patogênese in vitro. Uma vantagem adicional é que estes protocolos também 

podem facilitar a manipulação genética para a transmissão de genes/proteínas 

recombinantes em terapias de regeneração hepática (Heng et al. 2005).  

Banas et al. (2007) apresenta uma revisão dos principais protocolos de 

diferenciação hepática, tanto in vivo como in vitro. Vários deles utilizam fator de 

crescimento de hepatócitos (HGF), fator de crescimento epidermal (EGF), fator de 

crescimento transformante (TGF) e fator de crescimento de fibroblastos (FGF). Também 

faz uma descrição dos marcadores específicos da expressão de genes próprios de 
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hepatócitos como alfa-feto proteína (AFP), albumina (ALB), citoqueratina 8 (CK 8), 

citoqueratina 18 (CK 18), etc. Por exemplo, Miyazaki et al. (2002) cultivaram CTM em 

hepatocyte growth medium (HGM), um meio que foi desenvolvido para cultivar hepatócitos 

primários em presença de HGF e EGF durante duas semanas. Eles obtiveram colônias 

compostas por células poligonais, as quais eram semelhantes a hepatócitos maduros. 

Também Oh et al. (2000) evidenciaram que tratamentos in vitro de CTM com HGF, 

durante 21 dias, produz células hepatocyte-like capazes de expressar albumina, CK 8, CK 

18 e AFP, os quais são tipicamente expressos em hepatócitos de fígado normal. 

Outra via para induzir a diferenciação hepática a partir de células-tronco pode ser 

por co-cultivo com diferentes tipos celulares tais como células estreladas (Deng et al. 2008) 

ou o co-cultivo com células de fígado fetal como é o estudo de Lange et al. (2006).  

Também é freqüente a utilização de meios condicionados, ou seja, meios de cultura que 

estiveram em contato com algum tipo celular ou tecido de interesse. Chen et al. (2007) 

tratou CTM murinas com meio condicionado derivado de hepatócitos sem lesão hepática 

alguma. Eles detectaram níveis protéicos ou de RNA mensageiro de AFP, fator nuclear de 

hepatócito 3- β (HNF-3-β), CK 19, CK 18, ALB, tirosina aminotransferase (TAT) e 

glicose-6-fosfatase (G-6-Pase). Além disto, estes hepatocyte-like foram transplantados em 

ratos com dano hepático e restauraram parcialmente os níveis de albumina sérica e 

expressaram atividade de transaminases (Chen et al. 2007). Um estudo semelhante foi 

apresentado pelo mesmo grupo, mas utilizando hepatócitos de fígado lesado para produzir o 

meio condicionado (Zhang et al. 2007). 
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1.4 Linhagem Celular HepG2 

As células HepG2 são uma linhagem derivada de hepatocarcinoma humano, de um 

paciente do sexo masculino, livre de agentes virais hepatotrópicos conhecidos, que 

expressam uma grande variedade de funções metabólicas específicas do fígado (Javitt 

1990). Esta linhagem encontra-se disponível comercialmente e está catalogada sob o 

número ATCC HB-8065. 

As HepG2 expressam diversos marcadores hepáticos típicos, incluindo ALB, AFP, 

CK8 e CK18 (como mostrado neste estudo) e são usadas freqüentemente como um modelo 

de cultivo de hepatócitos para estudos metabólicos (Javitt, 1990) e como modelo in vitro 

para os estudos humanos da biotransformação (Wilkening et al. 2003).  

Neste estudo buscou-se avaliar se o meio condicionado da linhagem HepG2 (MC-

HepG2) seria capaz de induzir a diferenciação de células-tronco mesenquimais em 

hepatócitos, o que poderia representar uma fonte alternativa e de custo relativamente baixo 

de produção de células hepáticas. 
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2. JUSTIFICATIVA 
_______________________________________________________________ 
 

A partir do anteriormente exposto, fica demonstrada a capacidade das células-tronco 

mesenquimais para se diferenciarem em hepatócitos. Entretanto, ainda são necessários 

protocolos de diferenciação hepática economicamente acessíveis e de fácil aplicação. Hoje 

em dia estes protocolos apresentam a desvantagem de um alto custo nos fatores de 

crescimento e demais elementos utilizados como agentes de diferenciação. È por isso que 

se propõe a utilização de meio condicionado derivado da linhagem HepG2 para a 

diferenciação de CTM em hepatócitos. 
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3. OBJETIVO 
_______________________________________________________________ 
 

3.1 OBJETIVO GERAL 

 Observar a diferenciação in vitro de CTM da medula óssea em hepatócitos, através 

do uso do meio condicionado da linhagem celular HepG2. 

 

3.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

� Padronizar o cultivo de células-tronco mesenquimais de medula óssea murina. 

� Determinar a expressão de marcadores específicos de CTM avaliando a expressão 

de Thy-1 por RT-PCR. 

� Avaliar o potencial de diferenciação das CTM por meio de protocolos de 

diferenciação para adipócitos e osteócitos.  

� Analisar a diferenciação das CTM tratadas com meio condicionado de HepG2 ou   

HGF em células hepatocyte-like através de imunocitoquímica para AFP, ALB, 

CK 8, CK 18  por  RT-PCR para AFP, ALB e CK 18.. 

� Avaliar a deposição de lipídeos nas CTM tratadas com meio condicionado de 

HepG2. 
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4. ARTIGO SUBMETIDO  
_______________________________________________________________ 
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Abstract 

AIM: In the present study, we examined the effect of conditioned medium from 

the HepG2 cell line upon mesenchymal stem cells in vitro.  

METHODS: MSCs were isolated from bone marrow of Wistar rats by combining 

gradient density centrifugation with plastic adherence. The cells were cultured in 

osteogenic or adipogenic differentiation medium and analyzed by Alizarin Red  S 

and Oil Red-O staining.  To induce hepatic differentiation, MSC were cultured 

with 70% of HepG2-CM or with 50 ng/mL hepatocyte growth factor (HGF) for 3 

weeks. RT-PCR and immunocytochemistry analysis for the stem cell marker Thy-1 

and hepatic markers, ALB, AFP, CK-8 and CK-18 were performed. In addition, Oil 

Red-O and Alizarin Red S staining were also performed in the MSC treated with 

HepG2-CM.  

RESULTS: By combining gradient density centrifugation with plastic adherence, 

we isolated a homogeneous population of MSC and differentiated them into 

osteocytes and adipocytes. After 3 weeks of treatment no changes in morphology 

were observed in either group (HepG-CM or HGF). RT-PCR and antibody staining 

for hepatic proteins (AFP, ALB, CK8 and CK18) were also negative. Expression of 

Thy-1, a marker of mesenchymal stem cell was positive both before and after 

treatment in both groups. Surprisingly MSC treated with HepG2-CM for 3 weeks 

presented lipid droplets that were stained with Oil Red-O. These droplets were 

very distinct from the ones observed in MSC treated with adipogenic medium but 

resembled those seen in HepG2 cells stained by the same method.  

CONCLUSION: Although, HepG2-CM was not able to induce differentiation of 

MSC in a hepatocyte-like, they had an effect upon MSC leading to a phenotype 

resembling mild steatosis.  

 

Key words: Mesenchymal stem cell; HepG2 conditioned medium, hepatic 

differentiation, steatosis, cell therapy. 
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INTRODUCTION 

 A wide variety of liver diseases leads to the impairment of liver function 

and requires medical intervention. Liver transplantation is the primary treatment 

for end-stage liver disease, with a 4-year survival rate of 70% or greater for most 

clinical conditions[1,2]. Because of the limited number of donors, organ rejection, 

problems associated with the long-term use of immunosuppressant drugs, and 

perioperative morbidity and mortality[3] alternative therapeutic approaches are 

needed.  

The transplant of mature hepatocytes is of special interest, for being a 

simpler and less invasive procedure than whole organ transplantation[4]. However, 

studies have demonstrated that less than 30% of the transplanted hepatocytes 

survive and that multiple procedures of transplantation are required to obtain a 

total repopulation of the liver[5]. Furthermore, the use of hepatocyte 

transplantation is reduced by the small number of cadaveric donors, the limited 

replicate potential of these cells, the loss of characteristics and function of 

hepatocytes in culture, and the reduced number of viable cells after 

cryopreservation[6,7].  

In this context, the use of bone marrow mesenchymal stem cell (MSC) is a 

promising alternative. These cells are readily accessible and have pluripotent 

characteristics, including the ability to differentiate into hepatocytes when 

properly stimulated[8]. Improving suitable conditions for efficiently obtaining and 

proliferating hepatocyte progenitor cells from MSC is a requisite for their potential 

therapeutic use[9,10,].  

Conditioned medium (that is, culture medium that had been in contact with 

some type of cell or tissue of interest) is frequently used to induce differentiation 

towards a specific cell lineage. Several groups have demonstrated the use of such 

simple and efficient strategy to induce differentiation of stem cells in 

hepatocytes[11,12].   
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In this study we tested an easy and cost-effective method to induce the 

differentiation of the MSCs into hepatocyte-like cells using conditioned medium 

from the hepatic cell lineage HepG2.  

 

MATERIALS AND METHODS 

Isolation and long-term culture of Mesenchymal Stem Cells from rat bone marrow 

 Bone marrow cells were obtained from female Wistar rats 6-10-week-old 

(n=3). Animals were sacrificed by CO2 inhalation and femora and tibiae were 

isolated. Bone marrow was extruded by flushing with Dubelco's Modified Eagle 

Medium-Low Glucose (DMEM-LG, LGC Biotecnologia, Brazil), supplemented 

with 20% fetal bovine serum (FBS, Gibco/Invitrogen, USA) and 1% 

penicillin/streptomycin (P/S, Gibco/Invitrogen, USA). The cell pellet was 

resuspended in DMEM-LG medium and mononuclear bone marrow cell fraction 

was isolated by centrifugation using FICOLL (GE-Healthcare, USA) gradient at 

2500 rpm/min for 25 min at the normal temperature. Cells in the Ficoll interface 

were collected and rinsed twice with PBS[13]. Cells were seeded on 6-well plates 

(TPP, Switzerland) at 1x105 cells/cm2 and kept at 37°C and 5% CO2 with standard 

medium (D-MEM-LG, supplemented with 10% FBS and 1% P/S). After 72 h, non-

adherent cells were removed, and the adherent cells were cultured continuously. 

Cells were harvested by 0.25% trypsin-EDTA (Gibco/Invitrogen, USA) when they 

grew to 90% confluence. Cell differentiation protocols used cells at passage 3. 

 

 Induction of multilineage differentiation 

 To verify the multipotential mesenchymal characteristics, cells at passage 3 

were analyzed for osteogenic and adipogenic potential[14]. 

Osteogenic differentiation was induced by culturing MSCs for up to 3 weeks 

in standard medium supplemented with 50 µg/mL ascorbate acid-2-phosphate 

(Sigma,USA), 10-8 mol/L dexamethasone (Acros Organics, Belgica) and 10 

mmol/L β-glycerophosphate (Sigma,USA). To observe calcium deposition, 
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cultures were fixed in 10% formalin and stained with Alizarin Red S (Merck, 

Germany) at room temperature. 

To induce adipogenic differentiation, MSC were cultured for up to 2 weeks 

in standard medium supplemented with 1 µmol/L dexamethasone, 10µg/mL 

human insulin (Gibco, USA) and 100µmol/L indomethacin (Sigma, USA). 

Adipocytes were easily discerned from the undifferentiated cells by phase-contrast 

microscopy. To further confirm their identity, cells were fixed in 10% formalin and 

stained with Oil Red-O (Merck, Germany). 

 

Induction of hepatogenic differentiation of MSCs by Hepatocyte Growth Factor 

(HGF) 

 Hepatic differentiation was performed as described[15]. MSC were grown on 

standard medium supplemented with 50 ng/ml of human recombinant HGF 

(Invitrogen, USA) for up to 3 weeks. To analyze differentiation by 

immunocytochemistry 7.3x103 cells/cm2 cells were plated on slide covers coated 

with (3-Aminopropyl) triethoxysilane (Sigma, USA). 

 

Conditioned medium 

 Human hepatocarcinoma cells (HepG2 cells; ATCC HB-8605) were cultured 

in standard conditions. Conditioned medium (CM) was collected after 24 hours in 

culture with cells 70 % confluent, then filtered with a 0.22 µm filter (Millipore) and 

used fresh. 

 

Induction of hepatogenic differentiation of MSCs by conditioned medium 

 MSC were cultured in a mixture of HepG2-CM and standard medium (70% 

and 30% respectively) for 3 weeks. To analyze differentiation by 

immunocytochemistry 7.3x103 cells/cm2 cells were plated on slide covers coated 

with (3-Aminopropyl) triethoxysilane. To determine the presence of lipid droplets, 

cells were fixed in 10% formalin and stained with Oil Red-O. 
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As a control, MSC were kept for 3 weeks on standard medium at the same 

conditions as treated MSC. 

 

RNA isolation and reverse transcription-polymerase chain reaction 

 RNA was extracted using the RNeasy Mini-kit (Qiagen Alemanha) 

according to the manufacturer’s instructions. cDNA synthesis was performed 

using 3 µg of RNA with Oligo(dT)12–18 primer, using SuperScript II Reverse 

Transcriptase. For the semiquantitative PCR reaction, 2 µL cDNA-template were 

mixed with 5 µL PCR-buffer, 1,5 mM µl MgCl2,  10 mMol dNTPs, 20pmol of each 

primer, and 2U Taq DNA polymerase in a total volume of 50 µL. All reagents were 

from Invitrogen, USA. PCR was carried using the primers and conditions showed 

in Supplementary Table 1. Samples were analyzed on 1.5% agarose gels stained 

with ethidium bromide.  

 

Supp Table 1 – Primers and amplification conditions used to analyze gene expression of 
MSC induced to differentiate in hepatocytes.  

Primer 
name Sequence PCR 

condition 
Fragment 

length 

ALB 
Fow:5’-TGGTATGAATATGCAAGAAG-3’ 
Rev:5’-CACTCTTCCCAGGTTTCTTG-3’ 

42°C; 35 x 350 pb 

CK 18 
Fow:5’-GGACCTCAGCAAGATCATGGC-3’ 
Rev:5’-CCAGGATCTTACGGGTAGTTG-3’ 

50°C; 35 x 518 b 

AFP 
Fow: 5’-CCCACCCTTCCACTTTCCAGA-3’ 
Rev:5’-GCTGGAACTGCCTTGTCATAC-3’ 

54°C; 35 x 164 pb 

Thy-1 
Fow 5’-GAGTTGCTGTTGAAGTCACAGG-3’ 
Rev: 5’-CAGCAATGCATCCTGCAC-3’ 

51°C; 35 x 129 pb 

GAPDH 
Fow 5’-GAGTTGCTGTTGAAGTCACAGG-3’ 
Rev: 5’-CAGCAATGCATCCTGCAC-3’ 

42°C; 35 x 429 pb 

 

Immunocytochemistry  

 Cells plated on slide covers were fixed in methanol and then treated for 

antigenic recovery with citric acid (pH 6) (Quimex, USA). Blocking of the 

endogenous peroxidase was made with hydrogen peroxide and unspecific 

reactions were blocked with skimmed milk. Cells were then incubated for 18 h 
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with primary antibody for cytokeratin (CK) 8 (1:50 dilution), albumin (ALB) (1:200 

dilution), alpha-feto protein (AFP), and CK 18 (1:100 dilution) (DakoCytomation, 

USA). After washing, cells were incubated for 1 h with the secondary antibody and 

counterstained with Hematoxylin for nuclear staining. 

 

RESULTS 

Isolation and culture of mesenchymal stem cells from rat bone marrow 

 Cells isolated by gradient density centrifugation showed heterogeneity 

during the first 3 days, with spindle-shaped cells appearing at the bottom of 

culture plates and many floating round cells. At the third medium change, the 

floating cells were completely removed from the culture, and the adherent 

fibroblast-like cells grew as a whirlpool. The primary culture cells reached 

confluence 10-12 days later, and then cells were sub-cultured at a ratio of 1:3, and 

reached confluence 8-10 days later. 

 

 Induction of multilineage differentiation 

 In order to examine the differentiation potential of MSCs, these cells were 

cultured into osteogenic and adipogenic media. In the initial culture, no 

mineralized cell was detected (data not shown). Three weeks after culturing with 

osteogenic medium, mineralized cells were found using Alizarin Red S staining. 

As early as 2 week after treatment with adipogenic medium, triglyceride-

containing vesicles were detectable. Fat storing vesicles were observed by phase-

contrast light microscopy and stained with Oil Red-O (Figure 1).  
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Figure 1 A: MSC treated with osteogenic medium stained with Alizarin Red S; B: 
MSC treated with adipogenic medium showing lipid droplets on Oil Red-O 
staining (x 10, x 40). 
 

MSC differentiation into hepatocytes  

 MSC were induced to differentiate into hepatocytes using HepG2-CM or 

with 50ng/mL HGF as a positive control. After 3 weeks of treatment no changes in 

morphology were observed in either group under light microscope. Despite a 

slight decrease in cell proliferation rate, no overt toxicity was observed.  

Antibody staining for hepatocyte specific proteins (AFP, ALB, CK8 and CK18) in 

MSCs treated with HepG2-CM or HGF was negative (Figure 2). HepG2 cells, used 

as positive control, stained for these proteins. 
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Figure 2 Immunocytochemistry for AFP (A, B, C and D), ALB (E, F, G and H), CK8 
(I, J, K and L) and CK18 (M, N, O and P).  MSC without treatment A, E, I and M) 
Both HepG2-CM-treated MSC (B, F, J and N) and HGF-treated MSC (C, G, K and 
O) for 21 days were negative for hepatocyte markers. HepG2 cells were used as 
positive controls (D, H, L and P) (x 20). 
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We then searched for changes in gene expression by reverse transcriptase 

PCR. MSCs treated with HepG2-CM or HGF showed no expression of hepatocyte 

specific genes (AFP, ALB, and CK18). Expression of Thy-1, a marker of 

mesenchymal stem cell was positive both before and after treatment in both groups 

(Figure 3). 

 

     1       2        3      4 

 
 

 
 

 
 

 
 

 

Figure 3 Expression of hepatocyte specific markers (ALB, AFP or CK-18) and Thy-
1. MSC cultured on standard conditions (Lane1) and MSC treated with HGF (Lane 
2) or HepG2-CM (Lane 3) lack expression of ALB, AFP or CK-18. HepG2 cells 
(Lane 4) show clear expression of ALB, AFP and CK 18. All cells showed 
expression of Thy-1 and were positive for GAPDH (internal control).  

 

MSC treated with HepG2-CM for 3 week presented lipid droplets that were 

stained with Oil Red-O (Figure 4). These droplets were very distinct from the ones 

observed in MSC treated with adipogenic medium (Figure 1) but resembled those 

seen in HepG2 cells stained by the same method.  Staining of MSC treated with 

HepG2-CM showed no signs of osteogenic differentiation (data not shown). 
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Figure 4 Oil-Red-O staining of MSC and HepG2. A: MSC treated with standard 

medium; B: MSC treated with HepG2-CM showing lipid droplets, similar to those 

seen on HepG2 (C). (x 10, x 40, x 40). 

 

 

DISCUSSION 

 The search for new sources of hepatocytes is important not only for the need 

of organs for transplantation but also as tools to study drug metabolism and 

pathogenic mechanisms in vitro[10]. In vivo differentiation of bone marrow stem cell 

(BMSC) into hepatocytes was first shown by Petersen et al[16] and has even been 

used in human subjects[17,18].   

Nevertheless, in vitro differentiation protocols could have the advantage to 

facilitate the genetic manipulation of cells for the delivery of recombinant 

genes/proteins in liver regeneration therapy[19]. The accomplishment of 

cytotoxity/genotoxicity test and pharmacokinetics for biomaterials and drugs 

developed at present also can be benefited from these new protocols of hepatic 

differentiation in vitro[10]. 

It has been reported that MSC have the capacity to differentiate into 

hepatocytes in vitro by induction with growth factors such as hepatocyte growth 

factor (HGF), epidermal growth factor (EGF), and fibroblast growth factor  (FGF)[14; 

12; 20, 15 ,21].In the present study, we used the combined method of gradient density 

isolation with plastic adherence to isolate MSC from rat bone marrow.  Expression 
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of Thy-1 (CD90) in cultured MSC and its differentiation into adipocyte and 

osteocyte showing that the MSC population we used have a potential to 

differentiate, and fulfill the minimal criteria to be called MSC[22].  However, when 

using HGF to induce hepatocyte differentiation in a similar way to that described 

by Wang et al.[15], our results were negative, suggesting that HGF is not sufficient 

to induce hepatic differentiation of MSC. This result is coincident with the work of 

Lange et al.[23] that also cultivated MSCs with growth factors (FGF and HGF) 

without obtaining any type of differentiation.   

The use of conditioned medium (culture medium that has been in contact 

with some type of cell or tissue of interest) has also been reported to induce hepatic 

differentiation into MSC. Chen et al.[24] cultivated murine MSC with conditioned 

medium derived from normal hepatocytes and detected protein levels or mRNA 

for AFP, Hepatocyte Nuclear Factor 3- β (HNF-3-β), CK 19, CK 18, ALB, tyrosine 

amino-transferase (TAT), and glucose-6-phosphatase (G-6-Pase). These hepatocyte-

like cells were transplanted in rats with hepatic damage that were shown to 

partially recover serum ALB levels and transaminase activity[11]. The same group 

obtained similar results using injured hepatocytes as the source of conditioned 

medium[12].000 

We hypothesized that HepG2 conditioned medium (HepG2-CM), although 

not expressing HGF[25], would trigger some sort of cell differentiation on MSC as it 

is a human hepatocarcinoma cell line, that expresses several typical hepatic 

markers, including ALB, AFP CK8 and CK18. HepG2 cell line frequently is used as 

a model of hepatocyte culture for metabolic studies in vitro[26] and as models for 

human biotransformation studies[27]. This cell line has already been used to 

prepare conditioned medium, which has the capacity to differentiate embryonic 

stem cell in neural tissue[28-30], chondrocyte[31] and osteocyte[32]. 

However, on adult MSC HepG2-CM was not able to induce differentiation 

towards a hepatic phenotype. Surprisingly, though, HepG2-CM led to the 

accumulation of perinuclear lipid droplets, a phenotype similar to that displayed 
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by HepG2 cells, resembling a mild steatosis. Therefore we assume that HepG2-CM 

had an effect upon MSC, probably triggering the expression of genes related to 

increased lipogenesis, such as the sterol response element binding protein 

(SREBP)[33]. The study of the underlying mechanism of HepG2-CM upon MSC may 

open a new model to study steatosis-related diseases. 
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COMMENTS 

Background 

 The liver is a unique organ in its regenerative potential after damage, 

nevertheless for some liver diseases medical intervention is necessary, such as liver 

or hepatocyte transplantation. However the shortage of organ donors makes it 

necessary the search for alternative sources of hepatocytes. Stem cells, in particular 

mesenchymal stem cells (MSC), are being considered a good option for this 

recently.  

 

Research frontiers 

 Although in vivo stem cell therapy is being used with good results for liver 

regeneration, in vitro differentiation protocols have the advantage to give insights 

into the mechanisms of differentiation, facilitate the genetic manipulation of cells, 

and may be helpful for cytotoxity/genotoxicity tests for biomaterials and drugs. 

However, cost-effective differentiation protocols are still needed and some 
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controversy still exists as to what are the minimum requirements for 

differentiation into hepatocytes. 

 

 Related publications 

Shin et al., 2006 

Lange et al., 2005 

Chen et al., 2007 

 

Innovations and breakthroughs 

 MSC have pluripotent characteristics, including the ability to differentiate 

into hepatocytes when properly stimulated. This study suggests that use of 

conditioned medium from HepG2 in culture of MSC not able to induce 

differentiation towards a hepatic phenotype. However conditioned medium from 

HepG2 seems to trigger the expression of genes related to increased lipogenesis. 

 

Applications 

 The study of the underlying mechanism of HepG2-CM upon MSC may 

open a new model to study steatosis-related diseases. 

 

Terminology  

 Conditioned medium is the culture medium that has been in contact with 

some type of cell or tissue of interest. The HepG2-CM is the medium that has been 

in contact with the cell line HepG2 

HepG2 is a human cell line from hepatocarcinoma frequently use as tool for 

studying hepatocytes in vitro. 
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5. DISCUSSÃO 
_______________________________________________________________ 
 
 
 

A diferenciação de células-tronco em hepatócitos in vitro tem sido bastante estudada 

nos últimos anos. O estabelecimento de protocolos neste sentido poderia contribuir para o 

desenvolvimento de diferentes áreas da hepatologia, desde seu uso como fonte de 

hepatócitos para transplante, até em modelos de avaliação dos processos metabólicos de 

drogas (estudos de citotoxicidade e genotoxicidade) passando por estudos específicos de 

mecanismos hepáticos celulares ainda desconhecidos, especialmente aqueles relacionados 

com a própria diferenciação (Heng et al. 2005; Theise 2003).  

 Estudos com células-tronco in vivo para regeneração hepática têm sido realizados 

desde 1999, com o estudo pioneiro de Petersen et al. Na sua maioria os resultados são 

satisfatórios desde o ponto de vista terapêutico, apesar de que nos estudos em modelos 

animais existam uma grande variedade de protocolos, tanto quanto ao tipo de célula tronco 

utilizada no  tratamento quanto ao tipo de dano hepático, conforme mostrado na tabela 1. 

Apesar disso, ensaios clínicos em seres humanos já são uma realidade e a maioria deles 

utiliza células de medula óssea (fração mononuclear)  (Gaia et al., 2006; Gordon et al. 

2006; Terai et al., 2006; Yannaki et al. 2006; Mohamadnejad et al., 2007). Um exemplo no 

Brasil é o estudo de Lyra et al. (2007), que avaliaram a segurança e a exeqüibilidade do 

transplante de medula óssea em pacientes com doença hepática crônica que se encontravam 

em lista de espera para transplante hepático. Eles transplantaram 10 pacientes com a fração 

mononuclear da medula óssea e 48hs após a intervenção os pacientes receberam alta sem 

que fossem observados eventos adversos ou complicações. Apesar de ter sido relatada uma 
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diminuição nos níveis séricos de bilirrubina e INR (International normalized ratio) e 

aumento nos níveis albumina, estes parâmetros não foram clinicamente significantes. 

 

Quadro 1 – Diferentes protocolos de terapia celular em modelos animais de lesão hepática. 

Tipo Celular Modelo Hepático Referência 

CCl4 Luk et al. 2005. 

Okumoto et al. 2006. 

Ligadura de Ducto Biliar Luck et al. 2005. 

 

Células de Medula 

Óssea 

2-AAF Okumoto et al. 2006. 

CCl4 Abdel Aziz et al. 2007. 

CCl4 em camundongos NOD-

SCID 

 

Kuo  et al. 2008. 

 

 

CTM 

Álcool alílico 

 

Sato et al. 2005. 

CCl4 Jang  et al.  2004. 

Álcool alílico 

 

Sato et al. 2005. 

 

 

CTH 

Camundongos Faah(−/−) 

 

Lagasse et al. 2000. 

CTM-derivadas de 

tecido adiposo 

Camundongos nude tratados 

com CCl4 

 

Banas et al. 2009. 

CTM – Células-Tronco Mesenquimais; CTH – Célula Tronco Hematopoiética; CCl4 – 
Tetracloreto de Carbono; 2AAF – 2-Aminofluorano; NOD-SCID - Non-Obese Diabetic- 
Severe Combined Immunodeficiency; Faah – Fumarilacetoacetato hidrolase 
 

 

Entretanto é preciso ressaltar que ainda não há consenso sobre os mecanismos 

envolvidos na diferenciação das células-tronco em hepatócitos, o que torna ainda mais 
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necessária a realização de estudos in vitro. As teorias mais aceitas propõem a existência de 

dois mecanismos não mutuamente excludentes, a transdiferenciação e a fusão celular, 

(Herzog et al. 2003).  Apesar de que as células da medula óssea são consideradas uma fonte 

extra-hepática de células progenitoras, este conceito foi gerado principalmente por estudos 

in vivo. Por exemplo, Lagasse et al. (2000) demonstraram que o transplante de células-

tronco hematopoiéticas podem restaurar completamente a função hepática em 

camundongos deficientes para fumarilacetoacetato hidrolase (Faah), sugerindo que 

hepatócitos podem derivar de células da medula óssea. A fusão celular entre células-tronco 

da medula óssea e hepatócitos é provavelmente o principal mecanismo de acordo com os 

estudos de vários pesquisadores, que demonstram in vivo o surgimento de novos 

hepatócitos logo após a infusão de células da medula óssea (Vassilopoulos et al. 2003; 

Wang et al. 2003; Camargo et al., 2004; Willenbring et al., 2004; Quintana-Bustamante et 

al., 2006;). Porém, em 2004, Lee et al. relataram a diferenciação de CTM de humano em 

hepatócitos in vitro. Da mesma forma, Jang et al. (2004) demonstraram, através de um 

sistema de co-cultivo in vitro, a transdiferenciação de células-tronco hematopoiéticas em 

hepatócitos sem a ocorrência de fusão. Assim, de acordo com a teoria de 

transdiferenciação, o fenótipo de uma célula da medula óssea muda para hepatócitos 

através de câmbios na atividade transcricional de vários genes. Isso poderia ocorrer com 

células da medula óssea, como as CTM ou outro tipo especifico de célula-tronco (Eguchi & 

Kanematsu  2009).  

Entre as células-tronco, as CTM constituem um grupo de fácil obtenção e cultivo, 

ainda que na literatura exista uma variedade de denominações que se aplicam a este tipo 

celular, cada uma com seu conjunto mínimo de características (marcadores, técnicas de 
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separação, etc). Esta diversidade pode ser observada na Tabela 2, em que são listados 

algumas das denominações utilizadas para este tipo celular.  

Quadro 2 – Diferentes denominações para células-tronco mesenquimais encontradas na 
literatura.(Adaptado de Baksh et al., 2004). 

Denominação Tipo De Célula Identificada Animal Referência 

Precursors of non-

hematopoietic tissue 

 

Células aderentes da medula 

óssea que incluem células 

fibroblast-like, células 

endoteliais e 

monócitos/macrófagos. 

Porco da 

índia 

Camundongo 

Friedenstein et al. 

1970. 

Friedenstein et al. 

1976. 

Colony forming unit-

fibroblast 

(CFU-F) 

 

Colônias de células fibroblásticas 

com presença ocasional de 

monócitos/macrófagos. 

Humano 

Camundongo 

 

Coelho 

Castro et al. 1980. 

Friedenstein et al. 

1982. 

Mori et al. 1987. 

Mesenchymal stem 

cells (MSCs) 

Células definidas por sua seletiva 

aderência à superfície sólida. 

Humano Caplan 1991. 

Marrow stromal cells 

 

Células aderentes da medula 

óssea que incluem células 

fibroblast-like, células 

endoteliais e colônias de 

monócitos/macrófagos. 

Camundongo Prockop et al. 1997, 

Mori et al. 1978, 

Piersma et al. 1985. 

Bone marrow stromal 

[stem] cells BMSSCs] 

and/or Stromal 

precursors cells 

(SPCs) 

Células não hematopoieticas de 

origem mesenquimal 

apresentando morfologia de 

fibroblasto. 

Camundongo 

Humano 

Dexter & Lajtha et 

al. 1974. 

Shi et al. 2002, 

Bianco et al. 2000. 

Multipotent adult 

progenitor cells 

(MAPCs) 

Células progenitoras derivadas 

de medula óssea em cultura. 

Humano 

Rato 

Reyes et al.  2001. 

Jiang et al.  2002. 
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 Por isso, devido à falta de um consenso sobre a definição das CTM, que carecem de 

marcadores específicos únicos, neste estudo seguimos os critérios de Dominici et al. (2006) 

que incluem marcadores de superfície celular, ensaios de diferenciação e aderência à 

superfície plástica, além do potencial de diferenciação, medido através de ensaios 

funcionais in vitro. Ainda que neste estudo a análise de marcadores tenha se limitado 

apenas à expressão de CD90, tanto a aderência à superfície como os ensaios de 

diferenciação com meios osteogênico e adipogênico demonstraram o potencial de 

diferenciação das células utilizadas, que aparentemente constituíam uma população 

homogênea. Porém, uma limitação da análise de marcadores por RT-PCR em relação ao 

uso de citometria de fluxo é justamente a incapacidade de diferenciar populações 

homogêneas de heterogêneas e nessas últimas estimar o percentual de células que 

expressam determinado marcador. 

Entre os protocolos de diferenciação in vitro, dois tipos principais se destacam: o 

uso de fatores de crescimento e o uso de meio condicionado (MC). O uso de fatores de 

crescimento representa o padrão áureo dos estudos de diferenciação, pois neste caso cada 

fator pode ser analisado isoladamente. Entretanto, além de ser uma técnica de alto custo, os 

protocolos de diferenciação de CTM em hepatócitos com fatores de crescimento não estão 

totalmente bem estabelecidos. Vários grupos têm utilizado fatores de crescimento, em 

especial o HGF, isoladamente ou combinado com EGF ou FGF (Wang et al. 2004; Kang et 

al. 2005; Banas et al.2007). O uso do HGF se deve ao fato de ser uma proteína intimamente 

relacionada à proliferação de hepatócitos. 
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O HGF é uma glicoproteína secretada como um precursor biologicamente inerte de 

cadeia simples (pro-HGF).  Sob condições apropriadas, tais como o dano ao tecido, o pro-

HGF é convertido em sua forma bioativa por digestão proteolítica. A ligação do HGF ativo 

ao seu receptor (cMet) inicia uma cascata de eventos de auto-fosforilação do domínio 

tirosina kinase do receptor que culmina na translocação da proteína Met ao núcleo. No 

núcleo ocorre a ativação de múltiplos genes envolvidos em processos de mitogênese, 

motogênese e morfogênese. Vários estudos têm evidenciado que o HGF, além de estimular 

a proliferação e morfogênese de hepatócitos maduros, participa na proliferação e 

diferenciação de células-tronco do fígado (Zarnegar et al. 1995, Shanmukhappa et al. 

2009).  

Entretanto em alguns casos os resultados de diferenciação in vitro utilizando HGF 

não são reprodutíveis. Por exemplo, Lange et al. (2005) cultivou CTM com os fatores de 

crescimento SCF (Fator Stem Cell), HGF, EGF, e FGF-4 sem obter diferenciação. Estes 

autores afirmam que o uso de SCF, HGF, EGF e FGF-4 não são suficientes para induzir 

diferenciação, sugerindo que o uso de meio condicionado seria vantajoso. 

Por outro lado podemos definir o meio condicionado como o meio de cultura que 

ficou em contato com um tipo celular ou tecido de interesse por um certo tempo. A idéia é 

que as células liberam substâncias para o meio que são então transferidas para o outro tipo 

celular quando este meio é colocado em contato com as células alvo. Evidentemente, é 

preciso tomar todas as precauções necessárias para evitar a contaminação da cultura tratada 

neste processo pela transferência de células viáveis junto com o meio condicionado. Para 

isso são empregados diferentes protocolos, tais como centrifugação e filtração do meio 

condicionado ou congelamento do mesmo a -80oC.   
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 A indução da diferenciação por uso de meio condicionado é uma técnica de baixo 

custo e simples execução. No caso da diferenciação de CTM em hepatócitos, Chen et al. 

(2007) obtiveram resultados positivos a partir do uso do meio condicionado de hepatócitos 

normais. Em outro estudo do mesmo grupo (Zhang et al. 2007), o mesmo efeito foi obtido 

com meio condicionado de hepatócitos isolados de animais com intoxicação por CCl4. 

Ainda existem estudos com meio condicionado de fragmentos de tecido hepático, como o 

de Lange et al. (2005) também com resultados positivos. 

No presente estudo, buscamos avaliar um novo método de diferenciação de CTM 

em hepatócitos a partir do uso de meio condicionado de células HepG2 (MC-HepG2), que 

poderiam constituir uma alternativa de baixo custo aos protocolos existentes. Como 

controle positivo utilizamos o HGF para indução da diferenciação, seguindo o protocolo 

proposto por Wang et al. (2004). Este protocolo utiliza HGF por três semanas em uma 

concentração de 50ng/mL, ainda que na literatura existam estudo usando concentrações 

menores como 5ng/mL (Oh et al. 2000). 

Entretanto, nossos resultados avaliados por imunocitoquímica e RT-PCR foram 

negativos, coincidindo com a observação de Lange et al. (2005) e corroborando a idéia de 

que HGF não é suficiente para induzir a diferenciação hepática de CTM. O protocolo de 

Wang et al. (2004) apresenta mínimas diferenças em relação ao nosso, mas que podem 

ajudar a elucidar os motivos pelos quais os resultados são discrepantes. Em primeiro lugar, 

esses autores utilizaram ratos Sprague-Dawley, enquanto nós utilizamos ratos Wistar. Em 

segundo lugar, a pessar de que a técnica de isolamento celular foi a mesma, a partir de 

gradiente de centrifugação com Ficoll e após seleção da fração aderente ao plástico, a 

forma de análise da população celular obtida foi distinta. Enquanto nós fizemos ensaios de 

diferenciação e PCR para Thy-1 (CD90), Wang et al. (2004) fizeram citometria de fluxo e 
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observaram que 90% das células eram Thy-1+, CD34- e cKit-. Além disso, esses autores 

observaram que 20% das células eram positivas para cMet, o qual é o receptor do HGF. Em 

nosso estudo não avaliamos a expressão de cMet nem podemos determinar o percentual de 

células Thy-1+, já que a técnica utilizada (RT-PCR) não nos permite essa avaliação. Pode 

ser que na nossa população celular não tivéssemos um número considerável de células Thy-

1+, ou, mais importante, expressando cMet, que seria necessário para a atuação do HGF. A 

partir dessa avaliação podemos sugerir que novos protocolos de diferenciação em 

hepatócitos sejam baseados na seleção de células que expressem cMet. 

Por outro lado, o protocolo de diferenciação com MC-HepG2 também não 

apresentou resultados positivos. Nossa escolha pelas células HepG2 foi por serem uma 

linhagem freqüentemente utilizada como modelo de cultivo de hepatócito in vitro para 

testes metabólicos (Javitt et al. 1990) e estudos humanos de biotransformção (Wilkening et 

al. 2003). São células que derivam de um hepatocarcinoma humano e que expressam vários 

marcadores hepáticos incluído ALB, AFP CK 8 e CK18. Assim, nossa hipótese foi que o 

MC-HepG2 poderia disparar algum tipo de estimulo parácrino para induzir a diferenciação 

de CTM em hepatócito. 

Sabemos que este resultado não se deve à falta de expressão de cMet pelas CTM 

pois as HepG2 não expressam HGF (Kang et al. 2008). Este fator de crescimento não é 

expresso por hepatócitos in vivo e sim por células não parenquimatosas do fígado, 

especialmente as células de Ito (Noji et al. 1990). Portanto não é a falta de HGF que 

impossibilitaria o MC-HepG2 de induzir a diferenciação das CTM, pois outros grupos 

obtiveram diferenciação de CTM a partir de meio condicionado de hepatócitos (Chen et al. 

2006; Zhang et al. 2007). Resta a dúvida do quão efetivo foi o isolamento de hepatócitos 

nestes estudos ou se havia a contaminação com células não parenquimatosas hepáticas. No 
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nosso caso, podemos supor que a linhagem celular HepG2 se comporta como hepatócito, 

mas não contém fatores parácrinos envolvidos na diferenciação hepática. 

Vale a pena destacar que a linhagem HepG2 é freqüentemente utilizada para a 

produção de meios condicionados com objetivos distintos ao nosso. Estes meios 

condicionados já foram empregados para diferenciar células-tronco embrionárias em tecido 

neural (John et al. 2003; Schulz et al. 2003; Shin et al. 2006), osteócito (Hwang et al. 

2006) ou condrócito (Hwang et al. 2008). Esses estudos, entretanto, a pesar de 

demonstrarem a efetividade do uso de MC-HepG2 em induzirem a diferenciação, 

apresentam uma importante diferença em relação ao presente estudo no que se refere ao 

tipo de célula utilizado. Sabe-se que as células-tronco embrionárias apresentam um 

potencial de diferenciação mais amplo que as células-tronco somáticas (Smith 2001). 

 Por outro lado, o tratamento efetuado com MC-HepG2 sobre as CTM, produziu a 

formação de pequenas gotas de gordura perinucleares as quais coraram com Oil Red-O. É 

importante ressaltar que estes acúmulos são bastante distintos dos acúmulos observados nas 

CTM tratadas com meio adipogênico. Por outro lado, as CTM tratadas com MC-HepG2 

apresentam acúmulos semelhantes aos observados nas células GRX desativadas. 

 As células GRX são uma linhagem celular de células esteladas hepáticas derivadas 

de um camundongo infectado com Schistossoma mansoni. Estas células são utilizadas 

como modelo de células esteladas ativadas (miofibroblastos) e possuem a característica de 

mudar seu fenótipo para um estado desativado ou quiescente, no qual acumulam gotas de 

lipídeos (Guimarães et al. 2007).  

 As células esteladas são um tipo de célula mesenquimais no parênquima hepático e 

no fígado normal acumulam retinol em depósitos perinucleares (Asahina et al. 2009). 

Quando ativadas estas células perdem as gotas de lipídeos e adquirem um fenótipo 
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fibroblasto-like (miofibroblasto), semelhante às CTM em cultura. Existem inclusive 

evidências de que as CTM participam do processo de fibrogênese hepática (Friedman 

2008).  

Inicialmente imaginamos que o MC-HepG2 estivesse atuando na reversão do 

fenótipo “ativado” das CTM. Para avaliar esta hipótese, tratamos células GRX com MC-

HepG2 nas mesmas condições utilizadas para as CTM (dados não mostrados). Porém 

depois de duas semanas de tratamento não observamos nenhuma mudança na morfologia 

das GRX, nem alteração na coloração com Oil Red-O. Não foi possível manter o 

tratamento por três semanas devido à alta taxa de proliferação das GRX. 

 Por outro lado, observamos que as células HepG2 apresentam um padrão de 

coloração com Oil Red-O semelhante ao observado nas CTM tratadas, com um fenótipo 

que lembra uma esteatose microgoticular. O termo fígado gorduroso (fatty liver) identifica 

o fígado no qual a quantidade de lipídeos é maior que 5% do seu peso úmido. Este 

fenômeno é geralmente resultado de um desbalanço entre a afluência de ácidos graxos 

livres, síntese de triglicerídeos e sua excreção. Quando ocorre acúmulo de gordura, os 

lipídeos são principalmente armazenados no citoplasma como triglicerídeos, conduzindo a 

esteatose micro- e macro- vesicular (Gómez-Lechon et al. 2007). Inicialmente esses 

achados estavam ligados principalmente a doenças hepáticas alcoólicas. Entretanto, em 

anos recentes a esteatose tem sido encontrada em ausência do abuso de álcool, o que levou 

à definição de uma série de desordens hepáticas que vão desde a doença hepática gordurosa 

não alcoólica (nonalcoholic fatty liver disease, NAFLD) até a esteatohepatite não alcoólica 

(nonalcoholic steatohepatitis, NASH). Em todos estes casos, o acúmulo de lipídeos nos 

hepatócitos é uma característica da doença (Gómez-Lechon et al. 2007). 
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 Na atualidade modelos in vitro de esteatose são utilizados para estudar as 

conseqüências hepatocelulares do acúmulo de lipídeos em células hepáticas de origem 

humana (Feldstein et al. 2003; Donato et al. 2006). Estes modelos são linhagens celulares e 

cultivos de hepatócitos primários tratados com ácidos graxos saturados e monosaturados 

(Feldstein et al. 2003; Donato et al. 2006; Malhi et al. 2006). Os resultados obtidos nos 

modelos in vtro são altamente correlacionados com as observações in vivo. Como 

conseqüência, modelos celulares hepáticos in vitro podem ser muito úteis para auxiliar as 

pesquisas dos efeitos bioquímicos do acúmulo de gordura no fígado devido ao consumo de 

álcool, dieta ou obesidade, excluindo outros fatores que poderiam influenciar o 

comportamento dos hepatócitos. Assim, como já foi mencionado, a linhagem HepG2 é 

utilizada como modelo de estudo in vitro e no caso da esteatose, não é exceção 

representando uma alternativa ao cultivo primário de hepatócitos humanos (Gómez-Lechon 

et al. 2007).  

  Os protocolos utilizados para induzir esteatose na linhagem HepG2 geralmente 

envolvem a adição de esteróides como estrógeno, ciclosporina A, ácido valpróico 

(McMillian et al., 2001); lectina (Zhang et al. 2009) resveratrol (Wang et al. 2009) e 

diversos ácidos graxos (Zhang et al. 2007, Gómez-Lechon et al. 2007).  

Porém, neste estudo, as células HepG2 apresentaram acúmulos de gorduras sem 

serem submetidas a tratamento nenhum e sendo mantidas em condições normais de cultivo. 

Joshi-Barve et al. (2007) e Wang et al. (2009) ao estabelecerem um modelo de esteatose 

nas células HepG2 também observaram uma coloração positiva com  Oil Red-O nas células 

não tratadas, ainda que a presença de acúmulo de gordura nestes estudos foi em menor 

intensidade do que a encontrada no presente estudo. Por outro lado, Chen et al. (2007), 

trataram a linhagem HepG2 com Low-density lipoprotein (LDL) e IL1β (Interleucina 1β) e 
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a coloração com Oil Red-O nas células HepG2 foi positiva apenas nas células tratadas. 

Essas diferenças podem ser observadas na figura 5. 

 

 

 

Figura 5. Coloração Oil Red-O em células HepG2 sem tratamento para indução de 
esteatose. A: Chen et al., 2007; B: Wang et al. 2009; C: Presente estudo. (A e B são 
reproduções de artigos publicados).  
 

As diferenças na quantidade ou mesmo na presença de gotas de lipídeos encontradas 

entre estes quatro estudos talvez possam ser devidas ao uso de diferentes meios de cultivo. 

Chen et al. (2007) utilizaram meio DMEM/F12 suplementado com soro de cabra e 

glutamina, enquanto Joshi-Barve et al. (2007) e Wang et al. (2009) utilizaram DMEM 

suplementado com soro fetal bovino e sem glutamina, da mesma maneira que o presente 

estudo. Não é possível afirmar com certeza se estas diferenças nas condições de cultivo 

seriam suficientes para gerar um padrão de coloração distinto ou se as células HepG2 

utilizadas no presente estudo se encontravam sob algum tipo de estresse que fez com que o 

acúmulo de gordura fosse mais evidente. De qualquer forma é importante destacar que as 

condições de cultivo empregadas neste estudo estão de acordo com as recomendações do 

American Type Culture Collection (ATCC) banco de células do qual foram obtidas 

(http://www.atcc.org/).  

A B C 
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 Portanto pode-se concluir que o MC-HepG2 parece ter algum efeito sobre as CTM. 

Assim estas células parecem estar tratando de imitar o fenótipo de HepG2, não expressando 

marcadores hepáticos, mas sim talvez expressando genes relacionados à lipogênese. Para 

confirmar essa hipótese é preciso que novos estudos sejam realizados para avaliar se as 

CTM tratadas com MC-HepG2 se transformaram na realidade em algum tipo de célula que 

acumula lipídeo que possa ter utilidade no estudo da esteatose. Tais estudos podem incluir a 

avaliação da expressão de genes relacionados ao metabolismo de ácidos graxos e colesterol 

como sterol response element binding protein (SREBP) (Passeri et al. 2009; Sato 2009), ou 

receptor de LDL, ou SREBP cleavage-activating protein (SCAP). Por outro lado também 

poderíamos realizar a quantificação de lipídeos como, por exemplo, a determinação por 

fluorometría com Nile Red, um corante vital lipofílico utilizado para marcar gordura no 

citosol (McMillian et al. 2001) e quantificação de lipídeos totais, triglicerídeos e colesterol 

por ensaios enzimáticos (Gómez-Lechon et al. 2007; Chen et al. 2007). 

 Assim, pesar de não havermos alcançado nosso objetivo de diferenciação de CTM 

em hepatócito através do MC-HepG2, acreditamos que resultados não esperados, como os 

que obtivemos, nos estimulam a continuar pesquisando os mecanismos subjacentes tanto 

processo de diferenciação hepática como nos mecanismos próprios das células-tronco e a 

padronização dos protocolos com os quais se trabalha tanto para diferenciação assim como 

para a simples manutenção em cultivo de uma linhagem celular.  
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6. CONCLUSÕES 
_______________________________________________________________ 
 

Foi padronizado o cultivo de células-tronco mesenquimais de medula óssea murina 

em nosso laboratório, sendo determinada a expressão do marcador específico de CTM   

Thy-1 por RT-PCR. 

O potencial de diferenciação das CTM usando meios adipogênico e osteogênico foi 

estabelecido através do uso de colorações específicas.  

Não foi possível observar a diferenciação das CTM tratadas com MC-HepG2 ou HGF 

em células hepatocyte-like por imunocitoquímica ou RT-PCR para marcadores específicos 

de hepatócitos, como AFP, ALB, CK 8 e CK 18. 

A deposição de lipídeos nas CTM tratadas com MC-HepG2 foi observada pela 

coloração com Oil Red-O, com um fenótipo que se assemelha a uma esteatose 

microgoticular. 

Ainda que neste estudo não tenha sido possível atingir o objetivo inicial desejado (a 

diferenciação das CTM em hepatócitos) pudemos observar um efeito do MC-HepG2 sobre 

essas células.  
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