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RESUMO 

 

As hepatopatias crônicas são um grave problema de saúde pública no mundo. A fibrose 
hepática resulta de uma resposta cicatricial devido a ação de estímulos inflamatórios crônicos 
e persistentes de diferentes origens. Os tratamentos ainda são limitados e para os pacientes em 
estágio avançado a alternativa terapêutica é o transplante de fígado. A terapia celular tem sido 
uma opção para o tratamento das hepatopatias crônicas. Assim, as células-tronco 
mesenquimais (CTMs) surgem como uma alternativa promissora, por suas características de 
plasticidade, perfil imunomodulatório e secreção de moléculas bioativas. A associação da 
terapia celular e gênica vem sendo investigada, destacando o fator estimulador de colônia de 
granulócitos (G-CSF) como promissor. É uma citocina que pode mobilizar células da medula 
óssea para o sangue periférico e agir regenerando lesões em diversos órgãos. Diante disso, 
este trabalho avaliou a ação parácrina de CTMs geneticamente modificadas para 
superexpressar o G-CSF em modelo experimental de fibrose hepática. As CTMs_G-CSF, 
foram cedidas pela FIOCRUZ/BA, cultivadas e submetidas à caracterização funcional e 
imunofenotípica. O modelo crônico de fibrose hepática, foi estabelecido em camundongos da 
linhagem C57BL/6, infectados com cercárias de Schistosoma mansoni. A terapia com 
CTM_MOCK, CTM_G-CSF e o G-CSF recombinante foi realizada por via intraperitoneal, 
semanalmente, por sete semanas. Oito semanas após a terapia, os animais foram eutanasiados, 
e coletado amostras de tecido hepático para análise estereológica e bioquímica. Os resultados 
demonstraram diminuição do tecido fibroso nos grupos tratados com CTM_G-CSF e 
CTM_MOCK, sendo os dados significativos, nas análises estereológica e de hidroxiprolina 
(p<0,03). O uso do G-CSF apresentou uma tendência a uma menor expressão do percentual 
de tecido fibroso (p<0,2). As concentrações das citocinas TGF-β e IL-13 diminuiram nos 
grupos tratados com CTM_MOCK e CTM_G-CSF (p<0,03 e p<0,02, respectivamente). Estes 
resultados nos permitem inferir que o transplante com CTM_G-CSF interviu no reparo 
hepático diminuindo o percentual de tecido fibroso e os níveis de citocinas pró-fibrogênicas. 
Maiores estudos são necessários para avaliar as possíveis vias envolvidas na melhora 
hepática. 
 
 
Palavras-chave: Fibrose hepática.Terapia gênica. Terapia celular.  

 

 

 

 

 
 
 



 

SILVA, Alex José de Melo. Evaluation of therapeutic potential of mesenchymal stem cells 
transduced with G-CSF in hepatic fibrosis experimental model. 2019. Dissertação 
(Mestrado acadêmico em Biociências e Biotecnologia em Saúde) – Instituto Aggeu 
Magalhães, Fundação Oswaldo Cruz, Recife, 2019.  

 

ABSTRACT 

 

Chronic liver disease is a serious public health problem worldwilde. Hepatic fibrosis results 
from a scarring response due to chronic and persistent inflammatory stimuli from different 
origins. Treatments are still limited and for patients in advanced stage the therapeutic 
alternative is liver transplantation. Cell therapy has been an option for the treatment of chronic 
hepatopathy. Thus, mesenchymal stem cells (MSCs) comes as promising alternative, due to 
their characteristics of plasticity, immunomodulatory profile and bioactive molecules 
secretion. The association of cell and gene therapy has been investigated, highlighting the 
granulocyte colony-stimulating factor (G-CSF) as promising. It is a cytokine that can 
mobilize cells from the bone marrow to the peripheral blood and act regenerating damages in 
various organs. In view of this, this work evaluated the paracrine action of genetically 
modified MSCs to overexpress G-CSF in an experimental model of liver fibrosis. The 
CTMs_G-CSF were assigned by FIOCRUZ/BA, cultured and submitted to functional and 
immunophenotypic characterization. The chronic model of hepatic fibrosis was established in 
C57BL/6 mice line, infected with cercariae of Schistosoma mansoni. CTM_MOCK, CTM_G-
CSF and recombinant G-CSF therapy were performed intraperitoneally, weekly for seven 
weeks. Eight weeks after therapy, the animals were euthanized, and hepatic tissue samples 
were collected for stereological and biochemical analysis. The results showed a decrease in 
fibrous tissue in the groups treated with CTM_G-CSF and CTM_MOCK, and the data were 
significant in the stereological and hydroxyproline analyzes (p <0.03). The use of G-CSF 
showed a trend towards a lower expression of the percentage of fibrous tissue (p <0.2). 
Concentrations of TGF-β and IL-13 cytokines decreased in the CTM_MOCK and CTM_G-
CSF treated groups (p <0.03 and p <0.02, respectively). These results allow us to infer that 
CTM_G-CSF transplantation intervened in hepatic repair by decreasing the percentage of 
fibrous tissue and the levels of pro-fibrogenic cytokines. Further studies are needed to 
evaluate the possible pathways involved in hepatic improvement. 
 
Key words: Hepatic fibrosis. Gene therapy. Cellular therapy.  
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1 INTRODUÇÃO 

 

As doenças do fígado são uma das grandes causas de morbidade e mortalidade em 

todo o mundo (KHOLODENKO; KOSTANTIN, 2016; SHAH et al., 2017). Segundo a 

Organização Mundial da Saúde (OMS), cerca de 46% das enfermidades e 59% das mortes 

no mundo são resultantes de problemas hepáticos (ALWASH; RASHIDI; HAY, 2017; 

MOKDAD et al., 2014; WILLIAMS, 2006; ZHANG et al., 2016). Essas doenças geralmente 

tem como principal característica o estabelecimento de um quadro de fibrose que se 

desenvolve a partir de agressões teciduais oriundas de diversas causas, como infecções 

virais, toxinas, uso abusivo de drogas, parasitoses, dentre outros. A fibrogênese resulta de 

estímulos inflamatórios crônicos e persistentes que leva a um desequilíbrio entre a síntese e 

degradação da matriz extracelular (MEC) levando a um intenso processo de cicatrização 

(DUFFIELD et al., 2013; EBRANIMI et al., 2016; FARZEI et al., 2018; HERNÁNDEZ-

AQUINO  MURIEL, 2018;  LEE, FRIEDMAN, 2012; MORMONE et al., 2011; PINZANI, 

2015; SCHUPPAN, KIM, 2013;). Neste processo, as células estreladas hepáticas (CEHs) 

participam ativamente. Uma vez ativadas, essas células alteram o seu fenótipo para 

miofibrobasto e se tornam a principal fonte de secreção de componentes da MEC 

(FRIEDMAN, 2008; KOT-BAKIERA et al., 2016; MORMONE et al., 2011; TSUCHIDA; 

FRIEDMAN, 2017).  

 Os tratamentos das doenças crônicas do fígado são limitados, e na maioria das vezes 

direcionam-se a remover e/ou suprimir os estímulos inflamatórios causadores dos danos 

associado ao desenvolvimento do processo fibrótico. Como consequência, em casos de 

estágio final da doença hepática, o transplante é a única alternativa para prolongar a vida do 

paciente (JIANG, TOROK, 2013; PELLICORO et al., 2012). Todavia, o transplante 

hepático é um procedimento altamente invasivo, além da baixa disponibilidade de órgãos 

para transplante no sistema único de saúde (SUS) e da dependência por medicamentos 

imunossupressores, e da possibilidade de rejeição do órgão (MAHLA, 2016; PELLICORO; 

RAMACHANDRAN; IREDALE, 2012). Sendo assim, é necessário que se desenvolvam 

novas terapias que proporcionem a redução das lesões teciduais e que propiciem a 

reconstituição da função hepática (MORMONE; GEORGE; NIETO, 2011). 

  Dentre as prováveis alternativas terapêuticas, a terapia celular é uma das grandes e 

potenciais alternativas para a melhora da qualidade de vida dos pacientes (ENOSAWA; 

HAGA; KOBAYASHI, 2016). A terapia com células-tronco, sobretudo com células tronco 

mesenquimais (CTMs), surgiu no campo da medicina regenerativa como uma potencial 
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alternativa terapêutica para as hepatopatias crônicas (GOUNDER et al., 2017). Estudos em 

modelos experimentais de lesões crônicas, demonstraram que a infusão de CTMs em 

camundongos, apresentou melhora da função hepática e diminuição dos níveis de fibrose e 

do fator de transformação de crescimento beta (TGF-β) (FANG et al., 2004; JANG et al., 

2004; NASIR et al., 2013; OLIVEIRA et al., 2012; RAAFAT et al., 2015). Além disso, estes 

animais apresentaram aumento da regeneração hepática e diminuição da taxa de mortalidade 

(SAKAIDA et al., 2004; SOUZA et al., 2012; VOLAREVIC, 2014; YANNAKI et al., 2005;  

ZHAO et al., 2005). As CTMs são células de origem não hematopoiéticas multipotentes 

com propriedades de autorenovação e imuno-modulatórias. Seu papel na regeneração de 

lesões hepáticas se dá através da indução da apoptose das CEHs (BERNARDIS et al., 2015; 

JANG et al., 2013; VOLAREVIC, 2011; WANG et al., 2018; XAGORARI et al., 2013). 

Estudos tem demonstrado que as CTMs possuem capacidade de diferenciação in vitro em 

células das linhagens do tecido conjuntivo como adipócitos, condrócitos e osteoblastos, 

principalmente. (BOBIS; JAROCHA; MAJKA, 2006; NOMBELA-ARRIETA; RITZ; 

SILBERSTEIN, 2011, WANG et al., 2018).  

 O uso do fator estimulador de colônias de granulócitos (G-CSF) na mobilização de 

células-tronco da medula óssea em pacientes com cirrose hepática vem sendo utilizado em 

modelo animal e em seres humanos (CHAVEZ-TAPIA et al., 2015; YANG et al., 2016). O 

G-CSF é produzido por diversos tipos celulares e possui capacidade de mobilizar células 

progenitoras da medula óssea para o sangue periférico, possibilitando sua chegada às áreas 

de lesão e atuando no processo de reparo, mostrando-se seguro e eficaz na regeneração do 

tecido hepático após lesões (AVALOS, 1996; MOREAU; RAUTOU, 2014; SINGH et al., 

2018; SCHMITZ et al. 2002; LU; LINK; XIAO, 2007). O uso de terapias associando G-CSF 

às CTMs tem demonstrado melhora das funções hepáticas em modelos murinos o que já foi 

evidenciado em pacientes após os primeiros meses de terapia (SAHA et al., 2017; SALAMA 

et al., 2014; YANNAKI et al., 2005, 2006). 

 Na busca de alternativas terapêuticas seguras e que apresentem resultados mais 

duradouros, o presente projeto traz como proposta avaliar a ação parácrina de células-tronco 

mesenquimais geneticamente modificadas para superexpressar G-CSF em modelo 

experimental de fibrose hepática, com a finalidade de contribuir através da terapia gênica e 

celular para o desenvolvimento de uma abordagem terapêutica mais eficaz no tratamento das 

doenças hepáticas. 
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2 REFERENCIAL TEÓRICO 

 

Uma visão geral dos principais mecanismos envolvidos no desenvolvimento da 

fibrose hepática e suas alternativas terapêuticas. 

 

2.1 Fibrose Hepática 

 

 O fígado é um dos órgãos mais vitais do corpo, sendo um dos principais a 

promover a metabolização de nutrientes e excreção de metabólitos resultantes, 

promovendo assim a  detoxificação do organismo. Devido à essas funções, este órgão é 

passível de sofrer danos por toxinas as quais são ingeridas, como por exemplo excesso de 

álcool, que quando metabolizado gera produtos como acetaldeidos e hidrogênio que 

afetam as mitocôndrias e causam acúmulo de gordura no órgão, respectivamente 

(OZOUGWU, 2017; TAUB, 2004). Além disso, o fígado é formado por uma grande rede 

de células retículo endoteliais do corpo, desempenhando importante função na defesa 

contra microrganismos invasores, contendo componentes que participam tanto da 

imunidade inata quanto adaptativa (KOROMI; MIGITA, 2009; OZOUGWU, 2017). Este 

órgão possui uma alta capacidade regenerativa sendo um processo bastante complexo 

(GILGENKRANTZ; L’HORTET, 2018). Mesmo após danos contínuos, ele se regenera de 

forma eficiente podendo reestabelecer sua massa tecidual e suas funções, necessitando assim 

da ação coordenada de células da resposta imunológica, incluindo macrófagos, eosinófilos e 

células T. (ALISON; BOULTON; GOLDING et al., 1998; BOULTON et al., 1997; GOH et 

al., 2013; MEIJER et al., 2000).  

 Nesse processo, pode ocorrer a mobilização de fatores de crescimento hepático, 

remodelação da MEC, além de uma rápida e controlada proliferação epitelial na tentativa de 

recuperar a massa do órgão que foi perdida. Porém, quando submetido a determinados 

estímulos agressores, tanto de natureza aguda quanto crônica essa capacidade de 

regeneração pode ser comprometida (FORBES; ROSENTAL, 2014). Nesses casos, as áreas 

funcionais de tecido hepático são substituídas por tecido de cicatrização, numa tentativa do 

organismo de dar uma maior sustentação as estruturas ductais e vasculares. Todavia, com a 

permanência do estímulo agressor ocorre um desequilíbrio entre a síntese e degradação da 

MEC levando a formação de extensas áreas de tecido fibroso (PINZANI, 2015). 

 A fibrose hepática é um processo complexo e reversível, que resulta do desequilíbrio 

entre a resposta a danos agudos ou crônicos no fígado, que induz a deposição de material 
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fibroso excedendo o normal processo de cicatrização. Esta é uma tentativa de reparo que 

leva a formação de um processo cicatricial excessivo no órgão (CORDERO-ESPINOZA; 

HUCH; 2018; GILGENKRANTZ; L’HORTET, 2018; LEE; FRIEDMAN, 2011). A fibrose 

é um processo dinâmico, causado por diversos agentes a exemplo dos vírus da hepatite (A, 

B e C), toxinas, colestase, parasitoses como a esquistossomose, causas metabólicas, 

esteatose hepática, ingestão excessiva de álcool e doenças autoimunes (TRAUTWEIN et 

al., 2015). Os processos inflamatórios resultante dos estímulos agressores, incitam a 

ativação das células estreladas hepáticas (CEHs), que em estado normal se encontram 

quiescente no espaço perisinusoidal de Disse, onde têm a capacidade de armazenar 

ésteres de retinil em gotículas intracelular de lipídeos, sendo chamadas também de células 

que armazenam gordura ou células ricas em vitamina A (EBRAHIMI et al., 2016; 

WEISKIRCHEN et al., 2018).  

 Na presença de estímulos autócrinos ou parácrinos no tecido hepático, citocinas 

fibrogênicas como fatores de crescimentos tecidual beta (TGF-β), fator de crescimento 

derivado de plaquetas (PDGF), fator de necrose tumoral alfa (TNF-α), interleucinas 6 e 13, 

galectina 3 entre outras liberadas pelos danos, e também pelas células de Kupffer 

(macrófagos residentes do fígado) ativadas são secretadas, possibilitando que as CEHs 

sofram um processo de transdiferenciação, que as levam a alterarem seu fenótipo quiescente, 

para um estado ativado de miofibroblastos (um dos principais a secretar componentes da 

MEC e que expressam altos níveis de colágeno e inibidores teciduais de metaloproteinases, 

TIMPs). A transição do fenótipo quiescente para ativado leva a um aumento da expressão de 

alfa actina de músculo liso (α-SMA) por essas células, que são contibuidores dominates do 

processo de fibrose hepática. Apesar de outras células contribuirem para a fibrogênese 

hepática, este processo está sobretudo associado à ativação das CEHs no fígado 

(CORDERO-ESPINOZA; HUCH, 2018; LEE; FRIEDMAN, 2011).  

 No fígado, quando estas células são ativadas, elas perdem seus depósitos de vitamina 

A, passando a produzirem em maior  quantidade componentes da MEC (colágenos tipos I, 

II e III, proteoglicanos e glicoproteínas de matriz como a fibronectina e laminina). No 

tecido hepático, a estabilidade  dos componentes da MEC é regulada pelas 

Metaloproteinases (MMPs) e por seus inibidores teciduais específicos (TIMPs). Uma vez 

inibida pelos TIMPs, as MMPs não são capazes de degradar os componentes da MEC 

acumulados, o que leva assim a uma remodelação destes componentes originando um 

quadro fibrogênico (figura 1) (GEORGE; MORMONE; NIETO, 2011). 
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Figura 1- Principais eventos no desenvolvimento da fibrose. 

 
Fonte: Adaptado de Mormone et al. (2011, tradução nossa). 
Nota: As CEHs em condições normais, encontram-se localizadas no espaço perisinusoidal de Disse, onde 
atuam como uma das principais células armazenadoras de vitamina A. Estas células quando sofrem ação 
dos estímulos inflamatórios oringinados dos danos causados aos hepatócitos, são ativadas. As células de 
Kupffer formam um eixo funcional com as CEHs participando também de sua ativando. Quando, ativadas, 
as CEHs produzem componentes mais MEC, que quando não são degradados pelas MMPs, sofrem 
remodelação e assim a síntese de MEC torna-se superior a sua degradação desenvolvendo-se a fibrogênese 
hepática. 
Legenda: CEH: Célula estrelada hepática; MEC: matriz extracelular 
 

 Estudos têm demonstrado que, em situações nas quais é possível retirar o estímulo 

agressor, o processo de fibrose é reversível e o órgão assim como suas funções podem ser 

restabelecido. Trabalhos em modelos animal e humano, mostraram que a eliminação ou o 

controle da doença de base é um dos tratamentos mais efetivos, estando o sucesso 

relacionado com o bloqueio da apoptose dos hepatócitos, indução da apoptose dos 

miofibroblastos e apoptose, inativação e/ou quisescência das CEHs ativadas (BISWAS, 

SHARMA, 2016; LEMOINNE et al., 2013). Porém, devido a inexistência de tratamentos 

eficientes para a resolução desse quadro patológico, se faz necessária a busca por novas 

alternativas terapêuticas, afim de conferir um tratamento mais eficaz para os pacientes 

acometidos com doenças do fígado.  

 

2.2 Células-tronco 

 

 As células tronco (CTs), são definidas como células indiferenciadas que quando se 

dividem podem dar origem a células de várias linhagens (CHAGASTELLES; NARDI, 

2011). Estas células podem ser encontradas nos estágios embrionário, fetal e adulto. Além 

disso,  possuem potencial de diferenciação, que é um processo pelo qual estas passam a 

assumir novas características morfológicas e também fenotípicas, o que as tornam células 

especializadas e com função específica sob condições experimental e fisiológica (KRAUSE; 
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THEISE, 2002; VIJAYALAKSHMY et al., 2018). Além disso, as CTs possuem uma 

plasticidade (capacidade de diferenciação em diferentes linhagens) podendo ser 

caracterizadas como totipotentes, pluripotentes, multipotentes ou onipotentes 

(CHAGASTELLES; NARDI; 2011). As células totipotentes podem ser representadas pelo 

zigoto e pelas células de um embrião recém formado (blastocisto), possuindo a capacidade 

de dar origem a qualquer célula de qualquer órgão ou sistema do corpo (BONGSO; 

RICHARDS, 2003).  

 As células pluripotentes tem uma capacidade ilimitada de auto-renovação, podendo 

se diferenciar em células dos três folhetos embrionários ectoderma, mesoderma e 

endoderma. (NGUYEN et al., 2018). As células multipotentes ou unipotente são células com 

capacidade de diferenciação limitada, porém podem se diferenciar em todos os tipos 

celulares de uma determinada linhagem como no caso de células hematopoeticas e 

mesenquimais (DEL CARLO et al., 2009; SOBHANI et al., 2016) (figura 2). Assim, estas 

células tem a habilidade de auto renovação clonal, o que as permite se dividirem durante 

vários ciclos celulares mantendo seu estado indiferenciado, e sua potencialidadede se 

diferenciar em mais de um tipo celular especializado (KOPP et al., 2016). 

 
Figura 2- Origem das células tronco e sua plasticidade. 

 
Fonte: Balogh, Engelman (2011, tradução nossa). 
Nota: As células-tronco podem ser definidas de acordo com sua plasticidade em totipotentes quando são 
capazes de formar células dos três tecidos embrionários, pluripotentes se estas tem a capacidade de formar 
células de todos os tipo de um organismo adulto. Já as células multipotentes conseguem formar células de 
tecidos especificos. 
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 O microambiente da medula óssea é um ambiente bastante heterogêneo que 

compreende diversos tipos celulares como osteoblastos, adipócitos e diversos outros tipo de 

CTs como a hematopoetica (CTHs) e mesenquimais (CTMs). Além disso, possui vasos e 

células do tecido sanguíneo já totalmente diferenciados (Figura 3) (ZHOU et al., 2017). 

Além das CTHs, as CTMs são células não hematopoetica com propriedade de auto 

renovação, que funcionam como um microambiente de suporte para as CTHs. Estas células 

possuem capacidade de se diferenciar in vitro e in vivo, quando submetidas a estímulos 

indutores (PEREIRA, 2008; RAAF, 2003; VERFAILLIE, et al., 2003). As células tronco 

hematopoeticas, são responsáveis por dar origem a diversas células do tecido sanguíneo, e 

atualmente são utilizadas para o tratamento de diversas doenças que afetam o processo de 

hematopoese, sobretudo em casos de cânceres como em casos de leucemias (BYDLOWSKI 

et al., 2009; PASSWEG et al., 2016) 

 
Figura 3- Microambiente da medula óssea e seus componentes. 

 
Fonte: Adaptado de Qadura et al. (2017, tradução nossa).vvvvvvvvv 
Nota: O microambiente da medula óssea é composto por um grande 
número de células dentre as quais encontram-se as células tronco 
hematopoéticas, que darão origem à células progenitoras mieloide como 
também as células do sistema imunológico e as células tronco 
mesenquimais. Além disso, este microambiente vasos sanguíneos, 
adipócitos, osteoblastos e osteoclastos dentre outros tipos celulares 
específicos. 
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 A capacidade de regeneração tecidual promovida pelas células-tronco da medula 

óssea,  tem sido de extrema importância na sua escolha para fins terapêuticos, fortalecendo 

um novo panorama no campo da medicina regenerativa. Sua plasticidade e potencial 

regenerativo, bem como o seu fácil cultivo e isolamento, são características primordiais para 

sua utilização no tratamento de diversas doenças, tais como distúrbios hematológicos, 

doenças crônico-degenerativas e alguns tipos de cânceres (LJUNGMAN et al., 2006; LI et 

al., 2017). O transplante através de enxertos não autólogos ou autólogos tem sido muito 

utilizado para reconstituição de órgãos e de tecidos lesados grave e extensivamente (KIRBY 

et al., 2015). Ensaios experimentais em terapia celular com CTMs em modelos de 

cardiopatias, mostraram uma melhora com consequente regeneração do tecido cardíaco. Em 

um estudo clínico de fase 1 com pacientes acometidos com uma doença neurodegenerativa 

(lipofucnose ceróide), mostrou que a transdiferenciação em células neuronais possibilitou 

uma melhora clínica e que as CTs promoveram uma proteção neuronal. Esse estudo foi um 

dos pioneiros, possibilitando a aceitação e aprovação do primeiro estudo clínico com CTs 

pela Food and Drugs Administration (FDA) (QADURA, 2018; SCHWARZ; SCHWARZ, 

2010; TROUNSON et al., 2011). 

 Estudos conduzidos por Bhansali em 2009, mostraram que o transplante de CTs 

promoveu melhora em pacientes diagnosticados com Diabetes tipos I e II, através do 

aumento dos níveis de peptídeo C e HbA1c, além de diminuição da produção de auto-

anticorpos contra as células do pâncreas (BHARTIYA, 2016). Além disso, um estudo 

realizado em modelo murino de fibrose hepática, induzido pela administração de tetracloreto 

de carbono, a terapia com CTs de medula óssea teve ação antifibrogênica, bem como 

contribuiu para melhora nos parâmetros funcionais hepáticos (ABDELAZIZ et al., 2007). 

Tais resultados contribuíram para o avanço nas pesquisas em terapia celular para vários 

outros modelos de doenças. 

 

2.3 Células-tronco Mesenquimais  

 

 O processo de manutenção e reparo de órgãos e tecidos são mantidos devido a um 

pool de células tronco adultas que neles residem. Dentre estas células, as CTMs, são fortes 

candidatas para o tratamento de uma grande variedade de doenças (TURINETTO et al., 

2016). As CTMs foram descritas primeiramente por Fridenstein e colaboradores em 1976, 

sendo caracterizadas como células aderentes ao plástico, que em cultura crescem em 

monocamada, e que apresentam potencial de diferenciação em células da linhagem    
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adipogênica, osteogênica e condrogênica (WANG et al., 2018). Os estudos com CTMs, têm 

mostrado que estas podem sofrer transdiferenciação em células altamente especializadas, a 

exemplo dos neurônios, fibroblastos e miócitos, dentre outros tipos (figura 4) (BOBIS & 

MAJKA, 2006; CHEN et al., 2016; FRIEDENSTEIN, et al., 1976; KANG, et al., 2014; 

SHIN, et al., 2017, WANG et al., 2018). A medula óssea, tem sido a fonte de CTMs mais 

explorada nos últimos anos. As CTMs, correspondem a cerca de 0,001-0,1% das células 

totais da medula (CHEN et al., 2016). Apesar de terem sido descritas como células do 

estroma medular, atualmente as CTMs podem ser obtidas e isoladas a partir diversas outras 

fontes, tais como pele, tecido adiposo, membrana sinovial, polpa dentária, periosteo, 

músculos, sangue periférico, sangue menstrual e endometrial, cérvice uterina, tecidos fetal, 

placenta, cordão umbilical entre outros tipos de tecidos. Embora sejam obtidas de diferentes 

origens, estas células apresentam propriedades in vitro bastante semelhantes (DELORME, 

2010; FIORE et al., 2015; HUA et al., 2009; ORCIANI; DI PRIMIO, 2013; SHIN et al., 

2017; VIZOSO et al., 2017; WANG et al., 2018).  

 Estudos têm mostrado que as CTMs apresentam baixa imunogenicidade e alta 

histocompatibilidade, devido à baixa expressão de complexo de histocompatibilidade de 

classe I (MHC-I) e ausência de MHC de classe II. Este requisito, reforça a segurança que o 

uso de tal tipo celular possui como modalidade terapêutica, oferecendo uma maior segurança 

em um ambiente alogênico, sem um possível risco de rejeição por parte do receptor (CHEN 

et al., 2009; HE et al., 2018; KOPPULA et al., 2009). 

 As CTMs constituem uma população celular com heterogeneidade fisiológica, 

morfológica e no perfil de expressão de antígenos de superfície. Estas células, além de sua 

propriedade de diferenciação em linhagens específicas, apresentam um grande número de 

moléculas de adesão e receptores para fatores de crescimento, bem como podem estar 

envolvidas na produção de citocinas e de proteínas da MEC (BOBIS; 2006; DEVINE; 

HOFFMAN, 2000). Em 2006, o comitê de células tronco mesenquimais e tecidos da 

Sociedade Internacional de Terapia Celular (SITC), estabeleceu um conjunto de critérios 

para caracterização das CTMs isoladas da medula óssea, assim como de outros tecido, tais 

como: Aderência ao plástico, quando mantidas sob condições de cultura; expressão de 

alguns macadores de superfície como o CD44, CD105 (SH2 endogleína), CD106 (Molécula 

de adesão celular vascular; VCAM-1), CD166, CD29, CD73 (SH3 e SH4), CD90 (Thy-1), 

CD117, STRO-1 e Sca-1. Além disso, as CTMs foram definidas como células que 

apresentam uma baixa expressão de marcadores de superfície como o CD45, CD34, CD14 

ou CD11b, CD79, CD19 e o HLA-DR, porém a expressão destes marcadores variam de 
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acordo com o organismo de origem (figura 4) (BADDOO et al., 2003; BOIRET et al., 2005; 

DENNIS et al., 2002; GRONTHOS et al., 2003; SAMSONRAJ et al., 2017; VIZOSO et al., 

2017) 

 
Figura 4- Origem, expansão e diferenciação das CTMs.  

 
Fonte: Adaptado de Chen et al., (2016, tradução nossa). Vvvvvvvvvvvvvvvvvvv                 
Nota: As CTMs podem ser isoladas de diversas fontes de tecidos, expandidas e diferenciadas 
em determinadas linhagens de células do estroma, como adipócitos, osteoblastos, condrócitos. 
Além disso, uma combinação de marcadores positivos e negativos podem ser usados para 
caracterizá-las. 
 

Outra característica bastante relevante para se caracterizar as CTMs, é a sua 

multipotencialidade. Em condições in vitro e in vivo, a adesão celular à MEC é um dos 

pontos chaves para acontecer a sua proliferação, migração e diferenciação. (BIRMINGHAM 

et al., 2012; CHEN et al., 2016; KILIAN et al., 2010; SEN et al., 2017). Durante o processo 

de diferenciação das CTMs para uma linhagem celular específica, múltiplos estímulos e 

inibidores exercem papel importante no processo inicial, e também em estágios mais 

avançados. Esse processo é controlado por citocinas, fatores de crescimento, fatores de 

transcrição e também por meio de moléculas associadas à MEC. Nas condições in vitro, esse 

processo requer indutores específicos (AGRAWAL; ALMALKI, 2016; SEN et al., 2017). O 

processo de diferenciação das CTMs basicamente acontece em duas etapas que é o 

comprometimento com uma determinada linhagem, o qual as CTMs originam progenitores 
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de linhagens específicas, e o processo de maturação, no qual os progenitores se diferenciam 

em células nas quais estão comprometidos (CHEN et al., 2016).  

Durante algumas décadas, o transplante das CTs tem sido de suma relevância para o 

reparo tecidual dentro do campo da medicina regenerativa. Estudos pré-clínicos 

demonstraram resultados bastante promissores no que se relaciona ao tratamento de diversas 

doenças, como no caso da esclerose múltipla, fazendo com que o uso das CTMs na terapia 

celular progredisse para aplicações cada vez mais avançadas em vários estudos clínicos 

(BALDASSARI; COHEN, 2018). Apesar dos avanços, discussões ainda permanecem  

frequentes a respeito de qual tipo celular e fonte seria mais eficaz para serem usadas como 

aplicações terapêuticas. Apesar disso, sabe-se que as CTMs atualmente, são tidas como uma 

das populações celulares bastante promissoras, devido ao seu potencial de baixa 

imunogenicidade para serem utilizadas em estudos tanto experimentais quanto clínicos em 

diferentes organismos (BALDASSARI; COHEN, 2018; MEIERHENRY et al., 2015). 

 

2.4 Terapia celular para fibrose hepática 

 

Atualmente, as terapias requeridas para o tratamento das doenças crônicas do fígado 

está voltada basicamente para o tratamento das doenças de base (FORBES, 2008; 

NEWSOME; OWEN, 2015). Estudos experimentais e clínicos com terapia celular 

demonstrou que a melhora da função hepática é atribuída a mecanismos distintos sendo eles: 

a capacidade de diferenciação das células-tronco em hepatócitos e às características 

imunomodulatórias com secreção de citocinas anti-inflamatórias e antifibrogênicas 

(FERRER et al., 2015). Os estudos experimentais demonstram ainda que após a infusão 

celular, há uma diminuição dos níveis de fibrose e inflamação, aumento da regeneração 

tecidual, diminuição da apoptose de hepatócitos, diminuição de mortalidade e melhora nos 

padrões bioquímicos (LIANG et al., 2004; NASIR et al., 2013). A terapia celular também 

vem mostrando-se promissora para o tratamento em seres humanos acometidos de lesões 

hepáticas crônicas (VOLAREVIC, 2014). Inicialmente, as células-tronco de medula óssea 

foram a população mais utilizada na terapia celular, todavia, a alta capacidade 

imunomodulatória das CTMs, sua capacidade de expansão e sua baixa imunogenicidade têm 

trazido muitas contribuições na literatura sobre os benefícios destas células no reparo 

hepático (CHEN et al., 2009). 

 Em um estudo pré clínico com modelo de cirrose foi demonstrado que as CTMs 

melhoram as funções hepáticas por meio da ação sobre as CEHs. Sua ação é desempenhada 
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através do fator de crescimento nervoso (NGF), que se liga à molécula p75 expressa em 

CEHs ativadas. Esta ligação leva à apoptose das CEHs, que consequentemente diminui a 

secreção de componentes da MEC no tecido hepático. As CTMs também secretam MMPs 

que são capazes de degradar o colágeno tipo 1. Além disso, estas células agem promovendo 

a diminuição da secreção de α-SMA e TGF-β pelas CEHs ativadas (figura 5) (NEWSOME; 

OWEN, 2015). Evidências científicas tem indicado que as CTMs possuem a habilidade de 

estimular a angiogênese e produzir fatores tróficos, que são secretados e que exercem um 

papel importante no processo de regeneração e na redução do processo inflamatório. Estes 

mecanismos levam as CTMs a migrarem para o local da lesão e se diferenciarem em 

hepatócitos, promovendo a reconstituição do tecido hepático e ao consequente 

restabelecimento das funções do órgão (BATALLER, 2016; EOM et al., 2015; NEWSOME; 

OWEN; SHAH,  2015; SI-TAYEB, et al., 2010; WANG et al., 2009). 

Figura 5- Ação das CTMs no tratamento da fibrose hepática. 

 
Fonte: Owen, Newsome, (2015, tradução nossa).nnnnnn    nnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnn           
Nota: As CTMs tem papel importante no tratamento da fibrose hepática através da ligação as 
CEHs bloqueando a secreção da MEC. Além disso, agem secretando MMPs que degradam o 
colágeno e também tem papel na diminuição dos níveis de α-SMA e TGF-
β.mmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmm                                                                                                     
Legenda: CTM: Células Tronco Mesenquimais,  CEHs: Células Estreladas Hepáticas, MEC: 
Matriz Extracelular, α-SMA: Alfa Actina de Músculo Liso, TGF-β: Fator de Crescimento 
Tecidual-β. 

 

 O processo pelo qual as CTMs promovem uma atenuação da resposta inflamatória, 

assim como a redução das áreas de lesão hepática, ocorre por meio da produção de citocinas 

inflamatórias e outras moléculas que contribuem para uma proteção do ambiente hepático 
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(GAZDIC et al., 2017). Assim, as CTMs podem promover uma imunomodulação por meio 

da expressão de diversos fatores solúveis que regulam a proliferação, como também as 

funções de diversas células do sistema imune, induzindo a ativação de células T 

reguraltórias. Dentre os fatores solúveis destacam-se a prostaglandia E2 (PGE2), o óxido 

nitrico, a IL-6, IL-10, HLA-G e a Indoleamina 2,3-dioxigenase (IDO) (SHARMA, et al., 

2014). A PGE2 promove o aumento da IL-10 e consequente diminuição do fator de necrose 

tumoral alfa (TNF-α), além da diminuição do interferon γ (INF-γ) e da IL-12 em células 

dendríticas (DC). Além disso, a IDO e o HLA-G atuam na supressão das células T-

regulatórias, o que se reflete em uma inibição na secreção de imunoglobulina G (IgG) por 

células B. Sendo assim, as CTMs podem inibir a ativação das células imunes por meio de 

contato célula-célula (EOM et al., 2015; PAREKKADAN et al., 2007; VOLAREVIC et al., 

2010). 

 Estudos têm demonstrado que a terapia celular com CTMs para as doenças do fígado 

é uma alternativa bastante promissora, considerando suas características fisiológicas e 

potencial de diferenciação. Porém, limitações como tempo de sobrevida das células e sua 

segurança após o transplante celular ainda é discutido (NEWSOME; OWEN, 2015; ZHAO 

et al., 2016). Portanto, é necessário se traçar estratégias que permitam o aumento da 

sobrevida dessas células após o transplante, a fim de torná-las mais eficazes no tratamento 

das doenças que acometem o fígado. 

 

2.5 Fator estimulador de colônia de granulócitos (G-CSF) 

 

 O Fator Estimulador de Colônia de Granulócitos (G-CSF) é uma glicoproteína que 

pertence à família dos fatores estimuladores de colônia (CSF). O gene do G-CSF esta 

localizado na região 17q11.2-q21 no cromossomo 17 possindo 207 aminoacidos. Esta 

família inclui os fatores CSF1 ou também conhecido como CSF macrofágicos (M-CSF), o 

CSF-2 denominado de CSF macrofágico e granulocítico (GM-CSF) e o CSF-3 conhecido 

como o CSF de granulócitos denomindo de G-CSF (CETEAN et al, 2011; RAHMATI et al., 

2015; ROOT; DALE, 1999; SIMMERS et al., 1987). O G-CSF, tem sua produção associada 

a diferentes tipos celulares, como células endoteliais, fibroblastos, neurônios, plaquetas, 

assim como à células com propriedades de imunocompetência como monócitos e 

macrófagos (BUSSOLINO et al., 1998; CETEAN et al., 2015; WÜRFEL, 2015).  

 O G-CSF possui propriedade de regular o crescimento, diferenciação, migração e 

funções efetoras de alguns tipos celulares na medula óssea, em locais de inflamação e 
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também na corrente sanguínea. Além disso, é mais eficaz que outros fatores da sua família 

quando relacionado a mobilizar células progenitoras hematopoéticas e leucócitos (CETEAN, 

2015). Este fator tem ação direta sobre o precursores neutrofílicos levando-os a crescerem, 

diferenciarem e desempenhar suas funções específicas, além de possibilitar que estas células 

produzam granulócitos e liberem-os na corrente sanguínea (YANG et al., 2016). O G-CSF é 

bastante utilizado na prática clínica, devido a sua capacidade de melhorar estados 

imunosupressivos em pacientes submetidos à quimioterapia ou radioterapia. Devido a estas 

propriedades, esta citocina é administrada em doadores permitindo assim a mobilização das 

células da medula óssea para o sangue periférico em momentos que antecedem a coleta das 

células tronco, e em alguns casos antes da coleta de medula óssea (DEOTARE et al., 2015; 

RUTELLA, 2007). 

 O G-CSF juntamente com o seu receptor desempenham papeis essenciais na 

produção de neutrófilos, mesmo em condições basais e também quando influenciado por 

alguns mecanismos infecciosos, em condições de emergência fisiológica. O receptor do G-

CSF (G-CSFR) pertence a superfamília de citocinas, sendo primariamente detectado em 

células hematopoéticas, é uma proteína transmembrana constituida por 813 aminoácidos, 

sendo distribuidos 604 no domínio transmembranar, 26 no domínio intermembranar e 183 

na parte intracitoplasmática.  

 O G-CSFR se encontra em superfícies de céluas responsíveis, principalmente em 

células progenitoras da linhagem mieloide, que faz com que este tenha ação sobre a 

mielopoese. Ao  se ligar com seu receptor, o fator induz a fosforilaçao da proteína tirosina 

intracelularmente e dispara diversas vias de sinalização (figura 6) (TIDOW; WELTE, 1997). 

Os efeitos das vias de sinalização, estão relacionadas com a indução da proliferação celular, 

processos anti-apoptóticos e anti-inflamatórios. Além disso, estas vias desempenham papel 

importante no processo de mobilização das células tronco para sítos de lesão (ADSUMILLI 

et al., 2012; DWIVEDI; GREIS, 2017). 
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Figura 6- Principais vias de sinalização do G-CSFR. 

 
Fonte: Adaptado de Dwivedi, Greis (2017, tradução nossa). 
Nota: O receptor do GCS-F (G-CSFR) apresenta vias de sinalização que 
são ativadas em resposta à ligação do G-CSF, essas vias são a JAK/STAT, 
PI3K/AKT, MAPK/ERK1/2, e a SOCS2 (que age como um regulador 
negativo de todas as vias) estas vias levam ao aumento da produção de 
granulócitos, sobretudo neutrófilos. 
Legenda: G-CSFR-Receptor de GCS-F, JAK/STAT Janus tirosina 
quinase/Transdutor de Sinal e Ativador de Transcrição - PI3K/AKT- 
Fosfatidilinositol 3-quinase/proteína quinase B, MAPK/ERK1/2- Proteína 
Quinase Ativadora de Mitógenos/ Quinase Reguladora de Sinal 
Extracelular, SOCS2- Supressor de Sinal de Citocina 2. 

  

 Estudos experimentais realizados em modelos de insuficiência hepática e hepatite 

demonstraram que a administração do G-CSF induz a mobilização de células tronco da 

medula óssea CD34+ que se diferenciam em hepatócitos. Além disso, a administração deste 

fator pode levar ao aumento do reparo hepático através da proliferação de células 

progenitoras hepáticas, que se diferenciam em hepatócitos maduros com consequente reparo 

do tecido lesado (figura 7). Em estudo clínico com humanos, em modelo de hepatite 

alcoólica e insuficiência hepática aguda-crônica, a injeção dessa citocina induziu a 

mobilização de células CD34+, expressão de fator de crescimento de hepatócitos (HGF) e a 

proliferação de células progenitoras hepáticas, além de melhorar os parâmetros clínicos, 

bioquímicos e histológicos dos pacientes (GUSTOT, 2014; MOREAU; RAUTOU, 2014; 

SINGH et al., 2018). Vários estudos clínicos tem demonstrado que o G-CSF promove a 

mobilização das células da medula óssea e aceleram o seu potencial de diferenciação, 



 31 

atividade esta que foi evidenciada em estudo realizado em tecido cardíaco, no qual o G-CSF 

promoveu a diferenciação das células do tecido cardíaco em miócitos e em células 

vasculares. Além disso, foi observado o potencial desta citocina relacionado ao seu perfil 

anti-inflamatório em estudos realizados em modelo de colite ulcerativa e a doença de Crohn 

(OGISO et al., 2007). 

 
Figura 7- Potencial mecanismo de ação do G-CSF na regeneração hepática. 

 
Fonte: Adaptado de Moreau e Rauton (2014, tradução nossa).  
Nota: O G-CSF age mediando a regeneração hepática através da 
mobilização de células tronco CD34+ e promovendo sua 
diferenciação em hepatócitos maduros, além de agir estimulando 
a proliferação de células progenitoras hepáticas no figado 
lesionado.mmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmm
Legenda: G-CSF: Fator estimuladot de colônia de granulócitos  

 

 Em um estudo clínico de fase II realizado com pacientes acometidos com cirrose e 

um alto grau de insuficiência hepática, foi avaliado os efeitos da mobilização das células da 

medula pelo G-CSF, demonstrando resultados promissores como regeneração do órgão e sua 

função (SPAHR et al., 2008; SINGH et al., 2018). Além disso, foi demonstrado que a 

administração desse fator após transplante hepático ectópico aumentou a taxa de 

regeneração tecidual e a mobilização das células provindas da medula óssea, aumentando 

também a diferenciação dos hepatócitos dentro do tecido acometido com a lesão (LI et al., 

2010). 

 

2.6 Células-tronco mesenquimais geneticamente modificadas 

 

 A modificação genética é uma ferramenta bastante utilizada atualmente na área da 
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medicina regenerativa e molecular. Esta vem sendo uma opção interessante, pois possibilita 

a melhora do potencial terapêutico celular em direcionar determinados fatores ao alvo, em 

casos de terapias específicas como agentes anti câncer (GRIFFIN et al., 2010; SAGE et al., 

2016). As modificações celulares podem ser realizadas sobretudo de maneira viral e não 

viral. As técnicas não virais não integram o DNA de interesse ao DNA da célula receptora, 

sendo mais seguro pois tem baixa imunogenicidade em relação aos métodos virais (GUL-

ULUDAG et al., 2012). Os vetores virais são bastante utilizados, pois permitem que o gene 

de interesse seja integrado ao genoma das células receptoras, podendo ser eficiente por sua 

capacidade de infectar as células receptoras (NOWAKOWSKI et al., 2013; WYSE et al., 

2014). Estas técnicas tem o objetivo de promover a indução da diferenciação de 

determinados tipos celulares e ainda promover expressão ou supressão ectópica (fora do seu 

local de origem) de determinados genes que podem induzir as células a expressar o fenótipo 

de interesse. A aquisição de maiores conhecimentos na área de biologia molecular e 

biotecnologia vem permitindo que as modificações das CTs possam ser realizadas com o 

objetivo de obter a funcionalidade e o destino específico (NOWAKOWSKI, 2013). A 

modificação das CTs tem sido uma prática bastante explorada por estas possuirem a 

capacidade de expressar e secretar moléculas que são parte de sua atividade parácrina, e ter a 

possibilidade de aumentar a expressão de seus fatores de crescimento e citocinas, sendo uma 

alternativa viável para se alcançar resultados mais eficientes (HAIDER et al., 2011; 

NOWAKOWSKI, 2013). 

 A utilização de CTs como as CTMs geneticamente modificadas ainda é alvo de 

discussão devido a algumas limitações como sua baixa sobrevida após a realização do 

transplante. Porém, várias estratégias tem sido estudadas na tentativa de melhorar  a 

longevidade das células após o transplante no ambiente de destino, assim como um melhor e 

mais efetivo meio de implante (LI et al., 2016). Estudos têm demonstrado que o uso de 

CTMs em terapias contra o câncer é devido ao seu potencial de ser modificadas e permitir a 

eficiência na ação de “entrega” de genes específicos para a terapia com agentes anti-câncer. 

Devido a sua capacidade de serem atraídas pelo estroma celular do tumor, a terapia com as 

CTMs geneticamente modificadas permitem a liberação dos genes de interesse em múltiplos 

sítios tumorais (SAGE, 2016).  

 As CTMs tem surgido como uma das maiores fontes no uso das terapias celulares 

como em modelos de cardiopatias. Estas células vem sendo utilizadas na terapia com foco 

na regeneração e completo reparo do tecido cardíaco, após eventos de infarto do miocárdio, 
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além da recuperação das funções teciduais, visando promover a regeneração do tecido e 

consequente diminuição da área de cicatrização (HARE et al., 2014; HATZISTEGOR et al., 

2010; HELDMAN et al., 2014; KARANTALIS et al., 2014; KULANDAVELU et al., 

2017). 

 Nesse contexto, um estudo realizado por Chen e colaboradores (2017) demonstrou o 

potencial terapêutico das CTMs superexpressando a óxido nitrico endotelial sintase 

(eNOS/NOS3) para o tratamento da lesão cardíaca isquêmica em ratos. Foi observado  que o 

implante dessas células superexpressando o gene eNOS na medula óssea dos animais 

promoveu a melhora do quadro de isquemia. Além disso, o transplante promoveu a redução 

da área do infarto, aumentou a densidade dos capilares e ainda promoveu a melhora de 

parâmetros hemodinâmicos (KULANDAVELU et al., 2017).  

 Em estudo utilizando modelos de fibrose hepática em ratos foram avaliados a 

eficácia terapêutica das CTMs derivadas de humano que superexpressavam de forma 

ectópica o HGF. Esse estudo mostrou que essas células que superexpressavam este fator 

foram capazes de reduzir o processo de fibrose por meio da diminuição de citocinas, que 

atuam de forma pró-fibrogênica e recuperou o equilíbrio entre as MMPs e seus inibidores, 

mostrando a eficácia das CTMs geneticamente modificadas com esse fator na regeneração 

da fibrose hepática (KIM et al., 2014). 

 Mediante o contexto apresentado sobre o potencial das CTMs e seus efeitos 

significativos para o tratamento das mais diversas patologias, a hipótese deste trabalho é se 

as células tronco mesenquimais geneticamente modificadas para superexpressar o G-CSF 

potencializaria a atividade antifibrótica, assim como o papel regenerativo dessas células, a 

fim de agir como uma alternativa terapêutica para as doenças crônicas do fígado.  
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3 JUSTIFICATIVA 

 

 A fibrose hepática corresponde a uma formação de tecido de cicatrização em 

resposta ao dano crônico ao fígado. A deposição continua de tecido fibroso modifica o 

funcionamento do órgão e pode evoluir para complicações mais severas que levem a 

falência do fígado. Um grande número de pacientes portadores de doenças hepáticas são 

assintomáticos, todavia com o aparecimento de sinais e sintomas ocorre uma perda na 

qualidade de vida dos indivíduos levando a um ônus pessoal e econômico. Os tratamentos 

existentes são limitados e por isso novas alternativas terapêuticas se fazem necessárias. 

Nesse contexto, as células-tronco na medicina regenerativa têm se demonstrado uma 

relevante ferramenta na melhora tecidual em doenças crônico-degenerativas oriundas de 

diferentes etiologias. Nos últimos anos, nosso laboratório vem desenvolvendo estudos 

envolvendo terapias celulares e lesões hepáticas, principalmente, em modelos experimentais. 

Os resultados obtidos nos estudos iniciais com células tronco obtidas da medula óssea 

demontraram melhora tecidual e dos parâmetros bioquímicos nos animais após o uso da 

terapia celular tanto no modelo experimental químico quanto parasitário. Os bons resultados 

obtidos a partir desse trabalho e de outros estudos descritos na literatura possibilitou a 

realização no Hospital São Rafael na Bahia de dois trabalhos clínicos de fase I e II 

realizados em pacientes hepatopatas e que se encontravam em fila de transplante. Os 

resultados obtidos foram satisfatórios, onde o procedimento de infusão de células-tronco 

mononucleares de medula óssea mostrou-se seguro e exequível. Melhora das funções 

hepáticas desses pacientes após terapia também foi observada até 90 dias após infusão 

celular. O que nos levou a refletir sobre a necessidade de aprimoramento na terapia que 

fosse capaz de auxiliar o processo de reparo de forma mais permanente. Nesse contexto, 

pretendemos avaliar o potencial terapêutico e biotecnológico das células tronco 

mesenquimais modificadas geneticamente para superexpressar o fator estimulador de 

colônia de granulócitos (GCS-F).O GCS-F é uma glicoproteína que tem sido utilizado em 

terapias de doenças agudas e crônicas tanto em modelos experimentais quanto em seres 

humanos. Dessa forma, pretendemos com o presente projeto indicar novas fontes 

terapêuticas seguras e que apresentem resultados mais duradouros em hepatopatias. 
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4 HIPÓTESE 

 
 A terapia com células tronco mesenquimais, geneticamente modificadas para 

superexpressar o G-CSF, tem efeitos anti-fibrosantes em modelo experimental de fibrose 

hepática.  
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5 OBJETIVO GERAL  

 

Investigar o potencial terapêutico do transplante de CTMs transduzidas com G-CSF 

(CTM_G-CSF), em lesão hepática crônica, em modelo experimental de fibrose hepática 

resultante da infecção pelo Schistosoma mansoni. 

 

5.1 Objetivos específicos 

 

a) Caracterizar funcional e imunofenotipicamente as CTM_G-CSF; 

b) Avaliar os efeitos anti-fibrosantes da terapia com CTM_G-CSF; 

c) Analisar os efeitos imunomodulatórios das CTM_G-CSF. 
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6 MATERIAIS E MÉTODOS 

  

Principais procedimentos metodológicos utilizados para realização dos experimentos. 

 

6.1 Cultivo das CTMs 

 

Cultivo das CTMs utilizadas no estudo. 

 

6.1.1 Células tronco mesenquimais transduzidas com G-CSF (CTM_G-CSF) 

 

 As CTM_G-CSF foram cedidas pela Dra Milena Botelho Pereira Soares (FIOCRUZ-

BA). A modificação genética das CTMs foi realizada por Gonçalves e colaboradores (2017), 

através da transdução com um vetor lentiviral baseado em HIV-1 (vetor incapaz de se 

replicar, sendo utilizado para inserção e expressão dos genes de interesse nas células alvos). 

A confirmação da produção do G-CSF pelas células transduzidas foi feita através do ensaio 

ELISA sanduíche (GONÇALVES et al., 2017) As CTM_G-CSF foram plaqueadas e 

cultivadas no Laboratório de Imunopatologia e Biologia Molecular (IAM/FIOCRUZ-PE), 

em garrafas T25cm2 com meio de cultura Dubelcco’s Modified Eagle Media completo 

(DMEM– suplementado com 10% de soro fetal bovino (FBS-Vitrocell–Embriolife, São 

Paulo, BRA), 1% de antibiótico/antimicótico (Penicilina 10.000 U/ml /Streptomicina 10.000 

µg/ml–Gibco-Life Technologies, SP, BRA). As culturas de células foram mantidas em 

estufa à 37oC em 5% de CO2 e umidade de 95%, sendo observadas ao microscópio invertido 

a cada 24 horas para avaliar o perfil de crescimento e morfologia. Após 72 horas do início 

da cultura, foi realizada a troca de meio para remoção das células não aderentes. Ao 

atingirem confluência entre 80-90%, realizou-se a passagem celular utilizando solução de  

0,20% Tripsina (Sigma Aldrich, St. Louis, USA) e EDTA 0,02% (Invitrogen-Gibco®, 

USA). 

 

6.2 Caracterização funcional e imunofenotípica das CTMs 

 
Caracterização das CTMs utilizadas no estudo por meio de diferenciação e 

imunofenotipagem.  
 
6.2.1 Indução das diferenciações adipogênica e osteogênica das CTMs 
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 Para caracterizar as células CTM_G-CSF e CTM_MOCK (células que passaram pelo 

mesmo processo de modificação recebendo o plasmídeo vazio, não expressando o gene de 

interesse), foram cultivadas em placas de 24 poços, divididas em duas concentrações 

diferentes (1x105 e 3x105) e em dois grupos: grupos de diferenciação e grupo controle 

(protocolo adaptado de Secco et al., 2008). Durante 10 dias as células foram cultivadas com 

meio indutor de diferenciação adipogênica: DMEM suplementado com 10% de FBS e 1% 

de antibiótico (Penicilina/Streptomicina), Indometacina 60µM, 3-isobutilmetilxantina 

500µM, Dexametasona 1 µM e Insulina 5µg/ml (Sigma Aldrich, St. Louis, USA) e meio de 

diferenciação osteogênica: DMEM suplementado com 10% de FBS e 1% de 

antibiótico/antimótico (Penicilina/Streptomicina), Ascorbato-2-fosfato 50µM, β-

Glicerofosfato 10 µM e Dexametasona 0,1 µM (Sigma Aldrich, St. Louis, USA). O grupo 

controle foi cultivado com meio DMEM suplementado com 10% de FBS e 1% de 

antibiótico/antimicótico. Os meios foram trocados a cada 72 horas e as placas observadas a 

cada 3 dias. Ao final dos 10 dias, foi realizada a coloração com Oil Red O para confirmação   

da diferenciação adipogênica. Para isso, as células foram fixadas em paraformaldeído a 4% 

por 15 minutos em temperatura ambiente, seguida de lavagem com água destilada e 

incubadas em álcool 70% por 3 minutos.  Logo após, as células, foram coradas com solução 

de Oil red O por 5 minutos e lavadas com água destilada, sendo visualizadas em 

microscópio invertido. Para confirmar a diferenciação osteogênica, as céulas foram 

submetidas ao método Von Kossa. Inicialmente, após retirado o meio, as células foram 

lavadas duas vezes com PBS e fixadas em paraformaldeído a 4% por 15 minutos. Em 

seguida, foi adicionada a solução de nitrato de prata a 5% e incubado sob luz UV por 1 hora. 

Após lavagem em água destilada, foi acrescentada a solução de tiossulfato de sódio a 5% 

por 5 minutos. A seguir, foi feita a lavagem com água destilada e visualizada com o auxílio 

de um microscópio invertido.  

6.2.2 Imunofenotipagem por citometria de fluxo 

 Aproximadamente 106 células (CTM_G-CSF e CTM_MOCK) foram tripsinizadas e 

centrifugadas a 1000xg durante 10 minutos a 4oC. Em seguida, foram realizadas a contagem 

celular e avaliação da viailidade utilizando azul de trypan (Sigma Aldrich, St. Louis, USA), 

em microscópio óptico, com auxílio de câmara de Neubauer. Após lavagem em PBS-Wash 

(PBS contendo 0,5% de BSA e 1% de Azida sódica, pH=7,2), alíquotas de 106 células foram 

distribuídas em tubos de citometria e incubadas com os anticorpos, mantidas em temperatura 
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ambiente e ao abrigo da luz. Os anticorpos específicos, anti-mouse, são conjugados à 

ficoeritrina (PE), aloficocianina (APC) ou Isotiocianato de fluoresceína (FITC): CD34-PE, 

CD45-APC, CD14-FITC, CD44-PE, CD105-APC, CD73-PE, CD29-FITC e Ly6A/E(Sca-

1)-FITC (BD Pharmigen, EUA), seguindo as orientações do fabricante. Ao fim do 

experimento, as células foram lavadas e analisadas no citômetro de fluxo (FACS Calibur - 

Becton Dickson Immunocytometry Systems), na qual a estratégia de análise utilizada foi 

20.000 eventos e os dados obtidos foram dispostos em formato de histograma. 

 

6.3 Análise da expressão do G-CSF 
 
 Para analisar a expressão do gene G-CSF nas CTMs geneticamente modificadas, as 

células transduzidas foram cultivadas em meio DMEM e em seguida tripsinizadas utilizando 

a solução 0,20% de Tripsina (Sigma Aldrich, St. Louis, USA) e 0.02% de EDTA 

(Invitrogen-Gibco®, USA). O RNA total foi extraído utilizando-se o reagente trizol 

(Invitrogen), e 5 µg de RNA foram utilizados para sintetizar cDNA através GoScript™ 

Reverse Transcription Mix, Oligo(dt) (Promega, USA). Para verificação da expressão do 

gene G-CSF, foi utilizado 100ng do cDNA , sendo a avaliação da expressão do gene 

constitutivo β-actina utilizada como controle endógeno. A análise foi feita por meio da PCR 

convencional. A sequência nucleotídica dos primers utilizados estão dispostas no quadro 1. 

 
Quadro 1- Sequências de primers utilizados nas reações de RT-PCR convencional. 
Primers 

 
Sequências 5’-3’ Tamanho 

(pbs) 
hGCS-F 
forward 

CTGGCAGCAGATGGAAGAACT  
133 

hGCS-F reverse AGGAAGCTCTGCAGATGGGA 

β-actina forward CCGTAAGACCTCTATGCCAAC  
99 

β-actina reverse 
 

AGGAGCCAGAGCAGTAATCT 

Fonte: O autor 
 

Para amplificação do gene G-CSF foram utilizados seguintes reagentes: MgCl2 
(50mM), dNTPs (100mM), enzima Taq DNA Polymerase recombinant (5U/µl) (Invitrogen 
®), Primer GCS-F reverse and foward (100µM), tampão 10X Taq DNA Polymerase 
recombinant PCR Buffer, template cDNA (100 µM) e volume suficiente de água deionizada 
para completar 20 µl de reação. As condições utilizadas para amplificação deste gene estão 



 40 

descritas no quadro 2. Em seguida, os produtos foram analisados através de eletroforese em 
gel de agarose a 1,5 % corado com power SYBR® safe corante de gel 50bps (Life 
Technologies). Após a corrida eletroforética, o gel foi analisado através de transiluminador 
UV para visualização das bandas de DNA e fotografado com auxílio do programa e 
fotodocumentador LPIX image (Loccus Biotecnologia). 

Quadro 2- Condições de ciclagem utilizadas na reação de PCR convencional. 
Condições de ciclagem  Temperaturas (°C) Tempo (min) 
Desnaturação inicial  96 3,0 

Anelamento  55 40,0 
Extensão final 68 7,0 

 
 

 

6.4 Experimentação animal 
 

Camundongos isogênicos C57BL/6 (n=42), do sexo feminino, foram obtidos do 

biotério de criação de animais do IAM/FIOCRUZ-Recife. Os animais foram mantidos no 

biotério experimental da referida instituição em condições ideais de temperatura (± 23ºC) e 

luminosidade (ciclos de 12h claro/escuro), recebendo água e dieta ad libitum. Para o 

estabelecimento do modelo murino de esquistossomose crônica, a infecção foi realizada por 

via transcutânea, com aproximadamente 40 cercárias de S. mansoni da cepa LE. Cerca de 45 

dias após a infecção, foi realizado o exame parasitológico das fezes por meio do teste de 

Hoffmann para confirmação da infecção. Após o estabelecimento da fase crônica da 

infecção esquistossomótica (16 semanas), os animais foram submetidos ao tratamento 

quimioterápico com Praziquantel (dose única, via oral – 400mg/Kg) para a eliminação dos 

vermes adultos, no biotério de experimentação animal IAM/FIOCRUZ-Recife. Os animais 

infectados foram distribuídos randomicamente em quatro grupos experimentais com número 

entre 10 e 15 animais por grupo para a etapa seguinte do estudo (transaplante celular). Um 

grupo de animais sem infecção também foi mantido e utilizado como controle negativo. Os 

animais foram submetidos à eutanásia 8 semanas após o início da terapia. O desenho 

experimental foi conduzido de acordo com o esquematizado na figura 8: 

 

 

 

Fonte: O autor 

35 ciclos  
ciclos 
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Figura 8- Esquema do desenho experimental.  

 
Fonte: O autor.                                                                                                                                      
Nota: Camundongos C57BL/6 foram utilizados para o estabelecimento dos modelo crônico de fibose hepática. 
Estes animais foram submetidos a infecção pelo S. mansoni, e dstribuidos em grupos randomicamente. Após 
16 semanas da infecção, foram submetidos ao transplante celular. Depois de 8 semanas foi realizada a 
eutanásia para coleta de material de tecido hepático. Um grupo controle com animais saudáveis foi mantido 
durante todo o experimento.   ......................................................                           .                                                                                                                                                                                                
Legenda: PZQ: Praziquantel, CTM_MOCK: Células Tronco mesenquimais MOCK, G-CSF: Fator 
estimulador de colônia de granulócitos, CTM_G-CSF: Células tronco mesequimais transduzidas com G-CSF.    
 
6.5 Transplante celular 

 
Após 16 semanas da infecção pelo S. mansoni os animais infectados foram tratados 

com CTM_G-CSF, CTM_MOCK e injeção direta do G-CSF e o veículo (solução salina). 

Esses animais receberam injeções de 106 células/animal via intraperitoneal, diluídas em 

solução salina (200µl), e foi adotado o intervalo de uma semana a cada injeção (durante sete 

semanas). O mesmo esquema de tratamento foi utilizado nos animais tratados com o 

veículo.  Após 8 semanas do início da terapia, os camundongos foram submetidos à 

eutanásia para obtenção de amostras de fígado para a análise estereológica e hidroxiprolina.  

 

6.6 Análise estereológica 

 

Fragmentos de fígados dos animais utilizados no estudo, foram fixados em formol 

10% por 24 horas, em seguida embebidos em parafina, seccionados (5 µm) e corados pelo 

picrosírius vermelho e fast green para estudo do colágeno (JUNQUEIRA; BIGNOLOS; 
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BRENTANI, 1979). As imagens de secções histológicas coradas em picrosírius vermelho 

foram obtidas em microscópio óptico (DM LB 2, Leica Microsystems) equipado com uma 

câmera digital LEICA JVC TK (modelo C 1380, Pine Brook, NJ, EUA) e analisadas 

utilizando o sistema de processamento e análise de imagens LEICA QWIN, versão 2.6 MC 

(Leica, Cambridge, England). A partir das secções histológicas coradas com picrosírius 

vermelho e fast green, foram calculados alguns parâmetros de avaliação dos granulomas 

hepáticos como volume dos granulomas e densidades numérica (número de 

granulomas/unidade de volume) e volumétrica. As análises foram feitas em microscópio 

óptico (DM LB 2, Leica Microsystems). 

 

6.7 Dosagem da hidroxiprolina 

 

 Amostras de fígado, obtidas do lobo maior, pesando entre 100 e 200 mg, 

foram usadas para determinação de hidroxiprolina, constituinte do colágeno. As amostras 

foram processadas e analisadas segundo a metodologia de Bergman e Loxley (1963), lidas 

em espectrofotômetro automático (Pharmacia, modelo Ultrospec 3000), em densidade óptica 

de 558 nm, para a obtenção dos valores de hidroxiprolina de cada amostra (nMol/mg). 

 

6.8 Extração de RNA total e síntese de cDNA  

 

A extração de RNA total foi feita com trizol (Invitrogen),  a partir de fragmentos de  

tecido hepático (100mg). As amostras foram maceradas, seguidas da adição de 200µl de 

clorofórmio, para a separação do RNA dos demais componentes celulares (DNA e 

proteínas) em diferentes fases, etapa seguida de homogeneização por 15 minutos e 

centrifugação à 12.000x g, por 15 minutos a 15oC. A fase translúcida e aquosa (fase 

contendo o RNA) foi coletada e precipitada pela adição de 500 µl de álcool isopropílico, 

posteriormente  foi acrescentado mais 500 µl de etanol 75%, a amostra foi centrifugada à 

12.000xg por 10 minutos à 15oC e ressuspendida em água ultrapura livre de nucleases. Os 

RNAs extraídos foram em seguida tratados com água livre de RNAse e DNAse (Invitrogen). 

A concentração do RNA, bem como seu grau de pureza foram avaliados utilizando o 

aparelho NanoDrop 2000, disponibilizado pelo Núcleo de Plataformas Tecnológicas do 

IAM–FIOCRUZ. A síntese do cDNA foi realizada utilizando aproximadamente 5ug de 

RNA através do kit GoScript™Reverse Transcription Mix, Oligo(dt) (Promega, USA), 

seguindo as orientações do fabricante.  
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6.9 Estudos moleculares  

 

A PCR quantitativa em tempo real (qPCR) foi realizada no termociclador ABI Prism 

7500 (Applied Biosystems) usando power SYBR® Green PCR Master Mix (Applied 

Biosystems). A qPCR foi feita para avaliar os níveis de expressão de galectina-3, α-SMA e 

osteopontina (quadro 4). A amplificação do gene de β-actina foi utilizada como controle 

endógeno. A expressão relativa foi calculada com referência ao grupo de animais sadios e 

não tratados utilizando o método ΔΔCT pelo Software Applied Biosystems RQ. 

 
Quadro 3- Sequências de primers utilizados nas reações de RT-qPCR. 

Primers 
 

Sequências 5’-3’ Tamanho 
(pbs) 

Galectina 3 forward CTGAGAGATACCCATCGCTTTG 
 

 
98 

Galectina 3 reverse GTAGCTCAGTGAGAGAACACT 
 

α-SMAforward TCAGGGAGTAATGGTTGGAATG  
112 

α-SMAreverse GGTGATGATGCCGTGTTCTA 

Osteopontina 
forward 

CCTTGCTTGGGTTTGCAGTC 
 

 
137 

Osteopontina reverse CAGTCACTTTCACCGGGAGG 
 

β-actina forward CCGTAAGACCTCTATGCCAAC  
99 

β-actina reverse AGGAGCCAGAGCAGTAATCT 

 

 

6.10 Ensaios Imunológicos 
 
 Fragmentos hepáticos dos camundongos utilizados no estudo foram homogeneizados 
em um tampão de lise com inibidor de proteinases. Os sobrenadantes foram usados para 
quantificar através da técnica de ELISA sanduíche os níveis de IL-10 (e-Bioscience, San 
Diego, CA, USA), IL-13 (BD OptEIA set mouse, San Diego, CA, USA), TGF-β1 
(Human/mouse TGF-beta1, e-Bioscience, San Diego, CA, USA), MMP-9 e TIMP-1 (R&D 
Systems, Minneapolis, MN, USA) de acordo com as orientações do fabricantes. As amostras 
foram lidas em um comprimento de onda de 450 nm através de um leitor de microplacas 
(modelo 3550, Thermo Scientific) as concetrações foram calculadas em pg/mL. 

Fonte: O autor 
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6.11 Análise Estatística 
 
 Os dados quantitativos foram expressos em valores médios (média ± EP). 
Inicialmente os dados quantitativos foram submetidos a um teste de normalidade (Shapiro-
Wilk). De acordo com o valor de p, os dados foram avaliados através do teste ANOVA, para 
análises paramétricas, ou não paramétrico (Kruskal-Wallis, com pós-hoc de Dunn). As 
análises estatísticas foram realizadas utilizando o programa Graphpad Prism (versão 5.0, San 
Diego, CA, USA). O valor de p < 0.05 foi considerado estatisticamente significativo. 

 

6.12 Considerações Éticas 
 
 Os experimentos com animais no presente trabalho estão de acordo com as normas 

éticas estabelecidas na FIOCRUZ-PE e foram aprovados pela Comissão de Ética no Uso de 

Animais (CEUA) 108/2016 (Anexo A).  
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7 RESULTADOS 

 
Principais resultados alcançados. 

 

7.1 Cultivo das CTMs 

 
 As CTMs transduzidas ou não com o G-CSF foram mantidas em ambiente 

condicionado (estufa contendo 5% CO2 e temperatura de 37oC), iniciaram a aderência e 

apresentaram aspectos fibroblatóides nas primeiras 24 horas. Durante os 3 primeiros dias, as 

células permaneceram aderentes na garrafa de cultura celular (T25cm2). Em 

aproximadamente dez dias de cultivo, as CTMs atingiram 90% de confluência, o que pode 

ser observado pela análise morfológica e observação diária em microscópio óptico invertido 

(Figuras 9A, 9B, 9C e 9D).  

 
Figura 9- Cultivo das CTMs: CTM_MOCK e CTM_G-CSF. 

      
Fonte: O autor MMMMMM................MMMMMMMMMMMMMMMMMmmmmm                                                                                                                              
Nota: Por microscopia óptica de contraste de fase, é possível observar as 
CTMs_MOCK (A e B) e CTMs_G-CSF (C e D) com aproximadamente uma semana de 
cultivo e confluente, apresentando morfologia fibroblastoide, aspecto alongado e 
aderentes à superfícies plástica, em diferentes aumentos (A-C: escala 50µm B-D: escala 
25µm).                     
Legenda: CTM_G-CSF: Célula tronco mesenquimal transduzidas com G-CSF; 
CTM_MOCK: Células tronco mesenquimais MOCK. 
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7.2 Evidenciação do potencial de diferenciação celular 
 
 As CTMs (CTMs_MOCK e CTMs_G-CSF) submetidas à diferenciação adipogênica 

e osteogênica apresentaram após 10 dias de cultivo em meio de diferenciação, alterações 

morfológicas com presença de gotículas lipídicas em seu interior (figuras 10B e 10E), 

enquanto nos poços controles as células mantiveram a morfologia fibroblastoide sem 

presença de sinais de diferenciação (figuras 10A e 10D). Na placa de diferenciação 

osteogênica, também com cerca de 10 dias de cultivo, foi possível se observar pequenas 

estruturas de coloração escurecida agrupadas, sendo um indicativo de depósitos de matriz 

mineral, figuras 10C e 10F. 

Figura 10- Diferenciação adipogênica e osteogênica das CTM_G-CSF e CTM_MOCK. 

 
Fonte: O autor  
Nota: Em A e D é possível observar as CTMs_MOCK e CTMs_G-CSF cultivadas sem o meio indutor de 
diferenciação (escala de 25 µm); em B e E evidenciam-se gotículas de lipídios intracelulares das 
CTMs_MOCK e CTMs_G-CSF, respectivamente (setas pretas), após o processo de diferenciação 
adipogênica e coradas com Oil Red O (escala de 25 µm). Em C e F podem ser observados os depósitos de 
matriz mineral das CTMs_MOCK e CTMs_G-CSF, respectivamente (setas pretas), corado pelo método de 
Von Kossa (escala de 25µm).      MMMMMMMMMMMMMMMMMMMMMMMMMMMM                                   
Legenda: CTM_G-CSF: Célula tronco mesenquimal transduzidas com G-CSF; CTM_MOCK: Células 
tronco mesenquimais MOCK. 
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7.3 Análise da expressão do gene G-CSF 

 
 A avaliação da expressão gênica foi realizada nas CTMs_G-CSF. Os resultados 

demonstraram que as CTMs_G-CSF apresentaram acentuada expressão do gene de 

interesse, em comparação  com as células controle (CTMs_MOCK) (figura 11). O tamalho 

da banda do gene de interesse foi de acordo com o esperado, 133 bps. A expressão nas 

CTMs_G-CSF foi observada tanto antes quando depois da realização do transplante celular 

nos animais. 

 
Figura 11- Avaliação da expressão do gene G-CSF. 

 
Fonte: O autorno..............................................................................................NOTANOTA NOTA 
Nota: A amplificação do gene G-CSF confirmada por corrida eletroforética em gel de agarose a 1,5%, 
na qual os fragmento da banda apresentou o tamanho correspondente ao gene de interesse (setas 
vermelhas) quando comparado com o marcador 50 bp.LLLLLLLLLLLLLLLLLLLLLL                                                                           
Legenda: M: ladder; CN: controle negativo; CTM_MOCK: Células tronco mesenquimais MOCK; G-
CSF: Fator estimulador de colônia de granulócitos. 

 

7.4 Caracterização imunofenotípica das CTMs 
 
 As CTMs (MOCK e G-CSF), foram submetidas à avaliação da expressão de 

moléculas de superfície celular que são consideradas características para a referida linhagem 

em estudo através da citometria de fluxo. Para os anticorpos utilizados, as CTMs_G-CSF 

(figura 12), apresentaram marcação positiva para os seguintes antígenos de superfície: CD29 

(69,3%), Ly6A (Sca-1) (68,5%), CD44 (62,1%), CD 73 (12,5%), CD105 (73,8%) e CD34 

(48,2%),  e percentuais considerados negativos para os antígenos de superfície: CD14 

(2.93%), e CD45 (1,67%). Para as CTMs_MOCK (figura 13), foram observadas 

positividade para os seguintes antígenos de superficies: CD29 (99,0%), Ly6A (Sca-1) 

(77,8%), CD44 (99,5%), CD73 (28,8%) e CD34 (87,8%),  e e negatividade para os 
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antígenos: CD14 (0,43%), CD45 (0,79%) e CD105 (3,19)%. As células sem marcação, 

utilizadas como controles negativos, também serviram de parâmetro para análise da 

expressão positiva ou negativa dos marcadores com seus respectivos fluorocromos 

conjugados, sendo avaliados de acordo com o deslocamento do histograma relacionado ao 

canal de leitura.  

 

Figura 12- Imunofenotipagem para macadores de superfície das CTMs_G-CSF. 

 
Fonte: O autor 
Nota: Imunofenotipagem através da identificação e quantificação de antígenos de superfície das CTMs_G-
CSF, por meio de citometria de fluxo. CN (CTM_G-CSF): células sem marcação utilizadas como padrão 
negativo para a expressão dos marcadores avaliados. Histogramas dos marcadores apresentam suas 
respectivas porcentagens de acordo com as células marcadas como positivas ou negativas em relação ao 
canal de leitura do respectivo fluorocromo.MMM..........MMMMMMMMMMMMMMMMMMMMM                                                                       
Legenda: CN: Controle negativo; CTMs_G-CSF -Célula Tronco Mesenquimal transduzidas com G-CSF. 
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Figura 13- Imunofenotipagem para macadores de superfície das CTMs_MOCK. 

 
Fonte: O autor. MMMMMMMMMMMMMMMMMMMMMMMMMMMMMMMMMMMMMMM                                                                                                                                                    
Nota: Imunofenotipagem através da identificação e quantificação de antígenos de superfície na 
CTMs_MOCK por meio de citometria de fluxo. CN (CTM_MOCK): células sem marcação utilizadas como 
padrão negativo para a expressão dos marcadores avaliados. Histogramas dos marcadores apresentam suas 
respectivas porcentagens de acordo com as células marcadas como positivas ou negativas em relação ao 
canal de leitura do respectivo fluorocromo.MMM...............................................MMMMMMMMMMMM                                                                     
Legenda: CN: Controle negativo; CTM_MOCK: Células tronco mesenuimais MOCK. 

7.5 Avaliação da fibrose hepática  
 
 A avaliação dos percentuais de tecido fibroso foi realizada através da análise 
estereológica. Os resultados demonstraram que houve diminuição significativa (A=p<0,03; 
B=p<0,03), do percentual de tecido fibroso entre os grupos de camundongos 
esquistossomóticos submetidos à terapia com as CTMs_MOCK e CTM_G-CSF quando 
comparados ao grupos sem tratamento. Os animais tratados com G-CSF recombinante 
apresentaram uma redução não significativa do percentual de tecido fibroso (Figura 14A). 
Por sua vez, a análise bioquímica da hidroxiprolina no tecido hepático demonstrou uma 
diferença significativa estatisticamente apenas entre os grupos de animais tratados com as 
CTMs_G-CSF (figura 14 B).  
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Figura 14- Avaliação da fibrose hepática após terapia celular com as CTMs.  

 
Fonte: O autormmm........mmmmmm................mmmmnmmmmmmm.............................mmm                      
Nota: Quantificação de tecido fibroso realizado por meio da análise estereológica em animais 
tratados com o veículo (salina), CTMs_MOCK, G-CSF recombinante e CTM_G-CSF (A), 
análise da hidroxiprolina (B). Análise estatística foi realizada através do teste de Kruskal-
Wallis, com pós-hoc de Dunn (A=*P<0,03; B=*P<0,03).                                                                                                                                                                
Legenda: CTM_MOCK: Células tronco mesenquimais MOCK; G-CSF: Fator estimulador de 
colônia de granulócitos;  CTM_G-CSF: Células tronco mesenquimais transduzidas com G-
CSF. 

7.6 Avaliação dos granulomas hepáticos 
 
 Para avaliação dos granulomas hepáticos foram levados em consideração o volume 
médio e densidades volumétrica e numérica. Os resultados demonstraram que a terapia 
celular promoveu uma diminuição significativa estatisticamente para o volume dos 
granulomas nos animais tratados com as CTMs_G-CSF. Quanto às densidades dos 
granulomas, não foram alteradas para os grupos submetidos à terapia celular nem com as 
CTMs nem com o G-CSF recombinante (figuras 15A, 15B e 15C).   

Figura 15- Avaliação dos granulomas hepáticos após terapia celular com as CTMs. 

 
Fonte: O autor....................................................................................................................................................... .                                                                                                                                                
Nota: Mensuração do volume médio (A), densidade volumétrica (B) e densidade numérica (C) dos granulomas 
hepáticos nos animais tratados com o veículo (salina), CTM_MOCK, G-CSF recombinante e com as CTM_G-
CSF. As análises estatísticas foram realizadas através do teste de Kruskal-Wallis, com pós-hoc de Dunn 
(A=*P<0,03; B=P<0,2; C=P<0,5).mmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmm                                                                                                     
Legenda: CTM_MOCK: Células tronco mesenquimais MOCK; G-CSF: Fator estimulador de colônia de 
granulócitos;  CTM_G-CSF: Células tronco mesenquimais transduzidas com G-CSF. 
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7.7 Análises imunológicas  

 
 Principais marcadores imunológicos analisados no estudo. 

 

7.7.1 Análise do perfil de citocinas  

 

 Após terapia com CTMs_MOCK foi possível observar níveis estatisticamente 

reduzidos de TGF-β, citocina relacionada à deposição de fibrose (figura 16A). Essa 

tendência também foi verificada nos grupos tratados com as CTMs_G-CSF. Todavia, o 

grupo tratado apenas com G-CSF recombinante não foi observado nenhuma alteração 

(figura 16A). Ao avaliarmos a concentração da IL-13, outra citocina fibrogênica, foi 

possível observar aterações significativas sobretudo nos grupos tratados com as CTMs_G-

CSF, quando comparado com o grupo sem infecção ou tratado apenas com o veículo (figura 

16B). Além disso, foram analisados os níveis hepáticos de IL-10, o qual apresentou uma 

diminuição significativa estatisticamente para o grupo tratado com as CTMs_G-CSF, em 

relação ao grupo tratado com o G-CSF recombinate (figura 16C). Não se observou 

diferenças entre os níveis de TIMP-1 (figura 16D) e MMP-9 entre os grupos avaliados 

(figura 16E). 

 
Figura 16- Efeitos da terapia celular com as CTMs no perfil hepático dos mediadores e fatores reguladores da 
fibrose hepática.  

 
Fonte: O autormmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmm      ...... 
Nota: Níveis hepáticos de TGF-β1 (A), IL-13 (B), IL-10 (C), TIMP-1 (D) e MMP-9 (E) 
mensurados por ELISA sanduíche nos animais controles e tratados com veículo (salina), 
CTM_MOCK, GCS-F recombinante e CTM_G-CSF. As análises estatísticas foram realizadas 
através do teste de Kruskal-Wallis, com pós-hoc de Dunn(A=*P<0,03; B**=P<0,02;*P<0,02; 
C=P<0,02; D=P<0,3; E=P<0,05).mmmmmmmmmm                     mmmmmmm                                    
Legenda: CTM_MOCK: Células tronco mesenquimais MOCK; G-CSF: Fator estimulador de 
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colônia de granulócitos;  CTM_G-CSF: Células tronco mesenquimais transduzidas com G-CSF. 

7.8 Análises moleculares 

 
 Principais marcadores moleculares analisados no estudo. 

 

7.8.1 Análise da expressão gênica 

 

No presente estudo, os estudos moleculares não indicaram mudanças significativas 

no perfil de expressão gênica de galectina 3 (figura 17 A), α-SMA (figura 17 B) e 

osteopontina (figura 17 C) em nenhum dos tratamentos testados. 

 
Figura 17- Efeitos da terapia celular com as CTMs nos níveis de expressão de marcadores da fibrose hepatica.  

 
Fonte: O autor nnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnmmmmmmmmmmm             
Nota: Análise de expressão gênica de (A) Galectina-3, (B) α-SMA, (C) Osteopontina mensurados 
por ELISA sanduíche nos animais controles e tratados com veículo (salina), CTMs_MOCK, GCS-F 
recombinante e CTMs_G-CSF. As análises estatísticas foram realizadas através do teste de Kruskal-
Wallis, com pós-hoc de Dunn (A=P<0,05;  B=P<0,6; C=P<0,7).mmmmmmmmmmmmmmmm                     
Legenda: CTM_MOCK: Células tronco mesenquimais MOCK; G-CSF: Fator estimulador de 
colônia de granulócitos;  CTM_G-CSF: Células tronco mesenquimais transduzidas com G-CSF.  
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8 DISCUSSÃO 

 

 O uso da terapia celular tem aberto muitas perspectivas no âmbito da medicina 

regenerativa.  A terapia celular utilizando sobretudo células tronco vem sendo utilizada no 

tratamento de diversas doenças a exemplo das doenças hepáticas crônicas (ABDEL AZIZ et 

al., 2007). Todavia, além de seus efeitos benéficos não serem permanentes (GAGE, 2013), 

algumas populações celulares, a exemplo das CTMs, apresentam desempenho limitado do 

potencial terapêutico (SHI; LI, 2008). As CTMs são fortes candidatas ao uso na clínica por 

suas importantes características imunorregulatórias e capacidade de se diferenciar em 

diferentes tipos celulares (HE et al., 2018; WANG et al., 2018). Nesse sentido, com o intuito 

de potencializar suas ações e permanência no tecido com lesão, aventou-se a utilização da 

engenharia genética a fim de aumentar a sobrevivência dessas células após o transplante 

(CLÉMENT et al., 2017; NOWAKOSWKI et al., 2009; WAGNER et al., 2009). Sendo 

maneira, o presente estudo objetivou avaliar o papel das CTMs transduzidas com o G-CSF 

em modelo crônico de lesão hepática, resultante da infecção pelo Schistosoma mansoni. A 

infecção por esse parasito caracteriza-se pela formação de granulomas isolados e fibrose 

periportal. Dessa forma, podemos avaliar o processo de reparo hepático após terapia celular.  

As CTMs_G-CSF utilizadas no presente estudo apresentaram características 

semelhantes às descritas por Fridenstein et al. (1966) demonstrando que estas células 

apresentam aderentes ao plástico e que em cultura crescem em monocamada apresentando 

morfologia fibroblastoide (ALFAIFI et al., 2018; FERNANDEZ; FERNANDEZ, 2016; 

WANG et al., 2018). 

Antes do início dos trabalhos serem realizados com as CTM_G-CSF, foi necessário 

confirmar a expressão do gene de interesse, o qual demonstrou superexpresso nas células 

modificadas corroborando Gonçalves et al. (2017), ao modificar estas células. Esta 

confirmação foi realizada tanto antes quanto depois do transplante nos animais infectados, 

demonstrando que as células não deixaram de expressar o gene durante os procedimentos de 

terapia. 

 A plasticidade foi verificada e confirmada nas CTMs transduzidas ou não com o G-

CSF, apresentando algumas características funcionais e morfológicas que foram 

estabelecidas pela Sociedade Internacional de Terapia Celular (SITC) (BYDLOWSKI et al., 

2009; MENDICINO et al., 2014). A plasticidade através do seu potencial de diferenciação 

em células das linhagens adipogênicas e osteogênicas quando mantidas sob condições de 

cultura foi confirmada no presente estudo (ALFAIFI et al., 2018; GRONTHOS, et al., 
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2003). De acordo com Pittenger et al. (1999), quando mantidas em cultura, o meio de cultivo 

influencia diretamente no processo de diferenciação celular, o que foi observado em nosso 

estudo. 

 Nosso estudo corrobora os resultados encontrados por Birmingham et al. (2012), que 

relatou que a introdução de fatores indutores de diferenciação osteogênica como ácido 

ascorbico, dexametasona e β-glicerol fosfato no meio das CTMs tem influência direta no 

processo de diferenciação celular. Nossos resultados também demonstraram os mesmos que 

foram encontrados em estudos prévios realizados por Lu et al. (2011) e Ilmer colaboradores 

(2009), os quais reportaram que o processo de diferenciação osteogênica é influenciado com 

a introdução de fatores indutores ao meio de cultivo, dados que também foram observados 

por Wang  et al. (2007) e Heino e outros (2004) em seus estudos. Quanto à diferenciação 

adipogênica, Scott et al. (2011) relataram que há uma certa heterogeneidade quanto aos 

suplementos indutores nesta diferenciação, assim como as suas concentrações a serem 

utilizadas, porém em nosso estudo tanto os suplementos quanto suas respectivas 

concentrações inseridas no meio foram suficintes para induzir o processo de diferenciação 

das CTMs em células semelhantes a adipócitos.  

 Além dos critérios de plasticidade, a SITC estabeleceu alguns critérios fenotípicos 

para caracterizar uma população de CTMs (DOMINICI et al., 2006, MENDICINO et al., 

2014; VARMA et al., 2007). Devido a observação na expressão de vários antígenos de 

superficies presentes na maioria das CTMs, foi estabelecido um consenso que define um 

painel de marcadores que são característicos desta linhagem celular. Mesmo apresentando 

variabilidade apenas alguns deles são de fato utilizados para tal finalidade, pois caracterizar 

essa linhagem celular de acordo com essas moléculas de superfície tem dividido a opinião 

de vários autores devido a variação nos seus níveis de expressão (MENDICINO et al., 2014; 

MITCHELL et al., 2006).  

 De acordo com a SITC, os marcadores positivos mais utilizados para a caracterização 

de CTMs derivadas de humanos são CD73, CD90, CD105 e CD166, porém não se limitando 

apenas a estes. Além disso, estas células não expressam os marcadores CD11, CD14, CD33, 

CD34 e CD45, devendo apresentar-se negativas quando marcadas fenotipicamente 

(DOCHEVA et al., 2008; DOMINICI et al., 2006; JACKSON et al., 2007). Devido a falta 

de conservação desses marcadores entre as espécies, se faz necessário a utilização de um 

painel de marcadores mais específicos para células derivadas de murinos, devendo 

apresentar positividade para os marcadores como o CD29, CD44, CD73, CD105, CD140a, 

Sca-1 e MHC-I e negatividade para os marcadores CD31, CD34, CD45, CD19, CD11b e 
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MHC-II (BADDOO et al., 2003; BOIRET et al., 2005; CHEN et al., 2016; SAMSONRAJ et 

al., 2017; VIZOSO et al., 2017). 

 No presente estudo realizamos a imunofenotipagem com o objetivo de caracterizar as 

células que superexpressam ou não o G-CSF. Utilizamos como marcadores positivos o 

CD29, CD44, CD73, CD105 e Sca-1, e como marcadores negativos o CD34, CD14 e CD45 

de acordo com estabelecido pela SITC. Para as células CTM_G-CSF foi observado 

positividade para a maioria dos marcadores considerados positivos os quais apresentaram 

mais de 60% das células marcadas, porém para um destes marcadores, o CD73, foi 

observado um número de células abaixo de 60%, sendo apenas cerca de 12% das células 

marcadas. De acordo com Peister et al. (2004) e Boxal e outros (2012), a expressão do CD73 

em alguns casos estão ausentes ou de forma bastante heterogênea. Uma das causas para esta 

baixa expressão pode ser devido a alta passagem celular que faz com o que a expressão de 

alguns marcadores diminua à medida que são expandidas em cultura (LIN et al., 2012). Uma 

das moléculas consideradas de grande importância para diferenciar as CTMs das CTHs é o 

CD45, uma glicoproteína específica de células do sistema hematopoetico como os leucócitos 

(YEH et al., 2006). Esta molécula demonstrou mais de 98% de negatividade nas células do 

nosso estudo.  

 Além disso, para os marcadores considerados negativos foram observados resultados 

dentro do esperado, demonstrando que mais de 90% das células marcadas foram negativas. 

Entretanto, observou-se uma marcação positiva para a molécula CD34 nas CTMs 

transduzidas ou não com o G-CSF. Apesar de ser considerado como um marcador negativo 

para a população de CTMs, este tem dividido a opinião de diversos autores que buscam 

comprovar a existência de uma população de CTMs CD34 positivas (CD34+), assim como 

uma população de CTHs CD34 negativas (CD34-) (LIN et al., 2012; SYDNEY et al., 2014). 

Nossos resultados corroboram com os resultados encontrados por Simmons e Torok-Storb 

(1991), que também encontraram positividade para o CD34 em seu estudo, com uma 

população de CTMs derivadas da medula óssea, demonstrando que das células analizadas 

cerca de 95% foram CD34 positivas (CD34+). Porém, de acordo com alguns autores a 

negatividade para o CD34 pode está relacionado às condições das células no ambiente de 

cultura (STOLZING et al., 2012). Apesar disso, ainda há uma grande inconsistênia nos 

dados relacionados à expressão do CD34 nas CTMs. É possível que esse fenômeno de 

expressão do CD34 pelas CTM não seja um processo totalmente induzido pela condição de 

cultura, pois alguns autores ainda acreditam que essa população celular quando isolada pode 
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não ser estabelecida uma cultura totalmente pura de CTMs. (BIANCO et al., 2001; 

DOCHEVA et al., 2008). 

 Para as CTM_MOCK, utilizamos os mesmos marcadores já supracitados. Os 

resultados observados para estas células foram dentro do esperado para a maioria dos 

marcadores considerados positivos, com mais de 77% das células marcadas, porém estas 

apresentaram negatividade para o CD105, o qual é definido como um dos marcadores 

positivo para tal população celular. O CD105 é considerado um correceptor de alta afinidade 

para o TGF-β1 e o TGF- β3 e que, apesar de ser considerado um importante marcador para 

as CTMs, alguns estudos têm relatado que sua expressão está relacionada com a fonte de 

extração, tempo de cultura in vitro e estado de diferenciação dessas células (ANDERSON et 

al., 2013). Segundo Levi et al. (2011), a ausência desse marcador (CD105-) também pode 

estar relacionada com seu estado de diferenciação, com um maior potencial de se diferenciar 

em células da linhagem osteogênica. No estudo realizado por Anderson et al. (2013), foi 

definido que existem duas subpopulações de CTMs, as que expressam o CD105 e as que não 

o expressam (CD105+ e CD105-). Neste estudo, Anderson e outros demonstraram que 

apesar de apresentar algumas caracteristicas semelhantes, as CTMs CD105 negativas 

apresentam uma maior facilidade de se diferenciar em células da linhagem adipogênica e 

osteogência, quando submetidas à diferenciação in vitro.  

 Adicionalmente, em nosso estudo, foi analisado o quadro de fibrose hepática nos 

animais após a terapia com as CTMs. A extensão do quadro de fibrose foi determinada pela 

análise estereológica quantitativa do colágeno através da coloração feita com picrosírius em 

seções de tecidos nas áreas dos granulomas. Os resultados revelaram uma diminuição 

significativa no conteúdo de colágeno tanto na análise estereológica quanto na análise da 

hidroxiprolina nos grupos analisados depois do tratamento com as CTMs, sobretudo nos 

animais tratados com as CTMs_G-CSF. Os nossos resultados são semelhantes aos resultados 

encontrados por Oliveira et al. (2012) e por Hegab e outros (2018) que sugeriram que o uso 

de CTMs associadas ao praziquantel, como realizado em nosso estudo, pode ser utilizado 

como tratamento a fim de melhorar o quadro de fibrose hepática causada pelo S. mansoni. 

 O estudo de Hegab e outros (2018) também demonstrou que o tratamento com CTMs 

derivadas de medula óssea conseguiu alcançar as áreas granulomatosas. Nossos resultados 

foram semelhantes ao supracitado ao observarmos uma diminuição do volume dos 

granulomas nos animais tratados com as CTMs_GCSF. Essa redução constatada em nosso 
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estudo, após o transplante das CTMs, pode ser explicada por seus efeitos 

imunomodulatórios e/ou está relacionada com um número reduzido de CEHs ativadas. 

Vários autores já tem relatado o processo de fibrose em modelo murino e a ativação de 

CEHs (JIANG et al., 2013; NIETO et al., 2002; POLI et al., 2000; TROEGER et al., 2012). 

 A dosagem de citocinas como marcadores da fibrose hepática tem sido avaliada em 

vários estudos, porém demonstrando conflitos nos resultados apresentados (OLVEDA et al., 

2014). O TGF-β é definido com um dos principais estímulos que promovem a produção de 

MEC pelas CEHs (OLVEDA et al., 2014). Além disso, esta citocina é um fator que 

contribui para o desenvolvimento do quadro de fibrose periportal na infecção causada pelo 

S. manosni. Em nosso estudo, foi observado que a concentração dos níveis desta citocina foi 

diminuida nos animais submetidos ao tratamento com as CTMs. Nossos resultados são 

semelhantes aos observados por Jang et al. (2014), que constatou que houve diminuição de 

TGF-β e outras citocinas pro-fibrogênicas após o transplante de CTMs derivadas de medula 

óssea em modelo de cirrose hepática. O TGF-β é uma citocina que regula a produção de 

TIMP, logo sua diminuição pode contribuir para a regulação da expressão do TIMP-1 

diminuindo-o e consequentemente aumentando as metaloproteinases que causam 

degradação da MEC (ABDEL-AZIZ, 2007).  

 Outras citocinas também são capazes de regular a resposta imune durante a infecção 

crônica pelo S. mansoni. (MAGALHÃES et al., 2004).  Em modelos murinos, a IL-13 tem 

papel importante durante a formação do granuloma, assim como o desenvolvimento do 

processo de fibrose hepática (CHIARAMONTE et al., 2001; MÔNICA et al., 2003). Nossos 

resultados demonstraram que nos animais tradados com as células CTM_G-CSF houve uma 

diminuição significativa nos níveis de IL-13, mostrando que possivelmente houve uma 

regulação na produção desta citocina influenciando assim na diminuição do processo 

fibrótico e formação do granuloma. No estudo realizado por Magalhães et al. (2004) foi 

observado que quando bloqueado o receptor de IL-13 em camundongos infectados pelo S. 

mansoni, estes animais tiveram o quadro de fibrose tecidual quase totalmente anulados. Este 

resultado demonstra que quanado ligada ao seu receptor a IL-13 desempenha um papel 

fundamental no processo de desenvolvimento do quadro de fibrose hepática e do granuloma 

durante a fase crônica da infecção. 

 Além disso, a IL-10 também é uma das citocinas que exerce papel importante na 

modulação da resposta imune, que regula a ativação de macrófagos, expressão de MHC-I e 
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II e também reduz células de resposta Th1 e Th2. (DE WALL-MALEFYT et al. 1993). 

Estudos como os de Hoffmann e outros (2000) e Wang e outros (2018) demonstraram que a 

IL-10 desempenha papel importante na redução da patologia da esquistossomose na fase 

aguda. A análise da concentração de IL-10 realizada em nosso estudo demonstrou que houve 

um aumento siginificativo desta citocina no grupo tratado com o G-CSF recombinante, 

quando comparado com o grupo tratado com as CTM_G-CSF. A concentração de IL-10 no 

grupo tratado com as CTMs_MOCK não sofreu nenhuma alteração quando comparado com 

os demais grupos estudados, porém no grupo tratado com as CTM_G-CSF foi observado 

uma diminuição siginificativa desta citocina. Nosso resultado assemelha-se com o 

encontrado por Fernandez-Martinez et al. (2006), em estudo realizado com modelo de 

cirrose hepática, no qual foi observada uma redução da concentração de IL-10, indicando 

que isto pode ser devido aos seus efeitos anifibrótico e anti-inflamatório não serem tão 

eficientes e capazes de diminuir o quadro de fibrose em seu estado mais severo, agindo 

apenas modulando a fase anterior à progressão deste processo.  

 Outras citocinas também estão envolvidas nesse processo de regulação do quadro 

fribrótico como o TIMP-1. O TIMP-1 é o primeiro inibidor de metaloproteinase descoberto 

e que atua no bloqueio da ação de colagenases e metaloproteinases como a MMP-9 (NIE et 

al., 2006), regulando assim o remodelamento da MEC no fígado. O TIMP-1 é expresso em 

resposta ao dano causado nos hepatócitos como consequência da interação entre os 

miofibroblastos ativados e células de Kupffer (macrófagos hepáticos). Além disso, tem sido 

relatado que o TIMP-1 está fortemente aumentado no tecido hepático e no soro tanto de 

pacientes quanto de animais durante a fibrogênese hepática, sendo sua expressão relacionada 

diretamente com o estágio da fibrose hepática (DE MINICIS et al., 2007; HEMMANN et 

al., 2007; LICHTINGHAGEN et al., 2013). Durante a fibrose hepática, há um aumento da 

expressão de TIMP, inibindo apoptose da CEHs (HEMMAN et al., 2007; METWALLY et 

al., 2017). Estudos experimentais em modelo de fibrose hepática induzido pelo CCL4 tem 

relatado que a supressão ou inibição do TIMP-1 atenua o processo de fibrose hepática 

(PARSONS et al., 2004; RODERFELD et al., 2006). Em nosso estudo, a análise da 

concentração de TIMP-1 em animais tratados com CTMs não demonstraram alterações 

significativas, apresentando um aumento da sua concentração nos animais tratados com 

CTMs_MOCK e uma tendência à diminuição no grupo tratado com as CTMs_G-CSF, 

podendo indicar um possível efeito dessas células sobre a produção desta citocina. Nesse 

contexto, um estudo realizado por Thiele et al. (2016) avaliou a influência do TIMP-1 no 
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desenvolvimento da fibrose hepática e mostraram que não houve uma uma contribuição 

essencial do TIMP-1 no desenvolvimento desta doença.  

 As metaloproteinases são proteínas capazes de degradar componentes da MEC, 

sendo divididas em cinco grupos, de acordo com sua especificidade ao substrato da MEC: 

colagenases, gelatinases, tipo membrana, estromelisinas e matrilisinas (BOURBOULIA et 

al., 2010; GROSS; LAPIERE, 1962; KESSENBROCK et al., 2010). As células de Kupffer 

são uma das principais células a produzir MMPs, sobretudo a MMP-9, uma das principais 

metaloproteinases que contribuem para o processo de resolução do quadro de fibrose 

hepática (FALLOWFIELD et al., 2007; RAMACHANDRAN et al., 2012). A MMP-9 tem 

sido descrita por desempenhar um papel importante em vários processos de danos hepáticos 

(MA et al., 2010). Um estudo realizado por Feng et al. (2018), em modelo animal de fibrose 

hepática induzido por tioacetamida, demonstrou que a MMP-9 desempenha um papel 

importante na degradação da MEC durante o processo de regressão da fibrose. No presente 

estudo, a análise dos níveis hepáticos de MMP-9 nos animais submetidos ao tratamento com 

as CTMs não apresentaram diferença significativas, mas sim uma tendência de aumento no 

grupo tratado com as CTM_G-CSF. Tais resultados podem ser justificados levando em 

consideração que outras MMPs podem estar participando mais ativamente do processo de 

degradação de tecido cicatricial. Dentre elas, pode-se citar a MMP-1, que atua na regulação 

da degradação da MEC atenuando o quadro de fibrose; a MMP-8, associada a uma redução 

de processos fibróticos, sobretudo em modelos experimentais de danos hepáticos; MMP-13 

e a MMP-14 que estão expressas durante o processo de regeneração hepática em modelo 

murino (FALLOWFIELD et al., 2017; ROEB, 2017). Nesse contexto, a diminuição no 

quadro de fibrose observada em nosso estudo pode estar associada a qualquer outro tipo de 

MMPs das supracitadas, não envolvendo assim a participação ativa da MMP-9. 

 O estudo molecular foi realizado com o objetivo de verificar o perfil de expressão 

dos genes relacionados à citocinas que estão envolvidas no processo de fibrose hepática. 

Foram avaliados os níveis de expressão dos genes de galectina 3 (Gal-3), alfa actina de 

músculo liso (α-SMA) e osteopontina (OPN). A gal-3 é uma proteína que está aumentada 

em lesões hepáticas crônicas murina e humana (BAYES-GENIS et al., 2014; LOK et al., 

2010; MACKINNON et al., 2012; YU et al., 2013). O presente estudo demonstrou que 

houve uma tendência à diminuição dos níveis de expressão relativa de gal-3 nos grupos 

tratados com as CTMs, o que pode está relacionada com a ação dessas células nos locais de 

lesão após o seu transplante.  
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 Em estudo realizado por Oliveira et al. (2012), verificou-se uma diminuição bastante 

significativa de gal-3 após o transplante de células da medula óssea em modelo animal de 

cirrose hepática, evidenciando o papel desta citocina no desenvolvimento desta doença. Com 

relação à análise dos níveis de expressão gênica de α-SMA e osteopontina, foi possível 

observar uma tendência à diminuição, sobretudo no grupo tratado com as CTM_G-CSF. A 

α-SMA é uma proteína que está relacionada com as CEHs, aumentando seus níveis quando 

estas células encontram-se ativadas. (CORDERO-ESPINOZA; HUCH, 2018). Em um 

estudo realizado por Jang et al. (2014), observou-se melhora do quadro de fibrose hepática 

através da diminuição dos níveis de expressão de α-SMA, TGF-β1 e colágeno-1 após o 

tratamento com CTMs derivadas da medula óssea. A osteopontina é uma proteina que está 

envolvida em diversas situações patológicas e processos inflamatórios, estando associada 

com a migração de macrófagos e neutrófilos até áreas de necrose do tecido hepático (SAMY 

et al., 2015; WEN et al., 2016). Lee e outros (2004) em seu estudo descreveram que a 

osteopontina induz proliferação e migração das CEHs, além da produção de colágeno por 

estas células, demonstando que a OPN tem um papel importante na fibrogênese hepática. 

Lee e outros ainda indicaram que uma das possíveis alternativas terapêuticas para a fibrose, 

seria interromper a expressão da OPN, levando assim a uma melhora do quadro de lesão 

hepática.  
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9 CONCLUSÕES 

 

a) A caracterização funcional e imunofenotipica das CTMs demonstraram resultados 

pertinentes e semelhantes aos já estabelecidos na literatura para a linhagem em 

estudo; 

 

b) A terapia com células tronco mesenquimais transduzidas com G-CSF na infecção 

crônica pelo S. mansoni mostrou-se mais efetiva que a terapia apenas com as CTMs, 

sendo capaz de reduzir o percentual de tecido fibroso com diminuição da produção 

de citocinas pró fibrogênicas como a IL-13; 

 

c) A análise do perfil de expressão gênica, não apresentou nenhuma alteração 

significativa para os genes considerados importantes para o desenvolvimento da 

fibrose hepática como Galectina-3, α-SMA, e osteopontina.  
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