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1. RESUMO

Potencial  terapêutico  das  células-tronco  mesenquimais  diretamente

reprogramadas, em hepatócitos em modelo experimental de insuficiência hepática

aguda. 

Introdução: A elevada prevalência de hepatopatias na população em geral tem

levado a constante busca por novas alternativas terapêuticas, que visem o tratamento

e/ou cura de tais doenças. Atualmente, o uso da terapia celular a partir de células tronco

mesenquimais vem crescendo cada vez mais como uma alternativa viável. Uma vez que

se pode utilizar células do próprio portador da doença, contornando problemas como

rejeição pelo sistema imune. Porém, ainda diversos problemas necessitam ser superados

como: aquisição de grande quantidade de células viáveis para uso na terapia celular e

uma maior adesão destas células no órgão lesado. O presente estudo visa estabelecer a

efetividade da terapia celular promovida por hepatócitos derivados de células  tronco

mesenquimais  (iHeps)  como  alternativa  terapêutica,  em  modelo  experimental  de

insuficiência hepática aguda induzida por acetoaminofeno em camundongos C57B1/6.

Metodologia:  Utilizaram-se camundongos  C57Bl/6 que  durante três semanas fizeram

uso de etanol a 10% ad libitum em substituição à água. Posteriormente, foram injetados

450 mg/kg de acetoaminofeno, diluído em salina por via intraperitoneal, para indução

de lesão hepática aguda. Quatro horas após administração do acetoaminofeno, fez-se o

transplante  de iHEPs (2.106 células/camundongo),  por  via  intra-hepática.  Utilizou-se

imunofluorescência  para  rastreio  das  células  e  verificação  de  proliferação  no

parênquima hepático (48 horas e 2 semanas após o transplante). A análise de sobrevida

destes, foi feita durante sete dias.  Resultados:  Estabeleceu-se a curva de mortalidade

proposta no modelo com uso de etanol 10% durante 3 semanas e injeção de 450mg/kg

de  acetoaminofeno;  por  imunofluorescência  foi  possível  demonstrar  hepatócitos

transdiferenciados  aderidos  e  proliferando  no  parênquima  hepático.  A  análise  de

sobrevida  não  demonstrou  diferença  estatisticamente  significante  em  relação  à

mortalidade. Conlusão: As células demonstraram capacidade de enxertia e proliferação

no  modelo  de  insuficiência  hepática  aguda  por  acetoaminofeno.  Não  foi  possível

estabelecer um impacto na sobrevida desses camundongos, nesse modelo experimental.

Palavras  chaves:  1.  Terapia   celular;   2.  Reprogramação  hepática;   3.  Hepatócitos;   4.
Patologia; 5. Imunofluorescência.
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2. OBJETIVOS

PRINCIPAL

Avaliar  o  potencial  terapêutico  do  transplante  de  hepatócitos

derivados  de  células-tronco  mesenquimais  em  modelo

experimental de lesão hepática aguda.

SECUNDÁRIOS: 

1. Avaliar  o  impacto  da  terapia  celular  sobre  a

sobrevivência dos animais em modelo experimental  de

insuficiência  hepática  aguda  induzida  por

acetoaminofeno;

2. Analisar  parâmetros  bioquímicos  de  lesão  e  função

hepáticas a partir de amostras do sangue periférico;
3. Rastrear e determinar o destino e a retenção das células

transplantadas por via intra-hepática a partir de técnicas

de imunofluorescência.

3. FUNDAMENTAÇÃO TEÓRICA

3.1 CONTEXTO 

3.1.1 EPIDEMIOLOGIA

Doenças hepáticas têm elevada prevalência, morbidade e mortalidades em todo o

mundo.  De acordo  com dados  da  Organização  Mundial  da  Saúde (OMS) em 2015

estima-se que 257 milhões de pessoas eram portadoras de hepatite B e 71 milhões de

pessoas portadoras de hepatite C, sendo que dessas, pode se admitir que 1,3 milhões de

mortes a falência hepática em decorrência das hepatites virais 72.

Em uma análise mais ampla, incluindo outras doenças hepáticas, pode-se ver que

a mortalidade  em decorrência  da  cirrose hepática,  estágio  final  de  diversas  doenças
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parenquimatosas do fígado, é a décima terceira causa de morte no mundo, tendo sua

mortalidade aumentado 45,6% de 1990 a 2013. É, responsável por cerca de 2% das

mortes  no  mundo,  causando  31  milhões  de  DALYS  que  significa  anos  de  vida

adaptados a incapacidade42,1.

No Brasil, os dados sobre a prevalência das hepatopatias estimam que dentre as

117.979.343 internações que ocorreram no Sistema Único de Saúde (SUS) nos anos de

1990 a 2010, 853.571 foram em decorrência de doenças hepáticas, correspondendo a

0,72%  do  total  de  internações  nesse  período.  Entre  os  anos  de  2001  a  2010,  a

insuficiência hepática aguda e subaguda se constituíram como a terceira maior causa de

internação dentre as causas hepáticas, contando com 73.384 internações44. Atualmente,

o tratamento mais eficaz para hepatopatias graves é o transplante de fígado, porém este

procedimento  possui  diversas  limitações  como a falta  de doadores compatíveis,  alto

custo,  alto  índice  de  complicações,  alta  taxa  de  morbidade/mortalidade30.  Torna-se,

portanto,  necessária  a  busca  por  novas  terapias  que  possam  vir  a  ser  eficazes  na

terapêutica das hepatopatias graves.

3.1.2 ASPECTOS CLÍNICOS E TRATAMENTO ATUAL

A lesão hepática aguda é uma grave e rápida lesão progressiva do parênquima

hepático,  que  pode  cursar  com  diversos  distúrbios  como:  encefalopatia  hepática,

coagulopatia  e  icterícia,  podendo  progredir  rapidamente  para  falência  sistêmica  de

diversos órgãos; cabendo destacar a ocorrência da encefalopatia, que por diversas vezes

é marcante  e  pode significar  uma piora  do quadro clinico,  sendo esta  normalmente

classificada  pela  escala  de  WEST-HAVEN  (Apêndice  II)6.  A insuficiência  hepática

aguda tem uma incidência média de 1-6 casos por milhão de pessoas por ano. Dentre

suas diversas causas, se destaca a lesão hepática aguda por intoxicações causadas por

medicamentos, incluindo acetoaminofeno que acomete em sua maioria jovens, sendo

um grande dano para a população economicamente ativa  4. Em casos de intoxicação

aguda  por  acetoaminofeno,  pode  se  utilizar  N-acetilcisteina,  como  antídoto,  com

melhora do quadro para os pacientes tratados precocemente e com encefalopatia leve.

Entretanto, ainda permanece como única opção terapêutica o transplante hepático para

pacientes  que  não  conseguem ser  precocemente  tratados  e  passam a  apresentar  um

agravamento  do  quadro  de  encefalopatia57.  Atualmente,  o  manejo  clínico  destes

pacientes é limitado e consiste em monitoramento contínuo para prevenção da piora do

quadro, suporte nutricional e hemodinâmico, tratamento das complicações em unidade
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fechada (UTI)  até  recuperação do dano hepático  e  estabilidade  hemodinâmica.  Para

melhora  definitiva  do  quadro,  a  opção  é  o  transplante  hepático,  como  previamente

citado, limitando muito as opções terapêuticas  35. Isto nos incita a estudar uma opção

terapêutica  para  estes  pacientes  cuja  sobrevida  é  baixa  em decorrência  das  poucas

opções terapêuticas e gravidade do quadro. 

3.1.3 MECANISMO DE LESÃO DO ACETOAMINOFENO 

O mecanismo de lesão hepática do acetoaminofeno (paracetamol) se dá através

da formação de metabólitos ativos, formados a partir da metabolização do mesmo. Tais

metabólitos induzem o dano por ação direta ou induzindo a formação de haptenos que

induzem mecanismo imunes de toxicidade celular 31. 

O  dano  se  inicia  a  partir  da  formação  do  metabólito  reativo  N-acetil-p-

benzoquinona imina (NAPQI) pela enzima CYP 450. Apesar de o NAPQI poder ser

prontamente  metabolizado  através  da  conjugação  com  a  glutationa  e  com  isso  ser

detoxificado, porém a glutationa se encontra restrita em casos de overdose; com isso o

metabólito NAPQI fica livre na célula podendo causar diversos danos.

A  NAPQI  confere  dano  através  da  ligação  de  enzimas  citosólicas  e

principalmente  mitocondriais.  Essa  ligação  da  enzima  à  proteínas  mitocondriais

ocasiona a formação de metabólitos reativos de oxigênio. Nota-se então uma perda do

pareamento no processo de respiração celular que se dá dentro da mitocôndria. Toda

essa  cascata  leva  a  um  estresse  oxidativo  que  ocasiona  a  formação  do  poro  de

permeabilidade  transitória  na  membrana  mitocondrial,  levando  à  morte  da  célula

(Figura 1).  
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Figura  1:  Mecanismos  de  lesão  pelo  acetoaminofeno.  Esquema  ilustrativo

demonstrando  a  formação  do  metebólito  NAPQI,  com  sua  ligação  a  proteínas

mitocondrias, induzindo a formação de metabólitos ativos. É possível notar também a

participação  da  enzima  JNK,  que  faz  parte  dos  complexos  de  proteínas  ativas  pro

mitógenos. A JNK tem papel importante aumentando o estresse oxidativo e com isso a

fragmentação do DNA e consequente morte celular. Adaptado de JAESCHKE, XIE &

MCGILL.,2014.

3.1.4 TERAPIA CELULAR

A terapia celular  vem sendo estudada de forma intensa nos últimos anos e é

considerada uma promissora alternativa ao transplante hepático. O uso de hepatócitos

primários, de células tronco, de hepatócitos derivados de células tronco ou até mesmo

de organoides  hepáticos  vem sendo testado em modelos  animais  e  em alguns casos

humanos como uma alternativa promissora. Entretanto, há ainda determinados fatores

limitantes, como a dificuldade de preservação e manutenção, desses hepatócitos sejam

eles primários ou derivados de células tronco, a sua baixa adesão ao órgão alvo e sua

viabilidade no paciente recém transplantado 13,70. 

Tendo em vista tais fatores, novas estratégias vêm sendo estudadas para geração

de hepatócitos através de fontes extras autólogas que promovam e facilitem não só o seu

uso terapêutico, mas também como ferramenta de estudo in vitro mais qualificada para
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utilização em testes de toxicidade,  descoberta de novos medicamentos  ou estudo do

metabolismo celular hepático. 

3.1.5 CÉLULAS TRONCO MESENQUIMAIS

O  organismo  possui  diversas  células  com  capacidade  de  auto  renovação  e

diferenciação,  seja  de forma  ilimitada  ou por  um determinado  período.  Tais  células

acabaram  por  ser  reconhecidas  como  células  tronco  (CT),  podendo  estas  serem

classificadas quanto ao seu potencial de diferenciação em: totipotentes, capazes de se

diferenciar em qualquer tipo do folheto embrionário ou extraembrionário; pluripotentes,

capazes  de  se  diferenciar  em  qualquer  tipo  celular  do  folheto  embrionário;

multipotentes,  capazes  de  se  diferenciar  em  um  subconjunto  específico  de  tipos

celulares de um mesmo folheto embrionário; onipotentes, células que somente originam

somente um tipo celular maduro 66. Ainda nesse âmbito, surgiu recentemente o conceito

de  células  tronco  pluripotentes  induzidas  (iPSC),  que  são  geradas  a  partir  da

superexpressão de alguns fatores de transcrição em células “adultas” somáticas e com

isso promover um estado de pluripotência 66.

As  células  tronco  mesenquimais  (CTM)  se  apresentam  como  células  tronco

multipotentes, com potencial de diferenciação em diversas linhagens mesenquimais e

apresentando  características  imunomodulatórias,  surgindo  como  uma  fonte  possível

para terapia celular10. Devido a sua possível grande heterogeneidade morfológica esta

necessita ser caracterizada pela expressão de marcadores CD105, CD73 e CD90 e a

falta de expressão de marcadores  hematopoiéticos CD45, CD30, CD14 e/ou CD11b,

CD79alpha ou CD19 e HLA-DR14,49. 

As  CTM  podem  ser  isoladas  de  diversos  tecidos  (tecido  adiposo,  muscular

esquelético, sinovial, poupa dentária, geleia de Wharton, placenta, dentre outros), sendo

esse  isolamento  feito,  principalmente,  através  de  sua  característica  de  adesão  ao

plástico; tais células têm ainda demonstrando capacidade de diferenciação em outras

linhagens  (Figura  2)  através  de  técnicas  de  engenharia  genética,  podendo  originar

células semelhantes a cardiomiócitos, hepatócitos e neurônios 9,46.
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Figura  2: Diferenciação  das  células  tronco  mesenquimais.  Na  figura,  pode-se

observar as linhagens nas quais as CTM, comumente, se diferenciam (osso, cartilagem,

músculo,  medula,  tendão/ligamentos  e  tecido  conectivo).  É  possível  reparar  na

capacidade  da  mesma  se  transdiferenciar,  gerando  células  de  outros  tecidos  como

hepatócitos, através de técnicas de engenharia genética. Adaptado de Caplan & Bruder,

2001.

3.1.6 INDUÇÃO DE CÉLULAS TRONCO MESENQUIMAIS EM 

HEPATÓCITOS

Como  já  explicitado,  as  células  tronco  mesenquimais  possuem  diversas

características imunomodulatórias e capacidade de se diferenciar em outras linhagens. O

processo de transdiferenciação se dá principalmente através de técnicas de modificação

genética, através do uso de vetores lentivirais (subgrupo de retrovírus) ou vetores não

virais como DNA em formato de plasmídeo ou lipossoma 45. Os vetores virais têm tido

amplo destaque, pois estes normalmente possuem uma capacidade de induzir estados de

superexpressão de forma mais destacada, enquanto vetores não virais apresentam baixa

eficiência  transdutória,  apesar  de possuírem características  de amplo  interesse como

baixa imunogenicidade, toxicidade e, consequentemente, menor risco 45. Além disso, o
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uso  de  diversos  fatores  epigenéticos  tem  demonstrando  imensa  importância  na

diferenciação de tais células.

Na conjuntura da diferenciação das CTM em hepatócitos, tem sido descrito e

usado  vetores  lentivirais  associados  à  suplementação  de  fatores  e  citocinas  com

importante papel na diferenciação dessas células em hepatócitos. Dentro desse contexto

cabe  destacar  os  fatores  de  transcrição Forkhead  Box  A  protein  2  (FOXA2)  e

Hepatocyte Nuclear Factor 4a (HNF4α), importantes no processo de diferenciação do

hepatócito 44. O FOXA2 está relacionado a polarização e adesão das células, atuando de

forma determinante na diferenciação desta para endoderma definitivo (estágio precursor

de células precursoras hepatopancreáticas)8.  Já, o HNF4α começa a ser expresso em

uma  fase  posterior  e  perdura  até  a  maturação  completa  dos  hepatócitos,  sendo

importante  na  expressão  de  proteínas  de  adesão  e  junção  celular,  papel  este

importantíssimo  no  desenvolvimento  hepático.  O  HNF4α  também  desempenha

importante papel como um regulador na transcrição de diversos genes relacionados ao

desenvolvimento  de  toda  fase  de  gástrula70.  A  figura  3  ilustra  o  processo  de

diferenciação hepática e fatores cruciais expressos durante esse processo.

Com a utilização de técnicas de engenharia genética, para a expressão de genes

importantes no desenvolvimento do hepático, como os fatores de transcrição FOXA2 e

HNF4α, assim como com a suplementação de importantes fatores e citocinas em meio

de cultura como Hepatocyte Growth Factor (HGF),  Fibroblast Growth Factor (FGF4),

Bone Morphogenetic Proteins (BMP4) , Epidermal Growth Factor (EGF) é possível se

obter  células  morfológica  e  funcionalmente  semelhantes  a  hepatócitos,  que  foram

chamadas  na  literatura  de  iHEP  15,44,48.  Com  o  processo  de  transdiferenciação  para

hepatócitos,  tais  células  podem  vir  a  ser  utilizadas  como  alternativa  terapêutica  e

testadas em modelos experimentais de lesão hepática aguda em camundongos (HUANG

et al., 2011; SUZUKI, 2011), a fim de avaliar seu potencial  uso em seres humanos.

Apesar  das  CTM  serem  uma  fonte  de  fácil  acesso  e  grande  capacidade  de  auto

renovação, não há protocolo de reprogramação bem estabelecido, sendo necessário a

utilização  de  novas  técnicas  e  modelos  para  estabelecimento  de  seu  real  potencial

terapêutico.
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Figura  3:  Desenvolvimento  hepático.  Esquema  ilustrativo  de  algumas  etapas  do

processo de diferenciação das CT embrionárias para  o estágio de endoderma definitivo.

(A) pPrimeira etapa de diferenciação com a participação dos fatores (WNT e Activina);

(B).  Segundo estágio de diferenciação,  diferenciação em endoderma hepático com a

participação do FOXA2, associado aos fatores FGF, BMP e adesão entre essas células.

(C) Progressão para o estágio de endoderma hepático com destaque para o HNF4a,

mediador  no  processo  de  maturação  para  hepatoblasto.  Adaptado  de  Ogoke  &

Parashurama, 2017.

3.2 REVISÃO DA LITERATURA

3.2.1 INTRODUÇÃO  

O uso de hepatócitos para terapia em doenças hepáticas tem sido estuda há pelo

menos  40  anos,  quando  em 1976  foi  feito  o  primeiro  experimento  de  terapia  com

hepatócitos em ratos portadores de síndrome de Crigler-Najjar tipo 1  36. Desde então,

tem  se  tentado  elucidar  os  mecanismos  pelos  quais  tais  hepatócitos  podem  vir  a

contribuir no combate a diversas doenças hepáticas e aumentar a enxertia desses ao seu

parênquima. 

Atualmente,  se  vem  utilizando  técnicas  baseadas  na  Good  Manufacturing

Practice  (GMP),  para  evitar  contaminação  das  células  a  serem  transplantadas  e

estabelecer  critérios  rígidos  para ter  uma menor  taxa  de complicações  13.  De forma

resumida,  o processo de transplante se dá através  da extração desses hepatócitos  do

doador pelo uso de técnicas de perfusão por colagenase. Esses hepatócitos podem vir a

ser criopreservados, porém isso pode interferir na qualidade e, consequentemente, na

A

B C
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viabilidade e capacidade de enxertia no parênquima lesado. O transplante dessas células

normalmente é feito por via intraportal, recomendando-se que sejam feitas no máximo

infusões  de  30-100  x  10  6/kg  em  uma  taxa  de  infusão  de  5-10ml  para  evitar

complicações como hipertensão portal. O uso de imunossupressores para tal terapia não

é bem descrito e detalhado, porém sabe-se que tais hepatócitos suscitam uma resposta

imune  no hospedeiro,  o  que  leva  a  crer  que  o uso de  imunossupressores  possa ser

benéfico 21.

Na  prática  clínica,  tem  sido  utilizado  hepatócitos  maduros  de  doadores

cadáveres, porém a dificuldade de manutenção e expansão dessas células em meios de

cultura,  vem  levando  à  estratégias  para  achar  outras  fontes  de  hepatócitos,

principalmente através de modificação genética em células troncoque apresentam uma

melhor  taxa  de  renovação.  Contudo,  alguns  obstáculos  ainda  impedem  que  sejam

realizados  ensaios  clínicos  com  células  semelhantes  a  hepatócitos  em  doenças

parenquimatosas  hepáticas  até  o  momento.  Dentre  as  dificuldades,  destaca-se  o

potencial tumorogênico dessas células uma vez que estas ainda não estão em estágios

completamente diferenciados, porém diversos progressos têm sido feitos em estudo in

vivo envolvendo camundongos e outros animais com resultados promissores para que se

realize estudo em humanos em um futuro próximo13.

3.2.2   TERAPIA   CELULAR   EM   DOENÇAS   HEPÁTICAS

METABÓLICAS

O transplante de fígado surgiu como uma terapia eletiva para o estágio final de

muitas doenças crônicas degenerativas e lesões hepáticas agudas graves. No entanto,

esse   tipo  de   terapia   tem muitas  desvantagens,  sendo uma das  mais  significativas,  a

escassez de órgãos e a longa lista de espera em um contexto de uma doença progressiva

de   alta  mortalidade   (IBARS  et   al.,   2016).  Outra   alternativa   é   a   terapia   celular,   na

verdade, o transplante de hepatócitos é uma terapia promissora que já foi avaliada em

muitas  doenças  como a síndrome de Crigler­Najjar  e  diversas  doenças  metabólicas.

Além disso,  busca­se  avaliar  o  uso  de  células   tronco  como uma nova   terapia  para

doenças   crônico   degenerativas   hepáticas   e   insultos   agudos   que   cursam   com   alta

mortalidade e restrita possibilidade terapêutica na maioria das vezes68. 

Em   um   contexto   em   que   o   transplante   hepático   tem   muitas   limitações,   o

transplante de hepatócitos surge como fonte potencial de tratamento de muitas doenças
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hepáticas, tais como: doenças hepáticas metabólicas (ex: Síndrome de Crigler­najjar),

insuficiência hepática aguda e insuficiência hepática crônica30. A terapia de transplante

de hepatócitos tem algumas vantagens, como é metabolicamente menos estressante do

que o transplante de todo o órgão e tem muitas aplicações potenciais, pois podem ser

utilizadas   diferentes   fontes   de   hepatócitos   como:   hepatócitos   maduros   de   doadores

alogênicos,   hepatócitos   fetais,   hepatócitos   xenogênicos,   células   semelhantes   à

hepatócitos   derivados   de   células   tronco     e   hepatócitos   imortalizados,   que   são

hepatócitos que possuem um grande antígeno T do vírus símio 40 (SV40). O principal

problema com o transplante de hepatócitos maduros é a falta de doadores e o difícil

processamento,   preservação   e   expansão   dessas   células,   uma   vez   que   são   células

completamente diferenciadas e que se multiplicam mal in vitro7,11,12.

Atualmente,   existem   diversos   estudos   que   mostram   a   eficácia   do   uso   do

transplante de hepatócitos em doenças metabólicas,  principalmente em crianças  com

erros inatos do metabolismo metabólicos30.

Na   Tabela   1(Anexo   I)   estão   listados   os   resultados   de   diversos   estudos   em

humanos com a utilização  do  transplante  de hepatócitos  como terapia  para  doenças

metabólicas  hepáticas.  A maioria  dos estudos utilizou marcadores  como a escala de

encefalopatia de WEST­HAVEN (Apêndice II) para graduar o estágio de encefalopatia

hepática   e   melhora   clínica.   Diversos   estudos   utilizaram   também   nível   de   amônia

sanguínea e marcadores específicos de melhora para cada doença. 

3.2.3 TERAPIA CELULAR EM INSUFICIÊNCIA HEPÁTICA AGUDA

Outra  aplicação   incipiente   é   uso  do   transplante  de  hepatócitos  para   falência

hepática aguda.  Esta é causada principalmente pelo uso abusivo de acetoaminofeno,

mas pode ter diversas outras causas como abuso de outras drogas e/ou infecção por

vírus hepatotrópicos como HBV e HCV.

A   insuficiência   hepática   aguda   se   caracteriza   por   uma   perda   extensa   do

parênquima hepático de forma rápida; com isso mesmo que o fígado possua capacidade

regenerativa, esta é suplantada pela rápida perda do parênquima, levando a déficit de

diversas funções vitais desempenhadas pelo fígado, o que pode ocasionar o óbito do

paciente.  O uso de hepatócitos  poderá então vir  a funcionar  como “ponte” para um

15



futuro transplante  hepático,  retardando a urgência do procedimento ou como terapia

definitiva em si.

 Na tabela 2 (Anexo II) estão listados alguns estudos em humanos com o uso do

transplante de hepatócitos em situações de insuficiência hepática aguda. Assim, como o

uso em doenças genéticas, só tem sido feito o transplante de hepatócitos maduros, sem

nenhum uso por ora de células semelhantes a hepatócitos em estudos em humano.
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4. METODOLOGIA

4.1 ANIMAIS

Foram utilizados  camundongos  C57Bl/6,  machos,  entre  8  e  10  semanas.  Os

animais utilizados nesse projeto foram mantidos no Biotério do Centro de Biotecnologia

e Terapia Celular do Hospital São Rafael, tendo alimentação e água  ad libitum. Este

estudo foi  obteve  à  aprovação ao CEUA do Hospital  São Rafael,  Protocolo  001/17

(APÊNDICE I).

4.2. CULTIVO DE iHEPs

As células iHEPs foram cultivadas em placas revestidas com colágeno tipo I, em

meio  DMEM/F12  (Gibco;  #10565018)  suplementado  com  os  seguintes  fatores  de

crescimento  recombinantes:  FGF-4  (Fibroblast  Growth  Factor-4)  a  10ng/mL,  HGF

(Hepatocyte  Growth Factor) na concentração de 20ng/mL, EGF (Epidermal Growth

Factor) na concentração de 20ng/mL, realizou-se também a suplementação com soro

fetal bovino a 4%, nicotinamida a 10μM, dexametasona a 0,1μM e com o inibidor da

via do TGFβ SB431542 a 1μM. 

4.3 MODELO DE LESÃO HEPÁTICA E TRANSPLANTE DE iHEPs

Para indução do modelo experimental  de lesão hepática aguda, camundongos

C57BL/6  foram  expostos  durante  três  semanas  a  etanol  a  10%  ad  libitum em

substituição  à  água.  Posteriormente,  foram injetados  450 mg/kg  de acetoaminofeno,

diluído em salina por via intraperitoneal, para indução de lesão hepática aguda. Quatro

horas após administração do acetaminofeno,  ocorreu o transplante de iHEPs (2 x106

células/camundongo), por via intra-hepática. Para o transplante das células foi utilizado

o  sistema  HAMILTON  de  bomba  e  seringa  (SIGMA-ALDRICH,  20779)  de  alta

precisão para injeção de 1 x 106 células/minuto no lobo direito anterior do fígado.  Um

grupo  experimental  (GRUPO  1)  recebeu  as  células  ressuspendidas  em  Corning  

Matrigel   ,  enquanto  um outro  grupo recebeu  a  injeção  de  volume equivalente  de

Corning   Matrigel  ,porém sem células (GRUPO 2), como ilustrado na figura 4. 
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Durante tal processo foram analisados parâmetros bioquímicos de lesão e função

hepática  (ALT,  AST  e  albumina)  no  sangue  periférico  dos  animais,  para  correto

acompanhamento.

Figura 4: Modelo experimental de lesão hepática aguda em camundongos c57bl/6 e transplante 
das iHEPs.

4.4 RASTREAMENTO POR IMUNOFLUORESCÊNCIA 

Para verificar se as células iHEPS aderiram de forma correta e se encontravam

no parênquima hepático do camundongo foi realizada a eutanásia dos animais 24 horas

após o implante das células, com coleta de amostras de fígado. A eutanásia foi feita sob

anestesia dos camundongos com uma solução de ketamina a 90-150/7.5-16 (mg/kg) e

Xilasina a 90-150/ 7.5-16(mg/kg). Os fragmentos de fígado foram fixados por 24 horas

em PFA (paraformolaldeido)  à  4% e,  posteriormente,  mais  24 horas  em solução de

sacarose à 30%. Os fragmentos foram, então, congelados em OCT e, posteriormente,

seccionados em criostato. A integração das iHEPS foi avaliada 48 horas e 2 semanas

após o transplante, através de avaliação em microscopia confocal de fragmentos do lobo

hepático injetado. Para cada bloco de tecido foram realizados cortes de 10  m com

intervalos de 100 m entre os cortes. Após secagem do material por 30 minutos, este

foi  submetido  à  marcação  com  anticorpos  para  imunofluorescência.  Analisou-se

enxertia, integração e proliferação, para tal fim foram utilizados os anticorpos anti-GFP,

albumina, CD-31, fator de Von Willebrand e Ki67 (Tabela 1).
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Anticorpo Produzido Diluição Fabricante Anticorpo

secundário

Diluição Fabricante

Albumin Coelho 1:500 DAKO Anti-

coelho 568

1:1000 Molecular

Probes
GFP Galinha 1:800 Life

Tecnhologies

Anti-

galinha

488

1:500 Molecular

Probes

CD31 Rato 1:100 Pharmigen Anti-rat

568

1:500 Molecular

Probes
Fator  de

Von

willebrand

Cabra 1:100 Santa Cruz Anti-cabra

568

1:500 Molecular

Probes

Ki67 Coelho 1:200 Thermo

Scientific

Anti-

coelho 568

1:500 Molecular

Probes
Tabela 3: Anticorpos utilizados para marcação de imunofluorescência.

4.5 ANÁLISE ESTATÍSTICA

Os resultados obtidos foram analisados utilizando testes estatísticos adequados

aos tipos de dados. Dados paramétricos foram avaliados pelo teste t de Student. Dados

não-paramétricos foram avaliados pelo teste de Mann-Whitney. Para comparação entre

3 ou mais grupos, foi utilizando o teste de ANOVA com pós-teste de Tukey para dados

paramétricos  e  Kruskal-Wallis  com  pós-teste  de  Dunns  para  dados  não

paramétricos.Foram considerados estatisticamente significativos valores de p<0,05. O

método de Kaplan-Meier foi usado para cálculo da taxa de sobrevida nos dias que se

seguem à administração do acetaminofeno e terapia celular.

4.6 CONSIDERAÇÕES ÉTICAS, BIOÉTICAS E DEONTOLÓGICAS 
O presente estudo foi feito em camundongos da linhagem C57B6/1, mantidos no

biotério  do  Centro  de  Biotecnologia  e  Terapia  Celular  do  Hospital  São  Rafael.  A

anestesia foi feita previamente, com ketamina e xilazina, 120mg/kg de peso e 5 mg/kg

de peso por  via  intraperitoneal,  respectivamente,  para menor  estresse dos  animais  e

possibilitar  analgesia  pós–cirúrgica.  O  experimento  consistiu  em  uma  cirurgia  por

incisão simples no abdome e injeção intra-hepática de células, sem desconforto/dor que

necessite a utilização de outro analgésico posteriormente. A eutanásia dos animais foi

feita  na  semana  seguinte  ao  experimento,  utilizando  uma  câmara  contendo  CO2,

causando o mínimo de desconforto possível aos mesmos. Tal estudo é um subprojeto do

estudo:  “Potencial  terapêutico  das  Células-tronco  mesenquimais  diretamente
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reprogramadas em hepatócitos em modelo de lesão hepática. ” Realizado em parceria

com  as  pesquisadoras  Iasmim  Orge  e  Milena  Botelho  Soares,  no  Centro  de

Biotecnologia e Terapia celular do Hospital São Rafael sendo submetido ao CEUA do

Hospital São Rafael. O comprovante de aprovação se encontra no APÊNDICE I  do

presente documento.
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5.RESULTADOS

5.1 ESTABELECIMENTO DA CURVA DE MORTALIDADE 
Foram utilizados  10 animais  para a  infusão de 450mg/ml  de acetoaminofeno

diluídos em salina em 0,9% a 40º  C, obtendo-se uma letalidade de 20% em 7 dias

(Gráfico 1).

Gráfico  1:  Curva  de  letalidade  em  camundongos  C57Bl/6,  com  dose  de  450mg/kg  de
acetoaminofeno diluídos em salina 0,9%.

Posteriormente, foram utilizados novamente 10 animais, porém agora foi feito o

uso de álcool 10% durante 3 semanas e, posteriormente, feita a infusão de 450mg/ml de

acetoaminofeno diluídos em salina em 0,9% a 40º C.  Observando-se uma letalidade de

60% em 7 dias (Gráfico 2). 

Gráfico 2: Curva de letalidade em camundongos C57Bl/6, após 3 semanas com álcool 10% e
dose de 450mg/kg de acetoaminofeno diluídos em salina 0,9%.
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5.2 PARÂMETROS BIOQUÍMICOS NA LESÃO HEPÁTICA  

Foram realizadas análises de parâmetros de lesão hepática (ALT e AST) e de

função  hepática  (albumina)  para  estabelecimento  da  lesão  hepática  e  insuficiência

hepática aguda em 4 camundongos (Tabela 2).

Animal ALT  

(VR = 26,3 -82,0)

AST

(VR= 26,3 -82,0)

Albumina 

(VR= 2,6 -3,9)

01 120,3 UI/L 447,4 UI/L 2,11 g/dl

02 113,1 UI/L 297,5 UI/L 2,14 g/dl

03 * * 1,66 g/dl

04 * * 1,58 g/dl

Tabela 4: Parâmetros de lesão hepática (ALT e AST) e de função hepática (albumina) alterados.

5.3 RASTREIO DAS iHEPs NO FÍGADO LESADO

Realizou-se a imunofluorescência dos tecidos dos camundongos submetidos à

lesão hepática. Os camundongos foram submetidos ao processo de lesão hepática aguda

por acetaminofeno e feita a infusão de 2x106 células iHEPS, como previamente descrito.

Após 2 dias da infusão das células, os animais foram eutanasiados e secções de seus

fígados  foram  analisadas  por  imunofluorescência.  Inicialmente  foram  utilizados

anticorpos  anti-GFP e  anti-albumina  para  constatação  da  presença  das  células  nos

fígados dos camundongos (Figura 2).   
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Após localização das células nos tecidos com 2 dias, procurou-se avaliar se tais

células realmente ficariam aderidas ao tecido hepático para isso foi feita novamente a

lesão hepática aguda por acetaminofeno e feita a infusão de 2x106 células iHEP; porém

dessa vez os animais sofreram eutanásia 2 semanas após o procedimento, analisou-se

então lâminas de seus fígados que foram coradas por imunofluorescência com uso de

anticorpos anti-GFP e anti-albumina (Figuras 5 e 6). 

Posteriormente,  foram  realizadas  novas  análises  em  secções  de  fígado  dos

camundongos que sofreram eutanásia após 2 semanas da infusão das iHEP Novamente,

a técnica utilizada foi a de imunofluorescência para constatar se as células implantadas

no parênquima hepático mantinham a capacidade proliferativa, utilizando os anticorpos

anti-GFP e  anti-Ki67,  bem como  se  estas  estavam integradas  ao  parênquima  e  não

apenas no espaço porta. Para isso se utilizou anticorpos anti-fator de von Willebrand e

anti-CD31 (marcadores  endoteliais)  para  delimitar  os  sinusoides  e  constatar  que  as

células implantadas estavam mesmo no parênquima e não na luz sinusoidal (Figura 7). 

23



24



Figura 5:  Rastreamento das iHEPs no parênquima hepático dos camundongos, analisados 48
horas após infusão das células.  Imunofluorescência utilizando anticorpos anti-GFP (verde) e
anti-albumina (vermelho) e DAPI (azul).
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Figura 6: A e B; Análise da integração das iHEPs no parênquima hepático após 2 semanas.
Imunofluorescência utilizando anticorpos anti-GFP (verde) e anti-albumina (vermelho) e DAPI
(azul). 

Figura  7:Análise  de  enxertia  das  iHEPs   ao  parênquima  e  sua  capacidade  replicativa.
Imunofluorescência com marcação do GFP em verde e fator de von Willebrand e CD31 em
vermelho, demonstrando integração ao parênquima hepático; e dupla marcação com GFP  em
verde e Ki67, marcador de proliferação celular, em vermelho.
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5.4 IMPACTO DA TERAPIA CELULAR NA MORTALIDADE

Foram utilizados 20 animais, sendo que todos foram submetidos ao uso contínuo

de alcool 10% durante 3 semanas a infusão de 450mg/ml de acetoaminofeno diluídos

em salina em 0,9% a 40º C. Posteriormente, realizou-se em  um grupo experimental a

infusão de salina, enquanto o outro grupo recebeu a infusão  de 2x106 células  iHEPs,

como previamente descrito. A curva de mortalidade pode ser vista no gráfico 3.

Gráfico 3:  Impacto da terapia celular X salina (placebo) sobre a mortalidade no modelo de
insuficiência hepática aguda previamente estabelecidos.

A curva de Kaplan-Meier mostrada na figura 8 demonstra a análise de sobrevida

acumulada,  sendo  realizado  um  Log  rank  test para  assunção  de  igualdade  entre  as

curvas  que  obteve  um  p valor  de  0.624,  demonstrando  que  não  houve  diferença

significativa  entre  os  tratamentos  e  acatando  a  hipótese  nula  de  que  ambas  os

tratamentos têm o mesmo efeito.
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Figura 8: Curva de Kaplan-Meier para sobrevida acumulada, comparando grupos

salina e iHEP. P=0.6244
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6. DISCUSSÃO

O acetoaminofeno  é  uma  droga  hepatotóxica  que  pode  levar  a  insuficiência

hepática aguda; seu mecanismo de lesão se deve aos metabólitos da droga produzidos

no fígado, pelo sistema CYP56.Por causa desse mecanismo de lesão foi feita a indução

das enzimas do componente CYP hepático  pelo uso crônico de álcool.  Desta forma

aumentou-se o número de metabólitos produzidos e com isso a criação de um modelo de

sobrevida com uma curva de letalidade de 60% como demonstradas no gráfico 2. Com

base nisso foi criado um modelo no qual se usou álcool a 10 % durante 3 semanas e o

uso de 450mg/kg de acetoaminofeno para obtenção da insuficiência hepática aguda e da

curva de mortalidade, modelo semelhante ao descrito na literatura 31.

Foram achados parâmetros  de albumina,  ALT, AST e bilirrubina  compatíveis

com os de lesão e insuficiência hepática aguda, descritos na tabela 2, tais dados são

semelhantes a literatura, na qual se pode notar aumento das enzimas hepáticas no soro

sanguíneo (ALT e AST) com concomitante decréscimo da albumina sanguínea 56. 

As células  injetadas  foram rastreadas no parênquima hepático após 48 horas,

dados  compatíveis  com  a  literatura  atual,  na  qual  se  demonstra  adesão  de  células

semelhantes  à  hepatócitos,  sejam estes  gerados por  reprogramação  direta  através  de

células  mesenquimais  como  este  modelo  ou  através  de  células  tronco  pluripotentes

induzidas (iPSC) 26,55. Essa informação leva a ideia de que tais células possam a vir ter

um papel nas primeiras 48 horas da lesão hepática, possivelmente funcionando como

uma tentativa  de  resgate  e  ajuda  na  regeneração  do parênquima hepático  de  forma

rápida. Uma vez que essa fase inicial da lesão hepática aguda (48 horas) possui grande

letalidade é importantíssimo o uso de terapias que possam parar ou retardar o avanço da

doença57.

Os achados de integração após 2 semanas também são compatíveis com alguns

estudos da literatura atual e reforçam a possibilidade de a terapia celular poder impactar

na sobrevida e terapêutica da lesão hepática aguda 27,55. Foram analisados aspectos ainda

como o Ki67 e CD31 para comprovar tanto a manutenção da capacidade proliferativa

das células como de enxertia a esse parênquima. Tais dados reforçam a hipótese de que

tais  células  podem ajudar na regeneração do parênquima hepático,  uma vez que foi
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evidenciado que as mesmas integram a este e ao mesmo tempo possuem capacidade

proliferativa, portanto podem repovoar o fígado lesado.

Quando analisada a curva de sobrevida, podemos ver que não houve diferença

estatisticamente significante no aspecto que tange a mortalidade em 07 dias. Tal fato

pode  ser  explicado  pelos  outros  mecanismos  extra-hepáticos  de  lesão,  como  por

exemplo,  a  nefrotoxicidade  que  ocorre  comumente  em  intoxicações  pelo

acetoaminofeno, podendo ocorrer insuficiência renal em até 2% dos casos17; além disso

aspectos decorrentes  do trauma cirúrgico e da sua resposta  imunometabólica podem

explicar  a  elevada  mortalidade  nas  primeiras  04  horas  de  vida,  podendo  influir  no

resultado final da curva de mortalidade e sobrevida 74.

O tempo estabelecido para a infusão das células foi de 4 horas após o uso do

acetoaminofeno. A meia vida do acetoaminofeno em camundongos varia de 1-2 horas

em  doses  terapêuticas,  porém  em  situações  de  overdose  essa  meia  vida  pode  ser

aumentada. Além disso, os metabólitos tóxicos com NAPQI começam a aumentar com

cerca de 3-4 horas, concomitantemente a queda da glutationa  17. Com esse dado, pode-se

inferir  que o tempo  de  infusão das  células  talvez  não tenha  sido o mais  otimizado

possível; requerendo assim a análise de tempos diferentes de infusão para afirmarmos

que tal terapia celular não promoveu melhora.

Podemos concluir com esses dados que as células geradas possuem a capacidade

de enxertia, adesão e proliferativa no parênquima hepático. Será realizado estudo em

outro modelo  de lesão  hepática  através  da administração de  tetracloreto  de carbono

(CCL4)  com  menor  influência  de  covariáveis  como  a  nefrotoxicidade  a  fim  de

identificar o real potencial da terapia celular com células semelhantes à hepatócitos na

mortalidade da insuficiência hepática aguda e não acarretar em um erro tipo II. 
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7. CONCLUSÕES

As células demonstraram capacidade de enxertia e proliferação no modelo de

insuficiência hepática aguda por acetoaminofeno.

Não  foi  possível  estabelecer  um impacto  na  sobrevida  desses  camundongos,

nesse modelo experimental.
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8. SUMMARY

Introduction: The high prevalence of hepatopathies in the general population

has led to the constant search for new therapeutic alternatives, aimed at the treatment

and / or cure of such diseases. Currently, the use of cell therapy from mesenchymal stem

cells has been growing more and more as a viable alternative. Since one can use cells of

the own carrier of the disease, bypassing problems like rejection by the immune system.

However, several problems still need to be overcome: acquisition of large numbers of

viable cells for use in cell therapy and a greater adhesion of these cells to the injured

organ. The present study aims to establish the effectiveness of cell therapy promoted by

hepatocytes derived from mesenchymal stem cells (iHeps) as a therapeutic alternative in

an experimental model of acute hepatic failure induced by acetoaminophen in C57B1 /

6 mice.  Method: C57B1 / 6 mice were used for three weeks using 10% ethanol ad

libitum instead of water. Subsequently, 450 mg / kg of acetoaminophen, diluted in saline

intraperitoneally,  was  injected  for  induction  of  acute  liver  injury.  Four  hours  after

administration  of  acetoaminophen,  iHEPs  (2,106  cells  /  mouse)  were  transplanted

intrahepatically.  Immunofluorescence  was  used  for  cell  screening  and  proliferation

verification in the hepatic  parenchyma (48 hours and 2 weeks after  transplantation).

Survival analysis was performed for seven days. Results: The mortality curve proposed

in the model was established with 10% ethanol for 3 weeks and injection of 450mg / kg

of  acetoaminophen;  by  immunofluorescence  it  was  possible  to  demonstrate

transdifferentiated  hepatocytes  adhered  and proliferating  in  the  hepatic  parenchyma.

Survival analysis did not show a statistically significant difference in mortality in the

Kaplan-meier model for survival.  Conclusion: The cells demonstrated the capacity of

grafting and proliferation in the model of acetoamphrine acute liver failure. It was not

possible to establish an impact on the survival of these mice in this experimental model.

Keywords: 1.  Celular  therapy.  2.Hepatic  reprogramation  3.  Hepatocyte  4.Pathology

5.Immunofluorescence
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10. ANEXOS 

ANEXO I

Artigo Doença Metodologia/ Idade Número de células/ Via 
injetada

Acompanhamento/ 
Resultados

Strom et al.; Horslen, Fox
et al.

Deficiência de 1­alpha AT. Relato  de  caso/  18   semanas
de idade.

Infusão intraportal de células
maduras.

Ao   explante   do   fígado
mostrou cirrose; tratado com
transplante ortotópico 2 dias
após transplante de células.

Fox et al.  Síndrome   de   Crigler­Najjar
tipo 1.

Relato   de   caso/   10   anos  de
idade.

3   infusões   por   24   horas   de

7,5 X 109 hepatócitos por via
intraportal.

Bilirrubina total reduziu 50%
e glicurinedeo bilirrubina foi
demonstrada   na   bile   por   3
anos e 6 meses. Após 4 anos
foi  submetido ao transplante
hepático.

Hughes et al.  Síndrome   de   Crigler­Najjar
tipo 1.

Série   de   casos/   3   anos   e   6
meses de idade.

9 infusões durante 2 semanas
e   uma   após   3   meses
totalizando um total de 4.3 X

10  9  hepatócitos   por   via
intraportal.

Bilirrubina   total   estava
reduzida  40  % em 9  meses
após   transplante   de
hepatócitos.
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Ambrosino et al. 
Síndrome   de   Crigler­Najjar
tipo 1.

Relato   de   caso/   9   anos   de
idade.

Infusão intraportal de 4 X 10
9 hepatócitos.

Bilirrubina total foi reduzida
em   50%   ;4.6   meses   após   o
procedimento,   paciente   foi
submetido   a   transplante
ortotópico do fígado.

Allen K et al.  Síndrome   de   Crigler­Najjar
tipo 1.

Relato   de   caso/   8   anos   de
idade.

Infusão  intraportal  de 1.5 X

10 9 hepatócitos.

Bilirrubina total foi reduzida
em   30   %.   Paciente   foi
submetido   a   transplante
ortotópico  do   fígado   em  11
meses.

Darwish AA et al.  Síndrome   de   Crigler­Najjar
tipo 1.

Série   de   casos/   8   anos   de
idade.

Uma   infusão   percutânea,
associada   a   8   infusões
através   de   um   cateter
mesentérico­portal
implantado (mesenteric port­
a­Cath) durante 5 meses 

Bilirrubina   foi   reduzida   em
40 %. Paciente foi submetida
a   transplante   ortotópico
hepático após 20 meses.

Dhawan et al. Síndrome   de   Crigler­Najjar
tipo 1.

Série de casos/ 18 meses de
idade.

Infusão   de   4.3X109

hepatócitos   por   via
intraportal.

Decréscimo   de   40%   na
bilirrubina  durante  6  meses.
Transplante   ortotópico
hepático após 8 meses.

Dhawan et al. Síndrome   de   Crigler­Najjar
tipo 1.

Série de casos/ 42 meses de
idade.

Infusão   de   2.1   X   109

hepatócitos   por   via
intraportal.

Sem benefício claro/ NA.

Khan et al. Síndrome   de   Crigler­Najjar
tipo 1.

Relato   de   caso/   2   anos   de
idade.

Infusão de 1.5 X 107 células
progenitoras   hepáticas   na
artéria hepática.

Bilirrubina   foi   reduzida   em
50 % /NA.

Meyburg et al. Síndrome   de   Crigler­Najjar
tipo 1.

Série   de   casos/   11   anos   de
idade.

Infusão   de   7.2   X   109

hepatócitos   por   via
intraportal.

Bilirrubina   foi   reduzida   em
20%. Paciente esperando um
transplante   ortotópico
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hepático.

Ribes­konickx et al. Síndrome   de   Crigler­Najjar
tipo 1.

Série   de   casos/   7   anos   de
idade.

Infusão   de   6.7   X   109

hepatócitos   por   via
intraportal.

Bilirrubina   foi   reduzida   em
50   %  e  permaneceu   estável
por   1   ano;   melhora   dos
parâmetros psicomotores.

Dhawan et al. Deficiência de fator VII. Série de casos/ 35 meses de
idade.

Infusão intraportal  de 2.18X

10 9 de hepatócitos.

Decréscimo   da   necessidade
de   rFVII   em   70%.   Após   8
meses   transplante  ortotópico
hepático.

Dhawan et al. Deficiência de fator VII. Série   de   casos/   3   meses   de
idade.

Infusão intraportal de 1.09 X

10 9 de hepatócitos.

Decréscimo   da   necessidade
de   rFVII   em   70%.   Após   7
meses   transplante  ortotópico
hepático.

Hughes et al. Deficiência de fator VII. Série   de   casos/   4   meses   de
idade

Infusão  intraportal  de 5.0 X

10 8 de hepatócitos.

Decréscimo   da   necessidade
de rFVII / NA.

Ribes­konickx et al. Doença   de   depósito   de
glicogênio tipo 1a.

Série   de   casos/   6   anos   de
idade

Infusão intraportal de 2.35 X

10 9 de hepatócitos.

Diminuição da ocorrência de
episódios   de   hipoglicemia;
após 1 ano, ainda permanece
sem   admissões   hospitalares
por hipoglicemia.

Muraca et al. Doença   de   depósito   de
glicogênio tipo 1a.

Relato de caso / 47 anos de
idade

Infusão intraportal de 2 X 10
9 de hepatócitos.

Durante   9   meses   não   foi
constatado   nenhum   episódio
hiperglicêmico. N/A
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Lee et al. Doença   de   depósito   de
glicogênio tipo 1b.

Relato   de   caso   /18   anos  de
idade.

3 infusões de hepatócitos por
via     intraportal (primeira :2

X   109;   segunda:   1   x109;

terceira: 3x 109 células).

Atividade   da   glucose­6­
phospatase   normalizada
durante 7 meses. N/A

Sokal et al. Doença de Refsum infantil. Relato   de   caso/   4   anos   de
idade.

Infusão   intraportal   de   2   X

109 hepatócitos.

Decréscimo de 40% no ácido
pipecólico   e   a   relação
C26:c22   de   ácido   graxo
diminui   em   36%   em   18
meses. N/A

Stephenne et al. Fenilcetonúria. Relato   de   caso/   6   anos   de
idade.

2   infusões   Intraportais

(Primeira:6.3 X 108; segunda

:1.1 X 109).

Por   3   meses   os   níveis   de
fenilalanina   foram
normalizados,   após   esse
período o paciente necessitou
retornar à dieta com restrição
de fenilalanina.

Beck et al. Hiperoxalúria tipo 1. Relato de caso/ 33 meses de
idade.

Infusão por via intraportal de

0.3   X   109  hepatócitos
(Infusões   diarias   durante   6
dias).

Decréscimo   nos   níveis   de
oxalato variando de 25­33%;
Transplante   renal   e
ortotópico   hepáticos   após   4
meses.

Hughes et al.;
Dhawan et al.

Colestase   progressiva
intrahepática familiar.

Série de casos/ 32 meses de
idade.

Infusão   intraportal   de   3   X

108 hepatócitos.

Sem   beneficio.   Transplante
ortotópico   hepático   após   5
meses.

Hughes et al.;
Dhawan et al.

Colestase   progressiva   intra­
hepática familiar tipo 2.

Série de casos/ 16 meses de
idade.

Infusão   intra   portal   de   3   X

108 de hepatócitos.
Sem   benefício.   Transplante
ortotópico   hepático   após   14
meses.
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Ribes­konickx et al. Tirosenemia tipo 1. Série   de   casos/   45   dias   de
idade.

Infusão intra portal de 0.66 X

109 de hepatócitos.

Decréscimo   no   nível   de
bilirrubina   e   melhora   da
coagulação.   Transplante
hepático   ortotópico   em   45
dias.

Strom et al. Deficiência   de   ornitina
transcarbamilase.  

Série   de   casos/   5   anos   de
idade.

Infusão   intraportal   de

aproximadamente   1   X   109

hepatócitos em 2 sessões.

Decréscimo   no   nível   de
amônia   sanguíneo.   Paciente
faleceu   em   decorrência   de
sepse após 42 dias.

Horslen et al. Deficiência   de   ornitina
transcarbamilase.

Relato de caso/  10 horas de
nascido.

Aproximadamente   4   X   109

hepatócitos foram infundidos
através   de   um   cateter   pela
veia   umbilical   posicionado
na   veia   porta   durante   3
semanas e meia. 

Decréscimo   no   nível   de
amônia   sanguíneo.
Aumentada   a   tolerância   a
proteína.   Transplante
ortotópico   hepático   após   6
meses. 

Mitry et al. Deficiência   de   ornitina
transcarbamilase. 

Relato   de   caso/   recém­
nascido.

Infusão   de   7.3   X   108  de
hepatócitos   pela   via
umbilical.

Normalizado nível sanguíneo
de amônia e não desenvolveu
nenhum   distúrbio
neurológico;   realizado
transplante   ortotópico
hepático após 7 meses,

Darwish et al. Deficiência   de   ornitina
transcarbamilase.   

Série de casos/ 14 meses de
idade.

Falha no posicionamento do
cateter.

Não foram reportados dados
do   transplante   pois   falhou
durante o posicionamento do
cateter.   Transplante
ortotópico   hepático   após   6
meses.

Stephenne et al. Deficiência   de   ornitina
transcarbamilase.   

Série de casos/ 14 meses de
idade.

Infusão intraportal de 0.24 X

109 hepatócitos.

Decréscimo   na   amônia
sanguínea   e   melhora   na
produção   de   ureia;   não
desenvolveu   nenhum
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distúrbio   neurológico
transplante   ortotópico
hepático após 6 meses.

Puppi et al. Deficiência   de   ornitina
transcarbamilase.   

Relato   de   caso   /   1   dia   de
idade.

Infusão intraportal de 1.74 X

109 hepatócitos por 6 meses.

Decréscimo   no   nível   de
amônia sanguínea e melhora
na   produção   de   ureia.
Transplante hepático auxiliar
em 7 meses.

Meyburg et al. Deficiência   de   ornitina
transcarbamilase.

Série de casos/ 6 horas após
o nascimento.

Infusão   de   0.94   X   109  de
hepatócitos   via   veia
umbilical.

Decréscimo   no   nível   de
amônia sanguínea e melhora
na   produção   de   ureia.
Normalização   na   excreta  de
ácido   úrico.   Faleceu   4   dias
após   o   transplante   de
hepatócitos.

Meyburg et al. Deficiência   de   ornitina
transcarbamilase.   

Série   de   casos/   9   dias   de
idade.

Infusão   de   0.87   X   109  de
hepatócitos   via   veia
umbilical.

Decréscimo   no   nível   de
amônia   sanguíneo.
Tolerância   a   proteína
melhorada.   Excreção   de
acido   orotico   urinário
normalizada. À espera de um
transplante   ortotópico
hepático

Bohnen et al. Deficiência   de   ornitina
transcarbamilase.   

Relato   de   caso/   5   anos   de
idade.

Não descrito no artigo Decréscimo   nos   níveis   de
amônia   no   sangue   e
normalização   dos   níveis   de
glutamina   sanguíneos.   O
paciente faleceu apos 45 dias
do transplante. 
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Mitry et al. Deficiência   de   ornitina
transcarbamilase.   

Série   de   casos/   1   dia   de
idade.

Não descrito no artigo. Decréscimo   nos   níveis   de
amônia sanguíneo e melhora
na   produção   de   ureia.
Transplante hepático auxiliar
após 7 meses.

Ribes­konickx et al. Deficiência   de   ornitina
transcarbamilase   

Série   de   casos/   12   anos   de
idade.

2   infusões   intraportais

totalizando   0.87   X   109  de
hepatócitos.

Decréscimo   nos   níveis   de
amônia sanguínea e melhora
na produção de ureia. Níveis
de   glutamina   sanguínea
foram   normalizados.   O
paciente faleceu após 30 dias
do transplante de hepatócitos.

Ensawa et al. Deficiência   de   ornitina
transcarbamilase   

Relato   de   caso/   11   dias   de
idade.

Duas   infusões   intraportais:

primeira   de   7.4   X   10  7  de
hepatócitos   e   uma   segunda

infusão   de   6.6   X   107

hepatócitos.

Decréscimo   no   nível   de
amônia   sanguíneo   e   não
desenvolveu   nenhuma
anormalidade   neurológica
após 3 meses da infusão.

Stephenne et al. Deficiência   de   argino
succinato liase

Relato de caso/ 42 meses de
idade.

Três  infusões  intraportais  de
hepatócitos   (primeira   :

1.7X109;   segunda:1x109;

terceira: 1 x 109)

Decréscimo   dos   níveis   de
amônia sanguíneo e melhora
psicomotora.   Transplante
ortotópico   hepático   após   18
meses.

Darwish et al. Deficiência   de   argino
succinato liase

Série   de   casos/   3   anos   de
idade.

6   infusões   pelo   sistema
“port­a­Cath” durante 1 mês
na   veia   gastrocólica   de
hepatócitos.

Decréscimo   dos   níveis   de
amônia sanguíneo. N/A

Meyburg et al. Deficiência   de   carbamoil
fosfato sintase I.

Relato de caso, 2,5 meses de
idade.

Não descrito no artigo. Decréscimo   nos   níveis   de
amônia sanguínea e melhora
na   produção   de   ureia.   À
espera   de   um   transplante
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ortotópico hepático.

Meyburg et al. Citrulinemia Relato   de   caso   3   anos   de
idade.

Não descrito no artigo. Decréscimo   nos   níveis   de
amônia sanguínea e melhora
na   produção   de   ureia.
Melhora   na   tolerância   a
proteínas. N/A

Tabela 1: Mostrando estudos conduzidos em humanos com doença hepática metabólica, que foram submetidos ao transplante de hepatócitos e

seus resultados.

ANEXO II

Artigo Doença Metodologia 
/Idade

Número de células/Via 
injetada

Acompanhamento/ Resultados

Soriano et 
al. Acetoaminofeno

Série de casos/ 
16 anos de 
idade.

Infusão intraportal de 4 
x10 7 células.

Diminuição dos níveis de amônia sanguíneo, sem mudança na graduação 
de encefalopatia (permaneceu 4). Faleceu 2 dias após o procedimento.

Fisher et 
al. 

Acetoaminofeno
Série de casos/ 
26 anos de 
idade

Infusão intraesplênica de 
1.2 X 10 9 células.

Diminuição dos níveis de amônia sanguíneos, melhora do estadiamento 
de encefalopatia 4, feito OLT com recuperação total.
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Soriano et 
al. INH (Isoniazida)

Série de casos/ 
12 anos de 
idade

 Infusão intraportal de 3 

x108 células em um total 
de 3 infusões.

Diminuição dos níveis de amônia sanguíneo, sem mudança no 
estadiamento da encefalopatia (permaneceu 4). Faleceu 7 dias após o 
procedimento.

Soriano et 
al. Fenitoína

Série de casos/ 
10 de idade.

Infusão intraportal de 8.4 

x109 células em um total 
de 3 infusões.

Diminuição dos níveis de amônia sanguíneo, sem mudança no 
estadiamento grau 4 da encefalopatia. Faleceu 7 dias após por causa de 
uma meningite viral.

Strom et 
al.

Sódio de 
difenilidantoína 
(Dilantina)

Série de casos/ 
13 anos de 
idade

Infusão intraportal de 

1x109 células.

Sem mudança no estadiamento da encefalopatia (permaneceu 4). Faleceu 
4 dias após procedimento.

Fisher et 
al. 

Sódio de 
difenilidantoína 
(Dilantina)

Série de casos/ 
27 anos de 
idade.

Infusão intraesplênica de 
2.8x10 7 células.

Diminuição dos níveis de amônia sanguíneo, melhora do estadiamento 
grau 4 da encefalopatia. Submetido a um OLT, tendo total recuperação.

Fisher et 
al. 

Carbamazepina 
(Tegretol)

Série de casos/ 
14 anos de 
idade

Infusão intraportal de 

2.5x109 células.

Diminuição dos níveis de amônia sanguíneo, melhora do estadiamento de 
encefalopatia grau 4, submetido a OLT, tendo total recuperação.

Soriano et 
al. Idiopática

Série de casos/ 
3 anos de idade

Infusão intraportal de 

3.6x1010 células em um 
total de 9 infusões.

Diminuição dos níveis de amônia sanguíneo, melhora da encefalopatia. 
Total recuperação.
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Soriano et 
al. Idiopática

Série de casos/ 
5 anos de idade

Infusão intraportal de 

1.4x1010 células em um 
total de 7 infusões.

Diminuição dos níveis de amônia sanguíneo, melhora no estadiamento 
grau 4 da encefalopatia; submetido a OLT depois de 04 dias, tendo 
recuperação total.

Sterling et 
al.

Idiopática
Série de casos/ 
3 meses e 15 
dias de idade

Infusão intraportal de 

1.8x108 células.

Sem mudanças na encefalopatia. Foi submetido a OLT após 10 dias, 
tendo total recuperação.

Habibullah
et al.

Idiopática
Série de casos/ 
8 anos de idade

Infusão intraperitoneal de 

6x107 células fetais 
hepáticas/kg  

Melhora da encefalopatia grau 3. Recuperação total.

Fisher et 
al.

Viral
Série de casos/ 
4 anos de idade

Infusão intraportal de 3.4 

x109 células em um total 
de 2 infusões.

Melhora da encefalopatia grau 3. Progrediu para hemorragia intracraniana
(morreu?)

Strom et 
al.

Halotano
Série de casos/ 
43 anos de 
idade

Review article Faleceu após 35 dias, em decorrência de SEPSE.

Bilir et al. Abuso de 
diversas 
substâncias

Série de casos/ 
32 anos de 
idade

Infusão intraesplênica de 

1.3x109 células. 

Diminuição dos níveis sanguíneos de amônia, melhora no estadiamento 
da encefalopatia grau 4. Faleceu após 14 dias em decorrência de uma 
sepse.
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Bilir et al. Abuso de 
diversas 
substâncias

Série de casos/ 
32 anos de 
idade

Infusão intraesplênica de 

1x1010 células.

Diminuição dos níveis sanguíneos de amônia, melhora no estadiamento 
da encefalopatia grau 4. Teve recuperação total

Fisher et 
al. 

Abuso de 
diversas 
substâncias

Série de casos/ 
35 anos de 
idade

Infusão intraesplênica de 

1.8 x109 células com uma 
posterior infusão 

intraesplênica de 2.5x107 

células. 

Sem mudanças no estadiamento de encefalopatia grau 4. Faleceu no dia 
seguinte ao transplante em decorrência de morte encefálica.

Fisher et 
al. 

Abuso de 
diversas 
substâncias

Série de casos/ 
21 anos de 
idade

Infusão intraportal de 

5.4x109 células. 

Diminuição dos níveis sanguíneos de amônia, melhora no estadiamento 
da encefalopatia grau 4. Faleceu após 14 dias em decorrência de uma 
sepse.

Fisher et 
al. 

Abuso de 
diversas 
substâncias

Série de casos/ 
35 anos de 
idade

Infusão intraportal de 

3.7x109 células.

Diminuição dos níveis de amônia sanguíneo, melhora no estadiamento 
grau 4 da encefalopatia; Recuperação total.

Fisher et 
al. 

Abuso de 
diversas 
substâncias

Série de casos/ 
35 anos de 
idade

Infusão intraportal de 

3.9x109 células.

Diminuição dos níveis de amônia sanguíneo, melhora no estadiamento 
grau 4 da encefalopatia; faleceu 3 dias após o transplante em decorrência 
de uma trombose mesentérica.

Bilir et al. Abuso de 
diversas 
substâncias

Série de casos/ 
51 anos de 
idade

Infusão intraperitoneal de 

6x107 hepatócitos fetais/kg

Não houve alterações no estadiamento da encefalopatia (permaneceu 4). 
Morreu após 30 horas.
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Bilir et al. Abuso de 
diversas 
substâncias

Série de casos/ 
32 anos de 
idade

Infusão intraperitoneal de 

6x107 hepatócitos fetais/kg

Não houve alterações no estadiamento da encefalopatia (permaneceu 4). 
Morreu após 37 horas.

Bilir et al. Abuso de 
diversas 
substâncias

Série de casos/ 
29 anos de 
idade

Infusão intraperitoneal de 

6x107 hepatócitos fetais/kg

Não houve alterações no estadiamento da encefalopatia (permaneceu 4). 
Morreu após 48 horas.

Bilir et al. Abuso de 
diversas 
substâncias

Série de casos/ 
20 anos de 
idade

Infusão intraperitoneal de 

6x107 hepatócitos fetais/kg

Melhora no estadiamento grau 4 da encefalopatia. Recuperação total

Bilir et al. Abuso de 
diversas 
substâncias

Série de casos/ 
20 anos de 
idade

Infusão intraperitoneal de 

6x107 hepatócitos fetais/kg

Melhora no estadiamento grau 4 da encefalopatia. Recuperação total

Bilir et al. Clorofórmio
Série de casos/ 
55 anos de 
idade

Infusão intraesplênica de 

3.9x1010 células. 

Não houve alterações no estadiamento da encefalopatia (permaneceu 4). 
Morreu após 06 horas, em decorrência de falência múltipla de órgãos.

Ott et al. Etiologia 
desconhecida

Série de casos/ 
23 anos de 
idade

Infusão intraesplênica de 

4.38 x108 células em um 
total de 2 infusões.

Diminuição dos níveis de amônia sanguíneo, melhora no estadiamento 
grau 3 da encefalopatia; OLT após 5 dias. Faleceu após 13 dias em 
decorrência de falência múltiplas de órgãos.
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Fisher et 
al. 

Síndrome de 
Reye

Série de casos/ 
48 anos de 
idade

Infusão intraportal de 

7.5x108 células.

Diminuição dos níveis de amônia sanguíneo, sem alterações no 
estadiamento grau 4 da encefalopatia; faleceu após 01 dia de morte 
encefálica.

Ott et al. Amanita 
phalloides 
(Fungo tóxico)

Série de casos/ 
64 anos de 
idade

Infusão intraportal de 

4.9x109 células. 

Diminuição dos níveis de amônia sanguíneo, melhora no estadiamento 
grau 4 da encefalopatia; obteve recuperação total. 

Strom et 
al.

Pós-
trissegmenctomia
cirúrgica. 

Série de casos/ 
69 anos de 
idade

Infusão intraesplênica de 

5.3 x108 células em um 
total de 2 infusões.

Sem alterações no estadiamento de encefalopatia (permaneceu grau 4). 
Faleceu após 2 dias (causa?)

Bilir et al. Herpes II
Série de casos/ 
29 anos de 
idade.

Infusão intraportal de 

1x1010 células.

Sem alterações no estadiamento de encefalopatia (permaneceu grau 4). 
Houve queda da satO2, falecendo após 18 horas.

Sterling et 
al.

Herpes II
Série de casos/ 
37 anos de 
idade

Infusão intraesplênica de 

1.2x108 células. 

Diminuição dos níveis de amônia sanguíneo, melhora no estadiamento 
grau 4 da encefalopatia. Faleceu após 5 dias, em decorrencia de uma 
sepse.

Bilir et al. HBV
Série de casos/ 
65 anos de 
idade

Infusão intraportal e 

intraesplênica de 3x1010 

células.

Diminuição dos níveis de amônia sanguíneo, melhora no estadiamento 
grau 3 da encefalopatia. Faleceu após 52 dias, em decorrência de falha 
orgânica de múltiplos órgãos.
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Strom et 
al.

HBV
Série de casos/ 
28 anos de 
idade

Infusão intraesplênica de 

1.69x108 células.

Diminuição dos níveis de amônia sanguíneo, melhora no estadiamento 
grau 3 da encefalopatia OLT após3 dias, tendo total recuperação.

Strom et 
al.

HBV
Série de casos/ 
43 anos de 
idade.

Infusão intraportal de 7.29 

x108 células em um total 
de 3 infusões.

Sem alterações no estadiamento da encefalopatia (permaneceu 4). OLT 
após 1 dia, tendo recuperação total.

Habibullah
et al.

HBV
Série de casos/ 
40 anos de 
idade.

Infusão intraperitoneal de 

6x107 células /kg 

Sem alterações no estadiamento da encefalopatia (permaneceu 4). Faleceu
após 13 horas.

Fisher et 
al. 

HBV e cocaína
Série de casos/ 
37 anos de 
idade.

Infusão intraesplênica de 

8.8x108 células.

Diminuição dos níveis de amônia sanguíneo, melhora no estadiamento 
grau 2 da encefalopatia. Obteve recuperação total.

Fisher et 
al. 

HBV e linfoma
Série de casos/ 
54 anos de 
idade.

Infusão intraportal de 

6.6x109 células.

Diminuição dos níveis de amônia sanguíneo, melhora no estadiamento 
grau 2 da encefalopatia. Faleceu após 07 dias, em decorrência de falência 
múltipla de órgãos.

Tabela 2: Mostrando estudos conduzidos em humanos com insuficiência hepática aguda por diversas causas e tratados com terapia celular com
hepatócitos.
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11. APÊNDICES

APÊNDICE I

Comprovante de aceitação do CEUA do Hospital São Rafa
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APÊNDICE II

Grau Clínico Sinais e Sintomas
Grau 0 Encefalopatia subclínica, pequenas mudanças 

na concentração, memória e coordenação; 
“Asterix” normalmente não está presente.

Grau 1 Dificuldade de concentração moderada, 
desvios de atenção e coordenação não pareada;
pode ocorrer insônia, mudanças de 
personalidade e irritabilidade. “Asterix” pode 
estar presente, mas de forma inconsistente.

Grau 2 Desorientação, grandes dificuldades de 
concentração, mudanças grandes na 
personalidade, comportamento inadequado e 
sonolência. “Asterix” normalmente presente

Grau 3 Estupor, grande desorientação, impossibilidade
de realizar atividades mentais, fala incoerente 
e muito confusa; “Asterix” presente.

Grau 4 Coma 

Escala de WEST-HAVEN.Adaptado de Bernal et al.,2013.
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