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RESUMO

Algumas pesquisas realizadas recentemente relatam que
as células-tronco mesenquimais (CTM) podem ser
induzidas a aquisi¢do de mar cador es hepatociticos pelo
transplante em modelos animais de dano hepatico, ou
pelo cultivo in vitro com fatores de crescimento e
citocinas. O presente estudo teve por objetivo avaliar o
comportamento das CTM frente ainducéo da diferen-
ciacdo hepatocitica. AsCTM foram isoladas da medu-
la éssea de quatro doador es saudaveis, caracterizadas
e submetidas ao protocolo de inducéo a diferenciacéo
hepatocitica in vitro e in vivo. As células induzidas in
vitro apresentaram mudancas na sua morfologia, mos-
trando a morfologia semelhante a do hepatécito, po-
rém, o perfil imunofenotipico néo foi modificado. As
células induzidas também n&o apresentaram o aumen-
to dos transcritos de albumina, citoqueratina 18 e
citoqueratina 19 quando analisadas por RT-PCR em
tempo real, e ndo alteraram a expressdo de albumina,
citoqueratina 18 e alfa-fetoproteina como demonstra-
do por imunofluor escéncia. Quando analisadasin vivo,
as CTM demonstraram o potencial migratério para o
tecido hepatico danificado de camundongos
imunodeficientes. Em conjunto, os resultados sugerem
que as CTM da medula éssea ndo sao capazes de se
diferenciar em hepatécitos quando estimuladasin vitro
pela metodologia utilizada neste estudo, mas sdo capa-
zesdemigrar para o tecido hepatico danificadoin vivo,
0 que sugere o seu papel no reparo do figado. A contri-
buicdo para o reparo pode estar associada com o efeito
par acrino dessas células.
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INTRODUCAO

O primeiro estudo sugerindo o papel de células-
tronco extra-hepéticas no reparo do figado foi publicado em
1999 (Petersen et al., 1999). Os autores utilizaram 2-
acetilaminofluoreno para bloquear a proliferacdo dos
hepatdcitos nos ratos e induzir a proliferacdo de células ovais.
Fémeas murinas previamente irradiadas receberam células
da medula 6ssea de machos néo tratados. Quando analisa-
dos, os figados dos animais transplantados apresentaram
células marcadas positivamente para o cromossomo Y, su-
gerindo existéncia de uma populacdo de células-tronco na
medula éssea capaz de migrar para o tecido hepatico danifi-
cado e auxiliar no seu reparo. Desde ent&o, muitos trabalhos
foram realizados parainvestigar o potencial das células-tron-
co damedula 6ssea na restauragdo do figado. A capacidade
gue essas células tém de restaurar o tecido hepético néo foi
esclarecida. Algumas teorias foram postuladas para tentar
explicar esse fendbmeno e as mais discutidas sao: a
transdiferenciacdo (Theise et al., 2000a; Theise et al., 2000b,
Harriset a., 2004), afusdo (Wang et a., 2003, Vassipoulos
et a., 2003; Alvarez-Dolado et a., 2003) e, mais recente-
mente, 0 efeito parécrino que as células-tronco mesenquimais
exercem (Parekkadan et al., 2007a; Parekkadan et al., 2007b).

Os métodos utilizados para investigar o potencial
hepatocitico das células-tronco mesenquimais (CTM) in vitro
baseiam-se na adic¢éo de citocinas e fatores de crescimento
a0 meio de cultivo. Na hepatogénese, os fatores de cresci-
mento de fibroblasto (FGFs) produzidos pelas células do
mesoderma cardiaco, estdo envolvidos nos estagiosiniciais
da diferenciacdo hepatocitica (Jung et al., 1999; Wells &
Melton, 2000). A oncostatinaM (OSM), membro dafamilia
da interleucina-6, produzida pelas células hematopoéticas,
inicia sua participagdo neste processo do periodo fetal e se
estende até o periodo neonatal (Kamiyaet al., 1999) e apa-
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rentemente coordena o desenvolvimento hepético e a
hematopoese no feto (Miygiima et a., 2000). Muitos sinais
extracelulares incluindo o fator de crescimento epidermal (EGF),
o fator de crescimento de hepatécito (HGF), a OSM, os FGFs,
os glicocorticdides e ainsulina estéo envolvidos nos estagios
tardios de maturacdo, levando ao aumento na expressao de genes
hepéticos especificos (Hamazaki et al., 2001). Os
corticoesterdides, o HGF e 0 EGF tém um importante papel na
biologia hepatica (Michaopoulos et al., 2003). O HGF age na
proliferacdo de hepatdcitos e possui um papel no desenvolvi-
mento e regeneracdo hepdtica em humanos (Nishizeki et dl.,
1995). Com base nesses conhecimentos foram estabelecidos
protocol os que tentaram mimetizar os estimul os ocorridos du-
rante a embriogénese.

Muitos estudos in vitro foram redizados para tentar
esclarecer a questéo da diferenciagdo das células-tronco
mesenquimais em hepatécitos. Oh et al. (2000) mostraram o
aumento na expressao dos transcritos de albumina (ALB) em
células da medula éssea de ratos quando cultivadas com HGF.
Desde ent8o, vérias pesquisas demonstraram a aquisicdo ou o
aumento na expressao dos principais marcadores hepatociticos
pelas CTM. Recentemente, Lee et a. (2004) utilizaram, en CTM
humanas da medula 6ssea, um protocolo de diferenciacdo que
consistiu em duas etapas; aprimeirafoi realizada com aadicdo
de HGF, FGF e nicotinamida para a diferenciacdo celular, ea
segunda, foi realizada com a adicao de OSM, dexametasona e
ITS" premix (insuling, trasferrina e &cido selenoso) para a
maturacdo celular. Taéns-Visconti et d. (2006; 2007) aplica
ram esse mesmo protocolo em CTM humanas do tecido adiposo.

O objetivo deste estudo foi avaliar a capacidade de dife-
renciagdo das CTM humanas em hepatécitos utilizando o protoco-
lo deindugdo in vitrojadescrito (Lee et d., 2004) einvestigar o
comportamento das mesmas frente ao dano hepético in vivo.

MATERIAL E METODOS
| solamento e cultivo das CTM

As CTM foram isoladas da medula éssea (n = 4) de
doadores do Centro Regional de Hemoterapia do Hospital das
Clinicas da Faculdade de Medicina da Universidade de S&o
Paulo, em Ribeirdo Preto, e a sua utilizagdo foi aprovada pelo
Comité de Etica em Pesquisa do mesmo hospital (processo no.
1783/2004). Apds a puncéo realizada na cristailiaca, o material
foi centrifugado em gradiente de densidade Ficoll-Hypaque
(Boyum, 1968) e as células mononucleares foram coletadas.
Para o isolamento das CTM foi utilizado o protocolo classico
de expansdo por aderéncia em pléstico (Friedenstein et d., 1976),
seguida de sucessivas passagens celulares para 0 enrigquecimento
da populagéo mesenquimal.

Caracterizacdo dasCTM
Ao longo do periodo de cultivo, amorfologiadas CTM

foi observada por meio da microscopia Optica. Para a caracteri-
zacd0 imunofenctipica foi utilizado um paind contendo 15
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anticorpos monoclonais que reconhecem antigenos especificos
na membrana das células e que sdo conjugados com uma molé-
culafluorescente, como mostraa Tabela 1. Apos amarcagao, as
células foram analisadas pelo aparelho FACSort com a utiliza-
¢ao do software CellQuest (Becton Dickinson, Franklin Lakes,
USA). A multi-potencialidade das células também foi
investigada. Paraisso, as células foram cultivadas com os mei-
os de diferenciacdo em adipdcitos, ostedcitos e condrécitos e
posteriormente coradas com Sudan |1 - Escarlate, Von Kossae
submetidas a reacdo imuno-histoquimica com o anticorpo anti-
colégeno tipo |1, respectivamente.

Inducéo de CTM a diferenciacéo hepatocitica

As cdulas foram cultivadas em meio o-MEN con-
tendo 15% (v/v) de soro fetal bovino (SFB), em estufa imida a
37°C e 5% de CO, até atingirem 60 a 80% de confluéncia. Para
arealizagdo daindugéo o meio de cultivo foi retirado e as célu-
las foram lavadas com PBS 1X pararetirar todo o SFB do am-
biente celular. Em seguida, o meio IMDM contendo 20 ng/mL
de EGF e 10 ng/mL de FGFb foi adicionado e desta maneira as
células foram privadas de SFB. Apds dois dias, todo 0 meio foi
retirado e o meio IMDM contendo 20 ng/mL de HGF, 10 ng/
mL de FGFb e 0,6 g/L de nicotinamida foi adicionado. Durante
sete dias as células permaneceram com o meio de diferencia-
¢a0, que foi trocado apenas uma vez. Em seguida, todo o meio
foi substituido por IMDM contendo 20 ng/mL de OSM, 1uMol/L
de dexametasona e 50 ng/mL de ITS' premix foi adicionado.
Por até 28 dias as células permaneceram com esse meio de
maturagdo, que foi trocado umavez a cadatrés dias.

Andlise morfoldgica e imunofenotipica das cdulasinduzidas

A morfologia das células, bem como a porcentagem de
céulas positivas para cada um dos 15 marcadores imunofenotipicos
foram andisadas apds ainducéo da diferenciagéo hepatocitica.

Anélise molecular por RT-PCR em tempo real

O RNA total foi extraido de aproximadamente 2x1CP cé-
lulas de cada amostra usando-se tiocianato de guanidina-fenol-clo-
roférmio (Chomczynski & Sacchi, 1987). A transcricdo reversafoi
realizada com aproximadamente 2 ug de RNA, com a utilizac&o do
kit High Capacity cDNA Reverse Transcription (Applied Biosystems,
Fogter City, USA). Foi redizada a quantificaco relativa dos
marcadores hepatociticos ALB, citoqueratina 18 (CK18) e
citoqueratina 19 (CK 19) pelo método comparativo. GAPDH foi uti-
lizado como controle enddgeno. Os reagentes pré-desenvolvidos ALB
(Hs00609411 m1) e GAPDH (gliceraldeido-3-fosfato-
desidrogenase) (PN: 4310884E) (Applied Biosystems, Foster City,
USA) foram empregados para os ensaios TagMan. Os
oligonudeotideos utilizados para os ensaios SYBR Green esdo
represetados na Tabela 2. Para a amplificac8o dos transcritos foram
utilizados oskits SY BR Green PCR Master Mix e TagMan Univer-
sal PCR Master Mix (Applied Biosystems, Foster City, USA). As
condi¢Bes de amplificagbes foram 2 min. a50°C e 10 min. a95°C,
seguidos de 50 ciclos de 95°C durante 15 seg. e 60°C durante 1 min.
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Tabela 1 - Anticorpos monoclonais utilizados para a caracterizagao imunofenotipica
das CTM humanas por citometria de fluxo.

Anticorpos Molécula conjugada Clone Marca *
CD45 FITC 2D1 BD Biosciences
CD14 PE M5E2 BD Bioscience
HLA-classel PE G46-2.6 Pharmingen
HLA-DR FITC G46-6(L243) Pharmingen
CD34 PE 563 BD Biosciences
CD73 PE AD2 Pharmingen
CD49%e PE 1AL Pharmingen
CD51/61 FITC 23C6 Pharmingen
CD44 PE 515 Pharmingen
CD29 PE HUTS-21 Pharmingen
CD13 PE WM15 Pharmingen
CD90 PE 5E10 Pharmingen
CD105 puro 266 Pharmingen
KDR puro KDR-1 Sigma
CD54 PE HA58 Pharmingen
Isotipo controle (IgG24/19gG1) FITC/PE X39/X40 BD Biosciences
Anti-lgG de camundongo FITC policlonal BD Biosciences
Anti-lgM de camundongo FITC policlonal Caltag

*Pharmingen (San Diego, USA), Sigma (St. Louis, USA), R&D Systems (Minneapolis, USA),
Dako (Glostrup, Dinamarca) e Caltag (Burlingame, USA).

Tabela 2 - Oligonucleotideos utilizados para a quantificacdo dos marcadores
hepatociticos citoqueratina 18 e citoqueratina 19 e do controle endégeno gliceraldeido-
3-fosfato-desidrogenase, empregados na técnica de RT-PCR em tempo real paraen-

sai0s SYBR Green.
Gene Sequéncia Posicéo Tempertatura
de melting

(T.M.)

CK 18 (P5") 5-TGGAAGATGGCGAGGACTTT-3 1.266 —1.285 58°C

CK18 (P3") 5"-AGACACCACTTTGCCATCCACTA-3"  1.353-1.375 60°C

CK 19 (P5") 5-GAGCAGGTCCGAGGTTACTGA-3’ 1.008 —1.028 58°C

CK19 (P3") 5-CCGTTTCTGCCAGTGTGTCTT-3" 1.097 -1.117 59°C

GAPDH (P5") 5"-GCCTCAAGATCATCAGCAATGC-3’ 539 — 551 62°C

GAPDH (P3") 5"-CATGGACTGTGGTCATGAGTCCT-3" 618 — 640 60°C

Anélise da producdo de proteinas hepatociticas por
imunofluorescéncia

As células, anteriormente cultivadas e diferenciadas
em laminulas, foram fixadas com paraformaldeido 2% (p/v) e
permeabilizadas com Triton X-100 0,3% (v/v). O blogueio
dos sitios inespecificos foi realizado durante 60 min. com PBS
1X, acrescido de albumina bovina 1% (v/v) e soro de cabra
10% (v/v). As amostras foram separadamente incubadas com
10 ug/mL dos anticorpos primérios anti-ALB humana, anti-

CK18 humana e anti-afa-fetoproteina (anti-AFP) humana,
durante 60 min. Posteriormente foram realizadas incubagtes
com 1 ug/mL dos anticorpos secundarios anti-IgG conjugado
com FITC (ALB e AFP) ou anti-IgG conjugado com PE (CK18)
durante 30 min. O ntcleo das células foi corado com DAPI e as
I&minas foram posteriormente montadas com Flouromont G. A
andlise foi feita em microscopia de fluorescéncia utilizando o
microscopio Axioskop 2.0. As imagens foram capturadas com
acamaradigital Axiocam e analisadas com o auxilio do software
AxionVision 3.0 (Carl Zeiss, Thornwood, USA).
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Andlise da secregdo de albumina

Aproximadamente 2x10° células foram cultivadas
em meio desprovido de metionina durante 2 h. Apds esse
periodo, 150 uCl de metionina [S®] foi adicionado ao meio
e deixado 16h. O sobrenadante das célulasfoi coletado e as
proteinas totais foram preparadas para a aplicacdo no gel de
poliacrilamida a 12% (p/v). A eletroforese foi realizada a
150V durante aproximadamente 80 min. O gel foi corado
com azul brilhante de Comassie durante 16 h, descorado por
4 h e exposto ao filme de raio-X em cassetes apropriados
durante 2, 24 e 72h para a auto-radiografia.

Infusdio de CTM humanas em camundongos
imunodeficientes com dano hepético induzido

Camundongos fémeas da linhagem NOD SCID
(n=16) foram induzidos ao dano hepético pela adminis-
tracdo de 0,5 mg/Kg de tetracloreto de carbono (CCl ) via
intra-peritoneal. O tratamento com a droga foi realizado
durante quatro semanas. As injecdes eram administradas
duas vezes por semana. Ap0ds 24 horas da administragao
da ultima dose da droga os animais foram divididos em
doisgrupos (n=8). O grupo A recebeu 1x10° CTM isola-
das as medula 6ssea de um doador do sexo masculino di-
luidas em 100 uL de PBS 1X e o grupo B recebeu apenas
100 uL de PBS 1X (controle). A infusdo foi realizadavia
intra-venosa, naveia caudal lateral dosanimais. Apds 10
dias, os animais foram sacrificados e tiveram o figado
retirado paraas andlises. A utilizagdo dos animaisfoi apro-
vada pela Comiss3o de Eticano Uso de Animais (CEUA)
daUniversidade de S0 Paulo - Campus de Ribeirdo Pre-
to (processo no. 06.1.364.53.0).

Andlise do tecido hepético murino para a presenca de
CTM humanas

O DNA gendmico do tecido hepético dos animais
foi extraido e utilizado como molde para a Nested-PCR. Fo-
ram utilizados dois pares de oligonucleotideos para amplifi-
car aregido codificadora do gene SRY humano. Na primeira
etapa de amplificag@o, a mistura reacional de volume final
25 uL continha 1 ug de DNA e 20 pmoles de cada
oligonucleotideo  externo: P5FAESRY (P5"-
GAATATTCCCGCTCTCCGGA-P3") e PBFAMESRY (P5'-
GTACAACCTGTTGTCCAGTTG-P3"). Foram realizados
40 ciclos com temperatura de anelamento de 57°C. Na se-
gunda etapa de amplificacdo, a misturareaciona de volume
final 25 uL continha 5 uL do produto da primeirareacdo e
20 pmoles de cada oligonucleotideo interno: PSFAISRY (P5'-
CAGTGTGAAACGGGAGAAAACAGT-P3) e
P3FAMISRY (P5-GACGAGGTCGATACTTATAATTCG-
P3"). Foram realizados 40 ciclos com temperatura de
anelamento de 60°C. Os produtos da reacdo foram submeti-
dos a eletroforese em gel de agarose e visualizados sobre
luz U.V. a302 nm.

RESULTADOS
Caracterizacdo dasCTM

As células isoladas apresentaram morfologia
fibroblast6ide, com nicleo bem delimitado, dois ou trés
nucléolos bem evidentes e o citoplasma com limites impreci-
sos. Também apresentaram formacdo de "tapete celular" quan-
do em dta confluéncia, como mostra a Figura 1. O perfil

N

Flgura 1. Mi crofotografl a de CTM isol adas da medul a 6ssea humana. A) Células com aproximadamente 90% de coan u-
éncia coradas com Hematoxilina de Harris, aumento de 40X. B) Aumento de 630X
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imunofenotipico das células esté representado na Tabela 3,
com a porcentagem de células positivas para cada marcador.
O potencial de diferenciacdo em adipdcitos, ostedcitos
e condracitos foi observado, como mostraa Figura 2. As célu-
las isoladas apresentaram caracteristicas morfol égicas,
imunofenotipicas e potencia de diferenciacéo de CTM.

Inducéo a diferenciacdo hepatociticain vitro
Analise morfol 6gica por microscopia de luz

Durante a primeira semana de indugéo as células
ndo apresentaram mudancas significativas, mantendo a
morfologia fibroblastéide. A partir da segunda semana foi

Tabela 3. Porcentagem das célulasisola-
das de quatro amostras de medula éssea
(MO) positivas para os respectivos
marcadores de superficie celular.

Anticorpos MO14 MO16 MO17 MO24

CD45 0 0 0 0
CD14 0 0 0 0
Classe | 24 81 70 52
HLA-DR 3 0 0 1
CD34 0 0 0 0
CD73 59 95 61 77
CD49e 66 63 60 89
CD51/61 0 ND 0 2
CD44 91 77 78 80
CD29 81 97 84 90
CD13 91 98 88 94
CD90 98 98 99 93
CD105 6 74 86 37
KDR 0 1 2 0
CD54 16 1 4 31

MO - Medula Ossea

observada a retragdo das projegdes citoplasméticas. O de-
senvolvimento da morfologia poligonal foi visualizado ao
longo do periodo, como mostra a Figura 3, sugerindo que
ap6s ainducdo a diferenciacdo hepatocitica, as CTM sofrem
alteragdes morfoldgicas e adquirem a forma semelhante &
de hepatdcitos.

Anélise imunofenotipica por citometria de fluxo

O perfil imunofenotipico das CTM foi investiga-
do apbs a inducdo a diferenciacdo hepatocitica nos dias
14, 21 e 28. A expressdo da maioria dos marcadores de
CTM néo foi alterada. Foi observada a diminuicéo da ex-
pressao do marcador CD29 ap6s 21 dias (D21), porém, esse
resultado néo se manteve. O marcador CD54 se mostrou
aumentado apds 28 dias (D28), como mostra a Tabela 4.
Os resultados sugerem que a metodol ogia de inducdo a di-
ferenciagéo hepatocitica utilizada neste trabalho ndo ate-
rou o perfil de expressdo dos marcadores de CTM nas cé&-
lulas analisadas.

Anélise da expressao dos transcritos de ALB, CK18 e CK19
por RT-PCR em tempo real

Foram utilizadas quatro amostras de CTM isola-
das de doadores diferentes. Niveis basais dos transcritos
de ALB, CK18 e CK19 foram detectados antes da inducéo
adiferenciacdo e as amostras das células no dia zero pu-
deram ser utilizadas como calibrador. Aplicando-se ame-
diana das amostras em cadatempo (D2, D7, D14, D21 e
D28) é possivel observar a diminuigdo na expressao dos
trés marcadores ao longo da inducdo, como mostra a Fi-
gura 4. Esses resultados sugerem que as CTM, quando
induzidas a diferenciacdo pela metodologia utilizada neste
trabalho, ndo expressam os transcritos de trés dos princi-
pais marcadores hepatociticos.

Figura 2. Microfotografiade CTM induzidas a diferenciacdo. A) Difereciacéo adipogénica: a seta aponta para as goticulas de
gordura no citoplasma das célula, coloracdo com Sudan |l - Escarlate e Hematoxilina de Harris, aumento de 630X. B) Dife-
renciacdo osteogénica: a seta aponta para a deposi¢ao de cristais de calcio, coloracdo com Von Kossa e Hematoxilina de
Harris, aumento de 100X e C) Diferenciacdo condrogénica: a seta aponta para o colageno produzido pelas células,

imunohistoquimica para Colageno |1, aumento de 630X.
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Figura 3. Microfotografia de CTM induzidas a diferenciagéo epatocmca,

aumento de 100X. A) Céulas cultivadas em meio de diferenciag8o durante 7
dias (D07). B) Células cultivadas em meio de diferenciaco durante 14 dias
(D14). C) Células cultivadas em meio de diferenciacdo durante 21 dias (D21).
D) Células cultivadas em meio de diferenciagdo durante 28 dias (D28).
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Figura 4. Perfil de expressao dos marcadores hepatociticos em 4 diferentes amostras de CTM induzidas
adiferenciagdo hepatocitica, nos pontos: dia0 (D0), dia2 (D2), dia7 (D7), dia14 (D14), dia21 (D21)
edia28 (D28), analisadas por RT-PCR em tempo readl. (A - Albuming, B - CK-18 e C - CK-19).

Tabela4: Porcentagem aproximada da
expressao dos marcadores imuno-
fenotipicos de CTM isoladas de uma
das amostras de medula dssea (M 024)
antes e gpds ainducdo a diferenciacdo
hepatocitica em diferentes tempos.

Anticorpos MO24 D14 D21 D28
CD45 0 0 0 0
CD14 0 0 0 5
Classel 52 92 18 88
HLA-DR 1 1 0 1
CD34 0 0 0 1
CD73 77 97 83 95
CD49%e 89 97 83 95
CD51/61 2 0 0 0
CD44 80 97 79 93
CD29 90 97 69 97
CD13 94 98 98 98
CD90 93 99 99 98
CD105 37 ND ND 56
KDR 0 ND ND 0
CD54 31 21 47 79

MO - Medula Ossea

Anélise da producdo de ALB, CK18 e AFP por
imunofluorescéncia

As CTM apresentaram positividade para a marcagéo
com o0 anticorpo anti-ALB, antes e apds ainducdo a diferencia-
¢80, e ndo mostraram positividade para as marcagdes com os
anticorpos anti-CK 18 e anti-AFP, o que pdde ser visualizado apés
a segunda marcag&o com o anticorpo secundario anti-1gG conju-
gado (dados ndo mostrados). As células da linhagem Hep G2
foram utilizadas como controle positivo. As amostras ndo apre-
sentaram positividade quando submetidas & marcagao apenas com
0s anticorpos secundérios, o que foi utilizado como controle ne-
gativo dareacdo. Os resultados sugerem que a biologia das CTM
quanto a produc&o de trés dos principais marcadores hepatociticos
n&o foi alterada pela metodologia utilizada neste trabal ho.

Andlise da secrecao de albumina por eletroforese de proteinas

ApOGs a marcagdo com a metionina radioativa, o
sobrenadante contendo todas as proteinas secretadas foi cole-
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tado e concentrado. Parte desse sobrenadante foi preparado e
aplicado no gel de poliacrilamida 12% (m/v). Apés a
eletroforese, o gel foi corado para avisualizag&o das bandas
referentes as proteinas totais das amostras. A banda esperada
de 66 kDa, tamanho referente ao da albumina, foi visualizada
nas amostras de CTM antes e ap6s aindugéo a diferenciacéo.
As células dalinhagem Hep G2 foram utilizadas como con-
trole positivo, como mostra a Figura 5A. A auto-radiografia
do gel foi realizada com exposi¢des durante os tempos: 2 h,
24 h e 72 h. N&o houve diferenca entre os tempos de exposi-
¢80. A banda de 66 kDa visualizada no gel ndo apareceu na
auto-radiografia das amostras de CTM induzidas e ndo
induzidas, e foi visualizada somente na amostra controle, como

66 kDa

mostra a Figura 5B. A Figura 5C mostra a sobreposi¢do do
gel com o filme. Os resultados sugerem que as CTM néo pas-
sam a expressar abumina quando induzidas a diferenciagdo
hepatocitica pela metodologia utilizada neste trabal ho.

Andlise da presenca de CTM masculinas no tecido he-
patico de camundongos fémeas por Nested-PCR

Uma banda de 265pb, tamanho referente ao dare-
gido codificadora do gene SRY humano, foi visualizadano
gel de agarose indicando que CTM humanas foram encon-
tradas no figado danificado de um dos camundongos trans-
plantados, como mostra a Figura 6.

Figura 5. Perfil eletroforético de proteinas totais em gel de poliacrilamida 12% (p/v) (SDS-
PAGE). Coluna 1. Sobrenadante de células CTM apds 14 dias de indugdo a diferenciacéo
hepatocitica, cultivadas durante 26h em meio sem SFB. Coluna 2: Sobrenadante de células
Hep G2 cultivadas durante 26h em meio sem SFB. Coluna 3: Sobrenadante de CTM culti-
vadas durante 26h em meio sem SFB. Coluna 4: Albumina humana comercia 2ug/dL (con-
trole positivo). A) Gel. A banda de 66 kDa (tamanho referente ao da albumina) foi observa
dano gel em todas as amostras. B) Auto-radiografiado gel. A seta aponta para a banda de
66 kDa produzida pelas células Hep G2. As demais amostras ndo mostraram a producéo de
nenhuma banda de 66 kDa. C) Sobreposicdo de A e B: gel e auto-radiografiado gel.

310pb
194pb

Figura 6. Andlise do produto de amplificagio por eletroforese em gel de agarose 1% (m/v). A) Coluna 1: Marcador
de peso molecular X. Colunas 2 a5: Figado do animal no.1. Colunas 6 a 9: Figado do animal no.2. Colunas 10
a 13: Figado do animal no.3. Coluna 14: Figado do animal no.4. Coluna 15: Sangue humano masculino (controle
positivo). A setaindica a banda de 265pb, tamanho referente ao produto do gene SRY humano.
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DISCUSSAO

Investigou-se o potencial hepatocitico das CTM da
medula 6ssea frente aindugdo in vitro e in vivo. Os experi-
mentos in vitro foram montados de acordo com o protocolo
descrito por Lee et a. (2004). Em concordancia com estes
autores, observou-se amorfologia poligonal e a presenca de
estruturas granulares por volta da quarta semana apds a
inducdo. Porém, ao contrario do encontrado por Lee et al.
(2004), as céulas induzidas & diferenciacéo hepatocitica,
apesar de terem adquirido uma morfologia semelhante ado
hepatécito, ndo apresentaram modificagbes no seu perfil
imunofenotipico. Apos 14, 21 e 28 de inducéo, as células
permaneceram com altos niveis de expressdo para 0s
marcadores de CTM. Niveis basais dos principais marcadores
hepatociticos (ALB, CK18 e CK19) foram detectados pela
técnicade RT-PCR em tempo real nas células ndo induzidas.
Porém, as células induzidas durante 2, 7, 14, 21 e 28 dias
também ndo aumentaram os niveis de expressio desses trans-
critos. Esses resultados foram condizentes com os observa-
dos pela técnica de imunofluorescéncia; as células induzidas
durante 14, 21 e 28 dias ndo apresentaram diferencas na pro-
duc&o dos marcadores ALB, CK 18 e AFP, em relacdo as néo
induzidas. A fraca positividade para o anticorpo anti-ALB
apresentada pelas células antes e apds a inducéo foi
investigada pela marcag@o das mesmas com aminoécido ra
dioativo e posterior eletroforese de proteinas. Uma banda
do tamanho aproximado da albumina (66 kDa) foi visualizada
no gel da eletroforese. Todavia, quando esse mesmo gdl foi
submetido a auto-radiografia a banda de 66 kDa néo foi
visualizada. Esse resultado sugere que as células néo
induzidas e induzidas ndo produzem albumina. A albumina
detectada naimunofluorescéncia e na el etroforese pode ser
um contaminante do meio utilizado inicialmente para a ex-
pansdo das CTM, que ainda apresentava soro fetal bovino
em sua composicao. Apos 28 dias de cultivo, um grande
nimero de células entrou em apoptose e se desprendeu da
placa, inviabilizando a investigacdo mais tardia. Taléns
Visconti et a. (2006) analisaram as célulasinduzidas a dife-
renciaco hepatocitica por até 21 dias. Os autores fizeram a
comparacdo entre CTM isoladas da medula 6ssea e do teci-
do adiposo. As modificagdes morfol 6gicas foram condizen-
tes com as observadas em nosso trabalho, apés 21 dias as
células apresentaram uma morfologia semelhante a do
hepatécito. As andlises foram feitasem 7, 14 e 21 dias pés-
inducdo e os resultados revelaram o aumento na producdo
dos transcritos de albumina, HNF4o. e C/EBPB, a diminui-
¢80 do marcador de superficie celular CD90 ao longo do
periodo de inducéo hepatocitica, especiamente nas CTM
do tecido adiposo, e a producdo de ALB e AFP por
imunofluorescéncia. Contudo, ndo foi detectado o aumento
dos transcritos de CK18 e CK19, dois importantes
marcadores de hepatécitos. Seo et a. (2005) utilizando em
CTM do tecido adiposo uma metodologia mais simplificada
deinducdo a diferenciagcdo hepatocitica, baseada no cultivo
das céulas com meio sem SFB e acrescido de DM SO, HGF
e OSM, relataram o aumento na expressao dos marcadores
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ALB e AFP. Porém, os autores também n&o observaram o
aumento na expressdo dos marcadores CK18 e CK 19, o que
indica que as células néo se diferenciaram em hepatdcitos.
Muitos trabalhos, como o de Lee et a. (2004), relatam que
CTM extra-hepéticas podem ser induzidas a aquisicdo de
marcadores hepatociticos especificos pelo cultivo in vitro
com fatores de crescimento e citocinas. Essas observagdes
levam a comunidade cientifica a classificar tipos celulares
originados a partir de células-tronco como hepatécitos. A
aplicacdo do termo hepatdcitos para tais células pode ndo
estar correta. A elucidago de alguns mecanismos como a
perda da expressdo de aguns fatores de transcricéo ou a
modificagdo de transdutores de sinais deve ser priorizada. A
modificacdo da morfologia ou a aquisi¢do de alguns
marcadores hepatociticos ndo devem ser suficientes para
categorizarmos os tipos celulares gerados a partir das CTM
como hepatdcitos.

O comportamento das CTM da medula 6ssea fren-
te ao dano hepético in vivo também foi investigado. O dano
foi anteriormente estabel ecido pela administrag@o de CCl4
e demonstrado pela ateracdo das transaminases hepéticas
no soro e pela presenca de uma extensa érea danificada, mi-
croscopicamente visualizada, no figado dos animais trata-
dos (dados ndo mostrados). Passados 10 dias dos transplan-
tes, DNA humano foi detectado no figado de um dos ani-
mais, indicando que as CTM transplantadas migraram para
o tecido hepatico murino danificado. O potencial migratério
das CTM da medula éssea para o tecido hepético danificado
sugere que estas células possuem um papel naregeneracéo
hepatica. Porém, os resultados obtidosin vitro nosimpele a
olhar para o efeito paracrino que as CTM exercem sobre os
6rgéos e tecidos. Recentemete, Russo et al. (2006) redliza-
ram o transplante da medula éssea de camundongos machos
em fémeas irradiadas e, apos a confirmacdo da re-populagdo
da medula 6ssea, induziu os receptores ao dano hepatico.
Células dos animais doadores foram localizadas no figado
dos receptores. Os resultados adquiridos sugerem o recruta
mento e a contribui¢éo das células da medula dssea, predo-
minantemente das CTM, durante o dano crénico do figado.
Porém, essas células ndo mostraram indicios de diferencia-
¢80 em hepatdcitos ou de re-populacdo do parénguima he-
pético. Sabemos que as células estreladas, além de serem
ativadas durante a injdria tecidual diferenciando-se em
miofibroblastos, também contribuem para o reparo do teci-
do secretando fatores de crescimento que irdo agir na proli-
feracdo dos hepatdcitos (Schirmidt et al., 1995). Da mesma
forma, as CTM exercem um efeito imunomodul atério sobre
tecidos e 6rgaos danificados, o que é inclusive uma das teo-
rias mais aceitas pel os pesguisadores para explicar o papel
das mesmas na reconstitui¢do ou melhora dos tecidos. A hi-
pétese de que as CTM da medula 6ssea sdo células equivar
lentes as células estreladas no figado corroboracom alitera-
turarecente (D.T. Covas e colaboradores - dados ndo publi-
cados) e também explicaria os resultados obtidos.

Em concluséo, a inducdo da diferenciagéo
hepatociticain vitro a partir das CTM da medula éssea, ape-
sar deinduzir as células a aguisi¢do de uma morfologia se-
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melhante a do hepatdcito, ndo foi eficaz parainduzir a aqui-
sicdo de importantes marcadores hepatociticos, de acordo
com as condic¢les estabelecidas. Entre as quatro amostras
testadas, apenas uma apresentou 0 aumento da expressao
dos transcritos de albumina e ainda assim, nd mostrou o
aumento dos niveis de expressdo da proteina, como
visualizado por imunofluorescéncia e por eletroforese. As
CTM damedula 6ssea mostraram potencial migratério para
o tecido hepatico danificado quando investigadasin vivo, o
que sugere que estas células podem participar no processo
de restauracdo do figado.
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ABSTRACT

Hepatocytic differentiation of human bone marrow
mesenchymal stemcells

Some recent articles have reported that mesenchymal
stem cells (M SCs) can be induced to express hepatocyte
markers by transplanting them into animal models of
liver damage, or by in vitro culturewith growth factors
and cytokines. In this study, the aim is to evaluate the
behavior of M SCs subjected to induction of hepatocyte
differentiation. The M SCs were isolated from the bone
mar row of 4 normal donors, characterized and subjected
to both in vitro and in vivo induction of hepatocyte
differentiation. The in vitro induced cells showed
mor phological changes, acquiring hepatocyte-like
features. However, the immunophenotype of these cells
was not modified. Theinduced cells exhibited no increase
in albumin, cytokeratin 18 or cytokeratin 19 transcripts,
when analyzed by real-time RT-PCR. The expression of
albumin, cytokeratin 18 and alpha fetoprotein was also
unchanged, according to immunofluorescence tests. In
vivo, the MSC demonstrated a potential to migrate to
damaged liver tissue in immunodeficient mice. Taken
together, theresults suggest that bone marrow MSCsare
incapable of in vitro differentiation into hepatocytes by
the approach used here, but are capable of homing to
damaged hepatic tissuein vivo, suggesting arole for them

in the repair of the liver. This contribution to tissue
repair could be associated with a paracrine effect
exerted by these cells.
Keywords: mesenchymal stem cells; hepatocyte
differentiation; albumin; cytokeratin 18; liver damage;
immunodeficient mice.
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