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RESUMO 
 

A falência hepática fulminante é caracterizada pela rápida perda da função 

hepática com alta mortalidade. Neste trabalho verificamos o efeito da administração da 

fração mononuclear de células da medula óssea em ratos submetidos à lesão hepática 

aguda provocada por paracetamol, que atende aos critérios de um bom modelo de lesão 

hepática auxiliando na investigação dos mecanismos fisiopatológicos. 

Foram utilizados 173 ratos Wistar fêmeas para a realização deste estudo. Os 

animais foram pré-induzidos por fenobarbital 350mg/L, diluídos na água ingerida, durante 

quatro dias e após receberam uma dose de 1g/Kg de paracetamol via intraperitonial. A 

fração mononuclear de medula óssea de ratos machos foi purificada por gradiente de 

Ficoll e administrada nos animais 24 horas após a lesão. Uma concentração de 1x106 

células marcadas por DAPI, diluídas em 0,2mL de PBS, foi injetada através da veia porta. 

O grupo sham recebeu o mesmo volume de solução salina através da veia porta e um 

subgrupo para estudo do dano oxidativo recebeu N-Acetilcisteína 150mg/kg 

intraperitonialmente. Experimentos prévios foram realizados para o estudo da melhor via 

de injeção celular, comparando a veia porta com a veia da cauda, através da avaliação da 

mortalidade cirúrgica.  

Pode-se observar um aumento da sobrevida nos ratos tratados com células de 

medula pela veia porta e com presença de células DAPI positivas no fígado. Além disso, 

os animais tratados apresentavam pouca necrose e diminuição nos níveis da ALT, 72h 

após a lesão, porém sem diferenças estatisticamente significativas em relação aos grupos 

não tratados. Não foram observadas diferenças no subgrupo analisado para dano 

oxidativo. 

Neste trabalho foi possível demonstrar que a fração mononuclear de medula óssea 

é capaz de aumentar significativamente a taxa de sobrevida de ratos Wistar submetidos à 

falência hepática fulminante por paracetamol. Estes resultados podem representar uma 

perspectiva de tratamento para casos de falência hepática fulminante. 
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ABSTRACT 

 

Acute liver failure (ALF) is characterized by a rapid loss of liver function associated 

to high mortality. In the present work we investigated the effect of mononuclear bone 

marrow cells in rats with acetaminophen-induced ALF. This model fulfills the criteria for a 

good model of liver lesion, helping to elucidate the physiological mechanisms involved. 

We used 173 female Wistar rats that were pre-induced with phenobarbital 350mg/L 

diluted in the drinking water for four days and received 1g/Kg of acetaminophen (APAP) 

via intraperitoneal injection. one marrow mononuclear fraction of male rats was purified by 

Ficoll density gradient and administered to animals 24 hours after the APAP injection. 

DAPI-stained cells were injected through the portal vein in a concentration of 1x106 in 

0.2mL of PBS. Sham group received the same volume of PBS and a subgroup for 

studying oxidative stress received N-Acetilcisteine 150mg/kg via intraperitoneal. Additional 

experiments were performed to confirm the best delivery method comparing portal and tail 

vein injections evaluating the surgical mortality.  

An increase in survival was observed in rats treated with bone marrow cells, as well 

as the presence of DAPI-positive cells in the livers. In addition, animals showed few 

necrotic areas and decreased ALT levels, although not statistically different from non 

treated animals. No differences were found in the subgroup analyzed for oxidative stress. 

In this study we have shown that bone marrow derived cells are capable of 

significantly increasing the survival rate of APAP-induced ALF in Wistar rats. This result 

may represent a perspective for the treatment of cases of acute liver failure. 
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1.1. Falência Hepática Fulminante 

 

O fígado, embora considerado como parte integrante do sistema digestório, 

está envolvido em diversas funções não relacionadas à digestão, ou seja, 

vinculado à homeostasia dos diversos sistemas incluindo: processamento, 

metabolização e armazenamento de vitaminas, aminoácidos, carboidratos e 

lipídeos; detoxificação de substâncias; síntese de proteínas, como fibrinogênio e 

fatores de coagulação, entre outras. O fígado é dividido em oito lóbulos e, suas 

células parenquimatosas, denominadas hepatócitos, se distribuem em 

conformação hexagonal em torno da veia centro lobular. Entre os hepatócitos 

encontram-se os sinusóides vasculares revestidos de células endoteliais que 

demarcam o espaço extra-sinusoidal. Os sinusóides transportam o sangue a partir 

da veia porta em direção à veia centro lobular (Triviño and Abib, 2003).  

Poucas situações em medicina têm se mostrado tão intrigantes quanto a 

falência hepática fulminante (FHF), uma síndrome caracterizada pela rápida perda 

das funções hepáticas com sérias conseqüências sistêmicas, as quais incluem 

coagulopatia, encefalopatia, coma, hipoglicemia, falência renal, sepse e falência 

múltipla de órgãos (Polson and Lee, 2005). A definição original de FHF foi 

proposta em 1970 por Trey e Davidson, como uma síndrome severa com rápido 

desenvolvimento para encefalopatia hepática (Gill and Stearling, 2001). 

Na FHF a histologia do fígado mais característica é a necrose hepatocelular 

apresentando desarranjo ou não preservação da arquitetura tecidual. 

Fisiologicamente a morte hepatocitária leva à perda principalmente das funções de 
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metabolização de substâncias tóxicas e da síntese protéica, como a albumina e os 

fatores de coagulação, levando a prejuízos nos sistemas neurológico, renal, 

cardiovascular, gastrointestinal e na coagulopatia. O comportamento neurológico é 

o fator definidor da FHF  em pacientes adultos (Zieve, 1987). A insuficiência renal 

aguda ocorre em 40% a 80% dos casos, que apresentam oligúria e elevação da 

creatinina sérica (Bihari et al., 1986). Com o aporte de oxigênio diminuído e uma 

maior comunicação artério-venosa decorrente do aumento do óxido nítrico, a FHF 

apresenta ainda manifestações pulmonares e cardíacas. As manifestações 

gastrointestinas são caracterizadas pelo aparecimento de náuseas e vômito, 

podendo aparecer sangramento digestivo devido a lesões da mucosa gastro-

duodenal (Navasa et al., 1992). O fígado sintetiza protrombina, fibrinogênio e 

demais fatores de coagulação e alterações na produção destes fatores causam 

um importante aumento da morbidade nesta doença (Clark et al., 1973).  

Embora nas últimas décadas, tenha-se conseguido avanços no manejo 

clínico dos pacientes com essa síndrome, o principal tratamento da FHF ainda é o 

transplante hepático (Van Thiel et al., 2001). Atualmente, são relatadas taxas de 

sobrevida espontânea em cerca de 10% a 40% dos casos dependendo da causa e  

do estágio da doença, porém este percentual sobe para 60% a 90% pós-

transplante (Van de Kerkhove et al., 2004).  

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

do transplante como uma opção terapêutica, além disto, a mortalidade em lista de 

espera atinge 40% dos pacientes (Polson and Lee, 2005). Nos EUA em 2001, 

1978 pacientes com FHF morreram na espera do transplante (Van de Kerkhove et 

al., 2004). O desenvolvimento de novas terapêuticas de suporte durante a falência 
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hepática poderia vir a prolongar a sobrevida, possibilitando maior disponibilidade 

de tempo para o transplante ou a recuperação espontânea. 

Entre as causas de FHF estão os agentes biológicos como hepatites virais, 

agentes químicos e drogas hepatotóxicas. Em nosso meio, a hepatite fulminante 

por Vírus A é a principal causa de FHF em crianças. Entre 1996 e 2005 o 

Programa de Transplante Hepático Infantil do Hospital de Clínicas de Porto Alegre 

realizou 12 transplantes em crianças com FHF, sendo 36% delas portadoras do 

Vírus A (Santana et al., 2005). Na Argentina, 60% dos casos pediátricos de FHF 

submetidos a transplante hepático foram devido ao Vírus A (Centeno et al., 2002). 

Em países europeus, por outro lado, a FHF é predominantemente relacionada a 

causas metabólicas ou drogas hepatotóxicas, como o paracetamol. Na Inglaterra, 

em 97 pacientes com FHF menores de 17 anos, 54% foram causadas por agentes 

infecciosos, 22% tinham etiologia metabólica e 19% foram causadas por drogas, 

principalmente paracetamol (Lee et al., 2005). Isso se deve, em parte, ao uso 

deste fármaco em casos de tentativa de suicídio, ou associado ao álcool (Shiodt et 

al., 1997). No Canadá, entre 1995 e 2002 a taxa de internações por super 

dosagem de paracetamol foi de 27 / 100.000 habitantes. Embora o estudo não 

descreva as características dos pacientes, sugere que jovens do sexo feminino 

possuem mais risco para a superdosagem (Myers et al., 2007).  
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1.2. Acetaminofeno ou Paracetamol  

 

A denominação acetaminofeno é mais utilizada nos EUA enquanto 

paracetamol é usada no Reino Unido. O paracetamol (N-acetil-p-aminofenol), 

metabólito ativo da fenacetina, analgésico derivado do alcatrão, é um dos 

fármacos mais extensamente utilizados como analgésico e antipirético (FIGURA 

1). Conforme Goodman e Gilman (1999), ele foi introduzido na medicina em 1886, 

sob o nome de antifebrina por Cahn e Hepp, quando descobriram a sua ação 

antipirética; em 1887, iniciou-se o seu uso para fins terapêuticos e o paracetamol 

passou a ser amplamente utilizado nas misturas analgésicas; von Mering, em 

1893, iniciou o seu uso clínico, mas apenas em 1950 este fármaco obteve 

popularidade e a partir de 1960 passou a ser vendido sem prescrição médica. A 

primeira evidência clínica da toxicidade do paracetamol surgiu em 1966 com o 

relato de dois casos de suicídio com superdose do fármaco. Em 1995, a 

Associação Americana de Controle de Intoxicações relatou mais de 10.000 casos 

de prováveis intoxicações por paracetamol e 38.047 casos de uso associado a 

outras drogas, (Zimmerman, 1998).  Nos EUA e Reino Unido o paracetamol é a 

principal causa de FHF, principalmente na superdosagem acidental ou intencional, 

sendo também o principal medicamento implicado em óbitos relatados nos centros 

de intoxicações nos EUA nos últimos anos (Litovitz et al., 2000). 
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FIGURA 1: Estrutura química do paracetamol. (Goodman and Gilman, 1999) 

 

O paracetamol apresenta rápida absorção pelo trato gastrointestinal e sua 

concentração plasmática atinge o pico máximo em 30 a 60 minutos. Apresenta 

meia-vida plasmática de duas horas, sendo 90 a 100% do medicamento excretado 

pela urina durante o primeiro dia após administração de doses terapêuticas. A 

excreção ocorre após o fármaco ser sulfatado e glicuronizado a nível hepático.

 Uma pequena percentagem sofre N-hidroxilação através do citocromo P-

450 formando o metabólito tóxico N-acetil-p-benzoquinoneimina (NAPQI) que 

inicialmente é ligado à glutationa e excretado (FIGURA 2). Na administração de 

doses tóxicas de paracetamol, as vias de glicuronização e sulfatação se saturam e 

a via do citocromo P-450 adquire importância para a biotransformação da droga, 

ocasionando uma maior formação de NAPQI. Com isto, as reservas de glutationa 

hepática se esgotam e a reação com os grupos sulfidrílicos das proteínas 

 

N – acetil - p - aminofenol 
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hepáticas é aumentada, interrompendo o fluxo do cálcio mitocondrial e conduzindo 

à necrose dos hepatócitos (Heubi et al., 1998). A cascata é amplificada pela 

ativação das células de Kupffer e pela produção de citocinas e radicais livres que 

conduzem a apoptose e necrose centrolobular na zona 3 (Heubi et al., 1998; 

Rahman and Hodgson, 2000). A necrose ocorre nesta zona porque é onde se 

localizam os hepatócitos que apresentam maior quantidade do citocromo P-450, 

convertendo a droga em metabólito ativo (Zimmerman, 1998). 

 

FIGURA 2: Via de metabolização do paracetamol. A: Metabolização normal com, 
aproximadamente 95% do paracetamol sendo conjugado com glicuronídeo e excretado na 
urina. Grande parte do remanescente é conjugado com glutationa. B: Casos de 
superdosagens, conjugação prejudicada e depleção de glutationa resultando em acúmulo 
do metabólito hepatotóxico N-acetil-p-benzoquinoneimina. (Lubel et al., 2007).  
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O paracetamol é uma droga bastante segura quando usada dentro dos 

limites da posologia. Apresenta pouco ou nenhum efeito colateral, tendo boa 

segurança para utilização mesmo durante a gestação. A dosagem máxima diária é 

de 4 g para adultos e de 75 mg/kg em crianças. A dosagem tóxica é estabelecida 

em 6,5 g para adultos e 120 mg/kg para crianças (Heubi et al., 1998). Entretanto 

diferenças de farmacocinética ou metabolismo da droga podem ocorrer por isto, é 

necessário atenção quando os pacientes apresentam diarréia, desidratação grave, 

desnutrição, febre elevada prolongada ou associação medicamentosa 

principalmente com medicamentos indutores enzimáticos, alcoolismo ou hepatite 

viral crônica (Rivera-Penera et al., 1997).  

Aparentemente, existe uma correlação entre os níveis da droga e a 

severidade da lesão hepática. A ocorrência clínica da intoxicação por paracetamol 

se caracteriza por três fases. A primeira inicia após a ingesta, com anorexia, 

náuseas e vômito, tendo duração de 12 horas. A segunda fase, dura em torno de 

48 horas e se caracteriza pela diminuição dos sinais e sintomas clínicos, embora 

coincida com o início o aparecimento do dano hepático e falência renal em 75% 

dos casos. A terceira fase, de 3 a 5 dias após a ingesta, é caracterizada pelo dano 

hepático evidente, com distúrbio de coagulação e encefalopatia (Rumack and 

Mathew,1975). 

O tratamento de eleição para a intoxicação por paracetamol é a 

administração de N-acetilcisteína (NAC) (James et al., 2003), que repõe as 

reservas de glutationa prevenindo ou protegendo o tecido hepático contra danos 

causados por radicais livres (Bernstein and Tripodi, 1998). Sendo rapidamente 
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absorvida, alcança níveis máximos no plasma em 2 a 3 horas e possui meia-vida 

de aproximadamente 6 horas. Essa droga é usualmente utilizada como agente 

mucolítico, protetor da função renal, apresenta ação antioxidante e tem sido 

relatado que a mesma pode contribuir na prevenção de alguns tipos de câncer e 

no tratamento de várias outras doenças como: imunodeficiências por HIV (Human 

Immunodeficiency Virus), doenças cardíacas, colites, entre outras, (Goodman and 

Gilman,1999; Cetinkaya et al., 2006).  

Idealmente a administração da NAC deve ser feita durante as primeiras 16 

horas após a ingesta de paracetamol. O uso mais tardio deste medicamento, após 

o inicio da necrose hepática, diminui o potencial de recuperação (Riodan and 

Williams, 2000). Zimmerman (2000), observou que em pacientes adultos o 

tratamento iniciado 10 a 24 horas após a ingesta do paracetamol ocasiona uma 

lesão hepática de 26% e quando administrado antes das 10 horas pós-

medicamento a incidência da lesão hepática se reduz a 6%.  

 

1.3. Modelos Animais 

Pela inexistência de modelos animais murinos de hepatites virais, um dos 

meios mais utilizados para o estudo de FHF é através da administração de altas 

doses de paracetamol associadas a outros fármacos.  

Um modelo animal experimental para servir como base de um estudo de 

determinada doença deve ser fidedigno às alterações clinicas e laboratoriais 

características desta mesma enfermidade. Alguns critérios são determinados 
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como pré-requisitos para um bom modelo animal de FHF, segundo Terblanche e 

Hickman (1991): reversibilidade da lesão produzida, quando o tratamento 

adequado for utilizado; reprodutibilidade; janela terapêutica, onde o tempo no qual 

a morte venha a ocorrer precisa ser longo o suficiente para permitir o início do 

tratamento e o animal precisa se manter bem o suficiente para permitir a ação do 

mesmo, e apresentar risco mínimo ao pesquisador e equipe de trabalho. Entre as 

tentativas de desenvolver um modelo apropriado, modelos cirúrgicos, tais como a 

desvascularização hepática total ou parcial, ou o uso de substâncias químicas 

como paracetamol, tetracloreto de carbono, etanol, entre outros foram criados 

(Quadro 1). Entretanto, a maioria destes modelos não reflete adequadamente o 

padrão da doença humana e todos apresentam limitações importantes (Tuñón et 

al., 2007). O modelo de intoxicação por paracetamol possui vantagens, como uma 

hepatotoxicidade consistente, reprodutibilidade, custo reduzido, reversibilidade e 

baixo risco para o pesquisador (Walker et al., 1980; 1985; Newsome et al., 2000) 

ocorrendo de uma maneira dose-dependente, em doses similares às doses 

tóxicas em humanos (Mitchell et al., 1973). 

O uso de fenobarbital (ácido 5-fenil-5-etilbarbitúrico) como indutor 

enzimático mostrou aumentar a toxicidade do paracetamol e reproduzir ainda mais 

fielmente o processo que ocorre em seres humanos com FHF (Beales and 

McLean, 1996). As interações do fenobarbital com outras drogas geralmente 

envolvem a indução do sistema enzimático microssômico hepático. A maioria 

destes estudos enfoca a indução do citocromo P-450 e a depleção da glutationa 

hepática na hepatotoxicidade. O fenobarbital é um duplo indutor do sistema de 
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oxidase, potencializando a hepatotoxidade, pela indução do citocromo P-450 que 

vem a estimular a formação de metabólitos reativos. 

 

Quadro 1: Modelos cirúrgicos e farmacológicos de Falência Hepática 
Fulminante   (adaptado de Rahman and Hodgson, 2000). 
 

Modelo Cirúrgico Animal Resultado 

Hepactomia Parcial Rato Aumento AST, TNF-α hipoglicemia tardia 

Hepatectomia Total Porco Sobrevida 15-26h, encefalopatia pré-terminal, 
hipoglicemia e AST em elevação 

Desvascularização Parcial Porco Mínima AST em elevação, hipoglicemia tardia 

Desvascularização Total Porco Letargia e coma 10-15h, aumento encefalopatia, AST e 
PIC 

Modelo Farmacológico Animal Resultado 

Rato Encefalopatia, aumento AST, PT, NH3, PIC, necrose 
hepática 

Coelhos Coma 2-6h, morte em 21 a 44h, maciça lesão hepática 

 
D- Galactosamina 
(vias intraparitoneal, 
intravenosa) 

Cachorro Aumento de enzimas hepáticas, bilirrubina total, amônia 
e lactato, hipoglicemia, coma e aumento da pressão 
intracraniana 

Paracetamol  
(via intragastrico) 
indução fenobarbital 
 

Porco Coma, modelo não reprodutível 

Paracetamol (indução 
fenobarbital e paracetamol 
sub-cutâneo) 

Cachorro Encefalopatia e coma 6-8h, aumento AST, acidose 
metabólica, necrose coagulativa centrolobular 

Paracetamol (via oral, 
intraperitoneal) 

Rato Hepatomegalia, massiva congestão centro lobular, 
aumento de hemoglobina 

Tetracloreto de Carbono 
(gavagem, intraperitoneal) 

Ratos  Pouca encefalopatia, estágio de coma tardio 

Tioacetamida (gavagem) 
Ratos Encefalopatia, aumento AST, NH3, acidose metabólica  

Camundongo e  e 
Ratos 

Aumento AST e acidose metabólica  

Concanavalina A (via 
intravenosa) Camundongo e 

Ratos 
Aumento TNF-α, necrose centrolobular 

  Abreviações: AST: aspartato aminotransaminase; TP: tempo protrombina; TNF-α: fator-α de necrose 
                         tumoral; PIC: pressão intracraneal. 
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1.4. Células Tronco 

Nos animais adultos as células tronco (CT) estão presentes em todos os 

tecidos: medula óssea, músculos esqueléticos, intestino, fígado, pele e sistema 

nervoso. O papel destas células é substituir células perdidas e regenerar tecidos 

danificados. Todo organismo pluricelular é composto por diferentes tipos celulares 

que derivam de células precursoras, chamadas células tronco. Um certo número 

de tecidos, como a pele, o intestino e o sistema hematopoiético se renovam 

constantemente, mesmo durante a idade adulta. Outros, como o fígado e músculo 

renovam-se somente quando lesados (Fluckiger et al., 2003).  

A definição de célula tronco não é única e pode variar conforme o autor. 

Para Hall e Watt (1989), uma célula tronco deverá apresentar três características: 

auto-renovar-se indefinidamente, permitindo a manutenção das CT ao longo da 

vida e a renovação tecidual; dividir-se de maneira assimétrica, originando células 

filhas diferenciadas; e apresentar diferenciação irreversível. Para Potten e Loeffler 

(1990), uma célula tronco deverá ser definida pela presença dos seguintes 

critérios: ser uma célula indiferenciada, ser capaz de se dividir, produzir um grande 

número de células filhas diferenciadas e poder regenerar um tecido após lesão.  

As células tronco vivem em um micro ambiente chamado “nicho” 

juntamente com as células de suporte e fatores solúveis que favorecem a 

interação entre as células e destas com a matriz extracelular. Estes diferentes 

fatores controlam a proliferação, migração e a diferenciação das células tronco 

(Guasch and Blanpain, 2004; Wilson and Trump, 2006). 
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O “nicho” é caracterizado pela presença de células chamadas de “células-

nicho” e de um substrato extracelular específico (Spradling et al., 2001). As 

células-nicho comunicam-se através de sua membrana basal com as células 

tronco através de sinais, bloqueando sua diferenciação ou regulando sua divisão. 

Quando uma célula tronco se divide ela pode originar duas células filhas, que 

mantêm sua conexão com a membrana basal, permanecendo ambas como 

células tronco. Ou ela pode originar uma célula filha que mantém sua conexão 

com a membrana basal de uma célula-nicho (mantendo-se como célula tronco) e 

uma célula progenitora capaz de se diferenciar posteriormente (Fuchs et al., 

2004).  

A classificação das células tronco se baseia na potencialidade que estas 

têm de originar diferentes tipos celulares, a qual está relacionada com o grau de 

diferenciação das mesmas. Assim, a célula tronco é classificada em totipotente, 

pluripotente, multipotente e tecido específico (Bongso and Richards, 2004). 

Totipotencialidade é a capacidade celular de se diferenciar em todos os 

tipos celulares de um embrião, com ectoderma, endoderma, mesoderma e os 

tecidos extra embrionários como saco vitelínico e placenta. Estas células são 

originadas na fecundação e compõem o zigoto, cuja divisão resulta no blastômero, 

que é formado por células totipotentes com características idênticas, ou seja, 

qualquer célula pode originar qualquer tipo celular, incluindo outro indivíduo. Após 

esta fase o embrião começa a se especializar, dando origem ao blastocisto que é 

composto por uma esfera de células denominada trofoblasto, com uma massa 

interna chamada embrioblasto (Chan et al., 2000). A massa interna do blastocisto 
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é composta por células pluripotentes, capazes de formar todas as células dos 

tecidos embrionários, ou seja, qualquer tipo celular do indivíduo. In vitro as células 

pluripotentes têm a capacidade de se diferenciar em células dos três folhetos 

germinativos: endoderma, ectoderma e mesoderma (Gage, 2000, Hadjantonakis 

and Papaioannou, 2001).  

As células multipotentes são células auto-renováveis, mais diferenciadas 

que as anteriores, mas ainda capazes de produzir células de diferentes tecidos 

porém originários da mesma camada embrionária. Estas células estão presentes 

durante toda a vida do indivíduo, diferenciando-se das células totipotentes e 

pluripotentes que só se encontram durante a fase embrionária. Em um organismo 

adulto estas células podem dividir-se repetidamente, como é o caso das células do 

sistema hematopoiético ou das células mesenquimais. As células tecido específico 

apresentam maior grau de diferenciação e produzem tipos celulares 

característicos do tecido no qual se encontram. São assim denominadas as 

células progenitoras mesenquimais, as células progenitoras nervosas, da córnea 

ou células do intestino (Verfaillie, 2002, Watt and Hogan, 2000).  

Entretanto, novos estudos têm sugerido uma maior plasticidade das células 

tronco não embrionárias. Em 1999, Gussoni e colaboradores demonstraram que 

as células tronco da medula óssea podem dar origem a células musculares. 

Outros estudos mostram que algumas células derivadas da medula têm o 

potencial de diferenciar-se em células não hematopoiéticas, como por exemplo, 

células endoteliais, assim como algumas linhagens de células estaminais 

derivadas do SNC possuem o potencial de se diferenciar em células 
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hematopoiéticas. Além disso, há evidências de que outras células da medula 

óssea têm capacidade pluripotente: são as chamadas células tronco 

mesenquimais (MSC) (Verfaille, 2002). As MSC apresentam grande potencial 

terapêutico devido a sua capacidade de auto-renovação e diferenciação em vários 

tipos celulares. 

 Friedenstein e Petrakova em 1966, foram os primeiros a descreverem as 

MSC em medula óssea, como uma rara população que representa 0,01% a 

0,001% do total de células nucleadas de medula. Estas células, quando 

implantadas no tecido apropriado, apresentam a capacidade de se diferenciar em 

alguns tecidos não hematopoiéticos, possibilitando assim o seu uso para terapias 

celular e genética (Barry et al., 2004; Short et al., 2003). Alguns autores referem o 

fato da baixa população de MSC levar à necessidade de sua expansão em cultura 

celular, antes da utilização para fins terapêuticos (Sotiropoulou et al., 2006).  

Nos últimos anos tem surgido o conceito de plasticidade como uma das 

principais características das células tronco adultas. Plasticidade refere-se à 

capacidade destas células de migrar a outro tecido de interesse e adotar um 

fenótipo funcional no novo local de permanência (Herzog et al., 2003). Diversos 

experimentos demonstram a possibilidade de reprogramar as células tronco 

mesenquimais que, quando injetadas em diferentes órgãos como coração, 

músculos, cérebro, rim, pele, fígado, pulmão e intestino, transformam-se in situ em 

células destes tecidos (Herzog et al., 2003). Verfaillie (2002), referindo-se à 

capacidade da plasticidade das células tronco, refere vários trabalhos, realizados 
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em roedores, onde células de determinados tecidos apresentam capacidade de se 

diferenciar em células de outros tecidos (FIGURA 3).  

 

 

FIGURA 3: Plasticidade das células tronco de medula óssea. (Verfaillie, 2002). 

 

 

1.5. Terapia Celular 

Terapia celular é uma forma de tratamento através da utilização de células. 

A forma mais simples e mais empregada tradicionalmente de terapia celular é a 

transfusão sangüínea. Formas mais elaboradas de terapia celular envolvem a 

retirada de células do indivíduo, modificação destas células "in vitro" e depois 

retorno das células ao paciente (Minguell et al., 2001). 

Aplicações da terapia celular para doenças do fígado incluem o uso de 

fígado bioartificial e o transplante de células hepáticas. O conceito de fígado 
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bioartificial foi iniciado em 1950 a partir da experiência da diálise renal. Ele é 

definido como um sistema de suporte extracorpóreo para a manutenção das 

funções hepáticas, utilizado durante a recuperação do órgão ou na falta de 

transplante hepático. Vários dispositivos de auxilio à função hepática estão em uso 

para estabilizar a condição de vida dos pacientes e servir como uma ponte ao 

transplante (Muraca, 2003). 

Dispositivos de fígado bioartificial utilizam células de fígado, humana ou 

xenogênica, para a realização das tarefas metabólicas. Diferentes biorreatores 

foram construídos para manter as células em cultura durante períodos 

prolongados. Os dispositivos hepáticos artificiais possuem limitado desempenho 

devido à obtenção celular, troca entre as membranas e vazão sangüínea. A 

combinação entre os sistemas artificiais e bioartificiais parece ser promissora, pois 

combinaria componentes biológicos com técnicas de desintoxicação. 

Durante as últimas décadas vem se investigando o transplante de 

hepatócitos para o tratamento de doenças hepáticas. A implantação destas células 

consiste em mínima intervenção, mantendo intacta a arquitetura do órgão e 

possibilitando a restauração das funções deficientes. Possibilita ainda a expansão 

em cultura celular e o tratamento específico in vivo (Strom et al., 1997, Soriano et 

al., 1993, Nussler et al., 2006). Para Terry et al. (2006), o sucesso da 

criopreservação de hepatócitos é essencial para o tratamento das doenças 

hepáticas, para melhor utilização destes e para a investigação in vitro. No entanto, 

mesmo com os melhores protocolos de criopreservação, a função dos hepatócitos 

é negativamente afetada, os testes funcionais como viabilidade, aderência e 
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lactato desidrogenase estão diminuídos, e enzimas citosólicas e cofatores são 

encontrados no meio de criopreservação, indicando danos à membrana (Terry et 

al., 2006). 

Por isso, protocolos de diferenciação de células tronco adultas em 

hepatócitos in vitro poderiam possibilitar uma maior facilidade para a 

caracterização molecular e manipulação genética prévias à regeneração tecidual 

(Heng et al., 2005). No entanto, a utilização de células in vivo apresenta como 

vantagem o verdadeiro microambiente específico, impossível de mimetizar in vitro 

(Nussler et al., 2006). 

Atualmente, o uso de células tronco tem se mostrado muito promissor no 

tratamento de diferentes tipos de lesão. Anteriormente, pensava-se que células 

tronco adultas originavam linhagens restritas, mas na última década vários 

estudos demonstram que progenitores hematopoiéticos provenientes da medula 

óssea participam na regeneração do miocárdio isquêmico (Orlic et al., 2001), de 

danos esqueleto-musculares (Gussoni et al., 1999) e na neurogênese (Mezey et 

al., 2000, Pittenger et al., 1999). 

As células tronco derivadas de tecido adulto como medula óssea, tecido 

adiposo, sangue, córnea, sangue de cordão umbilical, músculo ou pele, podem ser 

reprogramadas a dividir-se e diferenciar-se a outros fenótipos celulares. Segundo 

Woodbury e colaboradores (2000), para induzir o fenótipo neural, as células 

estromais de medula óssea (MSC) foram mantidas em cultura celular com β-

mercaptoetanol e butirato de hidroxianisol, assumindo características neuronais 
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em aproximadamente 3 horas. Vários trabalhos também têm sido executados na 

área da cardiologia demonstrando que as células de medula são capazes de 

contribuir na regeneração do órgão danificado (Jackson et al., 2001; Strauer et al.; 

2002; Kang et al., 2004). Em 2000, Wang e colaboradores, demonstraram que 

células mesenquimais isoladas de medula óssea, injetadas no miocárdio de 

animais receptores lesados, apresentaram diferenciação morfológica, expressão 

de proteínas e participam da atividade contráctil do órgão.  

Nos últimos anos o interesse na terapia celular voltada à reconstituição 

hepática tem aumentado continuamente, uma vez que a procura por órgãos para 

transplante supera a oferta. Em 1977, Groth e colaboradores demonstraram que 

transplante intraportal de hepatócitos em ratos com deficiência em glicoronil-

transferase melhora a hiperbilirrubinemia. Estudos em humanos também 

apresentaram impacto positivo (Nussler et al., 2006). 

Petersen e colaboradores, em 1999, demostraram a capacidade de células 

tronco de medula em se diferenciar em células hepáticas. Células de medula de 

ratos machos foram transplantadas a ratas fêmeas letalmente irradiadas; as 

fêmeas foram tratadas com tetracloreto de carbono (CCl4) e 2-acetilaminofluorano 

(2-AAF) para induzir a hepatoxicidade e bloquear a proliferação de hepatócitos 

endógenos. Ao analisar o fígado das ratas receptoras, foram detectados 

hepatócitos, células biliares e células ovais Y- positivas. Lagasse em 2000, ao 

utilizar injeções intravenosas de células de medula adulta para tratar 

camundongos com tirosinemia tipo I restaurou as funções bioquímicas do fígado e 
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demosntrou a capacidade de células hematopoiéticas de se diferenciarem em 

hepatócitos. 

Oh e colaboradores, em 2000, comprovaram que tratamento in vitro com 

células de medula e com HGF (fator de crescimento de hepatócitos) durante 21 

dias, produz células que expressam albumina. Em 2007, Oh e colaboradores 

demonstram que células de medula podem se diferenciar em células de fígado 

através da diferenciação em células ovais em ratos com FHF induzida por 2-AAF e 

70% de hepactomia parcial.  

Ensaios clínicos de fase I utilizando células de medula óssea no tratamento de 

doenças crônicas do fígado estão em andamento no Brasil. Pacientes com cirrose, 

em lista de espera para transplante, foram submetidos à infusão de células 

autólogas de medula óssea pela artéria hepática. Não foram observados efeitos 

adversos desencadeados pela terapia, mas outros estudos ainda se fazem 

necessários para determinar a eficácia deste tratamento (Lyra et al., 2007). 

Porém, os mecanismos pelos quais ocorre o reparo da lesão ainda não são 

bem conhecidos. Desta forma, apesar de já existirem protocolos em seres 

humanos, os estudos em modelos animais se justificam pela possibilidade da 

melhor compreensão dos mecanismos envolvidos e para a validação de novos 

tratamentos. Além disso, os tratamentos atualmente disponíveis para FHF não são 

totalmente satisfatórios. É possível que o uso de células da fração mononuclear de 

medula óssea possa auxiliar na recuperação do funcionamento hepático em 

animais lesados com paracetamol, através de um aumento da regeneração 

tecidual.
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2.1. Geral 

Avaliar se o transplante de células da fração mononuclear de medula óssea 

heteróloga melhora a regeneração celular e a sobrevida em ratos com lesão 

hepática aguda causada por paracetamol. 

 

2.2. Específicos 

2.2.1. Verificar se há diferença na sobrevida entre os animais tratados e não 

tratados. 

2.2.2. Verificar se há colonização no fígado de células de medula óssea 

heteróloga marcadas, injetadas diretamente pela veia porta. 

2.2.3. Verificar se há diferença no aspecto histológico do fígado entre os 

animais tratados e não tratados. 

2.2.4. Verificar se há aumento do número de células em divisão nos animais 

tratados. 

2.2.5. Verificar se há melhora na função hepática, medida pela avaliação de 

parâmetros bioquímicos. 

2.2.6. Comparar duas vias de injeção quanto à presença de células no 

tecido. 

2.2.7. Determinar a mortalidade cirúrgica da injeção pela veia porta. 

2.2.8. Verificar se há diferença nos parâmetros de dano oxidativo, em 

comparação com um grupo tratado com N-Acetilcisteína. 
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3.1. Animais  

Foram utilizados ratos Wistar, provenientes do CREAL/ICBS/UFRGS. Ratos 

Wistar machos adultos, com idade entre 120 e 150 dias e peso entre 300 e 350 g, 

foram utilizados como doadores de células. Ratos Wistar fêmeas adultas, com 

idade entre 90 e 120 dias e peso entre 170 e 270 g, foram usados para a 

realização do modelo experimental. Os ratos foram mantidos em gaiolas de 

plástico, em número de 5 animais por caixa, com ciclos de claro-escuro de 12 

horas e com temperatura ambiente constante, entre 18 e 22°C. Foi respeitado um 

período de observação dos animais de 7 dias antes do início dos experimentos. 

3.1.1. Número de Animais 

Foram utilizados 1 animal macho doador de células, para cada 5 

animais fêmeas receptoras. Para o primeiro artigo foram utilizados 138 

animais, distribuídos entre os 4 grupos estudados: grupo modelo n=29, 

grupo sham n=35, grupo células n=59, grupo células fixadas n=15. No 

segundo artigo utilizamos 26 animais divididos entre os grupos: grupo 

células veia da cauda n=6, grupo sham veia da cauda n=8, grupo células 

mortalidade cirúrgica n=5, grupo sham mortalidade cirúrgica n=7. Para o 

estudo do dano oxidativo utilizamos 9 animais. 
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3.2. Modelo de Falência Hepática Fulminante  

Foi utilizado um protocolo padronizado (Beales and McLean, 1996) em que o 

paracetamol (Medley®, Brasil) é administrado através da aplicação de dose única 

de 1g/kg via intraperitoneal em animais previamente submetidos a um tratamento 

com fenobarbital (Aventis®, Brasil) 0,4 g/L, por 4 dias na água de beber. Esse 

modelo produz significativas alterações na estrutura do parênquima hepático e 

possui uma mortalidade de 60% dos animais, 48 horas após a administração do 

fármaco. Foram incluídos no estudo somente animais com níveis de ALT, entre 2 

a 20 vezes o valor normal, 24h após a injeção de paracetamol. 

3.3. Coleta da Medula Óssea  

Os animais doadores, machos, foram mortos em câmara de CO2 para 

retirada de suas patas traseiras e os ossos (fêmur e tíbia) separados da massa 

muscular. Estes foram colocados em PBS (tampão fosfato salino, pH 6,8) e 

levados para um ambiente estéril (capela de fluxo laminar) para que fosse feita a 

retirada da medula óssea. As epífises destes ossos foram cortadas e a medula foi 

retirada pela passagem de um jato de meio de cultura. A seguir, adicionou-se o 

meio com as células ao Ficoll para induzir um gradiente de densidade, que 

viabiliza a separação e coleta da fração mononuclear da medula óssea, a qual 

contém as células-tronco hematopoiéticas e mesenquimais (Mezey et al, 2000). A 

viabilidade celular foi avaliada em câmara de Neubauer e a concentração de 

células desejada foi calculada e ajustada de modo a ter no final uma concentração 

de 5 x 107 células/mL. 
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3.4. Marcação Celular  

As células mononucleares isoladas foram incubadas em banho de gelo por 

20 minutos com corante celular fluorescente azul DAPI (4’6-diamino-2-fenilindol) 

na concentração de 2,7mg/mL (Perin et al., 2003). Após, as células foram lavadas 

com PBS e mantidas em estufa a 37º até o momento da administração. O DAPI é 

um corante específico do DNA, que se une fundamentalmente às zonas ricas em 

nucleotídeos adenina e timina (zonas AT) formando complexos estáveis. Mediante 

microscopia de fluorescência em luz violeta com comprimento de onda de 372 

nanometros o DAPI, emite uma fluorescencia azul de 456 nanometros 

possibilitando a visualização das estruturas nucleares das células (Madeo, 1999). 

3.5. Administração Celular  

A solução de células marcadas foi injetada diretamente pela veia porta, 

através de incisão abdominal de aproximadamente 3 cm sob anestesia de 

100mg/kg de Cetamina (Eurofarma Lab LTDA, SP, Brasil) 10% e 10mg/kg de 

Xilazina (Sespo Ind & Com LTDA, SP, Brasil) 2% intraperitoneal. O fígado e o 

estômago foram delicadamente deslocados para exposição da veia porta, sendo 

administrados 200 µl da suspensão de concentração de 5x107 cel/mL nos ratos 

receptores do sexo feminino. GelFoam (Cuntanplast, Mascia Brunelli Spa, Milano, 

Italy) foi aplicado no local da injeção para prevenir a hemorragia. Os animais foram 

suturados com Polyglactine 4-0 (Vicryl Ethicon, SP, Brasil) e Monofilamento 4-0 

(Monocryl Ethicon, SP, Brasil). As células foram administradas 24h após a lesão. 

Após a cirurgia os animais eram recolocados em suas caixas e mantidos em 
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estufa por 12hs, com temperatura controlada entre 26-28°C, para o 

restabelecimento. O grupo sham recebeu injeção de salina, no mesmo volume.  

Para estudo da via de administração celular pela veia da cauda, os animais 

receberam metade da dose anestésica e em volume de 50 µl de suspensão 

celular com concentração de 5 x 107 células/mL. 

3.6. Sacrifício dos Animais  

Os animais que sobreviveram as 72h do estudo foram mortos em câmara 

de CO2 para retirada de sangue e fígado. Os órgãos foram colocados em solução 

de formalina tamponada a 10% para processamento e análise histológica. O 

sangue, após separação de plasma foi congelado a -20°C para dosagens 

bioquímicas e a -80°C para as medidas do dano oxidativo. Os animais que 

morreram antes deste período, igualmente tiveram o sangue coletado e 

armazenado a -20°C e o fígado colocado em formol. 

3.7. Análise Histológica  

Foram realizados cortes transversais do fígado para coloração com 

Hematoxilina-Eosina para observação de alterações na estrutura do tecido. Na 

análise histológica foi observado o aspecto geral do órgão, grau de necrose, 

inflamação e esteatose. Também, foi contado o número de células em divisão 

mitótica e em apoptose em 10 campos por lâmina (40x).  
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3.8. Capacidade de Colonização  

Foi avaliada pela identificação da presença de células marcadas com DAPI 

visualizadas por microscopia de fluorescência. Para tanto, após a morte dos 

animais uma fração do fígado foi colocada em solução de formalina a 10% por 

24h. Após este período, o material foi processado em bloco de parafina para a 

confecção lâminas com cortes histológicos de 5µm. O material para análise de 

fluorescência foi mantido totalmente ao abrigo da luz durante todo o 

processamento. As lâminas foram analisadas em 50 campos ao aumento de 100x. 

Após o processamento, cortes histológicos sem coloração foram imediatamente 

levados para observação em microscopia de fluorescência das células DAPI-

positivas onde foi realizada a contagem e a localização destas células. 

 

3.9. Dano Oxidativo  

Foi utilizado protocolo de injeção do NAC (Flucistein) solução injetável 

300mg União Química SP-Brasil, 150mg/Kg de peso, dosagem preconizada em 

casos de intoxicação por paracetamol (Sener et al., 2003). O fármaco foi 

administrado por via intraperitoneal 24 h pós lesão. Os animais foram mortos após 

72h, no momento da morte o fígado foi retirado, colocado em nitrogênio líquido e 

armazenado a -80ºC até o momento da dosagem de carbonila por 

espectrofotometria, (Reznick and Packer, 1994). 
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3.10. Ensaios Bioquímicos  

Amostras de sangue foram colhidas dos animais nos tempos 0, 24 e 72h, 

após a injeção do paracetamol, pelo plexo retro-orbital com o auxílio de capilar de 

vidro heparinizado. O sangue foi recolhido em tubos ependorfe heparinizados e 

imediatamente centrifugado (3.000xg por 5minutos) para a separação do plasma. 

Foi feita a dosagem de alanina aminotransferase (ALT), conforme métodos de 

rotina realizados no laboratório de Patologia Clínica do HCPA. 

3.11. Local de Realização  

O presente estudo foi totalmente realizado no Centro de Pesquisas do 

Hospital de Clinicas de Porto Alegre. Os experimentos com animais foram 

realizados na Unidade de Experimentação Animal e a extração de medula óssea 

no Centro de Terapia Gênica. A confecção das lâminas e análise histológica no 

Laboratório de Anatomia Patológica e as análises bioquímicas de ALT e Albumina 

no Laboratório de Patologia Clínica. As medidas de Dano Oxidativo foram 

realizadas no Laboratório de Fisiologia Cardiovascular da UFRGS.  

3.12. Considerações Éticas  

O presente estudo foi submetido à apreciação do Comitê e Ética em 

Pesquisa do Hospital de Clínicas de Porto Alegre, sendo aprovado como número 

06-350 no Grupo de Pesquisa e Pós-Graduação (GPPG). 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

4. RESULTADOS 
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 Os resultados deste estudo estão apresentados sob forma de artigos 

científicos.  

O primeiro artigo intitula-se: “Adult derived mononuclear bone marrow cells 

improve survival in model of acetaminophen induced acute liver failure in rats”, o 

qual foi publicado na revista Toxicology  (disponível on line no site da revista).  

O segundo artigo intitula-se: “Avaliação da via de injeção e permanência de 

células tronco adultas de medula óssea em modelo animal de insuficiência 

hepática aguda provocada por paracetamol”, que será submetido ao periódico 

Arquivos de Gastroenterologia (Instruções do periódico estão no anexo). 
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4.1. ARTIGO I 

 

“Adult derived mononuclear bone marrow cells improve survival 

in model of acetaminophen induced acute liver failure in rats” 
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4.2. ARTIGO II  

 

 

“Avaliação de vias de injeção e permanência de células tronco 

adultas de medula óssea em modelo animal de insuficiência 

hepática aguda provocada por paracetamol” 
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Abstract 

Acute liver failure (ALF) is characterized by a rapid decline of liver function 

associated to high mortality. One of the main causes of ALF is drug toxicity due to 

paracetamol poisoning and the only treatment currently available is orthotopic liver 

transplantation. Recent papers have shown the ability of bone marrow cells to 

differentiate into hepatocytes and reverse the liver damage. Objectives: In this 

study we analyzed the effect of bone marrow cell transplantation on survival of rats 

submitted to a chemical model of acute liver failure. In addition, we compared the 

migration of these cells to the liver of rats evaluating two routes of injection. 

Materials and Methods: Female wistar rats were submitted to an ALF through 

intraperitoneal administration of a single dose of paracetamol (1g/kg) after 

treatment with fenobarbital diluted in the drinking water. Cells were extracted from 

the bone marrow of male rats and the mononuclear fraction was obtained using 

Ficoll density gradient. Cells were stained with DAPI and injected through the 

portal or caudal vein 24 hours after liver damage at 5 x 106 cel/mL. Results: 

Analysis of hepatic tissue revealed an increased number of transplanted cells in 

rats injected through the portal vein. The injection using the tail vein also resulted 

in presence of a smaller number of stained cells, but survival was increased in this 

group. Conclusions: Our results suggest that injection through the portal vein 

results in an increased number of transplanted cells in the liver tissue, although this 

approach also leads to a higher mortality of the animals. Cell therapy might be an 

alternative for the treatment of ALF. 
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Resumo 

A Falência Hepática Fulminante (FHF) é uma condição caracterizada pela 

perda rápida da função hepática, com alta taxa de mortalidade e morbidade. 

Diversos casos ocorrem devido ao uso de medicamentos, entre eles o 

paracetamol, sendo o transplante de fígado necessário para estes pacientes. 

Alguns trabalhos têm evidenciado a capacidade das células de medula adultas de 

se diferenciar em hepatócitos, sugerindo seu uso para reverter quadros de lesão 

hepática. Objetivos: Neste estudo pré-clínico testamos o efeito da fração 

mononuclear de células derivadas da medula óssea no tratamento da FHF, 

utilizando diferentes vias de administração e avaliando a capacidade regenerativa 

destas células. Materiais e Métodos: Ratas Wistar fêmeas foram submetidas a 

uma FHF através da administração intraperitoneal de dose única de paracetamol 

(1g/kg), após tratamento prévio com fenobarbital diluido na água ingerida. Células 

foram extraídas da medula óssea de ratos machos e a fração mononuclear foi 

separada por gradiente de FICOLL, corada com DAPI e injetada pela veia porta ou 

veia da cauda 24 horas após a lesão numa concentração de 5x106 células/mL. 

Resultados: A análise do tecido hepático do grupo tratado pela veia porta indicou 

a presença de um maior número de células transferidas no tecido, enquanto que a 

introdução de células pela veia da cauda apresentou uma menor mortalidade. 

Conclusões: Os resultados obtidos neste trabalho sugerem que, a utilização de 

células de medula óssea pela veia porta possibilita um maior enxerto das células 

no tecido hepático, embora sendo uma via bastante invasiva. Desta forma a 

terapia celular pode vir a ser uma alternativa terapêutica para o tratamento de 

falência hepática aguda. 



Resultados 

 42 

 

Palavras chave: paracetamol, lesão hepática aguda, células tronco adultas, 

insuficiência hepática, terapia celular 

 

 

Introdução 

 

A falência hepática fulminante (FHF) é uma síndrome caracterizada pela 

rápida perda das funções hepáticas com sérias conseqüências sistêmicas, as 

quais incluem coagulopatia, encefalopatia, coma, hipoglicemia, falência renal, 

sepse e falência múltipla de órgãos (Polson e Lee, 2005). Entre as causas de FHF 

estão os agentes biológicos, como as hepatites virais e os agentes químicos, 

como as drogas hepatotóxicas. No Brasil, a hepatite fulminante causada pelo vírus 

da hepatite A é a principal causa de FHF em crianças (Santana et al., 2005). Já 

em países europeus a FHF é predominantemente relacionada à causas 

metabólicas ou drogas, como o paracetamol (Lee et al.,2005).  

Um dos modelos mais utilizados para o estudo de FHF é o produzido pela 

administração de altas doses de paracetamol, cuja hepatotoxicidade é dose-

dependente, com doses tóxicas similares às encontradas em humanos (Mitchell et 

al., 1973; Newsome et al., 2000). Em circunstâncias normais o fármaco é 

biotransformado pela combinação de glicuronidação, sulfatação e, então, é 

excretado pelo rim. Quando em excesso, as vias normais de metabolização são 

saturadas e o paracetamol é metabolizado através da oxidação do citocromo 

P450, levando à formação do composto tóxico N-acetil-p-benzoquinoneimina 
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(NAPQI), por definição, causador de dano celular pela interrupção do fluxo do 

cálcio mitocondrial. (Rahman et al., 2000).  

A terapia celular tem se apresentado nos últimos anos como uma 

alternativa para o tratamento de inúmeras doenças, incluindo as doenças 

hepáticas. Entre as abordagens utilizadas na terapia celular, a terapia com 

células-tronco adultas parece ser uma das mais promissoras, mostrando grande 

capacidade de regenerar, entre outros, os tecidos pulmonar, renal, muscular, 

cerebral, ósseo e hepático (Herzog et al., 2003). Vários autores demonstraram 

também a capacidade de células tronco de medula de se diferenciar em células 

hepáticas, (Petersen et al., 1999; Oh et al., 2000; 2007) 

Neste trabalho, estudamos a utilização da terapia celular com a fração 

mononuclear de medula óssea, como possível alternativa terapêutica para o 

tratamento da falência hepática aguda causada por paracetamol em modelo 

animal. Nosso objetivo foi mapear a migração das células transplantadas para o 

tecido hepático, analisar a melhor via de administração celular sobre a mortalidade 

dos animais e sua capacidade regenerativa do tecido hepático, utilizando 

parâmetros bioquímicos e histológicos para avaliar a função hepática. 

 

Material e métodos 

 

Animais 

Foram utilizadas 42 ratas Wistar fêmeas com peso entre 180 e 220 gramas. 

Todos os animais foram obtidos do Centro de Reprodução e Experimentação de 
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Animais de Laboratório do Instituto de Ciências Básicas da Saúde da Universidade 

Federal do Rio Grande do Sul (CREAL/ICBS/UFRGS). Os animais foram mantidos 

na Unidade de Experimentação Animal do no Centro de Pesquisas do Hospital de 

Clinicas de Porto Alegre (UEA-HCPA), onde foram realizados os procedimentos 

experimentais. Os animais foram mantidos em temperatura controlada entre 18 e 

22ºC e com regime de iluminação em ciclos de 12 horas de claro/escuro. A 

alimentação foi oferecida ad libitum e composta de ração comercial convencional 

peletizada para roedores, durante período de sete dias para adaptação às 

condições da UEA-HCPA e para a realização dos experimentos. 

 

Lesão por paracetamol e obtenção fração mononuclear de medula óssea 

O modelo de lesão hepática aguda provocado por paracetamol e separação 

da fração mononuclear de medula óssea utilizados foram descritos por Belardinelli 

et al. (2008). 

Para induzir a lesão hepática uma solução oral de APAP (Medley®, Brasil) 

foi administrada em dose única de 1g/kg por via intraperitoneal. Por 4 dias os 

animais receberam fenobarbital (Aventis®, Brasil) (0.4 g/L), na água de beber para 

indução do citocromo P-450 e potencializar a toxicidade do paracetamol.  

As células de medula óssea foram obtidas a partir do fêmur e tíbia de ratos 

machos, a fração mononuclear foi isolada por centrifugação usando gradiente de 

Ficoll (GE-Healthcare, USA). As células foram marcadas com DAPI (4’6-diamine-

2-phenylindole dihydrocloride, Roche Mannheim, Germany), 2,7mg/mL. 

 



Resultados 

 45 

Cirurgias  

Uma quantidade de 1x106 células em 200 µL foi administrada 24 horas 

após a lesão, por injeção pela veia da cauda ou pela veia porta. Para injeção pela 

veia porta, os animais foram anestesiados intraperitonialmente com Cetamina 10% 

(Eurofarma Lab LTDA, SP, Brasil) e Xilazina 2% (Sespo Ind and Com LTDA, SP, 

Brasil) na dose de 100mg/kg e 10mg/kg, respectivamente. Foi feita uma incisão 

longitudinal de 3 cm na linha média do abdômen logo abaixo do apêndice xifóide. 

O fígado e estômago foram afastados para visualização do local de aplicação com 

pinças delicadas e a solução contendo células ou solução salina foram injetadas 

em um volume de 200 µL com seringa de 1mL. Após a aplicação, foi utilizado 

GelFoam (Cuntanplast, Mascia Brunelli Spa, Milano, Italy) sobre o local com o 

intuito de estancar uma possível hemorragia. Os tecidos dos animais foram 

suturados em camadas, sendo o peritônio e a camada muscular suturados com fio 

de poliglactina 4-0 (Vicryl Ethicon, SP, Brasil) e a pele com monofilamento de 

polipropileno 4-0 (Monocryl Ethicon, SP Brazil). Para as injeções pela veia da 

cauda, os animais receberam a metade da dose anestésica descrita acima, sendo 

que as células ou a solução salina foram injetadas em um volume final de 50µL  

com seringa de 1mL.  

 

Análise bioquímica 

Para avaliar o grau da lesão nos animais, foram coletadas amostras de 

sangue nos períodos 0h e 24h pós-dano para dosagem de alanina 

aminotransferase (ALT), conforme método Enzimático-Cinético (Henry et al., 
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1960). Para a coleta de sangue, os animais foram anestesiados e, por punção do 

plexo retro-ocular, foram coletados entre 1,0 e 1,5 mL de sangue venoso, com 

auxílio de tubo capilar para micro-hematócrito. Os animais com ALT duas vezes o 

valor normal (90Ul/L) e inferior a 1000 Ul/L foram selecionados para o estudo. 

 

Análise histológica 

Após 72h, os animais foram mortos em câmara de CO2 para retirada do 

fígado. Os órgãos foram colocados em solução de formalina tamponada 10% por 

24h para processamento e análise histológica. Após processamento, foram 

realizados cortes histológicos para coloração com Hematoxilina-Eosina para 

observação de alterações na estrutura do tecido. Além disso, cortes sem 

coloração foram utilizados para identificação das células DAPI - positivas em 

microscopia de fluorescência. O número de células nos animais tratados foi 

contado em 50 campos aleatórios por lâmina por animal.  

 

Estatística 

Testes estatísticos (teste t de Student) foram realizados usando o programa 

SPSS, com significância para p < 0,005. 

 

Resultados  

Vias de injeção celular e Mortalidade cirúrgica 
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A via de injeção celular pela veia porta é um procedimento bastante 

invasivo que pode estar contribuindo per se para o aumento da mortalidade. Para 

determinar o percentual de animais que morreram exclusivamente em função do 

procedimento cirúrgico para administração de células na veia porta, analisamos 12 

animais sem lesão por paracetamol que receberam células de medula óssea (n=5) 

ou solução salina (n=7) pela veia porta. A mortalidade, tanto no grupo que recebeu 

células mononucleares de medula óssea quanto no que recebeu solução salina, 

foi de aproximadamente 20%. 

Uma via de administração celular menos invasiva foi utilizada, através da injeção 

pela veia da cauda em animais que receberam paracetamol (n=12). A sobrevida 

nos animais tratados com células foi de 80%, enquanto nos que receberam 

solução salina a sobrevida foi de 71%.  

 

Vias de injeção celular e Análise histológica 

As lâminas dos animais mortos 72 h pós-lesão foram analisadas por 

microscopia de fluorescência e foram contados 50 campos por lâmina para que se 

pudesse determinar qual a melhor via de administração. Em 6 animais, as células 

foram injetadas pela veia da cauda e foi encontrada uma média de 2,75 + 1,75 

células DAPI positivas. Conforme descrito por nosso grupo anteriormente 

(Belardinelli, et al.; 2008), no grupo que recebeu células através da veia porta 

(n=25), foi encontrada uma média de 20,36 + 19.28, (p<0,001) demonstrando que 

a injeção através da veia porta propicia uma maior concentração destas células no 

órgão lesado (Fig 1). 
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FIGURA 1: Fígado de rato com lesão hepática provocada por paracetamol, 

apresentando células DAPI positivas. 

 

Discussão 
 

O paracetamol é comumente usado como analgésico, antipirético e em 

geral é uma droga bastante segura, tendo uma absorção aproximada de 30 

minutos. Quando administrado em altas doses sua farmacocinética inicial 

permanece a mesma, sendo modificada ao longo do tempo, quando os eventos 

tóxicos alteram o padrão metabólico. Assim que a toxicidade é estabelecida, a 

meia-vida do paracetamol torna-se maior. A toxicidade hepática ocorre a partir do 

citocromo P450 devido à formação excessiva do metabólito N-acetil-p-

benzoquinoneimina (NAPQI) causando apoptose e necrose pela formação de 

radicais e ativação das células de Kupffer (Heubi et al., 1998).  
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Em casos de intoxicação, as enzimas aspartato aminotransferase (AST) e 

alanina aminotransferase (ALT) aumentam no segundo dia após a ingestão do 

paracetamol, atingem o pico no terceiro dia e caem no quarto dia (Rumack, 2004). 

Devido à variabilidade individual do efeito do paracetamol foram estabelecidos 

limites mínimos e máximos de ALT para a inclusão dos animais no estudo. O valor 

mínimo deveria ser 2x superior a média dos níveis séricos iniciais de ALT (42,9 ± 

11,4 UI/L) (= 85,8 UI/L). O valor máximo não deveria exceder cerca de 25x 

(=1072,5 UI/L) a média normal, pois todos os animais com ALT superior a este 

valor tiveram mortalidade em 48hs.  

Quando estudado um grupo animal que sofreu somente cirurgia, sem lesão 

hepática obteve-se uma mortalidade de 20%. A partir desses dados, foi testada 

uma via alternativa de injeção celular, menos invasiva (veia da cauda) para 

justificar os resultados de mortalidade encontrados nesses grupos, possivelmente 

devido ao estresse cirúrgico.  

Na injeção pela veia da cauda, as células de medula poderiam se direcionar 

à própria medula (homing) ou a outros órgãos, não atingindo o objetivo do 

tratamento. Além disso, por esta via poderia haver mais chance de destruição das 

células injetadas. Portanto a via de administração pela veia porta foi escolhida 

para o estudo principal, pois assim poderíamos ter certeza que as células 

injetadas atingiriam o fígado. No entanto, cabe ressaltar que um procedimento 

invasivo similar não seria necessário em seres humanos, nos quais células ou 

hepatócitos poderiam ser injetados através de um procedimento relativamente 

seguro pela veia umbilical (Terai et al., 2006).  
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Os resultados obtidos neste trabalho sugerem que, a utilização de células 

de medula óssea pela veia porta possibilita um maior enxerto das células no tecido 

hepático, embora sendo uma via bastante invasiva. Desta forma a terapia celular 

pode vir a ser uma alternativa terapêutica para o tratamento de falência hepática 

aguda. 
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A Falência Hepática Fulminante (FHF) caracteriza-se por uma síndrome clínica 

multissistêmica, resultante da necrose maciça de células hepáticas com 

desenvolvimento de encefalopatia e elevado índice de mortalidade, resultante de 

um súbito e extenso dano hepatocelular com conseqüente disfunção do órgão. A 

hepatite viral é a causa mais comum de hepatite fulminante no mundo, com 

prevalência mais alta em países em desenvolvimento. Nos Estados Unidos e na 

Europa, a toxicidade por paracetamol é a causa mais comum, seguida de casos 

de reação medicamentosa idiossincrática e infecções virais (Gill and Stearling, 

2001). No Brasil, estudos regionais sugerem uma etiologia viral como principal 

causa de morte no norte e centro-oeste do país e uma etiologia medicamentosa 

nas capitais e grandes centros urbanos (Pannuti et al., 1989).  

A presença de encefalopatia hepática é característica clínica essencial e parte 

da definição de FHF. O edema cerebral e a hipertensão intracraniana são as 

principais complicações da insuficiência hepática aguda e a maior causa de morte 

(Van de Kerkhove et al., 2004). Neste trabalho, entretanto, não avaliamos a 

presença de encefalopatia no modelo de FHF causada por paracetamol, pois a 

medida da pressão intracraniana, que é o método mais efetivo para esta 

avaliação, não está disponível na Unidade de Experimentação Animal do Hospital 

de Clínicas de Porto Alegre. Além disto, trata-se de um procedimento invasivo, 

que poderia causar um maior aumento na mortalidade. Todavia este dado pode 

ser constatado pela letargia ocasionada em todos os animais, sintoma iniciado 

logo após a injeção de paracetamol, com duração média de 48h. Estas 
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observações, porém, não foram consideradas para comparação dos efeitos do 

tratamento por serem dados subjetivos. 

O desenvolvimento do modelo animal apropriado para o estudo da FHF, sua 

patogenia, progressão e manejo tem sido alvo de estudos, que empregam 

diferentes técnicas cirúrgicas (hepatectomia parcial ou total, desvascularização 

parcial ou total) ou químicas (D-galactosamina, paracetamol, tetracloreto de 

carbono, tioacetamida, concanavalina A), em várias espécies de animais. Devido à 

variada etiologia e complicações derivadas da FHF é muito difícil desenvolver um 

modelo animal ideal. Com base nesta afirmação, vários investigadores têm 

sugerido o uso de diferentes modelos de estudo abrangendo os vários aspectos 

da doença (Bélanger and Butterworth, 2005). 

O modelo animal cirúrgico de indução à falência hepática é bem padronizado e 

reprodutível, apresentando várias características da doença em humanos. Além 

disso, tem a vantagem de ser possível determinar o momento exato da lesão 

hepática (Newsome et al., 2000). Apesar da literatura descrever vários modelos 

animais provocados por drogas hepatotóxicas, os mais comumente utilizados são 

o da D-galactosamina e a intoxicação por paracetamol, devido ao baixo risco ao 

pesquisador e à reprodutibilidade.  

O modelo animal de FHF provocado por paracetamol, utilizado neste estudo, 

satisfaz os critérios para um bom modelo com reprodutibilidade, baixos custos, 

mínimos riscos para as pessoas envolvidas e toxicidade dose-dependente em 

níveis semelhantes aos seres humanos, tornando-o, assim, possível de ser 
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utilizado para a investigação dos mecanismos fisiopatológicos (Newsome et al., 

2000). Além disso, a mesma droga é uma das causas mais comuns de intoxicação 

provocada ou acidental em crianças e adultos em vários paises. A administração 

desta droga em associação com o fenobarbital foi utilizada em nosso laboratório 

para potencializar o efeito do paracetamol, aumentando sua hepatotoxicidade 

(Beales e McLean, 1996; Newsome et al., 2000). 

Neste trabalho utilizamos um total de 173 ratos Wistar fêmeas. Destas, 138 

correspondem aos grupos modelo (n=29), sham (n=35), células de medula (n=59) 

e células de medula fixadas (n=15), descritos no primeiro artigo, intitulado: “Adult 

derived mononuclear bone marrow cells improve survival in model of 

acetaminophen induced acute liver failure in rats”.  

No segundo artigo, intitulado: “Avaliação da via de injeção e permanência de 

células tronco adultas de medula óssea em modelo animal de insuficiência 

hepática aguda provocada por paracetamol”, foram utilizados 12 animais para 

teste das vias de injeção e 12 animais para estudo da mortalidade cirúrgica. 

Entre todos os animais deste trabalho (n=173), 161 receberam paracetamol 

(Tabela 1). Entre estes, aqueles com níveis de ALT inferiores a 2 vezes o valor 

normal em 24 horas, após a injeção de paracetamol (85,8 UI/L) (n = 18) ou superior 

a 1000 UI/L (n = 13) foram excluídos. O menor aumento da ALT foi considerado 

como um fracasso para induzir os danos hepáticos e animais com valores de ALT 

igual ou superiores a 1000 UI / L foram excluídos, tentando diminuir a alta 

variabilidade na resposta à injeção de paracetamol. Portanto, dos animais 
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tratados, foram excluídos do estudo 31, totalizando 19,9% de perda, conforme 

detalhado na Tabela 1. Dessa forma, este trabalho foi realizado com 142 animais, 

sendo que 130 receberam paracetamol. 

 

Tabela 1: Número de animais iniciais e excluídos do estudo, divididos por 
grupo de estudo. 
 

 
 
Experimento 

 
 

Grupo 

 
 
Número 
inicial de 
animais 

 
 
Animais excluídos 

pela ALT 

 
Número 
válido de 
animais 
por grupo 

 
Grupo modelo 

 

 
29 

 
4 ( 2 ALT ↑ ; 2 ALT ↓) 

 
25 

 
Grupo sham 

 

 
35 

 
11( 5 ALT ↑; 6 ALT ↓) 

 
24 

 
Grupo células 

 

 
59 

 
11( 3 ALT ↑; 8 ALT ↓) 

 
48 

 
 
 
 

Artigo I 

 
Grupo cél fixadas 

 

 
15 

 
0 

 
15 

 
Dano oxidativo 

 
Grupo NAC 

 

 
9 

 
3 ALT ↑ 

 
6 

 
Grupo veia cauda 

células 
 

 
6 

 
1 ALT ↓ 

 
5 

 
Grupo veia cauda 

sham 
 

 
8 

 
1 ALT ↓ 

 
7 

 
Grupo mortalidade 
cirúrgica células* 

 

 
5 

 
0 

 
5 
 

 
 
 
 
 
 

Artigo II 

Grupo mortalidade 
cirúrgica sham* 

 

 
7 

 
0 

 
7 

 
Total (n) 

 
173 

 
31 

 
142 

* Não receberam paracetamol. 
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Segundo dados da literatura, na FHF induzida por paracetamol, os níveis de 

ALT aumentam a partir do dia 2 e apresentam o pico máximo no dia 3, diminuindo 

a partir do dia 4 (Rumack, 2004). Nos dados obtidos em nossos experimentos 

(n=130) a ALT atinge o pico máximo em 24h (dia 2) e começa a decair em 48h 

(dia 3), voltando aos valores normais após 72h (dia 4), como mostra a Figura 4. 
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Figura 4: Variação do nível de ALT plasmático em função do tempo no modelo de 

dano hepático provocado por paracetamol (n= 130). 

 

Como esperado, os níveis de ALT mostraram uma tendência de retorno ao 

nível normal 72 horas após a injeção, indicando a reversibilidade da lesão. No 

entanto, não foi possível observar qualquer relação nos níveis de ALT e 

sobrevivência ou aparência histológica do fígado. Os níveis de aminotransferases 

são bons indicadores de lesão, mas apresentam baixo valor prognóstico (Polson 

and Lee, 2005). O uso de outros marcadores de FHF, tais como os níveis de 

amônia, tempo de protrombina ou fator V poderiam ser mais úteis na 
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monitorização dos efeitos do tratamento. No entanto, a pequena quantidade de 

sangue coletada dos animais nos impossibilitou a realização dos mesmos. 

Como a lesão hepática induzida pelo paracetamol em ratos ocorre por 

mecanismos semelhantes aos dos seres humanos, mostrando aumento da síntese 

de óxido nítrico e produção de nitro-tirosina (Wallace, 2004), realizamos um 

experimento para avaliar o efeito das células de medula óssea sobre o dano 

oxidativo. 

Pelo seu mecanismo de ação a intoxicação por paracetamol é tratada 

clinicamente com N-acetil-cisteina (NAC) (James et al., 2003). Ela possui ação 

antioxidante e repõe as reservas de glutationa prevenindo ou protegendo o tecido 

hepático contra danos causados por radicais livres (Bernstein and Tripodi, 1998). 

A NAC é composta pelo aminoácido cisteína acrescido de um grupo acetil unido a 

um grupo amino e apresenta como função incrementar a velocidade de absorção 

e distribuição do paracetamol, agindo também como um capturador de radicais 

livres. Idealmente, a administração da NAC deve ser feita durante as primeiras 16 

horas após a ingesta de paracetamol, pois seu uso mais tardio diminui o potencial 

de recuperação (Riodan and Williams, 2000).  

Sabe-se que as células tronco apresentam a capacidade de diminuir o estresse 

oxidativo, através do aumento do reparo do DNA e da detoxificação do sistema 

(Dernbach et al., 2004). O estresse oxidativo tem um papel importante na 

hepatotoxidade produzida pelo paracetamol, induz danos celulares diretos e ativa 

fatores de transcrição que regulam a produção inflamatória (Dambach et al., 
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2006). Logo, seria interessante verificar o efeito das células de medula sobre o 

dano oxidativo neste modelo.  

Para tanto, em um subgrupo de 12 animais incluídos no primeiro artigo (6 

animais que receberam células de medula e 6 animais do grupo sham), o dano 

oxidativo foi avaliado pela dosagem de carbonila em fígado por 

espectrofotometria, (Reznick and Packer, 1994). Estes animais foram comparados 

com um grupo de 6 animais com FHF induzida por paracetamol (1g/kg) conforme 

o modelo descrito no artigo, que foram tratados com NAC. O fármaco foi 

administrado por via intraperitoneal 24 horas após a lesão e os animais foram 

mortos após 72 horas. Estes intervalos de tempo foram escolhidos para que os 

resultados pudessem ser comparados com os resultados obtidos para os demais 

grupos. A sobrevida do grupo NAC foi de 83%. Esta elevada sobrevida pode ser 

explicada pela exclusão da cirurgia e também pelo efeito protetor da droga ao 

dano hepático, já que o grupo modelo (grupo para demonstrar o efeito da lesão 

provocada pelo paracetamol juntamente com o fenobarbital) apresentou sobrevida 

de 48%. Vale salientar que neste grupo não houve cirurgia ou injeção de células 

ou salina.  

Por outro lado, as medidas do dano oxidativo não apresentaram diferenças nos 

resultados entre os três grupos analisados, conforme mostra Figura 5. Isso 

ocorreu provavelmente porque a avaliação foi realizada muito tarde (72h), quando 

os animais já estavam recuperados. Por exemplo, Reid e colaboradores (2005) ao 

estudar hepatócitos de ratos incubados com paracetamol, demonstraram um 

aumento significativo do estresse oxidativo em 5 horas indicando que o intervalo 
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de tempo de 72h (utilizado para possibilitar a comparação com os outros grupos) 

pode ter sido muito longo. 

 

Figura 5: Dosagem de carbonila no tecido hepático 72h pós lesão nos grupos 

modelo, sham, células de medula e NAC (n = 24). 

Embora nas últimas décadas, o manejo clínico de pacientes com FHF tenha 

mostrado avanços, o transplante hepático permanece como a mais eficaz 

estratégia terapêutica (Van Thiel et al., 2001). A sobrevivência com remissão 

espontânea é observada em 40% dos casos, enquanto que a sobrevivência pós-

transplante é de cerca de 80-90%. No entanto, a escassez de órgãos é o principal 

fator limitante devido à rápida progressão da doença e a mortalidade em lista de 

espera pode atingir 40% (Polson and Lee, 2005). A utilização de estratégias 

alternativas de apoio à vida durante o período de regeneração hepática, poderiam 

prorrogar a sobrevivência do paciente e permitir a recuperação espontânea, 

evitando a necessidade de transplante (Van de Kerkhove et al., 2004). 
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Quando comparamos a sobrevida em 72h (n=130) entre os diversos grupos 

obtivemos 33% de sobrevida no grupo sham, 48% de sobrevida no grupo modelo, 

70% de sobrevida no grupo tratado com células de medula óssea e 83% de 

sobrevivência no grupo NAC, conforme demonstrado na Figura 6. Não 

consideramos para esta comparação os animais que receberam células pela veia 

da cauda, pois o objetivo deste grupo era apenas determinar a melhor via de 

injeção. 
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Figura 6: Sobrevida nos grupos NAC (N-Acetilcisteina, n= 6), Células de medula 

óssea (n= 48), Modelo (n=25) e sham (n= 24) nos diversos tempos do estudo. 

O principal achado do nosso estudo foi que as células derivadas da medula 

óssea são capazes de aumentar significativamente a taxa de sobrevivência da 

FHF induzida por paracetamol em 37,5% (70,8% na taxa de sobrevivência dos 

animais tratados, em comparação com 33,3% no grupo sham, p = 0,005). 

Entretanto, não foi possível estabelecer com precisão o mecanismo pelo qual isso 

ocorre.  
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Apesar do pequeno número de células com características de células tronco na 

medula óssea normal (cerca de 0,01%) (Barry and Murphy, 2004), é possível 

considerar que estas células tenham acionado mecanismos que ajudem a 

sobrevivência dos animais tratados. Porém, não foi feita nenhuma avaliação do 

tipo de células injetadas, nem qualquer enriquecimento para populações com 

características de células tronco. Embora os mecanismos pelos quais as células 

da medula óssea poderiam aumentar a sobrevivência neste modelo ainda não 

possam ser determinados, várias hipóteses podem ser previstas. 

Finalmente, ainda, é possível que as células tronco presentes na medula óssea 

possam causar o aumento da taxa de proliferação de hepatócitos, ou mesmo 

estimular a divisão de células tronco residentes do fígado. Todavia, a comparação 

entre o número de mitoses no grupo células tronco (4,80 + 7,05) e no grupo sham 

(3,38 + 3,66) não foi estatisticamente diferente e provavelmente se trata de uma 

resposta fisiológica do fígado em relação ao dano causado pelo paracetamol. 

A utilização da fração mononuclear das células de medula é questionável do 

ponto de vista da compreensão dos mecanismos de sua atuação, uma vez que 

esta fração contém uma grande diversidade celular, como monócitos, linfócitos, 

células tronco hematopoiéticas, mesenquimais, etc. Vários estudos sugerem a 

utilização de populações definidas de células, podendo assim caracterizar sua 

atuação e suas propriedades serem testadas in vivo e in vitro (Baksh et al., 2004). 

Porém, a utilização da fração mononuclear na sua integra também é muito 

utilizada (Herzog et al., 2003). Alguns estudos inclusive sugerem que a mistura 
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celular poderia levar a um benefício maior do que o uso de populações purificadas 

(de Macedo Braga et al., 2007). 

Atualmente, os procedimentos de terapia celular em fase clínica utilizam o 

conjunto total de células e não uma população específica. A medula óssea 

apresenta hoje uma das fontes mais acessíveis para a obtenção de células tronco 

para uso terapêutico, apesar de possuir apenas uma pequena fração destas. As 

células de medula óssea, além de possuírem várias vantagens como fácil 

obtenção, baixo custo, e ausência de reação imunológica, apresentam grande 

potencial clínico (Perin et al., 2003; Lyra et al., 2007).  

A terapia celular, através das células tronco é hoje um tratamento, ou uma 

esperança de tratamento, para certas doenças. Mas, faltam ainda alcançar 

diversos pontos: é importante que se conheça mais sobre a sua biologia e as suas 

relações com as diferentes células do organismo. Ainda não se compreende 

totalmente quais os mecanismos de atuação, quais as populações celulares mais 

importantes, nem quais os fatores de recrutamento e manutenção destas células. 

Entretanto, é inegável que o estudo da terapia celular representa um enorme 

potencial para o tratamento de diversas enfermidades. 
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Os dados obtidos no presente estudo sobre Falência Hepática Fulminante 

tratada com células de medula óssea permitem concluir que: 

 

1. O principal achado do nosso estudo foi o aumento significativo na sobrevida dos 

animais do grupo que recebeu células de medula, em comparação com os demais 

grupos. 

 

2. Há colonização no fígado de células de medula óssea heterólogas marcadas 

com corante fluorescente DAPI injetadas pela veia porta. 

 

3. O aspecto histológico do fígado apresentou-se praticamente normal nos animais 

que sobreviveram 72 horas, independentemente do tratamento com células de 

medula óssea. No entanto os animais que morreram antes deste período 

apresentaram necrose hepática, esteatose microgoticular, degeneração hidrópica 

e presença de infiltrado inflamatório em todos os grupos analisados. 

 

4. O índice mitótico não apresentou diferença estatística entre os grupos quando 

analisado em 72h. 

 

5. O nível de ALT mostra tendência de retorno aos valores normais em 72 horas 

após a lesão. Não foi possível observar uma relação entre os níveis de ALT e de 

sobrevivência ou das características histológicas. Isto se deve ao fato da ALT ser 

um bom indicador de lesão, mas com baixo valor prognóstico. 
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6. As células de medula quando injetadas pela veia porta apresentam-se no tecido 

hepático em maior quantidade do que quando injetadas pela veia da cauda. 

 

7. O procedimento cirúrgico utilizado foi bastante invasivo, possuindo um índice de 

mortalidade de quase 20%. 

 

8. O grupo dano oxidativo, que recebeu NAC intraperitonealmente, apresentou 

uma baixa mortalidade pela exclusão da cirurgia e possivelmente também ao 

sistema protetor da droga. Porém não houve diferenças nos parâmetros de dano 

oxidativo entre os grupos, provavelmente porque as análises foram realizadas 

muito tempo após a lesão. 

 

9. Desta forma nossos dados sugerem um efeito benéfico do transplante celular 

para a FHF. Os resultados deste trabalho juntamente com estudo destes 

mecanismos podem ajudar no desenvolvimento de futuros protocolos clínicos 

envolvendo esta abordagem terapêutica. 
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