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RESUMDPO

A regeneracao hepatica é um processo de crescimento tecidual altamente organizado e é a reacao mais importante do figado a
agressao. Os mecanismos complexos envolvidos neste processo abrangem uma variedade de vias regenerativas que sao especificas
para os diferentes tipos de agressdo. A forma mais estudada de regeneracao hepatica é aquela que ocorre ap6s a perda de hepatdcitos
em uma lesdo aguda, como no processo regenerativo de roedores apds hepatectomia parcial ou administracao de produtos quimicos
lesivos (CCl4, paracetamol, alcool alilico). Estes modelos experimentais revelaram vias de sinalizacdo extracelular e intracelular
que sao usadas para retornar o figado ao tamanho e peso equivalentes aos anteriores a lesdo. A compreensao do processo de
regeneracao do figado é um desafio que se encontra justificado nas inimeras interacoes de diferentes componentes celulares, varios
fatores mitogénicos (completos e incompletos), vias mitogénicas complexas e proteinas inflamatorias de fase aguda. Hepatdcitos,
colangidcitos e células progenitoras do figado provaram ter comportamento regenerativo. As atividades regenerativas de hepatocitos
e colangidcitos sao tipicamente caracterizadas pela fidelidade fenotipica (multiplicacdo), no entanto, quando a regeneracdo normal
é frustrada, os hepatdcitos e os colangidcitos funcionam como células-tronco facultativas (desdiferenciam) ou se transdiferenciam
para restaurar a estrutura normal do figado. Esta revisao traca o caminho percorrido nas Ultimas décadas no estudo da regeneracao

hepética e destaca novos conceitos na area.

Palavras-chave: Regeneracao Hepatica. Figado. Fator de Crescimento de Hepatdcito. Hepatécitos.

INTRODUCAO

m fascinante aspecto do figado é a sua marcante
Ucapacidade de regeneracdo’. A perda de células
funcionantes, seja por injuria traumatica, isquémica,
quimica, viral ou por hepatectomia parcial, induz ao
processo regenerativo hepatico?®. Esta capacidade do
figado de regular com precisdo o seu crescimento e
massa é particularmente notavel porque os hepatdcitos
sdo células estaveis e raramente se dividem no estado
normal*. As células encontram-se quiescentes na fase
GO do ciclo celular, com apenas 0,0012% a 0,01%
dos hepatoécitos em fase de mitose>®. Essa baixa
capacidade de replicacdo celular pode ser estimulada
por mecanismos de injlria 0 que ocasiona restauracdo
da massa e funcdo hepéatica adequada ao tamanho do
organismo’®. O termo regeneracdo, consagradamente
utilizado, tem apenas o significado de recuperacdo
do volume do ¢érgao'. O que ocorre é a hiperplasia
global de todo o parénquima até que se restabeleca
a massa hepatica primitiva com variagdes minimas (5
a 10%), quando entdo ocorre interrupcdo abrupta do
processo” .
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Devido as limitacdes no uso de figados
humanos, a maioria das informacdes sobre o processo
regenerativo sdo provenientes de modelos “in vivo”
com pequenos roedores (ratos e camundongos) ou “in
vitro” utilizando células hepaticas em cultura®. O modelo
em ratos introduzido por Higgins e Anderson em 1931
é o principal e mais difundido método de estudo do
processo regenerativo hepatico''>'3. Neste modelo os
lobos médio e lateral esquerdo sdo removidos através
da ligadura do pediculo vascular, resultando na retirada
de aproximadamente 70% (2/3) da massa hepatica
total desses animais'>'>. O processo regenerativo no
figado do rato inicia-se imediatamente apds a injuria
e completa-se em 7 a 10 dias"®8231516  No figado
humano, a restauracdo parcial parece ocorrer em duas a
trés semanas e a restauracdo completa soé foi observada
apos seis meses'” 18,

1 Iniciacdo da regeneracao hepatica
A reducao abrupta da massa hepatica, como

por exemplo em uma hepatectomia, resulta em um
aumento do fluxo sanguineo e da pressdo portal para os
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segmentos hepaticos remanescentes, o que é considerado
fator importante para o inicio da regeneracdo hepatica®.
Vérias alteracées ocorrem nos hepatdécitos logo apds
a hepatectomia em ratos, que incluem o aumento da
atividade da uroquinase em 1 minuto e migracdo da
B-catenina e do dominio intracelular da via NOTCH (NICD
— Notch Intracellular Domain) para o nucleo em 5 e 15
minutos respectivamente>’. Os principais receptores,
C-MET (receptor do fator de crescimento do hepatdcito)
e EGFR (receptor do fator de crescimento epidérmico),
sdo ativados em aproximadamente 30 minutos'2°
e ocorre a expressdo de mais de 100 genes que
aumentam em 1 hora e sustentam-se até 14 dias apds
hepatectomia?’. A membrana plasmatica do hepatécito
torna-se hiperpolarizada em 30 minutos apds insulto
inicial, com rapida entrada de sédio e elevacdo do pH
intracelular®. O aumento do ativador de plasminogénio
tipo uroquinase (UPA — uroquinase type plasminogen
activator) origina uma série de protedlises que converte
o plasminogénio em plasmina. Na sequéncia ocorre
ativacdo das metaloproteinases 9 (MMP9) que resulta
na degradacdo de proteinas especificas da matriz
extracelular (ECM — extracellular matrix), incluindo os
glicosaminoglicanos, e ativacdo do fator de crescimento
dos hepatécitos (HGF — hepatocyte growth factor)??-24,
O HGF esta presente na forma inativa na ECM, sendo
ativado e liberado em menos de 1 hora de forma macica
para a corrente sanguinea®.

2 Contribuicdo dos fatores de crescimento e
citocinas

O processo de regeneragdo é dependente da
presenca ou auséncia de muitos agentes sinalizadores
gue podem agir em conjunto ou isoladamente. Devido as
multiplas interacoes existentes entre os genes, os fatores
de crescimento e as citocinas, é improvavel que um unico
agente sinalizador determine completamente o processo
regenerativo ou que, na sua auséncia, sejam abolidas
completamente as etapas regenerativas' 6.

2.1 Agentes mitogénicos completos

Agentes mitogénicos completos sdo capazes
de induzir sintese de DNA em culturas de hepatdcitos e

mitose em uma populacao de células em repouso (fase
GO do ciclo celular). Quando administrado em animais
nao operados causam aumento do volume do figado.
O efeito dos agentes mitogénicos completos pode ser
potencializado por agentes mitogénicos incompletos ou
auxiliares?®.

O fator de crescimento do hepatdécito (HGF
— hepatocyte growth factor) estd sempre associado
ao seu receptor C-MET. A elevacdo precoce dos niveis
plasmaticos de HGF apds hepatectomia, precedendo
em muitas horas o inicio da sintese de DNA, sugere que
este fator seja o principal candidato a funcao de indutor
do processo regenerativo®®. O HGF estd presente na
forma inativa (pro-HGF) em grande quantidade na
ECM, principalmente na area periportal?’. Logo apds
a hepatectomia ocorre a remodelacdo da ECM, que
desencadeia uma cascata de eventos culminando na
ativacdo da uPA. Na sequéncia, através da uPA, ocorre
a maturacdo do pro-HGF para HGF e ativacdo do
receptor C-MET na membrana plasmatica permitindo
a sua incorporacdo para o interior da célula hepatica3.
O HGF liga-se ao seu receptor C-MET 30 minutos
apo6s a hepatectomia?®. O HGF é liberado na circulacdo
sanguinea, atingindo uma concentracéo 10 vezes
maior que a basal em 1 hora apés a hepatectomia®>. A
concentracdo do HGF na circulacdo decresce nas 3 horas
seguintes, entretanto a partir deste momento inicia-se a
producao de RNA mensageiro para o HGF nos pulmdes,
baco e rins. Neste contexto, na sequéncia, observa-se
novo aumento da concentracdo do HGF na circulacéo
sanguinea, com pico em 24h ap6és a hepatectomia®.
A noradrenalina é considerada substancia
estimuladora da producdo de HGF nesta etapa?®3°. Nos
figados normais, nos estagios precoces da regeneracao
hepatica, o HGF também ¢é produzido pelas células
estreladas hepaticas (HSC - hepatic stellate cells) e
durante estagios finais, o HGF é produzido pelas células
endoteliais sinusoidais do figado (LSEC - liver sinusoidal
endothelial cells) e células progenitoras®'-32.

O fator de crescimento epidérmico (EGF —
epidermal growth factor) é o mais antigo fator estudado
pois foi o primeiro fator de crescimento isolado.
Apresenta a caracteristica de estimular a sintese de DNA
na maioria das células epiteliais, inclusive nos hepatécitos.
O EGF, considerado um agente mitogénico completo,

uma
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é produzido nas glandulas salivares e nas glandulas de
Brunner do duodeno e esta constantemente presente na
circulacdo portal. A producao do EGF nas glandulas de
Brunner é otimizada pela presenca da norepinefrina®.
Os niveis séricos de EGF elevam-se em poucas horas apés
uma hepatectomia parcial, mas diminuem rapidamente,
antes mesmo da sintese de DNA pelos hepatdécitos®.
Quando o EGF é acrescentado em cultura de hepatécitos,
a sintese de DNA inicia em 24 horas com pico atingindo
o periodo entre 48 e 72 horas®.

O fator de crescimento transformador alfa
(TGFa — transforming growth factor alpha) também é
um ligante do EGFR e apresenta efeitos regenerativos
mais intensos quando comparados com o EGF*
Apresenta capacidade de estimular a proliferacdo dos
hepatocitos “in vitro” e “in vivo”3. Ndo esta presente
no figado normal, mas é rapidamente identificado apés
uma hepatectomia®>. Ocorre um aumento dos niveis
RNAmM para TGFa 8 horas apds a hepatectomia, com
niveis atingindo um pico maximo em 24 horas apos este
procedimento®. A secrecdo de TGFa pelos hepatdcitos
em regeneracdo possivelmente se constitui em uma alca
autdcrina estimuladora da sintese de DNA%37,

O fator de crescimento epidérmico ligado a
heparina (HB-EGF — heparin binding epidermal growth
factor) é produzido por células endoteliais e células de
Kupffer®4. £ um potente agente mitogénico completo
em culturas e quando administrado em ratos apoés
hepatectomia ocasiona um maior estimulo regenerativo®.
A expressao do gene HB-EGF é intensamente regulada
por citocinas, fatores de crescimento e fatores de
transcricdo®. O HB-EGF produzido pelas LSEC mantém as
HSC em estado de quiescéncia, o que é fator importante
para impedir o processo de fibrose e de cirrose hepéatica*'.

A anfirregulina, produzida pelos hepatdcitos, é
um fator de crescimento de resposta precoce que pode
contribuir para as fases iniciais da regeneracao hepética.
“In vitro”, se comporta como mitogénico primario para
hepatocitos isolados, agindo por meio do receptor
do fator de crescimento epidérmico. Tem a expressao
aumentada pela presenca da IL-1B (interleucina-1beta)
e prostaglandina E2. Também, a sua expressdo esta sob
controle da proteina YAP (yes associated protein) e da
quinase Hippo, que tem mostrado importante regulagao
no término da regeneracao hepatica®42.

O receptor do fator de crescimento epidérmico
(EGFR - epidermal growth factor receptor) ¢ um membro
da familia ERB dos receptores, sendo expresso em todas
as células do figado. A ativacdo do EGFR é evidenciada
pela fosforilacdo da tirosina e apresenta pico 60 minutos
apo6s a hepatectomia'. Os ligantes do EGFR relevantes
para a regeneracdo hepatica sdo o fator de crescimento
epidérmico, o fator de crescimento transformador alfa,
o fator de crescimento epidérmico ligado a heparina e a
anfirregulina®*3.

2.2 Agentes mitogénicos incompletos

Os agentes mitogénicos incompletos ou auxiliares
nao tém efeito direto na proliferacdo dos hepatdcitos,
mas sdo capazes de potencializar o efeito dos agentes
mitogénicos completos e reduzir o efeito dos agentes
inibidores. Nao possuem efeitos mitogénicos quando
adicionados isoladamente em meios de cultura® e ndo
originam aumento de parénquima quando administrados
isoladamente em experimentos com animais. Muitos deles
agem sobre a precisa sequéncia de eventos que culminam
com a iniciacdo da proliferacdo hepatocitaria.

O fator de necrose tumoral alfa (TNFa — tumour
necrosis factor a), produzido pelos macréfagos hepaticos
e esplénicos, aumenta rapidamente no plasma apdés
hepatectomia. A presenca do TNFa estd associada com
uma otimizacao dos sinais de proliferacdo celular quando
as células ja se encontram estimuladas. A ativacdo do seu
receptor (TNFR1) desencadeia a ativacdo do fator nuclear
kB (NF-kB — nuclear factor kappa B), que é a sua via de
sinalizacdo para a regeneracdo hepatica**. O receptor
C-MET (para o HGF) e o receptor EGFR (para o EGF e TGFa)
tém um aumento na sua transducao apds estimulo causado
pela ligacdo do TNFa'®. O TNFa ativa a c-Jun N-terminal
guinase (JNK) que também modula transcricdo génica®.
(L-6) é  produzida
predominantemente pelos hepatécitos e macréfagos
hepaticos sob o estimulo do TNFa*. A concentracdo de
IL-6 no plasma aumenta apés hepatectomia parcial, com
pico em 24 horas, contribuindo para a ativacao da proteina
transdutora de sinal e ativadora da transcricdo 3 (STAT3 —
signal transducers and activators of transcription 3)*.

Os acidos biliares estdo aumentados na
circulacdo sanguinea apés hepatectomia e a sua auséncia

A interleucina-6
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diminui o processo regenerativo. A sua elevacao acontece,
predominantemente, 48 horas apds o estimulo inicial,
sendo assim improvavel que os acidos biliares contribuam
para as fases iniciais do processo regenerativo?®,

A insulina é produzida nas células beta das
ilhotas pancreaticas e posteriormente, via circulacao
portal, chega ao figado. Mesmo sendo considerado um
agente mitogénico incompleto ou auxiliar, a insulina é
essencial para os efeitos do HGF e do EGF em cultura
de hepatodcitos. No entanto, a insulina na cultura de
hepatdcitos sem a presenca do HGF ou EGF nédo induz a
proliferacdo do hepatdcito*®*°. Postula-se que a insulina
se liga ao receptor C-MET e ao EGFR juntamente com
os ligantes especificos, contribuindo para o processo
regenerativo®.

A noradrenalina ndo é um agente mitogénico
completo em cultura de hepatocitos, mas potencializa
sensivelmente os efeitos do EGF e do HGF neste método.
E produzida nas sinapses terminais dos neurénios
simpaticos, na medula adrenal e nas HSC. Aumenta
apos hepatectomia em ratos ao mesmo tempo que
ocorre o aumento do HGF?°. Tem sido relacionada como
colaboradora e potencializadora dos efeitos regenerativos
seqguindo a ativacdo dos receptores C-MET e EGFR*.
A noradrenalina suprime a inibicio da proliferacao
dos hepatocitos através do bloqueio da via do fator de
crescimento transformador beta-1; estimula a producao
de HGF pelos fibroblastos e a producdo EGF pelas
glandulas de Brunner®®3 e esta envolvida na ativacdo do
STAT3 e do NF-kB>'.

2.3 Vias mitogénicas complexas

Recentemente foram identificadas algumas
redes de sinais, com sequéncias de etapas, que participam
do processo regenerativo, sendo denominadas de vias
mitogénicas complexas.

O sistema sinalizador da WNT/B-catenina
desempenha importante funcdo na regulacdo de células
progenitoras em muitos érgdos e tecidos. Sob diversas
condicoes de lesdo hepatica, foi observado a expressao
de vérios genes da familia WNT e participacdo na
regulacdo das células progenitoras hepaticas®*. A via
WNT, que atua em sinergismo com o C-MET e o EGFR,
¢ um complexo sistema composto de muitas etapas

gue culmina na producdo da B-catenina, proteina que
¢ identificada no nucleo dos hepatdcitos em 5 minutos
ap6s a hepatectomia’®*.
proteinas ligantes para a via WNT que sao produzidas
na maioria das células hepaticas, sua cooperacdo ou
antagonismo no processo regenerativo ocorre quando
se ligam aos receptores atipicos acoplados a proteina G,
receptores que sao denominados de “Frizzled”. A ciclina
D1, proteina sinalizadora, chave intracelular, que conduz
a proliferacdo do hepatdcito, também é regulada por esta
via®>.

Existe referéncia de 19

A Hedgehog é outro exemplo de via mitogénica
complexa. Tanto o receptor como a proteina sinalizadora
s30 expressos nos hepatocitos. Como observado em
pesquisas com roedores, a ativacdo da via Hedgehog
estd envolvida na otimizacdo do processo regenerativo
hepatico®®. O ligante da via Hedgehog esta vinculado
a uma glicoproteina da superficie celular, a glipicana 3
(GPC3 - Glypican 3) a qual estd anexa a CD81 (proteina
da superficie celular)*’. Apds a hepatectomia, a GPC3 é
separada da CD81 liberando o ligante da via Hedgehog.
O ligante ativa a via Hedgehog culminando, em dois
dias, com o aparecimento do fator de transcricio GLI1
(proteina citoplasmatica), mensageiro final desta via, no
nucleo do hepatécito e ativacao de varios genes alvose.

Outra complexa via que colabora para o controle
do ciclo celular e que responde aos agentes mitogénicos é
avia de sinalizacdo do fator de crescimento transformador
beta-1 (TGFB1
1), que é uma potente substancia mito-inibidora por
desempenhar uma fungdo importante na regulacdo
da proliferacdo de hepatdécitos durante a regeneracao
hepatica®°. Os hepatdcitos apresentam concentracoes
intracelulares significativamente aumentadas de TGFB1
12 horas apds uma hepatectomia parcial de dois tercos
em ratos. Este aumento na concentracdo é inicialmente
confinado aos hepatécitos que residem na regiao
periportal do acino hepatico, e posteriormente evolui de
forma ondulatéria nas zonas de Rappaport, atingindo em
36 horas a regido centrolobular. A elevacdo do TGFB1
intracelular é, no entanto, transitéria e, em 48 horas
apos o estimulo inicial, a maioria dos hepatécitos ja nao
apresenta concentracdes significativas deste fator®'.
Durante o processo regenerativo, os hepatécitos ndo
sdo inibidos efetivamente pelo TGFB1 porque o receptor

— transforming growth factor beta
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para este fator estd inibido?®. Em figados normais de
ratos, a inibicdo do receptor do TGFB1 é suficiente para
induzir a sintese do DNA nos hepatdcitos, sugerindo
gue o TGFB1 e os constantes efeitos do EGF e HGF, aos
guais os hepatdécitos estdo continuamente expostos, tém
papéis antagonistas, criando um efeito que mantém o
hepatdcito quiescentes, na fase GO do ciclo celular®.

A via HIPPO consiste em uma cascata de
quinases que regulam a proteina YAP. A proteina
YAP interage com os sinalizadores da via do TGFB1
facilitando as mudangas da expressdo dos genes que
estdo associados ao processo de proliferacao celular em
geral. Em roedores, foi verificado que durante o processo
regenerativo, ap6s uma série de etapas, ocorre inibicdo
da via HIPPO e aumento da expressdo da proteina YAP
e de seu conteddo no nucleo dos hepatdcitos®?. A via
HIPPO pode ser considerada uma vasta rede receptora
de multiplos, frequentemente contraditérios, sinais que
contribuem para a regeneracdo e aumento de tamanho
do figado®.

3 Nivel celular da regeneracao hepatica

A regeneracdo hepatica apds hepatectomia
¢ alcancada através da proliferacdo de todos os
tipos celulares existentes no figado remanescente. O
hepatdcito é a primeira célula a responder o estimulo
regenerativo. Os colangiocitos iniciam o processo na
sequéncia e posteriormente as células endoteliais e
estreladas'. A transicdo da fase GO para a G1 ocorre
simultaneamente em todas as células hepaticas, sendo
observado um atraso na mitose nas células nao-
parenquimatosas devido a existéncia de uma fase G1
mais prolongada. Em roedores, a replicacao das células
nao-parenquimatosas ocorre 24 horas apos a replicacdo
dos hepatocitos1°.

O processo regenerativo hepatico é dividido
em 3 etapas: 1) fase de iniciacdo: os hepatocitos
guiescentes convertem-se de GO para G1 do ciclo
celular quando estimulados pelas citocinas inflamatérias
(IL-6, TNFa); 2) fase de proliferacdo: com ajuda dos
agentes mitogénicos, os hepatécitos progridem para as
fases S, G2 e M (mitose) e 3) fase da inibicdo: encerram
o processo de proliferacdo sob controle de fatores
negativos como o TGFp e activina®4>3,

A regeneracao hepatica pode ocorrer através da
multiplicacao celular, onde cada célula do figado prolifera
para recuperar o seu préprio tipo celular (fenotipicamente
idénticas) ou através da producdo de novas células,
fenotipicamente diferentes. Este Ultimo processo pode
ocorrer pela 1) desdiferenciacdo celular, que acontece
quando uma célula j& diferenciada realiza uma regressao
celular para célula progenitora facultativa (célula oval)
e posterior diferenciacdo em outros tipos celulares
especificos, como por exemplo o hepatdcito regredindo
para célula progenitora e originado posteriormente um
colangiocito; ou pela 2) transdiferenciacdo celular, que
é observada quando ocorre a transformacdo de uma
célula diferenciada para outro tipo celular especifico,
sem a regressao para uma célula progenitora, como por
exemplo, quando um colangiécito origina um hepatdcito
diretamente* ™.

Os hepatécitos dos roedores atingem a fase G1
em aproximadamente 4 horas, progredindo para a fase
G1-S com a sintese de DNA 10 a 12 horas apés o estimulo
inicial. O primeiro pico de producao de DNA ocorre em
24 horas com menores picos em 36 e 48 horas apds a
resseccao hepatica. A fase G2-M, segue de 6 a 8 horas
apoés a sintese de DNA (22 a 24 horas apds a resseccao
hepatica) atingindo um pico em 32 a 34 horas ap6s
a cirurgia®®*. Quando a razdo massa/volume atinge o
tamanho original do 6rgdo, os hepatdcitos retornam ao
seu estado de quiescéncia na fase GO'.

Em ratos adultos com menos de 20 meses, 95%
dos hepatdcitos sintetizam DNA durante os primeiros trés
dias apds a hepatectomia®. A proliferacdo dos hepatdcitos
acontece como uma onda que varre o acino hepatico da
regiao periportal em direcdo da regiao centrolobular. Os
hepatdcitos localizados nas zonas 1 e 2 de Rappaport
replicam o DNA mais precocemente do que aqueles
préximos a veia centrolobular (zona 3 do acino hepético)®.

Os  colangiécitos  desempenham  papel
importante na regeneracéo do parénquima. Além das
funcbes metabdlicas, exibem plasticidade substancial
e, em alguns contextos, podem levar ao repovoamento
hepatico. Proliferando quase ao mesmo tempo que os
hepatdcitos, os colangiécitos respondem aos mesmos
sinais aos quais 0s hepatécitos estdo expostos (HGF,
ligantes do EGFR, IL-6, serotonina, via YAP e Hedgehog) e
expressam o C-MET e o EGFR&.
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As células estreladas hepaticas (HSC — hepatic
stellate cells) apresentam papel na regeneracao hepatica
contribuindo para a sintese do coldgeno e outros
componentes da matriz extracelular® e produzem
proteinas sinalizadoras que sdo essenciais para a
regeneracao, incluindo o HGF e o TGFB1'3. Apresentam
um importante papel no “nicho progenitor celular”
servindo como suporte para as células progenitoras
hepéticas (LPC - liver progenitor cells)¢. Além disso, as
HSC nao apenas promovem a regeneracdo hepatica por
produzirem fatores de crescimento para as LPC, mas
também exibem propriedades de célula progenitora.
As HSC podem facultativamente originar
progenitoras e posteriormente formar hepatécitos e
colangiocitos®-%,

As células de Kupffer, endoteliais e estreladas
sd0 essenciais para a proliferacdo normal hepatocitaria
devido ao fato de produzirem citocinas e fatores de
crescimento necessarios ao processo®.
ativam os fatores de transcricdo como o fator nuclear kB
(NF-kB), a proteina transdutora de sinal e ativadora da
transcricdo 3 (STAT3) e a ciclina D1%4.

As LPC (liver progenitor cells) podem ser
nominadas de diferentes formas: células ovais, células
progenitoras hepaticas, hepatoblastos fetais, células
tronco hepaticas e células ductais atipicas’. Elas
foram primeiramente descritas em estudos em ratos
como células ovais devido ao nucleo estar ovalado e
em proporcdo aumentada em relacdo ao citoplasma.
Anatomicamente, estao localizadas nos ramos terminais
da arvore biliar, nos canais de Hering (ductos biliares
intra-hepaticos), e estdo posicionadas entre as células
biliares e os hepatécitos. Embora as LPC ndo sejam
observadas nos figados normais em adultos, estas células
aparecem em resposta a uma agressdo aguda severa’!’2.
Estudos com roedores ilustram que hepatoécitos e
colangiocitos podem se desdiferenciar em células
progenitoras’>. O processo de diferenciacdo das LPC
em hepatdcitos e/ou colangidcitos tem envolvimento de
um conjunto de interagbes que controlam os diversos
caminhos para a diferenciacdo celular especifica. Citam-
se como participantes deste processo os macréfagos, os
miofibroblastos e as vias de ativacdo NOTCH e WNT’47¢,

A principal célula do figado que realiza o
processo de desdiferenciagdo sdao 0s colangiécitos

células

As citocinas

(BEC — biliary epithelial cells)’”7°. Neste processo de
regeneracao celular, os colangiécitos primeiro realizam
uma desdiferenciacdo celular para LPC, na sequéncia
ocorre uma proliferacdo das LPC e posteriormente
uma diferenciacdo, originando novos hepatécitos e
colangiécitos’?.

A transdiferenciacdo do hepatécito para
colangiécito acontece quando existe um impedimento da
regeneracao do colangiécito. Este processo regenerativo,
onde o hepatocito é responsavel pelo papel de célula
tronco facultativa, é observado predominantemente na
regiao periportal e estad associado com a presenca de HGF,
do EGF e da expressao do TGFB. Os hepatécitos, neste
caso considerados como células hibridas, convertem-
se para colangiécitos ocasionando a formacdo de uma
placa ductal embrionéria, sem a transformagao para uma
célula progenitora inicial®.

A formacdo de novos sinusoides hepéticos
durante o processo regenerativo é complexa, sendo
gue este processo ird perdurar por varios dias, com pico
na sintese de DNA ocorrendo entre 4 e 7 dias apés a
hepatectomia em ratos®. A proliferacdo dos hepatdcitos
forma pequenos aglomerados (clusters) que logo iniciam
a producao de varios fatores angiogénicos (VEGF e
angiopoietina 1 e 2) o que estimula a migragao das células
endoteliais do figado para a formacao de capilares que na
sequéncia adquirem fenestracdes tornando-se as células
sinusoidais hepaticas®'. O fator de crescimento vascular
do endotélio (VEGF - vascular endothelial growth factor),
que é produzido pelos hepatdcitos, estimula a proliferacao
das células endoteliais pela ativacdo do receptor VEGFR2
e também estimula o receptor VEGFR1 que induz a
producdo de HGF pelas células endoteliais®?. Portanto,
existem muitos efeitos paracrinos que se originam das
células endoteliais influenciando os hepatécitos e demais
células hepaticas®. Todo o processo resulta na presenca
das células endoteliais precocemente nos locais da
proliferacdo dos hepatdcitos, ocasionando a formacao
do suprimento vascular, posteriormente adquirindo a
estrutura sinusoidal e restaurando a arquitetura hepatica
histolégica original®'.

A resposta fatores
regenerativos exige a presenca de receptores especificos
na membrana plasmatica. O complexo formado
¢ internalizado na célula e ocorre a ativacdo de

celular aos varios
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proteinas tirosinas quinases e fosforilacdo de proteinas
intracelulares. Em sequéncia, ha a ativacdo de fatores
de transcricdo, como a STAT3 e o NF-kB, os quais
desencadeiam uma série de eventos secundarios e
ativacdo dos genes envolvidos no processo proliferativo
(c-fos, c-myc e c-jun). Esta sequéncia de eventos culmina
com a replicacdo do DNA32:84,

Proto-oncogenes sdao um grupo de genes
normais intimamente e fisiologicamente associados a
proliferacdo celular. A expressdo dos proto-oncogenes
c-fos, c-myc, p53, c-jun e c-ras esta relacionado ao ciclo
celular, ndo apenas em figados em regeneracdo, mas
também em uma série de outras células®®. A expressao
dos proto-oncogenes ap6s a hepatectomia parcial é
especifica, sequencial e altamente regulada. Mesmo com
a incerteza sobre a funcdo dos proto-oncogenes, pode-
se utilizar dos niveis destas proteinas para reconhecer
as etapas do periodo pré-replicativo da regeneragao
hepatica (iniciacdo e progressao). Durante a iniciacdo
ha aumento da expressdao do c-fos e c-myc entre 30
minutos e 1 hora respectivamente. Entre 8 e 16 horas, ja
na progressao, ocorre aumento dos niveis do RNAm para
p53 e c-ras?.

O fator nuclear kB (NF-kB — nuclear factor
kappa B) é um complexo proteico que desempenha
funcbes como fator de transcricdo. Este complexo
ativado migra para o nucleo do hepatédcito e age em
sitios alvos promovendo uma sequéncia especifica de
genes. A ativacdo do NF-kB acontece 30 minutos apés
hepatectomia em ratos e tem papel importante na
expressdo génica, na regulacdo do ciclo celular e na
protecdo dos hepatdécitos contra a apoptose celular#+#88,

A proteina transdutora de sinal e ativadora da
transcricdo 3 (STAT3 — signal transducers and activators
of transcription) é um fator de transcricdo ativado pela
ligacdo de citocinas (IL-6 e IL-11), noradrenalina e fatores
de crescimento em diferentes tipos celulares. A STAT3
migra para o nucleo e induz a transcricdo de varios genes
envolvidos na regeneracdo como o c-jun e o c-fos'®.
A ativacdo da STAT3 ocorre entre 1 e 8 horas ap6s a
hepatectomia em roedores®’:8,

A ativacao da ciclina D1 e sua migracdo para o
nucleo é considerado como um evento sem retorno para
o hepatdcito entrar na fase S do ciclo celular. Também ha
expressao da ciclina D2 e D3, em menor intensidade®.

4 Término da regeneracao hepatica

A conclusdo da regeneracdo hepatica é
possivelmente desencadeada pela recuperacao da matriz
extracelular. Os hepatécitos gradualmente assumem
fendtipo quiescente quando a matriz extracelular é
restaurada®>°,

Ao final da regeneracdo ocorre sintese de
novos componentes da matriz extracelular incluindo os
glicosaminoglicanos e diferentes tipos de coldgenos'.
Uma série de eventos que ocorrem, como a ligacao
do HGF aos glicosaminoglicanos e a ligacdo do TGFB
a decorina, fazem o hepatdcito retornar a fase GO do
ciclo celular. A nova matriz extracelular, sintetizada
pelas células estreladas que foram estimuladas pelo
TGFB, restaura os sitios de ligacao tanto do HGF como
do préprio TGFR'318,

A chave regulatéria para a restauracdo da
matriz extracelular é a comunicacdo entre os hepatdcitos
e as células estreladas. Esta comunicacdo é regulada por
uma quinase ligada a integrina (ILK — integrin-linked
kinase), proteina que é observada em ambas as células.
A ILK é um supressor do crescimento e um regulador da
diferenciacdo do hepatocito®' 2.

Ao término do processo de regeneracdo, o
figado retorna ao seu tamanho e volume originais. A
matriz extracelular é considerada como um dos agentes
reguladores do peso normal do figado e esta envolvida
na restauracdo a valores pré-hepatectomia®. Existem
evidéncias de que o numero de hepatécitos produzidos
na regeneracdo pode exceder a quantidade original,
e para controlar esse desarranjo, uma leve onda de
apoptose pode ocorrer®. Estudos em ratos demonstram
gue a proliferacdo dos hepatocitos termina em 6 a 8
dias ap6s a hepatectomia e que a relacao ideal do peso
do figado para o corpo chega a 85% em 2 semanas®.

O fator de crescimento transformador beta
(TGFB - transforming growth factor beta), produzido
pelos hepatocitos e pelas células ndo parenquimatosas,
é uma citocina multifuncional que possui tanto efeitos
inibitérios quanto estimulatérios dependendo do tipo
celular e das condicées envolvidas®. No rato, sua
administracdo antes e apds uma hepatectomia parcial
inibe o pico de sintese de DNA®. A sua liberacdo desde o
inicio da regeneracéo é regulada para ocasionar o efeito
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especifico adequado para o momento da proliferacao
celular. Nofinal daregeneracao, aligacdo com a decorina,
uma proteina ligada a GPI (glicosilfosfatidilinositol)
da membrana plasmatica dos hepatdcitos, tem efeito
direto inibitério no C-MET e EGFR®%7, Nesse contexto,
o TGFB nao é o agente que interrompe a regeneracao,
mas pode ser considerado o “maestro” que orquestra
multiplos eventos em uma complexa alca de feedback,
ocasionando a ativacao da apoptose celular e o bloqueio
da transcricdo génica'®,

A activina é um membro da superfamilia do
TGFB. Apresenta receptor com estrutura semelhante
ao receptor do TGFB e via de sinalizacdo semelhante. E
produzida pelos hepatdcitos e apresenta efeito inibidor
da proliferacao dos hepatdécitos proximos, demonstrando
um efeito autocrino. Entretanto, estimula a proliferacédo
das células progenitoras dos hepatécitos em modelos
experimentais com roedores'’.

5 Regeneracao hepatica apds lesao quimica

Embora a maioria das informacdes sobre a
regeneracdo do figado sejam provenientes dos estudos
apo6s resseccdo de parénquima hepatico em modelos
experimentais, a maioria das situacdes que evocam
respostas regenerativas na doenca hepatica humana
estd associada a lesdes devido a produtos quimicos ou
virus. Além das vias de sinalizacdo regenerativa, varias
vias de sinalizacdo inflamatéria também operam no
contexto da remocéao do tecido hepatico lesionado antes
do inicio da regeneracdo. Nas agressdes quimicas, as vias
de sinalizacdo da regeneracao hepatica sao semelhantes
as que operam apds a remocdo do parénguima em
uma hepatectomia, mas é altamente provavel que os
macréfagos recrutados também desempenhem papéis
importantes®.

A maioria dos estudos relacionados a lesdo
hepatica induzida quimicamente se concentrou nos
efeitos sobre os hepatocitos utilizando paracetamol e o
tetracloreto de carbono (CCl4)%2°, As células das regides
centrolobulares sdo os mais atingidas nas lesdes quimicas
provavelmente devido a apresentarem maior expressao
da familia de enzimas conhecidas como citocromo
PA50 que em situagOes de alta toxicidade resultam na
geracdo de radicais livres téxicos para os hepatécitos

ocasionando morte por necrose®®°. Logo apds a necrose
dos hepatdcitos, ocorre infiltracdo das areas afetadas por
leucécitos e macréfagos polimorfonucleares, resultando
na remocao das células mortas. A regeneracao do figado
se manifesta pela sintese de hepatdcitos das areas
ndo afetadas do I6bulo e migracdo dos hepatdcitos
em proliferacdo para as areas lesadas restaurando a
integridade estrutural do lébulo e reparando a injuria’®.

Os modelos experimentais para necrose
periportal sdo limitados ao uso de alcool alilico™1°2, O
reparo dessa lesdo leva mais tempo do que o do tipo
centrolobular provavelmente devido a eliminacdo da ECM
na regido periportal que apresenta altas concentracoes
de HGF e EGF eliminando dessa forma os reservatérios
vitais destes fatores de crescimento que sdo essenciais
para o inicio da proliferacdo hepatica'®.

6 Regeneracao hepatica apés oclusao vascular

Ap6s a oclusdo vascular portal ocorrem
alteracoes hemodinamicas, celulares e moleculares, que
resultam na atrofia do segmento ocluido e hipertrofia
do segmento vascularizado. A hipertrofia deve-se a
multiplicacdo celular de forma compensatéria para a
readequacdo da funcdo hepatica. A atrofia do tecido
hepatico e perda de volume é causada principalmente
por apoptose e necrose de hepatdcitos'.

Os fatores-chave que iniciam a regeneracao
hepética apds a oclusdo da veia porta ainda ndo sao
plenamente conhecidos. Estudos recentes levaram ao
desenvolvimento de diferentes hipdteses para tentar
explicar os estimulos iniciais do processo regenerativo. O
conceitopredominante éa “teoriadofluxosanguineo” 1%,
Esta teoria postula que o aumento significativo do
fluxo portal por unidade de massa hepatica nos lobos
nao ocluidos pode desencadear o inicio do processo
regenerativo® 1'%, O aumento do fluxo portal ocasiona
estresse fisico (estresse de cisalhamento) na superficie
sinusoidal do figado que estimula as células endoteliais
sinusoidais, os hepatdcitos e as células de Kupffer a
iniciar o processo de regeneracao'”’. Também ocorre
maior acessibilidade de fatores hepatotroficos (fatores
de crescimento, hormonios e nutrientes) provenientes
do intestino, pancreas e baco que se apresentam em
uma maior quantidade devido a concentracdo do
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fluxo portal®, que aumentam em quantidade nos
lobos hepaticos ndo ocluidos, estimulando a atividade
regenerativa'e,

As alteracdes no fluxo portal resultam em
alteracbes inversas no fluxo da artéria hepatica'®.
A hiperperfusdo venosa portal é acompanhada de
hipoperfusdo arterial hepatica, o que resulta em
oxigenacdo tecidual inadequada no segmento nao
ligado. Supde-se que a hipdxia relativa pode ativar
mecanismos adaptativos que iniciam e sustentam o
processo regenerativo'.

Apos a ligadura portal seletiva em figado
de ratos, observa-se uma resposta regenerativa nos
lobos ndo ligados semelhante a resposta nos lobos
mantidos apos ablacdo do parénquima hepatico’’, no
entanto, estes lobos apresentam um menor aumento
da taxa de sintese de DNA e um peso menor final
guando comparados aos lobos remanescentes apés
hepatectomia''?'13,

Estudos em ratos apds a ligadura portal seletiva
demonstraram que o NF-kB, a IL-6 e a STAT3 estao
presentes nos lobos ligados e ndo ligados com pico em
30 minutos, 1 hora e 2 horas. Também ocorre, em ambos
0s lobos, pico em 30 minutos de expressao do mRNA

ABSTRACT

dos genes c-fos, c-myc e c-jun''*"">. A rdpida sinalizacao
destas mudancas sugere que o aumento do fluxo portal
por unidade de massa pode instantaneamente ser um
estimulo suficiente para desencadear esta cascata de
sinais estimulando a atividade regenerativa®. O lobo
ligado tem uma menor expressdo de p53, c-Ha-ras,
ciclina E, ciclina D1, ciclina A e do complexo Cdk2
guando comparado com os lobos néo ligados, e isto
pode ser um ponto critico para a fase G1, podendo ser
o limite entre a atrofia ou a hipertrofia do segmento
hepatico correspondente’ 16,

A busca pela compreensdo da regeneracdo
hepatica rendeu grandes progressos nas Ultimas décadas.
O processo de regeneracao do figado é estudado mais
do que em qualquer outro érgdo e compreender os
mecanismos subjacentes, ndo apenas as consequéncias
positivas, mas também potencialmente negativas, pode
criar oportunidades terapéuticas. No figado, as varias
estratégias regenerativas adotadas dependem de qual
componente celular é mais acometido, mas também, de
qual patologia é o gatilho subjacente inicial para a lesao.
O desejo de entender a regeneracdo do figado para
poder fazer a diferenca para nossos pacientes nunca foi
tao intenso.

Liver regeneration is a highly organized tissue growth process and is the livers most important reaction to aggression. The complex
mechanisms involved in this process encompass a variety of regenerative pathways that are specific to the different types of aggression.
The most studied form of liver regeneration is that which occurs after the loss of hepatocytes in an acute injury, such as in the regenerative
process of rodents after partial hepatectomy or administration of harmful chemicals (CCl4, paracetamol, allyl alcohol). These experimental
models revealed extracellular and intracellular signaling pathways that are used to return the liver to the size and weight equivalent to
those prior to the injury. Understanding the liver regeneration process is a challenge that is justified by the numerous interactions of
different cellular components, various mitogenic factors (complete and incomplete), complex mitogenic pathways, and acute phase
inflammatory proteins. Hepatocytes, cholangiocytes, and liver progenitor cells have been shown to have regenerative behavior. The
regenerative activities of hepatocytes and cholangiocytes are typically characterized by phenotypic fidelity (multiplication), however, when
normal regeneration is thwarted, hepatocytes and cholangiocytes function as facultative stem cells (dedifferentiate) or transdifferentiate
to restore normal liver structure. This review traces the path taken in recent decades in the study of liver regeneration and highlights new

concepts in the area.

Keywords: Liver Regeneration. Liver. Hepatocytes. Hepatocyte Growth Factor.
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