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REGENERACAO HEPATICA: O MITO DE PROMETEU REVISADO

Liver regeneration: Prometheus’ myth revisited

José Luiz de Godoy, Jorge Eduardo Fouto Matias e Julio Cezar Uilli Coelho

RESUMO

A identificacdo da capacidade do figado regenerar-se permitiu novas perspectivas terapéuticas na cirurgia hepatica. Ressecc¢des hepéticas
ampliadas e transplante hepatico passaram a ser empregados rotineiramente para tratar lesdo hepatica neoplasica e insuficiéncia hepatica
aguda ou cronica, respectivamente. No transplante hepatico, a regeneracdo hepética permitiu técnicas de transplante hepatico com enxerto
reduzido e bi-particdo hepatica (split-liver). O transplante com enxerto hepatico reduzido ao segmento lateral esquerdo (segmentos 11 e 111)
retirado de doador vivo permitiu a resolucdo do obstaculo representado pelo tamanho do enxerto x tamanho do receptor para pacientes
pediatricos. O transplante hepatico intervivos também pode ser visto como uma modalidade independente para complementar doagdes
cadavéricas. As bases do mecanismo extremamente complexo da regeneracdo hepatica permanecem pouco conhecidas dos profissionais
envolvidos na moderna cirurgia hepatica. Este trabalho descreve os mecanismos envolvidos na regeneracdo hepatica, no ciclo celular dos
hepatdcitos, fatores de crescimento e o papel de células-tronco da medula 6ssea.

Descritores: Regeneragdo Hepatica, Hepatectomia, Ciclo Celular, Fatores de Crescimento, Células-tronco

INTRODUCAO:

A mencédo mais antiga sobre regeneracdo hepatica encontra-se na
mitologia grega. Na pe¢a de teatro Prometeu Acorrentado de Esquilo,
o titd Prometeu rouba do Olimpo o segredo do fogo e transmite-0 aos
mortais. Os mortais aprendem a fazer fogo, e Prometeu, punido por
Zeus é acorrentado em um rochedo no monte Caucaso. Todo dia, um
abutre vinha comer parte de seu figado. A noite, o figado de Prometeu
regenerava, para ser novamente parcialmente comido pelo abutre no
dia seguinte. Assim, o tormento de Prometeu foi eterno. (Fig. 1)
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Com excecédo do mito de Prometeu, 0 modelo cléssico de estudo da
regeneracdo hepatica foi descrito em 1931 no artigo “Experimental
pathology of the liver. Restoration of the liver of the white rat
following partial surgical removal”;' onde uma hepatectomia
parcial de 2/3 é realizada no rato. Os pediculos vascular/biliar
dos lobos médio e lateral esquerdo s&o ligados. Esses dois lobos
sdo ressecados sem traumatismo para os lobos residuais. Ndo ha
interferéncia com a vascularizagdo/drenagem biliar dos lobos
residuais nem reacgdo inflamatoria/necrotica significativa no coto
dos lobos ressecados (Fig. 2). Foi observado que, de sete a dez dias
apos hepatectomia parcial de 2/3, o figado do rato recupera a sua
massa, restabelecendo a relagdo normal entre peso do figado/peso
do corpo, que no rato corresponde a 3.58%.!

Figura 2. Hepatectomia parcial de 2/3 segundo a técnica de Higgins
e Anderson. O pediculo vascular e biliar dos lobos médio e lateral
esquerdo sao ligados em bloco e, a seguir, o parénquima hepéatico
destes lobos é seccionado préximo a ligadura. Nao existe interferéncia
com a vascularizagdo e a drenagem biliar dos lobos lateral direito e
caudado e nem lesdo do parénquima destes lobos residuais.

(A) Figado em sua posigdo anatdmica; (B) Os lobos médio e lateral
esquerdo foram tracionados em dire¢do a cabeca do rato, expondo

os lobos lateral direito e caudado; (C) Configuracdo anatdmica apo6s
hepatectomia parcial. 1: veia cava infra-hepéatica; 2: veia porta; 3: veia
cava supra-hepatica; 4: via biliar; 5: artéria hepatica. Extraido de Higgins
e Anderson.!

Definicdo de regeneragdo dada por Aurélio: regenerar (do latim
regenerare) significa “formar-se de novo”.2 A regeneragdo hepatica
induzida por hepatectomia parcial ndo ocorre de acordo com a
definicdo ad integrum de regenerar, porque ela se desenvolve a
partir da atividade regenerativa dos lobos hepaticos residuais.

No figado do rato, como no figado humano, o segmento hepatico
ressecado durante a hepatectomia parcial ndo se forma de novo. Por
definicdo estrita, ndo ha regeneracdo verdadeira, tal como possuem
os anfibios, cuja cauda perdida pode ser reconstituida ad integru.®
O figado recupera sua massa (peso ou volume), mas ndo recupera
sua forma original.

O figado é um drgdo extremamente complexo. Laboratério por
exceléncia, possui mais de cinco mil fungdes. E o Gnico 6rgdo que
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possui duas vascularizacgdes sangiiineas distintas: (i) esplancnica,
a partir da veia porta e (ii) arterial sistémica, a partir do tronco
celiaco.4,5 Nesse 6rgdo, a regeneragdo hepatica possui inicio apos
uma perda celular causada por lesdo toxica, fisica ou infecciosa.®
Uma complexa sinalizacdo em cascata inicia-se imediatamente ap6s
uma perda celular, como apds hepatectomia parcial: mais de 100
genes extremamente precoces sao expressos nos hepatocitos dos
lobos residuais ja no primeiro minuto apés hepatectomia parcial.6
Todas fungdes hepaticas essenciais & homeostasia sdo mantidas
durante a regeneragdo hepética; ao mesmo tempo em que o figado
se regenera, ndo h4 interrupcdo na producdo de bile, fatores de
coagulacdo e albumina, entre outros.*

No figado normal, as diferentes células - parenquimatosas e nao
parenquimatosas - estdo em fase GO ou fase de repouso em rela¢éo
ao ciclo celular. Sao células quiescentes. Apds hepatectomia parcial,
as células passardo imediatamente a ciclar para se dividirem e
restituirem a populacéo celular do figado, restabelecendo a relagéo
peso do figado/peso do corpo.

Ao ciclar, as células hepaticas passardo pelas quatro fases do
ciclo celular : G1, fase S ou fase de sintese de ADN, G2 e mitose.”
Uma vez realizado o ciclo celular, as células hepaticas poderdo
retornar a seu estado de repouso (GO) ou realizar uma nova divisdo
celular. (Fig. 3)

Figura 3. O ciclo celular. O ciclo celular é tradicionalmente dividido em
quatro fases. G1: gap 1; S: sintese (de ADN); G2: gap 2; M: mitose. GO:
célula em repouso

A atividade de ciclo celular das células hepéticas, principalmente
dos hepatdcitos em figado normal e em regeneracdo, é estudada com
marcadores de atividade replicativa nas células, mais precisamente
dafase S do ciclo celular (fase de sintese de ADN). Os marcadores
mais utilizados sdo os andlagos da timidina: a timidina triciada
(3*H-timidina) e a bromodeoxiuridina (BrdU). Na fase S do ciclo
celular, esses produtos sdo incorporados por competi¢do ao ADN
da célula no lugar da timidina. Posteriormente, utilizando-se
auto-radiografia ou anticorpos anti-BrdU, métodos radiolégicos ou
imunohistoquimicos permitem a detec¢do da 3*H-timidina ou do



Regeneracdo hepatica: o mito de Prometeu revisado

BrdU incorporados no ADN da célula, respectivamente.®2

Apo6s hepatectomia parcial, a regeneracéo hepatica ocorre gragas a
proliferagdo das diferentes células que compdem os lobos hepéticos
residuais: hepatécitos, célula epitelial biliar, célula endotelial
(sinusoide), célula de Kupffer e célula de Ito (célula estrelar).®

Os hepatdcitos sdo as principais células hepaticas. Eles representam
60a80% da populagdo celular do figado. O hepat6cito é tipicamente
uma célula quiescente (G0), com uma vida média de 200 a 400
dias.** A renovacéo hepatocitaria no figado normal é extremamente
rara. Nele, a auséncia de estimulo para regeneragdo existe
somente 0.45 £ 0.05% de hepatdcitos na fase S do ciclo celular.®
A renovagdo hepatocelular em um figado normal ndo é um
processo sincrénico.

Os hepatdcitos que sintetizam ADN no figado normal
apresentam distribuicdo lobular caracteristica no &cinus : 82,7%
localizam-se na zona 1, 15,4% localizam-se na zona 2 e 1,9%
estdo localizados na zona 3.1

As zonas 1, 2 e 3 correspondem respectivamente a regido
periportal, mediolobular e centrolobular do acino descrito por
Rappaport. No figado normal, os hepatdcitos em fase de mitose
sdo raros, havendo um hepatdcito em mitose para cada vinte mil
hepatdcitos examinados.®® Ou seja, 0,06 + 0,06% dos hepatdcitos
estdo em mitose no figado norma.r” A renovagédo das células ndo
parenquimatosas no figado normal também é rara : 0,08 £ 0,12%
das células epiteliais biliares e 0,76 + 0,53% das células endoteliais
estdo em fase S./

A proliferagdo hepatocitaria induzida por hepatectomia parcial
também ndo é um processo sincronico.18 Os hepatdcitos que estdo
sintetizando ADN no figado em regeneracdo também apresentam
distribuicdo lobular caracteristica no acino. A regeneracao hepatica
ocorre por ondas de mitose nos hepatécitos. Elas se iniciam na
regido periportal e avancam em direcao as regides mediolobular e
centrolobular do &cino hepatico.’®

Existem poucos hepatocitos sintetizando ADN nas primeiras
horas ap6s a indugdo da regeneracdo hepatica por hepatectomia
parcial no rato. Doze horas ap0s, 1,27 + 0,6% dos hepatécitos
estdo ativamente sintetizando seu ADN. Este nimero aumenta
rapidamente: vinte horas ap6s iniciada a regeneracao hepatica, 29,4
* 6,2% dos hepatdcitos encontram-se em fase S do ciclo celular. O
pico de sintese de ADN pelos hepatdcitos ocorre 24 horas apés a
hepatectomia parcial, momento em que 35% dos hepatdcitos estao
ativamente sintetizando seu ADN.Y

No momento do pico de sintese de ADN, a distribui¢do no acino
mostra predominio dos hepatdcitos ciclando na regido periportal e
menos intenso nas regides mediolobular e centrolobular.3 A cinética
da proliferacdo hepatocitaria mostra que destes 35% de hepatdcitos
que estdo ciclando durante o pico de sintese de ADN, 75% estdo
localizados na regido periportal, 20% na regido mediolobular e 5%
em torno da veia centrolobular.’® As figuras de mitose aumentam
rapidamente até 5%, 33 horas ap6s a hepatectomia parcial.X* Um
segundo pico - menos intenso - de sintese de ADN nos hepat6citos
ocorre entre 36 e 48 horas ap6s hepatectomia parcial.®® A duragéo
da fase de sintese de ADN é de aproximadamente oito horas e a
de mitose de uma hora.

Considerando-se que existem hepatécitos que realizardo mais
de um ciclo celular — como os hepatdcitos da zona periportal — e
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hepatécitos que ndo realizardo nenhum ciclo celular — como alguns
hepatdcitos da regido em torno da veia centrolobular, de acordo
com as ondas de mitose originadas a partir da regido periportal,
estima-se que a restauragdo do nimero original de hepatocitos
é obtida a partir de 1,66 ciclos celulares por hepatécito
residual apés hepatectomia parcial.® Entretanto, a capacidade
replicativa dos hepatécitos é maior do que 1,66 ciclos celulares:
o transplante de hepatocitos em modelos murinos demonstrou
que hepatdcitos podem ciclar 70 vezes ou mais quando recrutados
para reconstituir o figado.?

Entretanto, a proliferacdo hepatocelular que se segue ap6s a indugédo
da regeneracdo hepatica por hepatectomia parcial é realizada
também pelas células ndo parenquimatosas.t®

A sintese de ADN ocorre 48 horas ap6s a hepatectomia parcial nas
células epiteliais biliares e células de Kupffer, e ap6s 96 horas nas
células endoteliais (sinusoides).

O mecanismo hepatico de regeneracdo € extremamente complexo
e 0 determinismo ontogénico do figado para regenerar ainda
é mal compreendido nos dias atuais. A regeneragdo hepatica
torna-se ainda mais peculiar, pois ela também se desenvolve em
condigBes ex-vivo.

Quando estudada em condigdes ex-vivo, em aparelho com figado
de rato isolado-perfundido, a regeneragéo hepética se desenvolve
de maneira similar a regeneracdo hepatica in vivo em termos de
timing, quantidade e também na distribuic&o lobular dos hepatécitos
que estdo ativamente duplicando o seu ADN.?

Trés a quatro dias apds a hepatectomia parcial, a atividade mit6tica
dos hepatocitos é bastante diminuida. A regido periportal possui
agrupamentos de 10-14 hepatécitos (clusters) sem sinuséides
nem matriz extra-celular. Nos agrupamentos existem hepatocitos
na periferia do grupo e em contato com sinuséides. No interior
dos agrupamentos existem hepatocitos sem contato com a
superficie vascular. As células de Ito comegam a exteriorizar finos
prolongamentos entre os hepatdcitos no interior dos agrupamentos,
e as células endoteliais parecem seguir as células de Ito e comegam
a vascularizar os agrupamentos. A seguir, as células endoteliais
dividem os agrupamentos, formando espacos vasculares sobre no
minimo duas faces dos hepatdcitos, dando origem a arquitetura das
traves de hepatocitos.?® Trés tipos de células hepaticas sdo capazes
de sintetizar os diferentes componentes da matriz extra-celular:
hepatdcitos, células endoteliais e células de Ito.

As células endoteliais formam a parede dos sinuséides hepaticos,
que se caracterizam por (i) possuirem grandes fenestragdes e por
(ii) ndo possuirem membrana basal. O resultado dessa arquitetura
do sinusdide hepatico é permitir uma troca bidirecional rapida de
macromoléculas entre o plasma e os hepat6citos.?®

Os fatores de crescimento sdo fatores hepatotroéficos que estdo
presentes no sangue da veia porta apés hepatectomia parcial.?®
Os fatores de crescimento mit6ticos sdo fatores que conseguem
induzir a sintese de ADN e a mitose nos hepatocitos em
cultura celular em meio de cultura sem adigdo de soro. Varias
substancias foram descritas com essa propriedade, entre elas
EGF (epidermal growth factor), KGF (keratinocyte growth
factor) e notadamente HGF (hepatocyte growth factor).?® Este
altimo é o mais potente fator mitético para o hepatécito. Seu
nivel plasméatico aumenta rapidamente (17 a 20 vezes) uma a
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duas horas ap6s a hepatectomia parcial.?

Os fatores de crescimento co-mitéticos sdo substancias que ndo
possuem efeito proliferativo direto sobre os hepatocitos em
cultura. Eles podem potencializar o efeito dos fatores mit6ticos
completos e diminuir os efeitos inibidores de outros fatores.
S&do exemplos de fatores co-mitéticos a insulina, o glucagon,
hormdnios do cortex da suprarenal, hormoénios da tiredide,
neurotransmissores, calcio, vitamina D, entre outros.?

Ao contrario, existem substancias que foram identificadas e
caracterizadas, que podem inibir a regeneragdo hepatica, entre elas
alguma interleucinas e TGF-gl (transforming growth factor-gl).

O TGF-gl € capaz de inibir a proliferacdo de hepatdcitos em
cultura, as células ndo sendo mais sensiveis a seu efeito inibidor
imediatamente antes da transi¢cdo G1/S28. A diminui¢do da
atividade mitética na regeneracgdo hepatica trés a quatro dias
apos sua indugdo por hepatectomia parcial esta relacionada com
0 aparecimento de fatores inibidores de crescimento, entre eles o
TGF-gl. TGF-pl, que atinge seu plateau entre 48 e 72 horas ap6s
hepatectomia parcial, quando em a atividade de sintese de ADN
pelos hepatdcitos é diminuida. TGF-gl tem sido considerado
como sinal do fim da regeneracédo hepatica.?

A regeneracdo hepatica torna-se mais singular quando estudada
em condicdes ex-vivo: em um aparelho de figado de rato isolado-
perfundido, ela se desenvolve independentemente da presenca de
fatores hepatotroficos de origem portal, presentes no sangue da
veia porta durante a regeneragdo hepatica in-vivo induzida por
hepatectomia parcial no rato.?? A regeneragédo hepatica desenvolve-
se similarmente a regeneragdo hepatica in vivo em termos de
timing, quantidade e distribuicdo lobular dos hepatdcitos que
estdo ativamente duplicando o seu ADN.?

Nos ultimos seis anos, varios artigos demonstraram que células-
tronco da medula déssea podem se transdiferenciar em células
hepaticas, como célula do epitélio biliar, célula endotelial e
hepatdcito. Essa nova propriedade das células-tronco da medula
Ossea criou enorme interesse, e abriu a possibilidade de que essas
células poderiam ser usadas como alternativa terapéutica no
tratamento de lesdo hepatica e na insuficiéncia hepatica aguda
ou crénica.

A transdiferenciacdo de células-tronco da medula 6ssea em
células hepaticas foi demonstrada pela primeira vez em ratas

(XX) irradiadas, que receberam transplante de medula 6ssea de
ratos (XY) congénicos. Para induzir a regeneracao, seus figados
foram lesados com tetraclorido de carbono. As ratas receberam
concomitantemente 2-acetilaminofluorene, um bloqueador da
divisdo dos hepatécitos, bloqueando a proliferacdo hepatocitaria
e aregeneragdo hepética induzida pela lesdo quimica. A deteccdo
de hepatocitos cromossoma Y-positivo demonstrou que células-
tronco da medula 6ssea podem originar hepatocitos contendo o
cromossoma Y.2°

Camundongos knockout FAH — (cujo gene fumaril aceto acetato
hidrolase foi negativado por knockout, modelo experimental da
tirosinemia hereditaria humana) foram submetidos a transplante
de medula dssea proveniente de camundongos FAH+ (que
expressam o gene fumaril aceto acetato hidrolase). Apos
transplante de medula dssea, bidpsias hepaticas mostraram
hepatocitos FAH+ expressando o gene fumaril aceto acetato
hidrolase. A substituicdo de hepatécitos FAH- por hepatécitos
FAH+ originados de células-tronco da medula éssea € um evento
raro e lento. O primeiro hepatdcito gerado a partir de célula-
tronco surge aproximadamente sete semanas ap0s o transplante
de medula dssea. A reconstituicdo de 30% do figado inteiro s6 é
obtida 22 semanas apo6s o transplante de medula 6ssea.®

A participacdo da medula éssea na regeneracdo hepética foi
demonstrada através do quimerismo celular ap6s transplante
hepético. A deteccdo de 0,5 a 2% de hepatdcitos contendo o
cromossoma Y no enxerto hepéatico captado de doador do sexo
feminino (XX) transplantado em receptor do sexo masculino (XY)
mostra que embora de forma lenta e ineficiente, os hepatécitos
podem ser gerados a partir de células-tronco da medula ¢ssea.®

Emborarara, lenta e ineficiente, a transdiferenciagéo é amplamente
aceita como real. Muitas questdes permanecem, e as respostas
por vezes sdo divergentes. Trata-se de um processo normal ou ele
¢é dependente/condicionado ao dano hepatico? O estimulo que
induz células-tronco da medula 6ssea a se transdiferenciarem em
hepatdcitos permanece ainda por ser identificado, assim como a
importancia fisiol6gica desse fendmeno.3? 3

Ap6s hepatectomia parcial, a replicacdo de hepatécitos nos lobos
residuais é a maneira mais rapida e eficiente de gerar hepatdcitos
para a regeneracdo hepéatica. A capacidade replicativa dos
hepatdcitos é Unica entre as células diferenciadas de mamiferos.
O hepatdcito é a mais eficiente “célula-tronco” para o figado.

ABSTRACT

After realising the liver’s ability to regenerate propitiated new therapeutic perspectives for the hepatic surgery. Major liver resections and
liver transplantations are now routinely used to treat liver tumors and acute or chronic liver failure. Focusing the liver transplantation,
liver regeneration allowed the reduced liver graft and the split liver techniques. Living-related liver transplantation of the left lateral
segment (segments 11 and 111) allowed to overcome the obstacle posed by the liver graft size x the recipient size in pediatric liver
transplantations. Living-related liver transplantation may be considered an independent modality added to the cadaver donation. The
basis for the very complex mechanism of the liver regeneration still remains poorly understood by professionals practicing modern
hepatic surgeries. This article supplies a resumed description of the liver regeneration mechanisms, the hepatocytes cell’s cycle, growth

factors, and the role played by the bone marrow stem cells.

Keywords: Liver Regeneration, Hepatectomy, Cell Cycle, Growth Factors, Stem Cells
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