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RESUMO   

 
O fígado é indispensável para manter a homeostase do corpo por ser responsável 
pelos principais processos metabólicos do organismo. Além disso, é um órgão que 
desenvolveu como característica importante a capacidade de regenerar-se. Apesar 
de muitos estudos sobre a regeneração do fígado, as doenças a ele relacionadas 
ainda são causas de óbito pela resposta insuficiente do órgão à regeneração, 
dependendo do grau de lesão. Portanto, sistemas bioartificiais tem sido propostos 
como substitutos na insuficiência hepática em estágio final. Aqui, relatamos uma 
plataforma biológica polimérica que induziu a proliferação sequencial do parênquima 
hepático dentro da plataforma em camundongos. Os discos porosos de poliéter-
poliuretano foram colocados cirurgicamente no fígado e removidos nos dias 4, 8, 12 e 
25 após a implantação. Não foram adicionados fatores de crescimento exógenos ou 
componentes da matriz extracelular na plataforma. Este dispositivo bio-híbrido 
proporcionou um preenchimento gradual com parênquima hepático e células não 
parenquimatosas, como detectado por análise histológica. Nos dias 12 e 25, uma 
estrutura semelhante ao fígado preenchia 2/3 da plataforma, sua organização se 
assemelhava ao do fígado controle, inclusive componentes vasculares, hepatócitos e 
outras células foram positivas para o marcador de proliferação celular por imuno-
histoquímica. Por coloração com Picrosirius, demonstrou-se que a deposição de 
colágeno no parênquima hepático no implante era semelhante ao fígado controle. A 
atividade de MPO foi maior no primeiro tempo avaliado (8 dias pós-implantação) e a 
atividade de NAG foi maior no dia 25 pós-implantação. Os níveis de TNF-α foram 
elevados nos dias 8 e 12, e no dia 25 retornou ao mesmo nível inicial, os níveis de 
VEGF atingiram o pico no dia 8 e os níveis de TGF-β1 foram semelhantes em todos 
os tempos avaliados. A concentração sérica de proteínas totais, albumina e AST não 
apresentou alterações durante o período experimental, apenas ALT aumentou 
inicialmente após a implantação, mas retornou gradualmente aos níveis de controle. 
A plataforma porosa sintética (sem adição de fatores exógenos) colocada adjacente 
ao fígado dos animais exibe potencial de ser explorado para investigar mecanismos 
fisiológicos de regeneração hepática. 

 

Palavras-chave: Modelo animal; Parênquima hepático; Proliferação celular; 

Implante. 

 

 

 

 

 

 



ABSTRACT 

 

The liver is indispensable for maintaining body homeostasis by acting in the metabolic 
processes. It is an organ that has developed an important characteristic of 
regenerating itself. Despite of many studies about on liver regeneration, liver diseases 
are still causes of death by subsequent failure depending on the lesion degree. 
Therefore, bioartificial liver systems have been proposed as surrogates for end-stage 
liver failure. Here, we report a polymeric biological platform that induced sequential 
proliferation of liver parenchyma inside the scaffold in mice. Porous discs of polyether-
polyurethane were surgically placed on the liver and removed at days 4, 8, 12 and 25 
after implantation. No exogenous growth factors or extracellular matrix components 
were added to the scaffold. This biohybrid device provided a scaffold that was gradually 
filled with parenchymal and non-parenchymal liver tissue as detected by histological 
analysis. By days 12 and 25 a liver-like structure filled 2/3 of the scaffold, its 
organization resembled that of a mature liver, inclusive vascular components. 
Therefore, hepatocytes and other cells were stained to immunohistochemistry for cell 
proliferation marker. By Picrosirius staining it was shown that collagen deposition in 
hepatic tissue into implant was similar to the control liver. MPO activity was higher in 
the first time evaluated (8 days post-implantation) and NAG activity was higher at day 
25 post-implantation. TNF-α levels were elevated on days 8 and 12, returning to 
baseline at 25 days, VEGF levels peaked at day 8 and TGF-β1 levels were similar at 
all-time points evaluated. The serum concentration of total proteins, albumin and AST 
did not change during the experimental period, only ALT increased initially after 
implantation, but gradually returned to control levels. The synthetic porous scaffold 
(without addition of exogenous factors) placed adjacent to the native animal liver 
exhibits the potential to be exploited to investigate physiological mechanisms of liver 
regeneration. 

 

Keywords: Animal model, Liver parenchyma, Cell proliferation, Scaffold.   
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1 INTRODUÇÃO 

 

1.1 Fígado 

 

1.1.1 Características morfológicas  

 O fígado é a maior víscera do corpo humano, localizado no quadrante 

superior direito da cavidade abdominal, abaixo do diafragma. Apresenta-se 

macroscopicamente subdividido em quatro lobos (direito, esquerdo, quadrado e 

caudado), com ligamentos proeminentes em sua superfície, conforme Figuras 1 e 2 

(BRASILEIRO, 2012; GARTNER; HIATT, 2007; NETTER, 2011). 

 

Figura 1 – Localização do fígado humano. A maior víscera do corpo humano, o fígado, está localizado no 
quadrante superior direito ou hipocôndrio direito do abdômen, abaixo do diafragma. Fonte: Adaptado de Rogers; 
Dintzis (2012, p. 195). 
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Figura 2 – Macroscopia do fígado humano. O fígado é subdividido em quatro lobos: direito, esquerdo, 

quadrado e caudado, com ligamentos proeminentes em sua superfície, conforme ilustrado e identificado na 
figura. Fonte: Atlas de Anatomia Humana (NETTER, 2011). 
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 É um órgão ricamente vascularizado, com dupla irrigação sanguínea, 

recebendo sangue oxigenado da artéria hepática esquerda e da artéria hepática 

direita, bem como sangue rico em nutrientes advindo dos intestinos através da veia 

porta. Após a metabolização, secreção e detoxificação pelos hepatócitos, o sangue é 

drenado pelas veias hepáticas e direcionado à veia cava inferior (GARTNER; HIATT, 

2007; GUYTON; HALL, 1996).  

 

1.1.2 Funções hepáticas 

 O fígado é um órgão versátil, capaz de realizar funções indispensáveis para 

manter a homeostase corporal. Seguem abaixo algumas das principais funções por 

ele realizadas (Quadro 1). 

 

 

Quadro 1 –  Funções hepáticas.  

Elaborado com base em: Brasileiro (2012); Gartner; Hiatt (2007); Wisse et al (1997). 
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 Neste contexto, é necessário que a estrutura do fígado esteja preservada 

para a execução adequada de todas as suas funções, indispensáveis para a 

homeostase do organismo. Infortunadamente, o fígado, como qualquer outro órgão, é 

passível de sofrer lesões que, dependendo dos fatores influenciadores, podem levar 

à redução ou perda de função (CORLESS, 1983; FOX; BROWN, 2012; STRAUSS, 

2011).  

 

1.1.3 Comparação entre os fígados humano e de camundongo 

 Ao comparar o fígado humano com o de camundongo, que é o nosso modelo 

de estudo, são notáveis as semelhanças como o tamanho do órgão (maior víscera), 

divisões de lobos hepáticos (ambos com quatro lobos), localização abaixo do 

diafragma (Figura 3), bem como as formações lobulares intra-hepática e a presença 

dos mesmos tipos celulares (hepatócitos, células estreladas, células de Kupffer, entre 

outras) (GARTNER; HIATT, 2007; ROGERS; DINTZIS, 2012).  

 

Figura 3 – Localização do fígado em camundongo. O fígado localiza-se na linha média ventral, centralizado 
na cavidade abdominal, abaixo do diafragma. Fonte: Traduzido de Rogers; Dintzis (2012, p. 195). 
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 Constituído por quatro lobos (medial, esquerdo, direito e caudado) (Figura 4), 

o fígado de camundongo exibe uma formação vascular na qual, em semelhança ao 

humano, o sangue venoso e arterial entra no lóbulo através de tríades portais 

(ROGERS; DINTZIS, 2012).  

 

Figura 4 – Macroscopia do fígado de camundongo. Os quatro lobos exibidos pelo fígado de 
camundongo são: direito, esquerdo, quadrado e caudado. Fonte: Traduzido e adaptado de Rogers; 
Dintzis (2012, p. 196). 

 

 Sob a análise microscópica, tanto o fígado humano como o de camundongo 

apresentam uma organização hexagonal de lóbulos clássicos, na qual o humano exibe 

cordões de hepatócitos bem definidos e alinhados, enquanto no fígado de 
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camundongo esta organização não é tão linear.  O volume da massa do órgão em 

relação ao corpo é maior no camundongo. Além disso, o fígado dos camundongos 

exibe menos tecido conjuntivo do que o de humanos, tanto na saúde como na doença 

(ROGERS; DINTZIS, 2012). O Quadro 2 detalha a comparação do fígado do 

camundongo com o fígado humano. 

 As diferenças existentes entre as duas espécies devem ser observadas e 

consideradas para a utilização de camundongos como modelos de pesquisa. 

Entretanto, todas as semelhanças encontradas na estrutura geral e funções hepáticas 

entre o humano e o camundongo superam as diferenças, reforçando a viabilidade da 

utilização do modelo animal em trabalhos experimentais, principalmente a 

semelhança na capacidade de regeneração, sendo uma característica importante 

para os estudos científicos (ROGERS; DINTZIS, 2012).  

 

Quadro 2 – Comparação entre o fígado humano e de camundongo. Fonte: adaptado de 
Roger; Dintzis (2012, p. 194). 
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1.2 Regeneração hepática  

 Estudos científicos sobre regeneração hepática tem demonstrado que este 

processo já é bem estabelecido em mamíferos, consistindo na restauração da massa 

hepática, restabelecendo as funções necessárias para a manutenção da homeostasia 

do corpo. Além disso, a relação peso do órgão/peso corporal pode alcançar até 100% 

da dimensão original após a hepatectomia parcial ou outras lesões 

(MICHALOPOULOS, 2014; MICHALOPOULOS; DEFRANCES, 1997). Isso ocorre por 

um mecanismo de crescimento compensatório, no qual as células remanescentes 

após a agressão ao fígado se proliferam para substituir as células perdidas (FAUSTO; 

CAMPBELL; RIEHLE, 2006). 

 Entre as abordagens para o estudo da capacidade regenerativa do fígado, 

podemos citar o modelo de hepatectomia parcial em roedores, técnica primeiramente 

descrita por Higgins e Anderson, em 1931. A cirurgia, pode ser realizada através da 

hepatectomia parcial ou oclusão da veia porta, e induz a regeneração compensatória 

do lobo do fígado remanescente ou regeneração compensatória do lobo contralateral 

(HIGGINS; ANDERSON, 1931). Outro modelo de lesão é a administração de produtos 

químicos lesivos, como o tetracloreto de carbono (CCl4) e o acetaminofeno (HARDIN, 

B. L., 1954; LI et al., 2015; MILLER et al., 1976). A administração de produtos químicos 

hepatotóxicos resulta na morte de hepatócitos e, em seguida, na regeneração e no 

reparo tecidual (WEI et al., 2015).  

 A utilização de modelos animais forneceu a base para a compreensão de 

mecanismos e sinais moleculares que controlam a regeneração do fígado gravemente 

lesado (Figura 5). Após hepatectomia parcial, os hepatócitos são as primeiras células 

a responderem aos estímulos regenerativos, desencadeados por receptores 
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importantes no processo de proliferação celular, e em seguida outras células do órgão 

também proliferam, como as células do ducto biliar, células estreladas e células 

endoteliais.  

 No início do processo regenerativo, também chamado de fase de iniciação, o 

fígado desenvolve uma resposta de fase aguda, quando células inflamatórias locais 

identificam os sinais liberados pela morte das células hepáticas, os padrões 

moleculares associados ao dano (DAMPs - do inglês damage-associated molecular 

pattern molecules) e liberam citocinas inflamatórias, como TNF-α e IL-6 (POSSAMAI 

et al., 2014).  

 Em seguida, na fase de proliferação, as citocinas (TNF-α e IL-6) e também 

fatores de crescimento, como fator de crescimento de hepatócito (HGF), fator de 

crescimento transformante alfa (TGF-α) e fator de crescimento epidermal (EGF), 

induzem a entrada dos hepatócitos no ciclo celular. Tais sinais mitogênicos são 

provenientes da quebra da matriz e de hepatócitos e células adjacentes, como células 

endoteliais, células estreladas e macrófagos. Hepatócitos em proliferação, por sua 

vez, sintetizam fatores de crescimento efetivos para as células adjacentes, como TGF-

α, FGF, VEGF, PDGF, entre outros.  

 Células epiteliais biliares também respondem aos sinais proliferativos dos 

hepatócitos (HGF, EGFR) e produzem PDGF, que atua como fator mitogênico para 

células estreladas (FAUSTO; CAMPBELL; RIEHLE, 2006; MICHALOPOULOS, 2013). 

Em resposta aos estímulos das citocinas e fatores de crescimento, as células 

hepáticas desencadeiam uma resposta intracelular, acionando vias de sinalização que 

culminam na ativação de fatores de transcrição, como por exemplo o NFkB, que 

permitem transcrição de genes relacionados ao ciclo celular.  
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 A ativação de NFkB nos hepatócitos, após hepatectomia parcial, é induzida 

por TNF-α e também por outros fatores, como EGF e HGF. Estes sinais também 

ativam o ciclo celular por desencadearem outro fator de transcrição, o STAT3 

(FUJIYOSHI; OZAKI, 2011; MICHALOPOULOS, 2013, 2014). O fim do reparo ocorre 

quando o fígado reestabelece sua massa e função, correspondente a fase de inibição 

do processo regenerativo.  Os principais sinais dessa fase são induzidos por TGF-β1. 

Além dele, a MEC parece também regular a resposta dos hepatócitos aos fatores de 

crescimento (MICHALOPOULOS, 2014; RIEHLE et al., 2011).  

 

Figura 5 -  Esquema de sinalização molecular externa na regeneração hepática após 
hepatectomia parcial. Fatores de crescimento mitogênicos e fatores auxiliares convergem em 
hepatócitos para induzir a entrada no ciclo celular. Isso desencadeia produção de crescimento sinais 
de hepatócitos, que são direcionados para outros tipos de células hepáticas, induzindo sua entrada em 
proliferação e estimulando a produção de sinais de crescimento, são direcionados de volta aos 
hepatócitos. Fonte: traduzido e adaptado de Michalopoulos (2013). 

  

 Portanto, é possível perceber o quanto todo esse processo é complexo, 

envolvendo as diferentes células presentes no fígado que respondem a diversos 

fatores mitogênicos e citocinas, induzindo o alcance da homeostase em reposta a 
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alguma lesão.  Porém, dependendo da progressão do dano, a restauração do 

parênquima e estrutura hepática tornam-se insuficientes. 

 

1.3 Lesões hepáticas  

 

1.3.1 Epidemiologia 

Diversos tipos de lesões no fígado podem ocorrer em decorrência de condições 

patológicas, sendo que as principais compreendem: (a) as de natureza inflamatória, 

como hepatites agudas ou crônicas e as esteato-hepatites; (b) as lesões da árvore 

biliar, como as malformações e as colangites; (c) as alterações vasculares, que 

atingem principalmente os ramos venosos portais, como ocorre na esquistossomose, 

ou o sistema de drenagem do órgão, como a doença veno-oclusiva ou trombose das 

veias hepáticas. A insuficiência cardíaca também é considerada uma importante 

causa de distúrbios no segmento pós-sinusoidal da circulação hepática 

(BRASILEIRO, 2012).  

 As hepatites causadas por vírus, são infecções definidas por inflamação do 

fígado, podendo resultar em doença que varia de leve a grave (WHO, 2017). Dados 

da Organização Mundial de Saúde indicam que 130 a 150 milhões de pessoas em 

todo o mundo tem infecção crônica pela hepatite C e cerca de 500.000 morrem todos 

os anos por doenças hepáticas relacionadas à hepatite C (WHO, 2017). 

 A doença hepática alcoólica (DHA) é um tipo de dano ao fígado causado pelo 

uso abusivo de álcool e é a causa mais comum de cirrose no mundo ocidental e uma 

das dez causas comuns de morte (KAPLAN, 2004). Em 2015, uma estimativa revelou 

que cerca de 325 milhões de pessoas foram diagnosticadas com hepatite crônica e 

destas mais de 1 milhão de pessoas evoluíram ao óbito (WHO, 2015).  
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 A doença hepática gordurosa não alcoólica (DHGNA) é definida como 

infiltrações gordurosas no fígado que não são causadas pelo álcool e ocorre em 

aproximadamente 20% da população em todo o mundo (SATTAR; FORREST; 

PREISS, 2014). A Organização Mundial de Gastroenterologia, através de diretrizes 

publicadas em 2012, demonstraram que a  prevalência de DHGNA duplicou nos 

últimos 20 anos. Tanto a DHGNA como a esteato-hepatite não alcoólica (NASH) estão 

associadas ao diabetes e à obesidade e juntos são considerados a principal causa de 

doença hepática nos países do ocidente (WORLD GASTROENTEROLOGY 

ORGANISATION GLOBAL GUIDELINES, 2012). Entre 10 e 30% dos pacientes com 

DHGNA tem NASH e progridem para a cirrose (DYSON; ANSTEE; MCPHERSON, 

2015). 

   Mokdad et al (2014), apontam a cirrose como uma das complicações das 

doenças hepáticas, uma doença crônica caracterizada pela substituição de 

parênquima fisiológico por tecido cicatricial (fibrose). Mundialmente, foi estimado que 

em 2010 mais de um milhão de óbitos ocorreram pela cirrose, o equivalente a cerca 

de 2% de todas as mortes em todo o mundo (MOKDAD et al., 2014).  Neste 

contexto, diversas lesões hepáticas, quando não tratadas adequadamente, favorecem 

a sua evolução, estimulando o desenvolvimento de doença hepática grave e a 

incapacidade regenerativa (BLACHIER et al., 2013; CIENFUEGOS et al., 2014).  

 

1.3.2 Lesões hepáticas não passíveis de regeneração 

 A regeneração ocorre na maioria das doenças hepáticas, porém, existem 

doenças que não desenvolvem este processo, as quais são classificadas como 

doenças hepáticas fulminantes (DHF). São várias as DHF e igualmente de diferentes 

etiologias tais como hepatites por vírus, uso de medicamentos, doenças metabólicas, 
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exposição a tóxicos, isquemia e uma miscelânea de doenças listadas no quadro 3. A 

investigação de todos os possíveis agentes etiológicos é criteriosa, entretanto, nem 

sempre é bem sucedida, e cerca de 40% a 50% dos casos ficam sem etiologia 

determinada (ACHARYA et al., 1996).  

 

Quadro 3 – Causas de falência hepática fulminante. Fonte: Adaptado da publicação sobre Falência 
hepática, da Sociedade Brasileira de Hepatologia (www.sbhepatologia.org.br/pdf/FASC_HEPATO_27 
_FINAL.pdf) 

  

 Baseado em tais doenças, pesquisas têm sido desenvolvidas para identificar 

qual seria o "gatilho" inicial para desencadear a resposta regenerativa, esclarecer a 

cinética deste processo na proliferação hepática e o funcionamento deste tecido. No 

entanto, os modelos experimentais desenvolvidos até agora para o estudo da 

regeneração e/ou proliferação hepática requerem uma injuria prévia (lesão hepática, 

hepatectomia parcial) e, com isso, a busca por novos modelos para o estudo da 

regeneração e proliferação hepática tornou-se necessária. Nesse sentido, novas 

abordagens da medicina regenerativa baseada em biomateriais tem sido propostas 

para melhorar a regeneração hepática, desde que eles forneçam um microambiente 

http://www.sbhepatologia.org.br/pdf/FASC_HEPATO_27


27 
 

passível de ser controlado (NADERI; MATIN; BAHRAMI, 2011; PEREZ; JUNG; KIM, 

2017).  

 

1.4 Biomateriais 

 Biomateriais são estruturas biocompatíveis que tem sido utilizadas como 

plataformas capazes de interagir com os sistemas biológicos, para utilização em 

novos procedimentos terapêuticos (LANGER; TIRRELL, 2004; PARK; LAKES, 2007; 

RATNER, 2016). São considerados uma das bases da engenharia de tecidos que, de 

forma interdisciplinar, relaciona princípios de biologia e engenharia, afim de 

desenvolver substitutos de tecido funcional (ABBOTT et al., 2016; LANGER; 

VACANTI, 1993). Os biomateriais proveem um suporte tridimensional para a 

integração entre as células e moléculas, guiando temporalmente e espacialmente o 

complexo processo multicelular da formação e regeneração tecidual (LANGER; 

TIRRELL, 2004; NADERI; MATIN; BAHRAMI, 2011).  

 Recentes estudos buscam aplicar o desenvolvimento de novos materiais para 

medicina regenerativa do fígado, associando a estes biomateriais fatores de 

crescimento e/ou componentes extracelulares em plataformas poliméricas 

implantados diretamente no parênquima lesado. Hammond et al (2011), mostraram 

que a incorporação de fatores de crescimento e de derivados da MEC do fígado, em 

um biomaterial constituído de polímero biodegradável, promoveu a proliferação de 

células hepáticas e células não parenquimais na plataforma implantada junto ao 

fígado normal e lesado (HAMMOND et al., 2011a). Outros pesquisadores testaram 

uma  plataforma constituída de material da família do poliéster polihidroxialcanoato 

(PHA), produzido por uma bactéria recombinante Aeromonas hydrophila. A plataforma 

foi preenchida com células tronco do cordão umbilical humano e transplantada em 



28 
 

animais que apresentaram lesão hepática devido ao tratamento com CCL4 e a partir 

do dia 14 o fígado mostrou sinais de regeneração (LI et al., 2015).  

 Outra estratégia utilizada de forma geral nos estudos de regeneração de 

tecidos tem sido a descelularização de órgãos, de forma que a estrutura da matriz 

extracelular permaneça para que sirva de suporte/plataforma. Lee et al (2014) 

mostraram resultados positivos para cultura e transplante de hepatócitos utilizando 

matriz descelularizada (LEE et al., 2014). Porém, uma desvantagem desse tipo de 

matriz é a dependência da doação de órgãos. 

 Apesar de recentes estudos trazerem novas abordagens utilizando 

biomateriais na regeneração hepática, eles necessitaram da adição de fatores 

exógenos para alcançarem o processo de reparo, como fatores de crescimento ou a 

necessidade de se adicionar a tais materiais células progenitoras. Os estudos atuais 

falham em estimular o desenvolvimento de uma estrutura morfofuncional do orgão na 

ausência de adição de fatores às plataformas propostas.  

 A matriz sintética de poliéter-poliuretano tem sido utilizada por nosso grupo 

de pesquisa como implante para análise da interação entre o organismo hospedeiro e 

o corpo estranho na cavidade subcutânea ou intraperitoneal de roedores. Estudos 

anteriores demonstraram que, na ausência de adição exógena de fatores de 

crescimento ou qualquer componente da matriz extracelular, os implantes 

subcutâneos tornam-se infiltrados por um tecido fibrovascular proliferativo. De forma 

semelhante, quando o implante foi realizado na região intraperitoneal, a matriz 

sintética mostrou-se firmemente aderido aos órgãos viscerais (fígado, intestino) 

contendo células parenquimatosas e não parenquimatosas desses órgãos (CASTRO 

et al., 2012; MENDES et al., 2007).  Essas observações forneceram a ideia de que 
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esta matriz sintética poderia funcionar como uma plataforma bio-híbrida para indução 

de proliferação hepática.  

 

2 JUSTIFICATIVA 

   Neste contexto, diversas lesões hepáticas, quando não tratadas 

adequadamente, favorecem a sua evolução estimulando o desenvolvimento de 

doença hepática grave, prejudicando a capacidade regenerativa (BLACHIER et al., 

2013; CIENFUEGOS et al., 2014). Nestes casos, o desenvolvimento de fígados 

bioartificiais é considerada a principal abordagem terapêutica viável. O modelo de 

plataforma polimérica apresenta potencialidade para incluir a formação de um novo 

parênquima hepático capaz de restabelecer a morfofuncionalidade do órgão.  

 

3 OBJETIVOS  

 

3.1 Objetivo geral  

Caracterizar a cinética dos componentes celulares e vasculares do 

parênquima hepático recém-formado, bem como determinar a produção de 

marcadores hepáticos (enzimas) utilizando uma plataforma polimérica. 

 

3.2 Objetivos específicos 

• Induzir a formação de parênquima hepático em animais Swiss intra-implante, 

utilizando uma matriz sintética de poliéter-poliuretano, sob o lobo hepático 

esquerdo; 

• Avaliar a proliferação do parênquima hepático nas matrizes sintéticas, nos dias 4, 

8, 12 e 25 pós implante (histologia e imuno-histoquímica); 
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• Analisar a área de colágeno intra-implante (Picrosirius) nos diferentes tempos 

avaliados; 

• Realizar avaliação dos componentes vasculares do parênquima hepático intra-

implante (contagem das veias centrolobulares); 

• Avaliar a atividade das enzimas mieloperoxidase (MPO) e N-acetil-β-D-

glucosaminidase (NAG); 

• Fazer dosagens dos níveis das citocinas TNF-α, VEGF e TGF-β1 intra-implante 

nos diferentes tempos avaliados; 

• Analisar os níveis de proteínas totais, albumina, AST e ALT, em amostras de soro 

de animais implantados e controle. 

 

4 MATERIAIS E MÉTODOS  

 

4.1 Aspectos éticos  

  Este trabalho foi aprovado pela Comissão de Ética em Experimentação 

Animal (CEUA/UFMG), sob o Protocolo nº 264/2011 (Anexo A). 

 

4.2 Animais  

 Utilizamos camundongos da linhagem Swiss, machos de aproximadamente 

8 semanas de idade (n=10/grupo), fornecidos pelo Centro de Bioterismo (CEBIO) da 

Universidade Federal de Minas Gerais (UFMG). Todos os animais foram alimentados 

com ração padrão (NUVILAB CR-1 Brasil) e água ad libitum no biotério do 

Departamento de Patologia Geral, livre de patógenos e mantidos sob um ciclo 

claro/escuro de 12 horas. Todos os procedimentos realizados estavam de acordo com 
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os padrões estabelecidos nas diretrizes para o cuidado e uso de animais 

experimentais pelo Comitê Institucional de Bem-Estar Animal local. 

 

4.3 Modelo experimental  

 As matrizes sintéticas de poliéter-poliuretano foram cortadas com o auxílio de 

um punch cirúrgico, em discos de 5 mm de espessura e 8 mm de diâmetro (Vitafoam 

Ltd, Manchester, U.K.), foram embebidas em álcool a 70% (overnight).  Antes da 

implantação, os discos foram colocados em um béquer de vidro sobre uma placa 

aquecida e esterilizados por ebulição em água destilada durante trinta minutos 

(ANDRADE; FAN; LEWIS, 1987).  

 Todos os animais foram anestesiados com uma mistura de 60 mg/kg de 

ketamina e 10 mg/kg de xilazina. O pêlo abdominal dos animais foi tricotomizado e 

realizada a antissepsia da pele com álcool a 70%. As matrizes sintéticas foram 

implantadas na cavidade abdominal através de uma incisão da linha média ventral de 

0,5 cm de comprimento, na linha alba do abdômen, abaixo do processo xifóide e 

inseridas sob o lobo esquerdo do fígado. O peso do órgão manteve o implante 

imobilizado, permitindo o contato direto entre o fígado e a matriz sintética, 

proporcionando assim uma interface: parênquima hepático/implante.  

 As incisões foram suturadas com fio de nylon não absorvível. Os animais 

foram mantidos isolados (um animal/caixa) e monitorados após a cirurgia para 

detectar quaisquer sinais de infecção ou desconforto. 

 Em intervalos de tempos predeterminados 04, 08, 12 e 25 dias após a 

implantação, grupos de animais foram eutanasiados por administração de uma 

sobredose de anestesia. Os implantes foram cuidadosamente dissecados a partir de 

tecido aderente, removidos, pesados e processados para as análises abaixo 
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descritas. A amostragem de sangue foi coletada para análise bioquímica. Os fígados 

e o sangue de um grupo controle (não implantados, n=10) também foram removidos 

e processados. 

 

4.4 Análises histológicas e imunohistoquímicas 

 Os implantes foram fixados em 10% de formol por 24h, em seguida 

processados para inclusão em parafina. Após a inclusão em parafina, os cortes com 

espessura de 5 µm foram coradas com hematoxilina e eosina (H & E) para avaliar o 

parênquima hepático intra-implante. A coloração com Picrosirius seguida de 

microscopia de luz polarizada foi utilizada para visualizar e determinar fibras de 

colágeno. Um total de 30 campos/lâmina foram capturados com uma câmera digital 

JVC TK-1270/JCB conectada a um microscópio com uma amplificação final de 400 x 

para analisar os parâmetros descritos acima. Todos os parâmetros foram analisados 

pelo software Image Pro Plus 7.0. 

 Cortes histológicos também foram processados para imuno-histoquímica 

com o objetivo de avaliar a proliferação celular. Para isso, foram desparafinados, 

hidratados e submetidos a etapas de bloqueio subsequentes: bloqueio de peroxidase 

endógena com de H2O2  (0,3%) com metanol (1:1) durante 15 minutos e 5% de BSA 

durante 1 hora à temperatura ambiente. As lâminas foram então incubadas overnight 

à temperatura ambiente com o anticorpo primário: anticorpo monoclonal de 

camundongo anti CDC-47 (1:300 - Neomarkers), seguido de incubação com Dako kit 

LINK e HRP-estreptavidina (1 hora cada). O cromógeno DAB foi usado para visualizar 

a atividade da peroxidase. Os cortes foram então contrastados com hematoxilina. O 

controle negativo foi realizado pela omissão do anticorpo primário. 
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4.5 Determinação das atividades de mieloperoxidase (MPO) e N-acetil-β-D-

glucosaminidase (NAG) intra-implante 

 A infiltração de neutrófilos nos implantes foi avaliada indiretamente por 

análise da atividade da MPO, como descrito anteriormente (PEREIRA et al., 2017) . 

Os implantes foram pesados, homogeneizados em tampão NaPO4 0,05 M (pH 5,4) e 

centrifugados a 12000 x g durante 10 min. A atividade de MPO nas amostras 

sobrenadantes foi determinada medindo a alteração na absorbância (densidade 

óptica; DO) a 450 nm utilizando tetrametilbenzidina (1,6 mM) e H2O2 (0,3 mM). A 

reação foi terminada pela adição de 50 μl de H2SO4 (4M). Os resultados foram 

expressos como alteração na DO por g de tecido úmido. Os resultados foram 

expressos como mudança no DO / g de tecido úmido. 

  Quanto a infiltração de macrófagos nos implantes, foi avaliada indiretamente 

pelos níveis da enzima lisossômica NAG (ALMEIDA et al., 2017; ORELLANO et al., 

2015; RODRIGUES VIANA et al., 2015). As amostras foram homogeneizadas em 

solução de NaCl (0,9% v / v) contendo 0,1% v / v de Triton X-100 (Promega, Madson, 

WI, EUA) e centrifugadas (3.000 x g; 10 min a 4°C). As amostras do sobrenadante 

(100 μl) foram incubadas por 30 minutos a 37°C com 100 μl de p-nitrofenil-N-acetil-

beta-D-glucosaminidase (Sigma-Aldrich, St Louis, MO, EUA), preparados em tampão 

citrato / fosfato (Ácido cítrico 0,1 M, Na2HPO4 0,1 M, pH 4,5) para produzir uma 

concentração final de 2,24 mM. A reação foi interrompida pela adição de 100 μl de 

tampão de glicina a 0,2 M (pH 10,6). A hidrólise do substrato foi determinada medindo 

a absorção a 400 nm. Os resultados foram expressos em nmol / mg de tecido úmido. 
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4.6 Dosagem do conteúdo de TNF-α, VEGF e TGF-β1 intra-implante 

O procedimento foi inciado pela homogeneização dos implantes em PBS a 

um pH de 7,4 contendo 0,05% de Tween e centrifugados a 10.000 x g durante 30 

minutos. As citocinas, TNF-α , VEGF e TGF-β1 foram medidos em 100 μl do 

sobrenadante utilizando kits de imunoensaio (R e D Systems, EUA), de acordo com o 

protocolo do fabricante. As diluições de sobrenadantes foram adicionadas a placas de 

ELISA revestidas com um anticorpo monoclonal murino específico contra a citocina 

de interesse, seguindo-se a adição de um segundo anticorpo policlonal conjugado 

com horseradish peroxidase (HRP).  

Após a lavagem e remoção de qualquer reagente de anticorpo-enzima não 

ligado, adicionou-se aos poços uma solução de substrato (50 μL de uma solução 1:1 

de peróxido de hidrogênio e 10mg/ml de tetrametilbenzidina em DMSO). O 

desenvolvimento de cor foi interrompido após 20 minutos de incubação com ácido 

sulfúrico 2N (50 μL) e a intensidade de cor foi medida a 540 nm em um 

espectrofotômetro (E max - Molecular Devices). Os padrões utilizados para as 

diluições de 0,5 log10 de citocinas murinas recombinantes de 7,5 pg/ml a 1000 pg/ml 

(100 μl). Os resultados foram expressos como pg de citocina/mg de tecido úmido. 

 

4.7 Função hepática 

 Para avaliar a função hepática, foram realizadas análises bioquímicas do soro 

dos camundongos. As enzimas Aspartato Aminotransferase Sérica (AST/SGOT), 

Alanina Aminotransferase (ALT/SGPT), proteínas totais e albumina foram dosadas em 

amostras de soro utilizando um Kit Bioclin (Copyright © 2012 Bioclin/Quibasa), 

conforme recomendações do fabricante. 
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4.8 Análises estatísticas  

 Os resultados do trabalho são apresentados como média ± SEM. A 

normalidade e homocedasticidade foram determinadas para posterior análise 

estatística. A análise estatística foi realizada utilizando o software GraphPad Prism 

5.0, através dos testes ANOVA unidirecional e comparação múltipla pós-teste 

Newman-Keuls. Foi considerado estatisticamente significante um valor de p menor 

que 0,05. 

 

5 RESULTADOS  

 

5.1 Macroscopia e microscopia dos implantes  

 Macroscopicamente, não foi encontrado nenhum sinal de rejeição no local de 

implantação. A plataforma polimérica foi colocada sob o lobo esquerdo do fígado para 

criar uma interface entre a matriz sintética e o parênquima hepático (Fig. 6A). Imagens 

representativas dos implantes intraperitoneais revelaram que a matriz sintética foi 

integrada e infiltrada pelo fígado durante o tempo experimental (Fig. 6 B e C). O peso 

úmido dos implantes aumentou inicialmente, diminuindo no dia 25 pós-implantação 

(Fig. 6 B). 
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Figura 6 - Implantação de matriz sintética. A) Micrografia representativa da técnica de implantação 
em camundongos e da matriz sintetica em detalhe; B) Imagem macroscópica da matriz sintética após 
a implantação (4, 8, 12 e 25 dias). C) Imagem microscópica da infiltração progressiva do fígado no 
implante (aumento de lupa – Barra = 0,5cm Hematoxilina-Eosina). 

 

5.2 Proliferação hepática intra-implante  

 O implante da matriz de poliéter-poliuretano induziu a proliferação de um 

tecido fibrovascular seguido do desenvolvimento do parênquima hepático como 

mostrado pela coloração com H & E. Inicialmente (dia 4), o tecido recém formado foi 

composto de um denso infiltrado inflamatório, fibroblastos e células endoteliais 

formando microvasos (Figura 7 A). 

 No dia 8, agrupamentos de hepatócitos foram vistos dentro do implante, além 

de estruturas ductais e vasculares (Figura 7 B I-V). Para quantificar a infiltração do 

parênquima hepático no implante, medimos a área do parênquima hepático e o peso 

da matriz sintética (Figura 7 C e D). Estas características aumentaram 

progressivamente durante o período experimental, com redução do peso da matriz no 

dia 25. Interessantemente, o parênquima hepático proliferou no implante de forma 

organizada. 
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Figura 7 - Perfil da regeneração hepática na matriz sintética. Cortes histológicos representativos de 
implantes (matriz sintética de poliéter-poliuretano) removidas em intervalos de tempo pré determinados 
(4, 8, 12 e 25 dias). A infiltração progressiva do tecido hepático é vista no implante. B) I- grupo de 
hepatócitos dentro do implante; II- hepatócito individual (indicado pela seta) próximo da matriz 
sintética*; III- ductos biliares (indicados pela seta); IV- veia centrolobular (círculo preto); V- espaço porta 
(cruz); C) Área do parênquima hepático intra-implante. D) Valores de peso dos implantes úmidos. Os 
valores apresentados são expressos como média ± SEM. *Diferença significativa entre os grupos 
(ANOVA)*P <0,05; ** P <0,01; *** P <0,001; Barra = 100 μm. 
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 Avaliando a proliferação celular, observamos que diferentes células do fígado 

foram positivas para CDC47 (marcador de proliferação celular), tanto hepatócitos 

como células de ito (estreladas), e também fibroblastos e células endoteliais (Figura 8 

A-F). O número de células positivas para CDC47 foi maior no dia 8 e progressivamente 

menor nos dias 12 e 25 (Figura 8 G). 

 

   

 

 

Figura 8 - Marcador de proliferação celular em cortes de implantes nos dias 8 (A), 12 (B) e 25 (C). 
Hepatócitos, fibroblastos, células endoteliais e células de Ito foram positivas para o marcador de 
proliferação celular CDC47 por coloração imuno-histoquímica. D) Célula endotelial em detalhe*. E) 
Hepatócitos em detalhe (indicados pela seta) e células de Ito (indicadas pela seta). F) Fibroblastos em 
detalhe (indicados pela seta). G) Análise morfométrica da porcentagem de células positivas para 
CDC47 apresentou maior número de hepatócitos positivos para o anticorpo no dia 8, em comparação 
com os dias 12 e 25. Dados representam média ± SEM para cada intervalo. *Diferença significativa 
entre os grupos (ANOVA) *P < 0,05. (A-C: Barra = 50 μm; D-E: Barra = 20 μm). 

 

 



39 
 

5.3 Análise do colágeno intra-implante 

 A análise densitométrica do conteúdo de colágeno no parênquima recém-

formado foi determinada usando coloração com Picrosirius e microscopia de luz 

polarizada (Figura 9 A e B). Observou-se um aumento inicial da deposição de 

colágeno (dia 8) pós implantação seguido por uma diminuição nos dias 12 e 25, 

atingindo os valores do fígado normal. (Figura 9 C). 

 

 

 

Figura 9 - Análise da área de colágeno intra-implante. A-B) Secção histológica representativa 
(coloração com Picrosirius) de deposição de colágeno no parênquima hepático; C) Análise 
morfométrica da deposição de colágeno. Os dados representam média ± SEM para cada intervalo * 
Diferença significativa entre os grupos (ANOVA) * P <0,05. (Barra = 100 μm). 

 

 5.4 Análise de componentes vasculares do fígado recém-formado  

 As veias centrolobulares e portais foram observadas no tecido recém-

formado. Houve um aumento progressivo nas veias centrolobulares durante o período 
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experimental. O valor médio no dia 25 foi semelhante ao controle do fígado (Figura 

10) 

 

  

Figura 10 - Componentes vasculares do fígado recém formado. A) Seções histológicas 
representativas (HE) das veias centrolobulares no tecido hepático no controle do fígado (CT) e no 
parênquima hepático intra-implante (8, 12 e 25). B) Análise morfométrica do número das veias 
centrolobulares. Os dados representam média ± SEM para cada intervalo. *Diferença significativa entre 
os grupos (ANOVA) *P <0,05. (Barra = 50 μm) 
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5.5 Dosagem dos níveis de NAG e MPO intra-implante 

 As atividades das enzimas inflamatórias MPO e NAG foram avaliadas (Figura 

11 A e B). Observou-se diminuição da quantidade de MPO a partir do dia 8 até o final 

do tempo analisado, indicando menor atividade de neutrófilos no final do experimento. 

Quando avaliamos a atividade de NAG, observamos aumento no dia 25, o que estaria 

relacionado ao aumento de atividade de macrófagos nos implantes no final do 

experimento.  

 

Figura 11 - Níveis de MPO e NAG intra-implante. A) Houve um aumento da atividade da enzima MPO 
no dia 4 e redução nos dias 4, 12 e 25 em relação ao dia 4. B) Os resultados demonstram que houve 
um aumento progressivo dos níveis da enzima NAG (4, 8, 12 e 25). Os dados representam média ± 
SEM para cada intervalo. *Diferença significativa entre os grupos (ANOVA) *P <0,05; ** P <0,01. 

 

5.6 Dosagem do conteúdo de TNF-α, VEGF e TGF-β1 intra-implante  

 A medição das citocinas, TNF-α,  VEGF e TGF-β1 nos implantes é mostrada 

nas Figura 12 (A-C). O pico da produção de TNF-α foi alcançado no dia 8 pós-

implantação, com redução dos níveis no dia 25, retornando aos mesmos níveis do dia 

4. Os níveis de VEGF atingiram o pico no dia 8 e nos tempos seguintes (12 e 25 dias) 

mostraram níveis menores comparados com os demais tempos avaliados.  Os níveis 

de TGF-β1 não foram significativamente diferentes durante o período experimental. 
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Figura 12 - Níveis de TNF-α e VEGF e TGF-β1 intra-implante. Os níveis de TNF-α exibiram um 
padrão bifásico enquanto que os níveis de TGF-β1 eram semelhantes em todos os tempos avaliados. 
Os níveis de VEGF apresentou um aumento no dia 4, progressão desse aumento no dia 8, mas houve 
diminuição considerável nos dias 12 e 25. Os dados representam média ± SEM para cada intervalo. 
*Diferença significativa entre os grupos (ANOVA) * P <0,05 

 

5.7 Avaliação da função hepática  

 Avaliamos se o implante alteraria a função do órgão dosando Aspartato 

Aminotransferase Sérica (AST/SGOT), Alanina Aminotransferase (ALT/SGPT), 

proteínas totais e concentrações de albumina em diferentes pontos de tempo: dias 4, 

8, 12 e 25 após implantação (Figura 13). Não houve diferença significativa nas 

concentrações séricas de proteína total, albumina e AST em ambos os grupos 

comparando os quatro pontos de tempo. A concentração de ALT no soro foi maior no 

dia 4, apenas em comparação com o soro de animais não implantados. 
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Figura 13 - Avaliação da função hepática. A) Concentração sérica de proteínas totais (g / dL); B) 
Concentração sérica de albumina (g/dL); C) Alanina Aminotransferase sérica (ALT/SGPT) (UI); D) 
Aminotransferase de Aspartato de Soro (AST/SGOT) (UI). Não houve diferença significativa na proteína 
total sérica, albumina e AST entre os tempos analisados. O ALT sérico aumentou no dia 4, mas retornou 
ao nível basal no dia 25. Os dados representam média ± SEM para cada intervalo. *Diferença 
significativa entre os grupos (ANOVA) * P <0,05. 

 

6 DISCUSSÃO 

 O fígado apresenta uma característica única de reparo frente a lesões, porém 

pode apresentar resposta regenerativa insuficiente ou desenvolver respostas 

fibróticas que torna o órgão não funcional. Assim, a medicina regenerativa vem 

trabalhando para desenvolver novos modelos de estudo de regeneração baseados 

em microambientes controláveis, como os biomateriais (NADERI; MATIN; BAHRAMI, 

2011; PEREZ; JUNG; KIM, 2017). Os estudos recentes com animais que exploram a 

regeneração hepática são baseados em extensas lesões orgânicas através da 
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hepatectomia parcial ou da administração de produtos químicos prejudiciais (CCl4, 

acetaminofeno) e associam plataformas para auxiliar a regeneração hepática 

acrescentadas de fatores externos, como fatores de crescimento, células 

progenitoras, componentes da MEC (HAMMOND et al., 2011b; LEE et al., 2014; LI et 

al., 2015). No entanto, a proliferação de parênquima hepático sem que haja uma lesão 

extensa e sem a adição de fatores externos não tem sido relatada.  

 No presente estudo, utilizamos o implante de uma plataforma porosa como 

modelo de proliferação hepática, definindo uma interface com o parênquima hepático 

do camundongo, fornecendo um estímulo para a migração sequencial e a proliferação 

do parênquima hepático para o interior da plataforma. Embora não exista ressecção 

hepática ou morte extensa de hepatócitos, o parênquima hepático conseguiu colonizar 

a matriz sintética formando uma estrutura semelhante a um fígado. 

Interessantemente, nenhum fator de crescimento exógeno ou componentes 

extracelulares foram adicionados ao implante. Importantes características deste nosso 

modelo de proliferação hepática (sem necessidade de fatores exógenos e 

minimamente invasivos) superam as desvantagens de outros modelos em que os 

implantes tiveram de ser carregados com fatores de crescimento únicos/múltiplos e 

componentes da matriz extracelular (HAMMOND et al., 2011a; TAKIMOTO et al., 

2003). A adição de fatores de crescimento exógenos aos implantes é de valor limitado, 

devido à falta de informações sobre a dosagem e o tipo de fatores a serem carregados 

(HAMMOND et al., 2011a).  

 É provável que algumas características (tamanho do poro, arquitetura) de 

nossa matriz sintética proporcionem um microambiente adequado que permite a 

colonização do implante pelas células do fígado parenquimatosas e não 
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parenquimatosas. O diâmetro médio dos poros da matriz de poliéter-poliuretano foi de 

474 μm, como relatado anteriormente (PEREIRA et al., 2017). Foi proposto que o 

tamanho do poro de um implante determina o sucesso do processo de vascularização 

pós-implantação, uma vez que diâmetros menores que 400 μm limitam o crescimento 

e o diâmetro dos vasos sanguíneos (FENG et al., 2011).  

 Além disso, o potencial para as células migrarem para a matriz  porosa é 

influenciado pela sua natureza biofísica, por exemplo, o próprio biomaterial e sua 

arquitetura (HAMMOND et al., 2011b; VASANTHAN et al., 2012). Após o implante da 

matriz sintética de poliéter-poliuretano no fígado, não foi observada nenhuma 

disfunção hepática relevante durante a maior parte do período experimental, já que 

apenas no dia 4 pós implantação houve aumento da ALT sérica, retornando aos níveis 

do controle após o oitavo dia. 

 A análise histológica dos implantes demonstrou que o padrão de proliferação 

hepática observado se assemelha ao da proliferação normal do fígado. A migração 

celular (hepatócitos, células endoteliais, células de Ito) foi seguida pela geração de 

capilares sinusóides subsequentes e pela presença de canais biliares. Este 

desenvolvimento sequencial de tecido hepático é consistente com o observado após 

lesão hepática e/ou estímulo como descrito por Wack et al (2001) e Ross et al (2001) 

(ROSS et al., 2001; WACK, 2001).  

 A proliferação de hepatócitos dentro do implante sintético foi confirmada 

utilizando anticorpo monoclonal de camundongo anti CDC47. Este marcador de 

proliferação celular apresentou-se aumentado nos implantes do oitavo dia em 

comparação com os implantes de 12 e 25 dias.  A proliferação celular no fígado tecido 

controle (sem implante) foi semelhante à encontrada nos implantes de 25 dias. Nossos 

resultados estão em corcordância com o estudo de Ramalho et al (1993), que mostrou 
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que o processo regenerativo no fígado tem a duração de 7 a 14 dias (RAMALHO et 

al., 1993) . 

 O tecido recém-formado que infiltrava o implante foi inicialmente (dia 4) 

composto por uma matriz extracelular, infiltrado inflamatório denso, vasos sanguíneos 

de vários tamanhos e fibroblastos. Após o dia 8, foram identificados e quantificados o 

tecido hepático parenquimatoso e não parenquimatoso, incluindo os vários 

componentes vasculares (veias centrolobulares, espaço porta e capilares sinusoides). 

A indução de uma rede capilar em implantes é um pré- requisito e vantagem em 

qualquer dispositivo que envolve biomateriais (NISHIGUCHI et al., 2014). 

 A deposição de colágeno no tecido hepático deve ser adequada para não 

gerar uma resposta fibrótica, sendo um resultado indesejável de doenças crônicas 

hepáticas, o que resulta em perda de microvilosidades, redução do número e tamanho 

da fenestração de hepatócitos e menor síntese proteica (FRIEDMAN, 1993; HAHN et 

al., 1980; ROJKIND; GIAMBRONE; BIEMPICA, 1979). Avaliamos a deposição de 

colágeno no tecido que infiltrava o implante e não encontramos diferença significativa 

entre a quantidade de colágeno no fígado recém formado nos diferentes tempos 

avaliados (8, 12 e 25 dias), comparado ao controle. Assim, ocorreu a proliferação de 

um parênquima hepático saudável no implante, o que poderia ser explorado como 

uma forma de restaurar o parênquima normal em doenças fibróticas do fígado. 

 Vários fatores pró-inflamatórios e de crescimento (TNFα, IL-6, HGF, EGF) 

estão envolvidos no controle da regeneração hepática (MICHALOPOULOS, 2007). 

Desta forma, é provável que a reação inflamatória e sua resolução no local do implante 

e consequente produção de citocinas possam ter contribuído para a migração celular 

para a plataforma. De fato, o nível de atividade de MPO foi maior no dia 4 pós 

implantação, indicando maior atividade de neutrófilos no início do processo. No final 
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do experimento (dia 25) a atividade de MPO foi reduzida, o que também coincide com 

o menor peso das esponjas no dia 25, indicando resolução do processo inflamatório. 

Além disso, a atividade de NAG foi maior no último tempo avaliado (25 dias) indicando 

uma maior atividade de macrófagos. Tais células são conhecidas pela sua 

plasticidade na função que exercem no processo inflamatório, atuando inicialmente 

como pró-inflamatórias e posteriormente como anti-inflamatórias (STOUT et al., 2005). 

Esta plasticidade também é observada nos processos inflamatórios no fígado, com 

atuação do macrófago na fase resolutiva do processo inflamatório (POSSAMAI et al., 

2014). You et al (2013) mostraram que animais sem macrófagos apresentaram atraso 

no processo de reparo do fígado lesado (YOU et al., 2013). Assim,sugerimos que a 

maior atividade de NAG no dia 25 indique a participação de macrófagos resolutivos 

no processo de proliferação hepática em nosso modelo, e ressaltamos que mais 

avaliações são necessárias para confirmarmos a atuação de tais células no processo. 

  Os níveis de citocinas inflamatórias, angiogênicas e fibrogênicas importantes 

para o processo, TNF-α, VEGF e TGF-β1, respectivamente, foram avaliados no 

implante. A produção de TNF-α exibiu um perfil bifásico, ou seja, houve um pico no 

dia 8, seguido de uma diminuição no dia 25. Isto indica que esta citocina modulou o 

processo de proliferação hepática em um padrão controlado, o que é consistente com 

o papel bem estabelecido do TNF-α em outros modelos de regeneração hepática 

(MCMAHAN et al., 2013; MOHAMMED et al., 2004). O nível de VEGF apresentou um 

pico no dia 8, o que está de acordo com o menor número de veias centrolobulares 

observado nesse mesmo tempo e coincidiu com o pico de proliferação de hepatócitos. 

De fato, hepatócitos em proliferação sintetizam VEGF, que por sua vez estimula os 

receptores (VEGFR) em células endoteliais induzindo-as a produzir HGF.  Essa 
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sinalização permite a proliferação e organização de células endoteliais entre os 

hepatócitos em proliferação, formando canais vasculares, restaurando a estrutura 

vascular do fígado regenerado (MICHALOPOULOS, 2013; TAKI-ELDIN et al., 2012). 

TGF-β1 é uma das citocinas mais importantes que induzem a fibrose hepática. É 

também um dos inibidores mais potentes da proliferação de hepatócitos. Nossos 

achados demonstram que os níveis de TGF-β1 nos implantes foram semelhantes em 

todos os tempos avaliados. É possível que a produção constante desta citocina esteja 

envolvida na atividade proliferativa de células parenquimatosas e não 

parenquimatosas e no controle de deposição da matriz extracelular no implante 

(RÓKUSZ et al., 2017). 

 Vários tipos de plataformas sintéticas carregadas com fatores de crescimento 

e/ou componentes extracelulares provaram ser dispositivos biocompatíveis úteis para 

induzir a proliferação hepática (HAMMOND et al., 2011a; HOU; BANKA; 

SHAKESHEFF, 2004; KIM et al., 2010). No entanto, usando o nosso sistema bio-

híbrido polimérico, demonstramos o desenvolvimento de componentes hepáticos 

parenquimatosos e não parenquimatos sem a necessidade de fatores de crescimento 

exógenos. Além disso, nenhuma incisão cirúrgica para o fígado foi necessária para o 

implante da matriz sob o lobo esquerdo do órgão. Este modelo tem potencial para 

investigar mecanismos fisiológicos de proliferação hepática, pois ocorreu na ausência 

de ressecção hepática ou toxicidade. 

 

7 CONCLUSÃO  

   O nosso modelo de matriz, sem aditivos exógenos, em interface com o fígado, 

foi capaz de induzir a proliferação de um fígado fisiológico, mantendo características 

morfofuncionais observadas no fígado controle. Vale destacar que a nossa plataforma 
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bio-híbrida superou limitações de outros trabalhos, os quais adicionam às suas 

matrizes sintéticas componentes da MEC ou fatores de crescimento, que fazem 

ressecções extensas ao órgão e utilizam fármacos hepatotóxicos. Portanto, sob esta 

perspectiva, concluímos que o nosso modelo apresenta potencial para investigar 

mecanismos fisiológicos de proliferação hepática. 
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9.3 ANEXO C – Ata da defesa da dissertação de mestrado 
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9.4 ANEXO D – Folha de aprovação 

 

  


