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RESUMO 

 

Introdução e objetivos: O fígado está constantemente sujeito a lesões por enterotoxinas 

e/ou outras substâncias que entram no organismo. Sendo assim, a regeneração hepática é 

fundamental para o correto e intermitente funcionamento deste órgão, por um processo 

coordenado e regulado por diversos fatores, tais como o fator de crescimento epidermal 

(EGF), o fator de crescimento de hepatócitos (HGF) e a insulina. Sabe-se que alguns 

microdomínios de membrana enriquecidos em colesterol, conhecidos como lipid-rafts 

(balsas lipídicas), desempenham um papel importante na sinalização metabólica mediada 

por insulina em adipócitos. No entanto, o papel dos rafts como reguladores dos efeitos 

metabólicos e mitogênicos da insulina no fígado e sua contribuição para o processo de 

regeneração hepática, ainda não foram investigados. Sendo assim, neste estudo, 

avaliamos a contribuição dos lipid-rafts nas respostas proliferativa e metabólica induzidas 

pela ativação do receptor para insulina (IR) no fígado. Métodos: O IR e os lipid-rafts 

foram imunomarcadas em células HepG2 e hepatócitos primários de rato. Para verificar 

a importância do colesterol membranar sobre a sinalização de cálcio (Ca+2), proliferação 

celular e metabolismo induzidos por insulina, os rafts foram desfeitos através da 

incubação com Metil-beta-ciclodextrina. A depleção de colesterol in vivo foi realizada 

com administração intraperitoneal de lovastatina. No fígado, os sinais de Ca+2 induzidos 

pela insulina foram avaliados por exposição do órgão e visualização dos hepatócitos em 

microscópio confocal. O processo proliferativo do fígado foi avaliado pela regeneração 

hepática após hepatectomia parcial de 70%. Resultados: Observou-se que nas células 

hepáticas, uma subpopulação do IR está localizada em microdomínios de membrana 

enriquecidos em colesterol. A depleção do colesterol resultou na redistribuição desse 

receptor ao longo da célula hepática e na redução da sinalização de Ca+2 estimulada pela 

insulina. Além disso, a depleção do colesterol diminuiu a proliferação celular induzida 

por insulina, por um mecanismo dependente de ERK 1/2 e resultou em uma captação 

reduzida de glicose induzida pela insulina devido pelo menos em parte, a um 

comprometimento na ativação da via da Akt. In vivo, a redução do colesterol também 

causou um decremento na sinalização de Ca+2 desencadeada pela insulina no fígado, com 

consequente retardo da regeneração hepática após hepatectomia parcial.  Conclusão: O 

colesterol de membrana e as balsas lipídicas em células hepáticas são essenciais para os 

efeitos metabólicos e proliferativos da insulina no fígado.  

Palavras-chave: lipid-rafts, insulina, sinalização de Ca+2, regeneração hepática. 
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ABSTRACT 

 

Background & Aims: Liver regeneration is a well-coordinated process regulated by 

many growth factors including insulin. It is known that cholesterol enriched membrane 

microdomains, known as lipid rafts, play an important role in insulin-mediated cell 

signaling. However, the role of rafts as regulators of insulin signaling in the liver and 

hepatic regeneration have not been investigated yet. In this study, we investigated the 

contribution of the lipid rafts for the hepatic metabolic and mitogenic effects of the 

insulin. Methods: Insulin receptor (IR) and lipid-rafts were immunolabeled in HepG2 

cells and primary rat hepatocytes. To check the effects of lipid-rafts on insulin signaling, 

membrane cholesterol was depleted in vitro with Metyl-beta-cyclodextrine (MβCD) and 

in vivo with lovastatin.  Insulin-induced Ca2+ signals studies were performed in whole 

liver by intravital confocal imaging. Liver regeneration was evaluated with 70% partial 

hepatectomy. Results: We observed that a subpopulation of IR is found in membrane 

microdomains enriched in cholesterol on both HepG2 and hepatocytes. Cholesterol 

depletion with MβCD resulted in reorganization and redistribution of the IR along the cell 

as well as abolishment of insulin-induced nuclear and cytosolic Ca2+ signaling. In 

addition, cholesterol removal led to ERK 1/2 hyperphosphorylation and impaired HepG2 

proliferation induced by insulin. There was also a reduction of glucose uptake, probably 

due to an impaired AKT phosphorylation. In vivo cholesterol depletion with lovastatin 

led to a disruption of the lipid rafts and a decrement in the insulin-induced Ca2+ signaling, 

imaged in vivo in the liver, that delayed liver regeneration after of partial hepatectomy.  

Conclusions: Membrane cholesterol and lipid rafts are essential for the metabolic and 

proliferative effects of insulin in the liver. 

Keywords: liver regeneration, lipid-raft, insulin signaling. 

 

 

 

 

 

 



17 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

1. INTRODUÇÃO 



18 
 

1.INTRODUÇÃO 

1.1 A membrana celular e os lipid-rafts 

O modelo do mosaico fluido proposto por Singer e Nicholson em 1972 persiste como 

um grande dogma da biologia com o intuito de explicar como a membrana celular é 

organizada (Singer e Nicholson, 1972), (FIGURA 1). De acordo com este modelo, a 

bicamada lipídica funciona como um solvente neutro bidimensional tendo pouca 

influência no funcionamento das proteínas integrais ou periféricas que estão presentes ao 

longo do plasmalema. Contudo, nos últimos anos, descobertas biofísicas têm sugerido 

que uma mesma membrana celular apresenta diferentes fases de fluidez e organização 

devido a diferenças na composição de acordo com a região membranar analisada (Simons 

e van Meer, 1988), sugerindo modificações no modelo proposto em 1972. 

Um marco importante no estudo de biomembranas foi a formulação da hipótese dos 

lipid-rafts (balsas de membrana) entre as décadas de 1980 – 1990 (Simons e van Meer, 

1988; Brown e London, 1988; Simons e Ikonen, 1997). Estes microdomínios de 

membrana são caracterizados como estruturas pequenas e altamente dinâmicas, contendo 

uma alta concentração de esfingolipídios e colesterol, insolúveis no detergente Triton X-

100 a 4°C (revisado por Lingwood, 2009). A grande maioria dos esfingolipídios 

encontrados nas balsas de membrana apresenta caudas de ácidos graxos 

predominantemente saturadas, o que possibilita uma interação forte e intercalada com 

moléculas de colesterol, fazendo com que essas regiões apresentem um grau de fluidez 

menor do que a membrana celular adjacente, que é constituída principalmente por 

fosfolipídios de cadeia insaturada (revisado por Simons e Toomre, 2000) (FIGURA 2). 

Em virtude do seu elevado conteúdo lipídico, esses complexos insolúveis em detergentes 

flutuam para uma região de baixa densidade durante centrifugação por gradiente de 

densidade, fato que possibilita a separação de proteínas associadas às balsas lipídicas 

(Simons & Ikonen, 1997).  

A distribuição e a quantidade das balsas de membrana na superfície celular dependem 

do tipo de célula analisada. Um exemplo interessante é o acúmulo dessas estruturas na 

região apical de células epiteliais polarizadas e na membrana axonal de células neuronais, 

respectivamente (Simons e Ikonen, 1997). Por outro lado, em linfócitos e fibroblastos, 

células sem polaridade aparente, os lipid-rafts são encontrados por toda superfície celular 

(Renkonen, 1971; Levis e Evangelatos, 1976). Além da membrana citoplasmática, 
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existem evidências de que esse microdomínios de membrana podem também ser 

encontrados em organelas membranosas citoplasmáticas, como lisossomos, complexo de 

Golgi e retículos endoplasmáticos (van Meer, 1989). 

Um subconjunto de balsas lipídicas é encontrado em invaginações da superfície 

celular e são chamadas de cavéolas. Estas estruturas foram identificadas pela primeira vez 

com base em sua morfologia, na década de 1950 (Palade, 1953; Yamada, 1955). As 

cavéolas são formadas em microdomínios ricos em colesterol através da polimerização 

de caveolinas (Cav) – proteínas integrais palmitoladas de membrana que interagem 

fortemente com o colesterol (Parton, 1996). 

A título funcional, os lipid-rafts ancoram diversas proteínas envolvidas com 

transporte membranar, transdução de sinais e adesão celular, sendo esta uma de suas 

funções mais marcantes quando falamos de sinalização celular (Simons e van Meer, 1988; 

Brown e Rose, 1992; Simons e Ikonen, 1997). Entre as proteínas que podem se associar 

às plataformas lipídicas, citamos, por exemplo, proteínas com âncora de 

glicosilfosfatidilinositol (GPI) e tirosinas cinases da família Steroid Receptor Coactivator 

(Src) (Simons & Ikonen, 1997). Até hoje, mais de 200 proteínas foram descritas como 

associadas preferencialmente em regiões de rafts (Foster, 2003), inclusive o receptor para 

insulina (IR) (Morino-Koga, 2013). 

Está bem estabelecido que, no caso da sinalização por receptores do tipo tirosina 

cinase (RTK), como o IR, proteínas adaptadoras e enzimáticas são recrutadas para o lado 

citoplasmático da membrana plasmática como resultado da ativação do ligante (revisado 

por Hunter, 2000). Sendo assim, uma forma de considerarmos os rafts como facilitadores 

da sinalização celular, baseia-se no fato de estas estruturas formarem plataformas de 

concentração para unidades de receptores. Se a ativação do receptor ocorrer em uma balsa 

lipídica, o complexo de sinalização é protegido de enzimas que não se localizam em rafts, 

tais como fosfatases de membrana, que poderiam afetar o processo de sinalização. Em 

geral, a sinalização em uma balsa lipídica recruta proteínas para um novo microambiente 

membranar, onde o estado de fosforilação pode ser modificado por cinases e fosfatases 

locais, levando a sinalização para níveis intracelulares, evento este representado durante 

a sinalização via receptores para imunoglobulinas, Fcs. (FIGURA 3).  
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FIGURA 1: Modelo do mosaico fluido de Singer e Nicholson. Nesta imagem estão representadas 

proteínas integrais e periféricas (estruturas globulares) imersas em uma matriz lipídica. Dada a mobilidade das proteínas 

nessa matriz, elas podem formar alguns agregados.  Ref: Singer e Nicholson, The fluid mosaic model of the structure 

of cell membranes. Science, 1972. 

 

 

 

 

 

 



21 
 

 

   

  E 

 

 

 

 

 

 

FIGURA 2: Propriedades estruturais e dinâmicas da membrana celular em um modelo 

computacional e organização dos lipid-rafts. (A) Vista lateral revelando a organização molecular nas fases 

ordenada (Lo) e desordenada (Ld) da membrana. A seta branca aponta para uma molécula de colesterol orientada entre 

os folhetos de cada monocamada. (B-D). Algumas propriedades da membrana ao longo da direção perpendicular entre 

cada uma das fases. A fase Lo é mostrada centralmente em verde, flanqueada por 2 metades periódicas do domínio Ld. 

Uma zona de transição que separa as 2 fases é indicada por linhas pretas tracejadas. Verde, vermelho e cinza são usados 

para distinguir propriedades de três moléculas da membrana: dipalmitol-fosfatidilcolina (diC16-PC, lipídio saturado), 

dilinoleil-fosfatidilcolina (diC18: 2-PC, lipídio insaturado) e colesterol. (B) Composição da membrana expressa como 

uma fracção molar de cada um dos 3 componentes. Linhas finas representam as 2 monocamadas separadamente; A 

linha mais espessa representa a média. (C) Parâmetro médio de ordem de cauda para os lipídios fasfatidilcolínicos (eixo 

esquerdo) e espessura da membrana (curva preta, eixo direito). (D) Taxa de difusão lateral lipídica (eixo esquerdo) e 

taxa de flip-flop dos lipídios da membrana (curva preta, eixo direito). (E) Modelo esquemático da organização de um 

raft na membrana celular. Ref: Risselada e Marrink, The molecular face of lipid-rafts in model membranes. PNAS, 

2008. 
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FIGURA 3: Sinalização através do receptor para imunoglobulina (Fc) em lipid-rafts. Uma 

sequência provável dos eventos iniciais é indicada numericamente. (1) A dimerização do receptor Fc, induzida por 

ligante, provavelmente aumenta a sua associação em um raft, o que leva a (2) fosforilação dos motivos de ativação de 

tirosina do receptor imune (ITAMs), por proteína tirosina cinases da família Src (por exemplo, Lyn, Lck e Fyn). (3) Os 

ITAMs fosforilados atuam como um local de ancoragem de membranas para Syk; Estas são também tirosina-cinases e 

são ativadas na balsa pela fosforilação da tirosina. (4) Syk / ZAP-70 pode, por sua vez, ativar outras proteínas tais como 

LAT, um adaptador associado a raft. Através de ligação cruzada, LAT pode recrutar outras proteínas para este 

microdomínio e amplificar ainda mais o sinal. A cascata complexa de eventos de sinalização descendentes posteriores 

não é mostrada. Modificado a partir de: Ref: Simons e Toomre. Lipid-rafts and signal transduction. Nature Reviews, 

2000. 
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1.2 A sinalização celular mediada por insulina 

A insulina, hormônio peptídico isolado pela primeira vez em 1922 por Banting e Best 

(Banting e Best, 1922), apresenta diversas funções fisiológicas, como, por exemplo, a 

homeostase de glicose (Banting e Best, 1922). As ações da insulina são mediadas por seu 

receptor do tipo tirosina cinase (RTK) (Saltiel e Kahn, 2001) encontrado em diversos 

organismos, dos mais primitivos como cnidários e insetos, até os mais derivados, como 

os vertebrados (Ward e Lawrence, 2009). 

O IR é composto de duas subunidades α, extracelulares, e duas subunidades β, 

transmembranares (De Meytis E Whittaker, 2002). As subunidades α possuem atividade 

de ligação à insulina enquanto que as subunidades β possuem atividade enzimática 

intrínseca tirosina-cinase (FIGURA 4). A ligação da molécula de insulina à subunidade 

α de seu receptor ativa sua atividade tirosina-cinase e resulta na fosforilação da 

subunidade β e de diversos substratos protéicos endógenos intracelulares. Estes substratos 

incluem proteínas como a fosfatidilinositol 3-cinase (PI3K) e a fosfolipase C (PLC) 

(Eicchorn, 2001). A PLC, por sua vez, hidrolisa o lipídio de membrana fosfatidilinositol 

4,5-bisfosfato (PIP2), gerando dois produtos intracelulares: inositol 1,4,5-trisfosfato 

(InsP3), um segundo mensageiro universal mobilizador de estoques intracelulares de Ca+2, 

e diacilglicerol (DAG), um ativador da proteína cinase C (PKC), (FIGURA 5).  

 

No fígado, a insulina regula tanto funções metabólicas (Saltiel e Kahn, 2001) quanto 

proliferativas (Motoo, 1988; Koontz e Iwahashi, 1981 e Amaya, 2014). As ações 

metabólicas da insulina no fígado são amplamente mediadas pela via PI3K- alpha 

serine/treonine kinase (Akt) / proteína quinase B (PKB). Akt é ativada na membrana 

plasmática após sua fosforilação mediada por PI3K induzida pelo IR, tendo como uma 

das ações finais a exocitose do transportador de glicose para a membrana plasmática 

(Taniguchi, 2007). Com relação ao papel mitogênico da insulina, estudos demonstram 

sua importância na proliferação de linhagens celulares de hepatoblastoma, por aumentar 

o número de células em cultura, síntese de DNA e secreção de α-fetoproteína (Motoo, 

1988). Sabe-se também que, a ligação da insulina em seu receptor pode levar a ativação 

da via das mitogen-activating protein kinases (MAPKs) e consequente fosforilação das 

extracellular signal–regulated kinases 1/2 (ERK1/2), gerando maior transcrição de genes 

relacionados com a progressão no ciclo celular (Denton e Tavaré, 1995) (FIGURA 6). 

Além disso, estudos recentes de nosso grupo demonstraram que 1) o IR tem papel crucial 
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na regeneração hepática e 2) uma vez reduzida a síntese de Cav-1 (proteína envolvida na 

formação das cavéolas, um subtipo de lipid-raft) em hepatócitos, a proliferação destas 

células é reduzida assim como a internalização dos IRs (Amaya, 2014). Além disso, 

estudos sugerem que a remoção do colesterol de membrana leva à desorganização dos 

rafts e interfere com a sinalização de insulina, sendo uma das possíveis causas da 

resistência à insulina (Parpal, 2001). Em complementariedade, já foi demonstrado que 

alterações na composição de esteroides da membrana celular em pré-adipócitos 3T3-L1 

foram acompanhadas por ruptura das balsas lipídicas, com redistribuição de caveolina-1, 

diminuição da ativação de Akt e inibição do transporte de glicose estimulado pela 

insulina. Sendo assim, os lipid-rafts podem vir a desempenhar um papel fundamental para 

os efeitos metabólicos da insulina; pouco, porém, se sabe de sua interferência em seus 

efeitos proliferativos. Contudo, um trabalho de Li, 2006, mostrou que algumas linhagens 

de câncer de mama e próstata apresentam alto conteúdo de rafts de membrana e que a 

remoção do colesterol de membrana resultou em diminuição da proliferação e viabilidade 

celular (Li, 2006). Além disso, células HepG2 de hepatocarcinoma humano apresentaram 

grande taxa de migração e proliferação devido à expressão aumentada de toll-like 

receptor 7 e sua aglomeração nos rafts de membrana (Liu, 2016). Sendo assim, é sugerida 

a participação dos rafts na sinalização de insulina e na proliferação celular. Porém, até o 

presente momento, ainda não foi demonstrado qual o papel destes microdomínios de 

membrana na atividade metabólica e proliferativa induzida pela insulina em células 

hepáticas, muito menos qual a importância da interação entre IR e rafts para a regeneração 

hepática, tópico discutido logo a seguir. 
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FIGURA 4: Modelo esquemático do receptor para insulina. Nesta imagem está representado o 

receptor para insulina, composto de um dímero, cada um com um domínio de ligação a insulina (subunidade α, azul) e 

dois domínios transmembranares com atividade de tirosina-cinase (subunidades β, vermelho). As subunidades α e β 

são unidas por uma ponte dissulfeto. Ref: http://vetsci.co.uk/2011/04/22/development-of-insulin-resistance/, acessado 

em 26/12/2016. 
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Figura 5: Mecanismos de sinalização de Ca+2 ativada por receptores tirosina cinase ou 

acoplados à proteína G. Após a ligação de um ligante em um receptor acoplado à proteína G ou ao receptor 

RTK, como no caso da insulina, ocorre a hidrólise do PIP2 pela PLC, gerando DAG e InsP3. O InsP3 liga-se ao seu 

receptor InsP3R no retículo endoplasmático que age como canal que permite a liberação de Ca+2 para o citosol. Ref: 

Leite, MF et.al, 2010 – The Liver: Biology and Pathobiology; John Wiley and Sons). 
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Figura 6: Vias de sinalização do receptor para insulina. A insulina é o principal hormônio que controla 

funções críticas de energia, como o metabolismo de glicose e lipídios. A insulina ativa o receptor de insulina tirosina 

quinase (IR), que fosforila e recruta diferentes adaptadores de substrato tais como a família de proteínas IRS. O IRS 

tirosina-fosforilado exibe então sítios de ligação para numerosos parceiros de sinalização. Entre eles, PI3K tem um 

papel importante na função da insulina, principalmente através da ativação das cascatas Akt / PKB e PKCζ. A Akt 

ativada induz a síntese de glicogénio através da inibição de GSK-3; síntese de proteínas via mTOR e elementos 

downstream; e sobrevivência celular através da inibição de vários agentes pró-apoptóticos (Fatores de transcrição Bad, 

FoxO, GSK-3 e MST1). Akt fosforila e inibe diretamente os fatores de transcrição FoxO, que também regulam o 

metabolismo e a autofagia. Inversamente, sabe-se que a AMPK regula diretamente FoxO3 e ativa a atividade 

transcricional. A sinalização da insulina também desencadeia efeitos mitogênicos, que são mediados pela cascata de 

Akt, bem como pela ativação da via Ras / MAPK. A via de sinalização da insulina inibe a autofagia através da quinase 

ULK1, que é inibida por Akt e mTORC1, e ativada por AMPK. A insulina estimula a captação de glicose no músculo 

e adipócitos através da translocação de vesículas GLUT4 para a membrana plasmática. A translocação de GLUT4 

envolve a via PI3K / Akt e a fosforilação mediada por IR de CAP, e a formação do complexo CAP: CBL: CRKII. Além 

disso, a sinalização da insulina inibe a gliconeogénese no fígado, através da interrupção da ligação CREB / CBP / 

mTORC2. A sinalização da insulina induz a síntese de ácidos graxos e colesterol através da regulação dos fatores de 

transcrição do SREBP. A sinalização da insulina também promove a síntese de ácidos graxos através da ativação de 

USF1 e LXR. Um sinal de feedback negativo emanando de Akt / PKB, PKCζ, p70 S6K e das cascatas MAPK resulta 

na fosforilação de serina e inativação da sinalização IRS. (Diagrama construído por Cell Signaling Technology, 2003-

2016). 
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1.3 A regeneração hepática 

 

O fígado, maior órgão do corpo após a pele, apresenta alta capacidade regenerativa e 

funções complexas que intrigam a sociedade por séculos (Michalopoulos e DeFrances, 

1997; Taub, 2004). O fígado recebe toda a circulação saindo do intestino delgado e a 

maior parte da circulação que deixa o intestino grosso, bem como o baço e o pâncreas, 

através da veia porta hepática. Sendo assim, sua localização "estratégica" e seus padrões 

únicos de expressão de genes e proteínas nos hepatócitos (as principais células funcionais 

do fígado), permitem que ele funcione como uma barreira de defesa bioquímica contra 

produtos químicos tóxicos que acessam o organismo pela via oral. Dada esta localização, 

o fígado é um órgão constantemente sujeito a lesões por enterotoxinas e/ou outras 

substâncias que entram no organismo pela via enteral, além de, claro, lesões causadas por 

agentes virais como os vírus das Hepatites A, B e C. Desta maneira, o estabelecimento de 

uma capacidade regenerativa constante e eficiente é de extrema importância para o bom 

funcionamento deste órgão.  

O conceito de regeneração do fígado remonta à mitologia grega antiga com a lenda 

de Prometeu, titã que roubou o fogo divino de Zeus para o dar aos homens. Como castigo, 

Zeus prendeu Prometeu aos pés do monte Cáucaso onde, todos os dias, uma águia vinha 

bicar-lhe o fígado. Dada a capacidade regenerativa do órgão, a cada dia a ferida 

cicatrizava até que a águia retornava para novamente feri-lo. Há décadas a regeneração 

hepática é um modelo experimental amplamente estudado para compreender mecanismos 

que regulam a proliferação e sobrevivência de hepatócitos. Os mamíferos mantêm uma 

proporção constante entre o peso do fígado e o peso corporal. Em um estado de 

homeostase, os hepatócitos maduros e diferenciados estão quiescentes, com renovação 

mínima. Mediante um estímulo regenerativo, 95% dos hepatócitos sofrem divisão celular 

como manutenção concomitante de suas funções metabólicas (Michalopoulos e 

DeFrances, 1997) (FIGURA 8). 

A regeneração hepática é um evento que envolve múltiplos processos celulares e uma 

interação complexa entre citocinas, hormônios e fatores de crescimento. Mais 

especificamente, a regeneração hepática pode ser dividida em três fases: (1) Iniciação; (2) 

Proliferação; e (3) Inibição. A resposta mitogênica divide-se em duas fases, 

primeiramente devido às citocinas que estimulam a transição G0-G1 e progressão até a 

fase S do ciclo celular (revisado por Fausto, 2000 e Tarlá, 2006). Um evento fundamental 
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para o início do processo regenerativo hepático é a degradação da matriz extracelular do 

órgão por diferentes proteases. Os fatores de crescimento eventualmente ligados à matriz 

do ambiente hepático incluem hepatocyte growth factor (HGF), vascular endothelial 

growth factor (VEGF), fibroblast growth factor (FGF) e Tumor growth factor-beta 

(TGFβ) que necessitam ser liberados para estimular a mitose dos hepatócitos 

(Mohammed e Khokha, 2005) (FIGURA 8). 

Após esse evento, outros fatores são cruciais para a continuidade do processo, dentre 

eles a insulina, que, no fígado, regula tanto a proliferação dos hepatócitos quanto seu 

metabolismo (Koonts e Iwahashi, 1981; Saltiel e Kahn, 2001; Amaya, 2014). Porém, o 

papel da insulina sobre os eventos mitogênicos do fígado durante a regeneração hepática 

ainda não são muito compreendidos. Um estudo recente de Tseng e colaboradores, 2011, 

demonstrou que a insulina desempenha um papel crucial durante a regeneração do fígado, 

uma vez que ratos com insuficiência na produção de insulina apresentaram uma menor 

regeneração global após lesão hepática induzida por ligadura da veia porta (Tseng, 2011). 

Além disso, nosso grupo de pesquisa já demonstrou que a insulina é um importante agente 

mitogênico no fígado, exercendo o efeito indutor de proliferação através da geração de 

InsP3 no núcleo, o que inicia um sinal de Ca+2 essencial para a proliferação de células 

endoteliais hepáticas (SKHep) e regeneração do fígado após hepatectomia parcial 

(Amaya, 2014). Contudo, o papel do colesterol de membrana na sinalização de insulina e 

a importância da interação entre essas duas estruturas para a regeneração hepática ainda 

não foram elucidadas. 

Sendo assim, este trabalho propôs avaliar a participação do colesterol de membrana 

na regulação da sinalização de insulina no fígado, e em especial, qual a importância da 

composição lipídica da membrana para a regeneração hepática. Compreender melhor os 

mecanismos envolvidos na regeneração hepática pode gerar dados promissores com o 

objetivo de aprimorar os cuidados envolvidos durante transplantes e outros 

procedimentos clínicos que buscam uma rápida e eficiente recuperação funcional do 

órgão. 
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Figura 7: Regeneração hepática após hepatectomia parcial. Decurso temporal da regeneração 

hepática de camundongo após hepatectomia parcial. Esta série de fotos representa a regeneração hepática após 

hepatectomia parcial de 70%. Ref: Hata et al. Liver development and regeneration: From laboratory study to clinical 

therapy.Develpment growth and regeneration, 2007. 

 

 

 

 

 

Figura 8: Eventos principais durante a regeneração hepática após hepatectomia parcial. 

Esquema dos sinais de iniciação e parada durante a regeneração hepática. A proliferação de hepatócitos durante a 

regeneração hepática envolve a indução inicial de citocinas da transição G0-G1 (luz amarela, priming phase), seguida 

pela progressão induzida por fatores de crescimento através do ponto de restrição G1 (luz verde, proliferative phase). 

A proliferação de hepatócitos é interrompida por fatores inibidores como TGFβ e IL-1β (luz vermelha, growth 

termination). Fatores tais como VEGF e FGF podem induzir a angiogénese após a proliferação. A degradação da matriz 

extracelular (ECM) ocorre nas primeiras horas antes da síntese e divisão do DNA do hepatócito e a matriz extracelular 

(ECM) hepática é reestabelecida após a divisão dos hepatócitos. Ref: Mohammed e Khokha. Thinking outside the cell: 

proteases regulate hepayocyte division. Trends in Cell Biology, 2005. 

https://www.researchgate.net/publication/6472179_Liver_development_and_regeneration_From_laboratory_study_to_clinical_therapy?_sg=NNI5gW3kpC0JHFYbAOJysxVJgbWW4jUEtDjN9WcMyei3GQmncKWYEsU0gfVd1Vx3kwHTyl8hd5kn5uICdObi1w
https://www.researchgate.net/publication/6472179_Liver_development_and_regeneration_From_laboratory_study_to_clinical_therapy?_sg=NNI5gW3kpC0JHFYbAOJysxVJgbWW4jUEtDjN9WcMyei3GQmncKWYEsU0gfVd1Vx3kwHTyl8hd5kn5uICdObi1w
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2.OBJETIVOS 

2.1 Objetivo geral 

-  Avaliar a participação das balsas de membrana (lipid-rafts) em respostas celulares mediadas 

pela ação da insulina no fígado. 

2.2 Objetivos específicos 

-   Investigar a localização membranar do IR em células hepáticas; 

-  Investigar a importância dos rafts de membrana na proliferação de células hepáticas e na 

resposta metabólica induzida pela insulina, assim como avaliar as vias de transdução de sinal 

envolvidas nestes processos celulares; 

- Verificar a importância da composição lipídica da membrana na regeneração e sinalização de 

Ca+2 hepáticas induzida por insulina. 
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3. MATERIAIS E MÉTODOS 
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3.METODOLOGIA 

3.1 Aspectos éticos 

Todos os protocolos experimentais utilizando animais foram submetidos e 

aprovados ao Comitê de Ética em Experimentação Animal (CETEA) – UFMG, sob o 

número de protocolo: 169/2014. 

 

3.2 Cultura celular 

Duas linhagens celulares foram utilizadas neste estudo: hepatócitos primários de 

rato e linhagem HepG2 de hepatocarcinoma humano. Os hepatócitos foram isolados do 

fígado de ratos machos Wistar através da perfusão intraportal com colagenase, como já 

previamente descrito por Boyer, 1990. Após a extração, as células foram plaqueadas em 

lamínulas previamente revestidas por solução de colágeno de cauda de rato e mantidas 

em cultura por 4-6 horas em placa de 6-wells contendo meio William’s, 10% de soro fetal 

bovino, 50 unidades/mL de penicilina e 50g/mL de estreptomicina. A placa foi mantida 

em estufa a 37ºC sob 5% CO2/95% O2. A medida de viabilidade destas células para 

utilização foi feita através do teste de exclusão com azul de Tripan e somente foram 

utilizadas aquelas culturas com viabilidade acima de 85%.  

As células HepG2 foram cultivadas a 37ºC sob 5% CO2/95% O2 em meio DMEM 

HIGH GLUCOSE (Gibco) contendo 10% de soro fetal bovino, 50 unidades/mL de 

penicilina, 50g/mL de estreptomicina e 1mM de piruvato de sódio. 

 

3.3 Remoção do colesterol de membrana com MβCD 

Com o objetivo de sequestrar o colesterol de membrana e desorganizar os lipid-

rafts, as células foram incubadas por 45 minutos em meio de cultura sem soro e contendo 

10mM de Metil-Beta-Ciclodextrina (MβCD), (Klein, 1995; Christian, 1997; Rodrigues, 

2013) ou 10mM de 2-Hidroxipropil-γ-ciclodextrina (HYCD), como controle negativo. 

 

3.4 Imunofluorescência 

http://www.sigmaaldrich.com/catalog/product/sigma/h125
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Para realização dos experimentos de imunofluorescência, as células foram 

cultivadas sobre lamínulas nas condições já descritas e marcadas para a observação das 

seguintes estruturas: 

Lipid-rafts: Para realização da marcação dos lipid-rafts utilizamos a subunidade 

B da cólera-toxina acoplada ao fluoróforo Alexa-555 (CTxB-Alexa-555, Invitrogen, NY). 

As células vivas foram incubadas em meio de cultura contendo 1 ug/mL de CTxB-Alexa-

555 e mantidas nesta situação por 20 minutos a 25ºC. Após incubação, as células foram 

lavadas várias vezes com tampão salina com fosfato (PBS) 1X. Posteriormente, as células 

foram fixadas com paraformaldeído 4% a 25ºC por 20 minutos. As imagens foram obtidas 

utilizando um microscópio confocal Zeiss LSM 510 usando uma lente objetiva de 63X, 

NA 1.4 sendo as amostras excitadas a 568 nm e detectadas a LP 585 nm. 

IR, EGFR e c-met: Após fixadas com paraformaldeído 4% por 20 minutos, 

permeabilizadas com 0,5% de Triton X-100 por 15 minutos e bloqueadas com solução de 

PBS + 1% BSA + 5% de Normal Horse Serum, as células foram marcadas com anticorpo 

policlonal contra a subunidade β do IR (BD Biosciences, San Jose, CA), anti-EGFR (BD 

Biosciences, San Jose, CA) ou anti-c-met (Abcam) na concentração de (1:250), e, em 

seguida, incubadas com um anticorpo secundário conjugado com Alexa-488 (1:500), 

(Invitrogen , Grand Island, NY). As imagens foram obtidas utilizando um microscópio 

confocal Zeiss LSM 510 usando uma lente objetiva de 63X, NA 1.4 sendo as amostras 

excitadas a 488 nm e detectadas a 505-550 nm. 

Caveolina-1 (Cav-1): Amostras de fígado de animais controle ou tratados com 

lovastatina 15mg/kg/dia foram incluídos em Paraplast ®, cortados em micrótomo na 

espessura de 5µm, desparafinizados com xilol, reidratados com etanol em concentrações 

decrescentes de 100 a 50% e pré-tratados com tampão Tris/EDTA (Tris (10 nmol/L); 

EDTA (1 mmol/L)) por 30 minutos a 100ºC, para recuperação antigênica. Após 

recuperação dos epitopos, os cortes foram incubados com anti-Cav-1 (1:100) por 24 

horas. Após sucessivas lavagens com PBS 1X, os cortes foram incubados com anticorpo 

secundário acoplado a Alexa -555 (1:500). As imagens foram obtidas utilizando um 

microscópio confocal Zeiss LSM 510 usando uma lente objetiva de 63X, NA 1.4 sendo 

as amostras excitadas a 594 nm e detectadas a 610-710 nm. 

 

3.5 Detecção dos sinais de Ca+2  
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Para detecção dos sinais de Ca+2 in vitro, as células foram carregadas com a sonda 

para Ca+2 FLUO-4/AM (6 µM) por 20 minutos a 37ºC e 5%CO2. Em seguida, as 

lamínulas contendo as células foram transferidas para uma câmera de perfusão encaixada 

na platina do microscópio Zeiss LSM 510. Durante todo o experimento, as células foram 

tratadas com uma solução HEPES 1X (19,7mM Hepes, 130mM NaCl, 5mM KCl, 1mM 

MgSO4, KH2PO4, 1,25mM CaCl2, 5mM glicose, Hepes 4,7mM), pH=7,4. O sinal nuclear 

e citosólico de Ca+2 foi monitorado em células individuais durante 4 minutos de 

estimulação com insulina (300 nM), vasopressina (100nM), EGF (50ng/mL) ou HGF 

(100ng/mL). A fluorescência (Fluo-4/AM) foi monitorada utilizando-se a objetiva de 63X 

(1,4 AN) e as imagens foram coletadas a 1-5 imagens/segundo. Alterações na 

fluorescência (F) foram normalizadas pela fluorescência inicial (F0) e expressas como 

(F/F0) X 100 (Echevarría, 2003). 

Já para a detecção dos sinais de Ca+2 in vivo, ratos Wistar machos foram 

anestesiados com quetamina/xilazina, tiveram o fígado exposto e incubado em uma placa 

contendo solução de Fluo-4/AM (50 µM) em salina por 10 minutos. Posteriormente, os 

animais foram cuidadosamente alocados sobre a platina de um confocal Nikon A1 com o 

fígado sobre uma lamínula e visualizado com objetiva de 10X. O sinal de Ca+2 foi 

monitorado por 5 minutos antes e após a injeção intravenosa de uma solução de 600nM 

de insulina e as alterações na fluorescência foram também normalizadas de acordo com 

a descrição acima. 

 

3.6 Ensaio de incorporação de BrdU 

A proliferação de células HepG2 foi mensurada pelo ensaio de incorporação de 

BrdU de acordo com instruções do fabricante (Roche Applied Science, IN). As células 

HepG2 foram plaqueadas em placa de 96-wells, carenciadas por 24 horas após aderidas e 

incubadas com solução contendo BrdU e diferentes concentrações de insulina (300, 600 

e 1200nM) por 16 horas. As células tratadas com MβCD (10mM) ou HYCD (10mM) 

foram tratadas por 45 minutos antes de serem incubadas com insulina e BrdU. 

 

3.7 Dosagem da glicose 
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Concentração de glicose no meio de cultura foi mensurada através do método 

colorimétrico enzimático (Analisa, Belo Horizonte, Brasil) de acordo com instruções do 

fabricante. Inicialmente, as células controle ou tratadas com MβCD (10mM) foram 

estimuladas com insulina (300nM) por 15 minutos e, então o meio de cultura foi coletado 

para o teste. 10µL do meio e da solução padrão (glicose a 100mg/dL) foram adicionados 

a 990µL de reagente de coloração (tampão fosfato pH 7,5, 5mM de fenol, 1000U/L de 

glicose-oxidase, 1000 U/L de peroxidase, 0,4mM de 4-aminoantipiridina, 7,7mM de 

azida de sódio). Os tubos foram incubados por 10 minutos a 37ºC. A absorbância da 

solução foi mensurada a 480nm (UV/visible U-200L Spectrophotometer, Hitachinaka, 

Japan). A concentração de glicose foi calculada através da equação: (Concentração do 

padrão/ Absorbância do padrão) X Absorbância da amostra. A concentração de glicose 

foi plotada como porcentagem do controle. 

 

3.8 Imunohistoquímica para PCNA 

Secções embebidas em Paraplast ® (Sigma-Aldrich) de tecido hepático de ratos 

após regeneração foram desparafinizados com xilol, reidratados com etanol em 

concentrações decrescentes de 100 a 50% e pré-tratados com tampão Tris/EDTA (Tris 

(10 nM); EDTA (1 mM). Após recuperação dos epitopos, os cortes foram incubados por 

30 minutos em solução de peróxido de hidrogênio a 3% em água destilada, para bloqueio 

da peroxidase endógena. Após 3 lavagens com PBS 1X, os cortes foram incubados com 

anticorpo preparado em solução de bloqueio de ligações inespecíficas feito com BSA (1% 

w.v.) e normal horse serum (5% w.v.) em PBS (1X) por 1 hora. Em seguida, os cortes 

foram incubados overnight com anti- proliferating cell nuclear antigen (anti-PCNA) em 

PBS 1X (1:100), (Dako-Ctytomation). Após sucessivas lavagens com PBS 1X, os cortes 

foram incubados por 30 minutos com Biotinylated link universal e, posteriormente, por 

mais 30 minutos com Streptavidina-Horseradish Peroxidase (HRP). Os cortes foram 

revelados com diaminobenzidina (DAB) por cerca de 2 minutos. Após a revelação, as 

lâminas foram lavadas em água destilada corrente, desidratadas em bateria crescente de 

álcool 50-100% e diafanizados em 2 imersões em xilol. As lâminas foram montadas em 

Entellan (Merck). Para análise, 5 campos de cada corte (5 cortes por animal, n=3 animais 

por grupo) foram utilizados para análise de positividade para PCNA (células 

positivas/número total de células X 100). 
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3.9 Western blot 

Células cultivadas em placas de 6-wells foram lavadas com PBS e solubilizadas 

em 150 µl de solução detergente: Nonidet® P40 (1% w/v.) contendo 2% de inibidor de 

protease (Roche Applied Science). A concentração de proteína foi determinada 

espectofotometricamente pelo método de Bradford. 30 µg de proteína foram separados 

em gel de poliacrilamida 8% e transferidos para membrana de PVDF (Bio Rad). As 

membranas foram bloqueadas com albumina bovina (5% w/v) diluída em tampão TBST 

(tampão salina: Tris base (20 mM) acrescido de 0,05% de Tween 20) por 1 hora e depois, 

incubadas com anticorpos primários: anticorpo policlonal anti-IR (1:1000); anticorpos 

policlonais anti-Cav1 (1:1000), anti-Akt e anti-pAkt (1:500) e anti-ERK1/2 e pERK1/2 

(1:1000); ou anticorpo monoclonal ant-β-actina ou Gliceraldeído 3-fosfato 

desidrogenase (GAPDH), (1:5000). Esta incubação ocorreu por 2 horas à temperatura 

ambiente. Após 3 lavagens com TBST, a membrana foi incubada por 1 hora com 

anticorpo secundário conjugado à peroxidase (1:5000) à temperatura ambiente. As 

membranas lavadas foram expostas ao reagente de detecção ECL plus (GE Healthcare), 

30 µl/cm2 por 5 minutos e posteriormente revelados por quimioluminescência no 

revelador LAS-4000 (GE Healthcare). 

 

3.10 Hepatectomia parcial e tratamento com lovastatina 

Hepatectomia parcial de 70% foi realizada em ratos Wistar machos adultos, de 

acordo com protocolo descrito por Higgins, 1931. Os animais foram tratados com salina 

ou com 15mg/kg/dia de solução de lovastatina diluída em salina durante 14 dias antes do 

procedimento cirúrgico (Björkhem-Bergman, 2010). Após a cirurgia, os animais 

continuaram a receber o tratamento com lovastatina até o dia do sacrifício (48 ou 120 

horas após a hepatectomia). Para avaliar a regeneração, o fígado de cada animal foi 

removido e pesado sendo corrigido pelo peso total do animal (razão peso do fígado/peso 

total do animal). Fígados de animais não hepatectomizados, porém submetidos ao estresse 

cirúrgico (sham), foram considerados como controle. 

 

3.11 Dosagem de colesterol 
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A fim de quantificarmos o colesterol presente no tecido hepático de animais 

controle ou tratados com lovastatina, amostras de fígado foram coletadas durante 

hepatectomia e lisadas, por 1 hora e 30 minutos, a 4°C, sob leve agitação, em solução-

tampão contendo TrisHCl (100 mM) (pH 8,0), NaCl (150 mM), MgCl2 (2mM), Triton X-

100 (1%), iodoacetamida (5mM), NaN3 (0,025%), PMSF (1mM), di-

isopropilfluorofosphate (1mM) e 0,02 U/mL de aprotinina. Após a lise, uma pequena 

porção dos extratos teciduais de cada grupo foi coletada para extração de lipídios pelo 

método de Folch (Folch, 1957). Resumidamente, os extratos foram diluídos na razão 

(8:4:3) de clorofórmio: metanol: amostra. Após misturarmos os solventes e as amostras, 

os tubos permaneceram em repouso por 5 minutos. O próximo passo foi descartar a fase 

superior (aquosa) e secar a fase inferior (orgânica) com o auxílio de câmara à vácuo. Os 

lipídios secos foram, então, submetidos à quantificação de colesterol usando o 

Cholesterol Quantitation Kit (Sigma-Aldrich), de acordo com as instruções do fabricante. 

 

3.12 Ensaio de MTT 

Inicialmente, 104 células HepG2 foram plaqueadas em placas de 24-wells 

contendo 1 ml de DMEM +10 % de soro fetal bovino + 1% antibiótico e antimicótico. 

Após 24 horas, células foram incubadas por 45 minutos com DMEM sem soro, MβCD 

(10mM), HYCD (10mM) ou Triton (1% w/v.) como controle positivo. Em seguida, 

células foram lavadas com PBS e novamente incubadas com DMEM sem soro. Logo 

após, 50uL de solução de MTT (5mg/mL) foram adicionados a cada poço por 4 horas. 

Após a incubação, 40uL de solução de SDS/HCl a 4% foram adicionados em cada poço 

e placa foi incubada por 12 horas. A leitura foi feita em espectofotômetro ajustado para 

absorbância a 595nm. Para cada condição, 4 leituras individuais foram realizadas. 
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4. RESULTADOS 

4.1 O receptor para insulina está localizado nos lipid-rafts  

 

Diversos trabalhos sugerem que as balsas de membrana desempenham um papel 

importante na transdução do sinal mediada pela ativação do IR  (Parpal et al., 2001; 

Watson et al., 2001; Vainio et al., 2002; Cohen et al., 2003). Neste aspecto, já foi também 

mostrado que estímulos elétricos de baixa intensidade (2V/cm, 55pps durante 10 minutos) 

promovem o acúmulo dos receptores para insulina nesses microdomínios de membrana, 

com consequente ativação das vias de sinalização descendentes (Morino-Koga, 2012). 

Contudo, ainda não foi demonstrada por imagem a localização dos IRs nos rafts de 

membrana. Com o objetivo de visualizar e confirmar a localização dos IRs nos rafts ricos 

em colesterol, realizamos a imunomarcação tanto dos IRs quanto das balsas de 

membrana, estas últimas sendo visualizadas através da marcação por fluorescência para 

o gangliosídeo de membrana GM1 (marcador de microdomínios de membrana ricos em 

colesterol) (Kakio, 2001; Mori, 2012). Na FIGURA 9, podemos observar a proximidade 

dos IRs com as balsas de membrana tanto em células HepG2, (FIGURA 9A-B) quanto 

em hepatócitos primários de rato (FIGURA 9C-E). Utilizando microscopia de alta-

resolução AiryScan, observamos a sobreposição perfeita do IR com os lipid-rafts na 

membrana celular dos hepatócitos primários (FIGURA 9D). Investigamos ainda se este 

perfil de localização celular dos IRs nas balsas de membrana ocorre também para 

receptores de outros mitógenos hepáticos. Assim, avaliamos se os receptores de EGF 

(EGFR) e HGF (c-met) estão também localizados nos rafts. Observamos que EGFR 

também se localiza nestes microdomínios ricos em colesterol, porém, o mesmo não foi 

observado para o receptor de HGF, c-met (FIGURA 9A, painéis centrais e inferiores). A 

quantificação dos picos de intensidade de fluorescência, que demonstram a colocalização 

das estruturas, estão representadas na FIGURA 9B para células HepG2 e em 9E para 

hepatócitos. Desta maneira, demonstramos que nas células hepáticas analisadas, o IR está 

localizado nos lipid-rafts. 

 

 

                                                                                                                                                                                                                                                                                                                            

http://onlinelibrary.wiley.com/doi/10.1002/jcp.24149/full#bib30
http://onlinelibrary.wiley.com/doi/10.1002/jcp.24149/full#bib44
http://onlinelibrary.wiley.com/doi/10.1002/jcp.24149/full#bib43
http://onlinelibrary.wiley.com/doi/10.1002/jcp.24149/full#bib6
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Figura 9: O receptor para insulina está localizado em microdomínios de membrana ricos 

em colesterol.  A) Imagens de microscopia confocal realizada em células HepG2 imunomarcadas em verde para o 

receptor para insulina (IR), EGFR ou c-met (painéis a esquerda) e em vermelho para o gangliosídeo GM1 (GM1, painel 

central). A sobreposição de ambas as marcações está representada no painel à direita. B) Quantificação da intensidade 

de fluorescência em uma região de interesse analisada nas imagens sobrepostas em A. Picos da curva demonstram a 

intensidade de fluorescência máxima em determinado ponto para as marcações de IR, EGFR e c-met. Sobreposição 

dos picos indicam colocalização de estruturas em verde e vermelho. C) Imagens de uma única fatia realizada por 

microscopia confocal realizada em hepatócitos primários de rato imunomarcados em verde para o receptor para insulina 

(IR, painel superior à esquerda), em vermelho para o gangliosídeo GM1 (GM1, painel superior central) e a sobreposição 

de ambas as marcações está representada no painel à direita. Painéis inferiores representam mesma marcação 

mencionada acima, porém as imagens representam a reconstituição de uma série-Z. D) Amplificações de regiões de 

interesse delimitadas no painel C e capturadas por microscopia de super-resolução AiryScan, realçando a colocalização 

entre IR e GM1. E) Quantificação da intensidade de fluorescência em uma região de interesse analisada na imagem 

sobreposta em C.  n= 3 experimentos individuais e 55 células analisadas para cada marcação. Barra de escala = 10µM. 
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4.2 A remoção do colesterol de membrana redistribui o receptor para insulina nas 

células 

Assim como outros receptores do tipo tirosina-cinase, a ligação da insulina a seu 

receptor específico irá, tipicamente, levar à dimerização do receptor e fosforilação dos 

resíduos de tirosina, o que desencadeia uma cascata de sinalização intracelular que 

culminará com um evento fisiológico final (revisado por Zwick, 2001). Com o objetivo 

de verificar se a localização dos IRs nas balsas de membrana é essencial para a ativação 

do receptor e consequente transdução de sinal intracelular mediada pela insulina, 

realizamos a desorganização dos rafts através da remoção do colesterol de membrana. 

Uma metodologia bastante empregada e aceita para esse propósito, é a utilização de 

MβCD, uma ciclodextrina com um anel hidrofóbico que extrai o colesterol da membrana 

celular (Christian, 1997). Nagata e colaboradores, 2007, já demonstraram a eficiência do 

tratamento com essa ciclodextrina em células hepáticas para a desorganização dos 

microdomínios de membrana (Nagata, 2007). Na FIGURA 10A observamos a marcação 

fluorescente do gangliosídeo de membrana GM1, em células HepG2 controle (painel da 

esquerda) ou incubadas com MβCD (10mM) por 45 minutos (painel da direita). Como 

podemos observar, existe uma modificação no padrão da marcação, assim como uma 

redução e dispersão do sinal fluorescente, quantificado na FIGURA 10B, indicando que 

o tratamento com a ciclodextrina é eficiente na remoção do colesterol e desorganização 

dos rafts (Controle: 98,65±4 a.u vs MβCD: 58.8±3,7 a.u, n=159 células por grupo, * 

p<0,01). 

Para verificarmos se o tratamento com essa droga poderia levar à diminuição da 

viabilidade celular, realizamos o ensaio de MTT. Como mostrado, o tratamento com a 

droga não causa morte/inviabilidade metabólica celular, resultado representado na 

FIGURA 10C-D. Células não-tratadas, tratadas com MβCD (10mM) ou tratadas com 

HYCD (10mM), um análogo sem afinidade pelo colesterol, foram igualmente capazes de 

metabolizar o MTT em formazan, um indicativo da atividade mitocondrial e consequente 

viabilidade metabólica celular. Como controle negativo da técnica, foi utilizado a 

incubação das células com Triton a 1% antes da realização do ensaio (Controle: 100±0%; 

Triton (1%): 19,63±0,4%; MβCD: 97.41±2.3%; HYCD: 102,2±0,7%, n=3 experimentos 

individuais em triplicata, * p<0,01). Sendo assim, o emprego do MβCD para 

desorganização dos rafts e estudo da interferência desse processo na atividade celular 

induzida pela insulina, se mostrou adequado.  
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Após o tratamento com MβCD e concomitante marcação fluorescente do IR, 

observamos que a disposição desta proteína ao longo da superfície celular é alterada tanto 

em células HepG2 quanto em hepatócitos (FIGURA 10E-H). Em células controle, o IR 

encontra-se distribuído ao longo de toda a membrana da célula, enquanto que nas células 

submetidas ao tratamento para remoção do colesterol e desorganização dos rafts, os 

receptores se reorganizam, mostrando-se aglutinados e não mais recobrindo todo o 

plasmalema (HepG2 - controle: 71±10% vs MβCD: 31±5% / Hepatócitos – controle: 

73±12% vs MβCD: 22±7%; *p<0,05, n=55 células quantificadas para cada grupo e 

tratamento), (quantificação nas FIGURAS 10J-I). Para garantir que o tratamento para a 

remoção do colesterol causou um rearranjo na localização do receptor e não uma redução 

na densidade protéica total, realizamos western blotting com lisados de células HepG2 

controle e tratadas. Como observado, a análise densitométrica demonstrou uma mesma 

abundância relativa do IR em ambos os grupos (Controle: 1,25±0.27 vs MβCD: 

1,53±0,11, n=3 experimentos individuais em duplicata, p=ns), (FIGURA 10G).  

Experimentos na literatura demostraram que o tratamento com MβCD induz a 

exocitose e endocitose compensatória de vesículas intracelulares em fibroblastos e em 

neurônios motores (Hissa, 2012; Rodrigues, 2013). Ao considerarmos nosso modelo, tal 

evento poderia causar a internalização do IR. Para verificar se o tratamento com MβCD 

levaria a internalização do receptor, realizamos uma dupla marcação fluorescente para o 

IR e citoesqueleto de actina (marcado com phalloidin). Observamos que após o 

tratamento com MβCD, o receptor para insulina tende a se aglomerar em “clusters” 

intracelulares como mostrado na FIGURA 11. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



45 
 

 

 

Figura 10: O tratamento com MβCD eficientemente desorganiza os lipid-rafts e a 

distribuição do receptor para insulina na célula. A) Imagens de células HepG2 controle ou tratadas com 

MβCD 10mM por 45 minutos e posteriormente marcadas com Cólera-Toxina-B (CTx-B) acoplada a Alexa 555. B) 

Quantificação da intensidade de fluorescência emitida pela CTx-B-555 (n=159 células por grupo, * p<0,01). C) 

Imagens representativas da atividade metabólica de HepG2, mensurada por MTT, controle, tratadas com MβCD 10mM 

e HYCD 10mM por 45 minutos. D) Quantificação do ensaio de MTT executado em C (n=3 experimentos individuais 

em triplicata, *p<0,05).   
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Figura 10 (continuação): E) Z-stack de células HepG2 controle e tratadas com MβCD 10mM e marcadas para 

o receptor para insulina. Observar no painel à esquerda contornada em amarelo, a área de membrana recoberta pelo 

receptor para insulina. F) Quantificação da área de membrana revestida pelo receptor para insulina nos dois grupos. G) 

Imunoblottings de extrato total de proteínas de células HepG2 controle e tratadas com MβCD (10mM) e análise 

densitométrica (gráfico abaixo), mostrando que o tratamento com a ciclodextrina não altera a quantidade do receptor 

para insulina (p=ns, n= 3 experimentos individuais). H) Z-stack de hepatócitos de rato controle e tratados com MβCD 

(10mM) e marcadas para o receptor para insulina. I) Quantificação da área de membrana revestida pelo receptor para 

insulina em ambos os grupos. Valores representam a média ± desvio padrão. Dados foram analisados através do one-

way ANOVA ou t-test student (* p<0,01, n=3 experimentos em triplicata).  Barra de escala superior painéis A,E,H = 

10uM. Barra de escala painel C = 100µM. 
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Figura 11: O tratamento com MβCD leva a internalização do receptor para insulina. A) 

Células HepG2 controle e B) tratadas com MβCD (10mM) e marcadas para o receptor para insulina em verde e para o 

citoesqueleto de actina em vermelho. Observar no painel à esquerda, a formação de “dots” logo abaixo do citoesqueleto, 

indicativo de internalização do receptor em vesículas intracelulares. Imagens inferiores mostram imagens ortogonais 

mostrando a internalização do receptor (n=3 experimentos em triplicata para cada condição). 
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4.3 A sinalização de Ca+2 induzida por insulina é dependente da integridade dos 

lipid-rafts 

 

A insulina é um hormônio responsável pela regulação do metabolismo, viabilidade, 

crescimento e proliferação em hepatócitos primários e diversas linhagens de hepatomas 

(Michalopoulos e Pitot, 1975; Koontz, 1981). Trabalhos recentes de nosso grupo 

demonstraram que a insulina, uma vez ligada a seu receptor de membrana, é capaz de 

iniciar sinais intracelulares de Ca+2 que começam no núcleo celular e se propagam por 

todo citoplasma devido à geração preferencial de InsP3 no núcleo (Rodrigues, 2008; 

Amaya, 2014). Com base nisso, nos propusemos a investigar se este sinal de Ca+2 gerado 

pela insulina sofreria interferência mediante a desorganização dos rafts de membrana, 

uma vez que o IR se mostrou localizado nestas estruturas. Observamos que as células 

HepG2 e os hepatócitos tratados com MβCD (10mM) demonstraram uma redução na 

amplitude do sinal para Ca+2 induzido por insulina (HepG2 – Núcleo controle =221,3%, 

Citosol controle=164%; p<0,01, n = 50 células para cada condição) / (Hepatócitos – 

Núcleo controle = 142,3%, Citosol controle=58%; p<0,01, n = 50 células para cada 

condição), (FIGURAS 12 e 13). Com isso, a integridade dos lipid-rafts se mostra 

necessária tanto para a correta distribuição e biodisponibilidade do IR ao longo da célula 

quanto para o desencadeamento do sinal intracelular de Ca+2 mediante a ligação da 

insulina.  

Sabe-se que além da insulina, outros fatores tais como HGF e EGF são de extrema 

importância para a sinalização celular de Ca+2 no fígado e com grande participação no 

processo de regeneração hepática (Gomes, 2008; revisado por Michalopoulos, 2010).  

Para investigar se a desorganização dos rafts também poderia afetar a sinalização de Ca+2 

induzida por EGF ou HGF, células HepG2 foram submetidas ao mesmo tratamento com 

MβCD (10mM) e posteriormente estimuladas com os fatores de crescimento 

mencionados. De forma curiosa, a desorganização dos rafts não afetou o sinal de Ca+2 

induzido por EGF (Núcleo controle =552,3±18%, Citosol controle=444±11%; p<0,01, n 

= 50 células para cada condição) ou HGF (Núcleo controle =589,3±11%, Citosol 

controle=498±6%; p<0,01, n = 50 células para cada condição), mesmo estando EGFR 

localizado nos rafts, conforme demonstrado anteriormente na FIGURA 14. 

Com isso, em nosso modelo, a sinalização de Ca+2 induzida por HGF e EGF se 

mantiveram íntegras em células tratadas com MβCD (10mM). Por outro lado, a 



49 
 

desorganização dos rafts induzida pela ciclodextrina aboliu a sinalização de Ca+2 induzida 

por insulina. Desta forma, apesar de tanto IRs quanto EGFRs estarem localizados nas 

balsas de membrana, IRs se apresentaram mais sensíveis à desorganização dos rafts, já 

que a sinalização de Ca+2 induzida por insulina, mas não por EGF, foi completamente 

abolida em células tratadas com MβCD. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



50 
 

 

 

Figura 12: A desorganização dos lipid-rafts abole a sinalização de Ca+2 intracelular induzida 

por insulina em células HepG2. A-D) Imagens confocal de células HepG2 controle (A) e tratadas com MβCD 

(10mM), (D) carregadas com Fluo-4/AM (6 µM) e estimuladas com insulina (300nM). Imagens foram pseudocoloridas 

de acordo com a escala mostrada emaixo dos painéis A e D. B) Representação gráfica do aumento da fluorescência no 

núcleo (linha azul) e no citosol (linha vermelha) do grupo controle. C) Sumário dos estudos de Ca+2 no grupo HepG2 

controle. E) Representação gráfica do aumento da fluorescência no núcleo (linha azul) e no citosol (linha vermelha) do 

grupo MβCD (10mM). F) Sumário dos estudos de Ca+2 no grupo HepG2 tratado com MβCD (10mM). Valores 

representam a média ± desvio padrão. Dados foram analisados através do one-way ANOVA ou t-test student (* p<0,05, 

n=55 células por grupo).  Barra de escala = 10µM. 



51 
 

 

Figura 13: A desorganização dos lipid-rafts abole a sinalização de Ca+2 intracelular induzida 

por insulina em hepatócitos. A-D) Imagens confocal de hepatócitos controle (A) e tratados com MβCD 

(10mM) (D), carregados com Fluo-4/AM (6 µM) e estimulados com insulina (300nM). Imagens foram pseudocoloridas 

de acordo com a escala mostrada embaixo dos painéis A e D. B) Representação gráfica do aumento da fluorescência 

no núcleo (linha azul) e no citosol (linha vermelha) do grupo controle. C) Sumário dos estudos de Ca+2 no grupo 

hepatócito controle. E) Representação gráfica do aumento da fluorescência no núcleo (linha azul) e no citosol (linha 

vermelha) do grupo MβCD (10mM). F) Sumário dos estudos de Ca+2 no grupo hepatócito tratado com MβCD (10mM). 

Valores representam a média ± desvio padrão. Dados foram analisados através do one-way ANOVA ou t-test student 

(* p<0,05, n=57 células por grupo).  Barra de escala = 10µM 
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Figura 14: A sinalização de Ca+2 induzida por EGF ou HGF não é alterada devido a 

desorganização dos lipid-rafts. A-D) Imagens confocal de células HepG2 controle (A) e tratadas com MβCD 

(10mM) (D), carregadas com Fluo-4/AM (6 µM) e estimuladas com EGF (50ng/mL). Imagens foram pseudocoloridas 

de acordo com a escala mostrada emaixo dos painéis A e D. B) Representação gráfica do aumento da fluorescência no 

núcleo (linha azul) e no citosol (linha vermelha) do grupo controle. C) Sumário dos estudos de Ca+2 no grupo HepG2 

controle. E) Representação gráfica do aumento da fluorescência no núcleo (linha azul) e no citosol (linha vermelha) do 

grupo MβCD (10mM). F) Sumário dos estudos de Ca+2 no grupo HepG2 tratado com MβCD (10mM).   
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Figura 14 (continuação): G-J) Imagens confocal de células HepG2 controle (A) e tratadas com MβCD (10mM) 

(D), carregadas com Fluo-4/AM (6 µM) e estimuladas com HGF (100ng/mL). Imagens foram pseudocoloridas de 

acordo com a escala mostrada emaixo dos painéis G e J. H) Representação gráfica do aumento da fluorescência no 

núcleo (linha azul) e no citosol (linha vermelha) do grupo controle. I) Sumário dos estudos de Ca+2 no grupo HepG2 

controle. K) Representação gráfica do aumento da fluorescência no núcleo (linha azul) e no citosol (linha vermelha) 

do grupo MβCD (10mM). J) Sumário dos estudos de Ca+2 no grupo HepG2 tratado com MβCD (10mM). Valores 

representam a média ± desvio padrão. Dados foram analisados através do one-way ANOVA ou t-test student (* p<0,05, 

n=45 células por grupo).  Barra de escala = 10µM. 
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4.4 O metabolismo e a proliferação celular induzidos por insulina in vitro são debilitados 

devido à desorganização dos rafts de membrana 

 

Uma vez ligada a seu receptor, a molécula de insulina induz diversas funções 

metabólicas, entre elas a proliferação e o metabolismo celular (Di Guglielmo, 1998; 

Amaya, 2014). As ações metabólicas da insulina no fígado são mediadas principalmente 

pela via da PI3K -Akt/PKB (revisado por Taniguchi, 2006). De fato, nossos resultados 

demonstram que tanto células HepG2 quanto hepatócitos, quando incubados com insulina 

(300nM), apresentaram um aumento da fosforilação de Akt (p-Akt) (FIGURA 15A-B), 

evento inibido quando as células tiveram os rafts  de membrana desorganizados 

(FIGURA 15A-B, última coluna de cada gráfico), mostrando que a ativação de Akt pelo 

IR é dependente da organização das balsas de membrana (HepG2: Controle = 0,16±0,01 

a.u., Insulina 300nM = 1,09±0,13 a.u., e MβCD + Insulina = 0,56±0,06 a.u. / Hepatócitos: 

Controle = 0,80±0,19 a.u., Insulina (300nM) = 2,6±0,40 a.u., e MβCD + Insulina = 

0,84±0,6 a.u  p<0,05, n=3 experimentos individuais). Já é sabido que a fosforilação da 

Akt é essencial para o metabolismo de glicose no tecido muscular e fígado (Whiteman, 

2002; Ono, 2003). Sendo assim, avaliamos o metabolismo energético celular induzido 

pela insulina, em células submetidas à desestruturação dos rafts, realizando a dosagem de 

glicose do meio. Como esperado, ambas as células, quando tratadas com MβCD (10mM), 

mas não com o análogo inativo HYCD, apresentaram uma redução na captação de glicose 

(HepG2: Controle = 100%, Controle + Insulina (300nM) = 50,93±7,2%, MβCD + 

Insulina = 83,15±8,4% e HYCD + Insulina= 52,15±5,4%  / Hepatócitos: Controle = 

100%, Insulina (300nM) = 80,91±2,25%, MβCD + Insulina = 96,95±3,9% e HYCD + 

Insulina= 81,22±3,2%    p<0,05, n=3 experimentos individuais em triplicata) (FIGURA 

15C-D), mostrando a real dependência da ativação da via da Akt para o metabolismo 

energético dependente de insulina. 

Sabendo que a liberação do Ca+2 de estoques nucleares induzida pela insulina é 

essencial para a proliferação celular (Rodrigues, 2007; Amaya, 2014) e que a 

desorganização dos rafts aboliu a sinalização de Ca+2 induzida por este hormônio, 

decidimos investigar a taxa de proliferação celular induzida pela insulina em células 

tratadas que tiveram o colesterol de membrana reduzido. O ensaio de BrdU realizado em 

células HepG2 demonstrou que concentrações crescentes de insulina (300, 600 e 

1200nM) induzem a proliferação celular, efeito inibido pela remoção do colesterol de 
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membrana (FIGURA 16A-B) (0% soro = 100%; 10% soro = 176±12%, MβCD + 10% 

soro= 110,0±11%, Insulina (300nM) = 135±8%, MβCD + Insulina (300nM) = 

94,2±4,1%, Insulina (600nM) = 146±8%, MβCD + Insulina (600nM) = 85±6%, Insulina 

(1200nM) = 157±8%, MβCD + Insulina (1200nM) = 84±8% p<0,05, n=3 experimentos 

individuais em triplicata). 

As ERK1/2 são membros da superfamília de mitógenos ativados por ligantes e 

desempenham funções de proliferação celular e apoptose (revisado por Mebratu, 2009). 

Uma vez fosforiladas, essas enzimas ativam diversos fatores de transcrição nucleares e 

proteínas citoplasmáticas envolvidas com a regulação da mitose (Howe, 1992; revisado 

por Blenis, 1993; Treisman, 1994). Por outro lado, hiperativação espaço-temporal dessas 

enzimas pode levar a uma parada do ciclo celular, impedindo a mitose devido a um 

acúmulo de ciclinas D1 e da proteína inibidora de cinase dependente de ciclina 1 

(p21cip1) (Clark, 2004; revisado por Chambard e colaboradores, 2006). Assim como 

outros fatores de crescimento, a insulina também leva a fosforilação de ERK1/2 (Denton, 

1995; Kayali, 2000). Quando células HepG2 e hepatócitos foram estimulados com 

insulina 300nM, de fato observamos um aumento da ativação de ERK1/2 (FIGURA 16C-

D). Porém, quando previamente tratadas com MβCD (10mM), estas células apresentaram 

uma hiperativação destas enzimas (HepG2: Controle = 0,29±0,03 a.u., Insulina (300nM) 

= 6,61±1,6 a.u., MβCD = 32,6±1,5 a.u e MβCD + Insulina = 30,7±0,5 a.u. / Hepatócitos: 

Controle = 9,3±1,5 a.u., Insulina (300nM) = 31,19±0,8 a.u., MβCD =  64,31±8,5 e MβCD 

+ Insulina = 66,33±9,4 a.u; p<0,05, n=3 experimentos individuais) (FIGURA 16C-D, 

última coluna de cada gráfico), o que vai ao encontro do bloqueio da proliferação celular 

observado nos ensaios de BrdU. 
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Figura 15: O metabolismo hepatocelular de carboidrato é alterado devido à remoção do 

colesterol membranar e consequente desorganização dos rafts de membrana. Imunoblottings 

representativos de lisado celular total de células HepG2 (A) (controle, estimuladas com Insulina (300nM) e tratadas 

com MβCD (10mM) e estimuladas com Insulina (300nM)) e hepatócitos primários (B) (controle, estimulados com 

Insulina (300nM) e tratados com MβCD (10mM) e estimulados com Insulina (300nM)). Gráficos abaixo representam, 

respectivamente, a quantificação densitométrica dos níveis totais de pAkt em cada condição. (*p<0,05, n= 3 

experimentos individuais). C-D) Quantificação dos níveis de glicose presentes no meio de cultura em cada grupo 

representado para células HepG2 (C) e hepatócitos primários (D). HYCD (10mM) foi utilizado como controle negativo.  

(*p<0,05, n=3 experimentos individuais em triplicata). Valores representam a média ± desvio padrão. Dados foram 

analisados através do one-way ANOVA ou t-test student. 
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Figura 16: O efeito mitogênico da insulina é reduzido devido à remoção do colesterol de 

membrana. A) curva dose resposta da captação de BrdU em células HepG2 não estimuladas ou com as respectivas 

concentrações de insulina (300, 600, 1200nM). Soro fetal bovino a 10% foi utilizado como controle positivo do ensaio. 

(*p<0,05, n=3 experimentos). B) Curva dose resposta da captação de BrdU em células HepG2 controle (barras pretas), 

incubadas com MβCD (10mM) (barras chumbo) ou HYCD (10mM) (barras cinza) e posteriormente estimuladas com 

as concentrações assinaladas de insulina. Soro fetal bovino a 10% foi utilizado como controle positivo do ensaio (barra 

preta), (*p<0,05, n=3 experimentos individuais). C-D) Imunoblottings representativos de lisado celular total de células 

HepG2 (C) e hepatócitos (D) (controle, estimulados com insulina (300nM), tratados com MβCD (10mM) e tratados 

com MβCD (10mM) + insulina (300nM)). Gráficos abaixo representam, respectivamente, a quantificação 

densitométrica dos níveis totais de pERK1/2 em cada condição. (*p<0,05, n= 3 experimentos individuais em triplicata). 

Valores representam a média ± desvio padrão. Dados foram analisados através do one-way ANOVA ou t-test student. 
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4.5 A sinalização de Ca+2 induzida por insulina em hepatócitos e no fígado in vivo é 

reduzida em animais tratados com lovastatina 

 

Visto que a desorganização dos rafts de membrana em células em cultura ocasionou 

redução significativa na proliferação celular, partimos para a investigação in vivo com o 

objetivo de verificar se a depleção do colesterol de membrana teria alguma participação 

na sinalização de insulina no fígado e no efeito proliferativo de hepatócitos após a 

hepatectomia parcial de 70%, o que resultaria em falha do processo de regeneração 

hepática. Para depletar o colesterol in vivo, utilizamos o tratamento intraperitoneal com 

lovastatina na dosagem de 15mg/kg por dia, por um período de 14 dias, dosagem essa 

eficiente em inibir a biossíntese do colesterol em diversos modelos e estudos já realizados 

(Low, 1992; Stowe, 1999; Björkhem-Bergman, 2010). A lovastatina, assim como outras 

drogas do grupo das estatinas, é uma droga inibidora competitiva da hidroximetilglutaril 

coenzima A redutase (HMG-CoA-redutase), enzima responsável pela síntese do 

mevalonato, um precursor da molécula de colesterol (revisado por Tobert, 2003). No ano 

de 2012, estima-se que cerca de 220.000 novas pessoas iniciaram o tratamento com 

alguma droga do grupo das estatinas (IMS Health, 2012). Em nossos experimentos, a 

escolha do tratamento intraperitoneal, e não oral, deveu-se ao fato de que neste modelo 

de tratamento, a biodisponibilidade da droga é maior do que pela via enteral (Björkhem-

Bergman, 2010). A linha do tempo representando os procedimentos realizados está 

demonstrada na FIGURA 17A. Como esperado, o tratamento com a lovastatina reduziu 

significativamente a concentração total do colesterol do fígado dos animais que 

receberam o tratamento em comparação com os que receberam apenas injeção 

intraperiotenal de solução salina 0,9% (Controle: 2,6±0,14mg vs Lovastatina: 

1,4±0,08mg; *p<0,05, n=5 amostras de fígado por grupo) (FIGURA 17C). Além disso, a 

administração da estatina não alterou o peso dos animais ao longo do tratamento 

(FIGURA 17B).  

Diversos estudos demonstram que as cavéolas são um subtipo de microdomínios de 

membrana enriquecidos com colesterol e que apresentam uma grande concentração da 

proteína Cav-1, (Murata, 1995). Além disso, sabe-se que Cav-1 hepática exerce um papel 

importante no metabolismo lipídico e na regeneração hepática (Pol, 2001; Fernandez, 

2006; Woundenberg, 2010). Após 14 dias de tratamento, podemos observar que o padrão 

de marcação de Cav-1, uma proteína associada com microdomínios de membrana ricos 
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em colesterol, se torna mais homogêneo, quando comparado com o grupo controle 

(FIGURA 17D). Isso é um indicativo de que o tratamento com a lovastatina desorganiza 

de forma eficiente os rafts de membrana. Para verificar qual o efeito do tratamento na 

expressão de IR e de Cav-1, realizamos western blotting com o lisado total de porção do 

tecido hepático. Como esperado, a densidade total de IR permanece a mesma, quando 

comparada com o grupo controle (Controle = 1,57±0,01 a.u. vs Lovastatina = 1,58±0,01; 

p=ns, n= 5 amostras de fígado por grupo), porém, os animais tratados com lovastatina 

apresentaram uma maior expressão de Cav-1 (Controle = 5,25±0,7 a.u. vs Lovastatina = 

10,58±0,30; *p<0,05, n= 5 amostras de fígado por grupo) (FIGURA 17E-F). 

De posse destes dados, investigamos se a alteração observada na organização dos 

rafts/cavéolas poderia interferir na sinalização de Ca+2 estimulada por insulina nos 

hepatócitos de animais controle ou tratados com lovastatina. A FIGURA 18A-B apresenta 

traçados representativos do sinal fluorescente do transiente de Ca+2 dos hepatócitos 

extraídos de animais controles ou tratados, onde podemos observar que a resposta à 

insulina é reduzida nas células do grupo tratado. Porém, quando as mesmas células foram 

estimuladas com vasopressina (AVP 1µM), tanto o grupo controle quanto o grupo tratado 

apresentaram amplitude típica do sinal de Ca+2. Além disso, o número total de células que 

responderam à insulina/número total de células responsivas a AVP é consideravelmente 

menor no grupo que recebeu o tratamento com a estatina (Controle = 1,1±0,3 células vs 

Lovastatina = 0,44±0,2 células; *p<0,05, n=5 experimentos individuais por grupo), 

(FIGURA 18C). Como observamos uma falha na sinalização de cálcio induzida pela 

insulina nos hepatócitos dos animais tratados in vitro, decidimos investigar como estaria 

a sinalização de Ca+2 induzida pela insulina em fígados in vivo de animais controle e 

tratados com lovastatina. Este experimento inédito na literatura demonstrou que animais 

tratados com lovastatina apresentam uma menor amplitude do sinal de Ca+2 quando 

recebiam administração intravenosa de insulina (Controle= 143±3% vs 

Lovastatina=111±1%, *p<0,05, n=5 animais por grupo). Além disso, o número de células 

que responderam à insulina era grandemente reduzido nos animais que receberam o 

tratamento com a estatina (Controle=98±1% vs lovastatina=20±4%, *p<0,05 e n= 5 

animais e 5 campos analisados por grupo).  Desta forma, demonstramos tanto in vitro 

quanto in vivo que hepatócitos de animais tratados com lovastatina apresentam menor 

resposta à insulina, o que gera menor amplitude do sinal de Ca+2 e menor número de 

células responsivas a este hormônio (FIGURA 18). 
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Figura 17: O tratamento com lovastatina altera a organização celular de caveolina-1 e reduz 

o colesterol total do fígado de ratos. A) Desenho experimental dos procedimentos in vivo realizados com 

ratos. B) Gráfico representativo do peso dos animais tratados diariamente com injeção intraperitoneal de solução salina 

(controle, linha simples) ou lovastaina 15mg/kg (linha descontínua) durante 14 dias (n=10 animais). C) Concentração 

de colesterol total do fígado de animais controle ou tratados com lovastatina após 14 dias de tratamento (*p<0,05, n= 

5 amostras por grupo). D) Cortes de fígado de animais controle (painel da esquerda) e tratados com lovastatina (painel 

da direita) marcados por imunofluorescência para Caveolina-1 (Cav-1). A extrema direita, encontra-se magnificação 

de uma região de interesse delimitada nas imagens. n=5 fatias e 5 campos analisados por fatia por grupo.



61 
 

.  

Figura 17 (continuação): E-F) Imunoblottings representativos de lisado de tecido hepático total de ratos controle 

ou tratados com lovastatina para verificação da expressão do receptor para insulina (E) ou Caveolina-1 (F), (*P<0,05, 

n = 5 animais).  Valores representam a média ± desvio padrão. Dados foram analisados através do one-way ANOVA 

ou t-test student. Barra de escala= 20µM. 
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Figura 18: A sinalização de Ca+2 induzida por insulina em hepatócitos primários e no fígado 

in vivo é debilitada em animais tratados com lovastatina A) Representação gráfica do aumento da 

fluorescência no núcleo (linha azul) e no citosol (linha vermelha) de hepatócitos do grupo controle quando estimulados 

com insulina (300nM) ou AVP (100nM). B) Representação gráfica do aumento da fluorescência no núcleo (linha azul) 

e no citosol (linha vermelha) de hepatócitos do grupo lovastatina quando estimulados com insulina (300nM) ou AVP 

(100nM). C) Quantificação da razão entre o número de hepatócitos responsivos à insulina/ número de células 

responsivos a AVP em ambos os grupos (Controle e Lovastatina) (*p<0,05, n=47 células analisadas por grupo). D) 

Representação gráfica do aumento da fluorescência in vivo nos hepatócitos do fígado de animais controle (linha azul) 

ou tratados com lovastatina (linha vermelha) e estimulados com insulina (600nM) (n=4 animais por grupo) E) Sumario 

dos estudos de transiente de Ca+2   in vivo no fígado de ratos (*p<0,05; n=55 células analisadas por grupo). F) Análise 

gráfica do número (%) de células responsivas a insulina no fígado de animais controle ou tratados com lovastatina. 

Observar redução do número de hepatócitos responsivos a insulina no grupo de animais tratados com lovastatina 

(*p<0,05; n= 4 animais e 4 imagens analisadas por grupo experimental). G) Imagens de microscopia confocal de 

fígados carregados com Fluo-4/AM (6 µM), estimulados com insulina (600nM) e visualizados durante 5 minutos in 

vivo. Imagens foram pseudocoloridas de acordo com barra de escala indicada no painel G. 
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4.6 A regeneração hepática é atrasada em animais tratados com lovastatina 

 

Para investigar a relevância fisiológica do colesterol de membrana na capacidade 

proliferativa dos hepatócitos e na consequente regeneração hepática in vivo, submetemos 

os ratos controle ou tratados com lovastatina à hepatectomia parcial de 70% (PH 70%). 

Depois da cirurgia, um grupo de animais foi avaliado para a regeneração hepática após 

48 horas e outro grupo, após 120 horas. Um grupo foi apenas submetido ao estresse 

cirúrgico, sem o procedimento de retirada do fígado (grupo Sham). Os tempos foram 

escolhidos de acordo com a taxa de proliferação dos hepatócitos após a hepatectomia, 

tendo seu ápice após 48 horas e atingindo um platô reducional após 120 horas (revisado 

por Michalopoulos, 2010). Como pode ser observado na FIGURA 19A, os animais 

tratados com lovastatina apresentaram uma menor regeneração do fígado, quando 

comparado ao grupo controle, após 48 horas da hepatectomia (Sham=3,82±0,15%, PH 

Controle= 2,6±0,14% e PH Lovastatina= 1,6±0,09%; *p<0,05, n=5 animais por grupo). 

No entanto, após 120 horas, todos os animais apresentaram a mesma taxa de regeneração 

(Sham=3,82±0,16%, PH Controle= 3,6±0,01% e PH Lovastatina= 3,6±0,08%; p=ns, n=5 

animais por grupo) (FIGURA 19B). Assim, o tratamento com lovastatina não impede a 

regeneração hepática, mas a retarda, possivelmente pelo fato de outros potentes 

mitógenos hepáticos, como o EGF e HGF não requererem a organização das balsas de 

membrana para desencadearem o sinal de Ca+2 intranuclear, já demonstrado ser essencial 

para a proliferação dos hepatócitos e para a regeneração hepática consequente (Amaya, 

2014). Em um trabalho realizado por Björkhem-Bergman, 2010, os autores demonstraram 

que o número de lesões neoplásicas induzidas por Dietilnitrosamina (DEN) após 

hepatectomia parcial, é menor em animais que receberam o tratamento com lovastatina. 

Sendo assim, os efeitos deletérios da lovastatina sob a proliferação celular parece afetar 

tanto células saudáveis quanto neoplásicas. 

Para confirmar o efeito da lovastatina sobre a proliferação celular in vivo, realizamos 

a marcação para PCNA em cortes do fígado dos animais após a regeneração. Como 

esperado, o número de células PCNA positivas (células em proliferação) é 

significativamente maior nos animais controle, após 48 horas de regeneração (Sham= 

9,3±2,5%, PH controle= 35±7% PH Lovastatina= 20±5%,; *p<0,05, n= 5 fatias de 5 

animais por grupo) (FIGURA 19C, painel superior, quantificação em 19D). Porém, após 

120 horas de regeneração, o número de células PCNA positivas era maior no grupo 
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tratado com lovastatina, em comparação com o grupo controle (Sham= 9,3±2,5%, PH 

controle= 13,2±1,6% PH Lovastatina= 27,4±3,2%,; *p<0,05, n= 5 fatias de 5 animais por 

grupo) (FIGURA 19C, painel inferior, quantificação em 19E). Sendo assim, 

demonstramos de forma inédita que o tratamento com a estatina, apesar de não impedir a 

regeneração hepática, resultou em um atraso da proliferação celular, como comprovado 

pela marcação do PCNA. 
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Figura 19: A regeneração hepática sofre atraso em animais tratados com lovastatina. A-B) 

Gráfico da razão entre o peso do fígado/peso total do animal controle ou tratado, após 48 horas (A) e 120 horas (B) de 

hepatectomia parcial (PH 70%), (*p<0,05, n= 3 animais por grupo). C) Imagens representativas de imunohistoquímica 

para PCNA. Painéis superiores retratam imagens de corte de fígado dos animais sacrificados após 48 horas da 

hepatectomia parcial e painéis inferiores, 120 horas após o procedimento. D-E) Quantificação do número de células 

PCNA positivas/número total de núcleos por corte após 48 horas (E) ou 120 horas (F) da hepatectomia parcial. 

(*p<0,05, n= 5 animais/ grupo e 10 cortes aleatoriamente selecionados/animal). 
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5. DISCUSSÃO 

 Os lipid-rafts, microdomínios móveis especializados de membranas celulares 

enriquecidos em lipídios saturados e colesterol, são componentes-chave da arquitetura 

celular, na partição de proteínas na membrana e em eventos de sinalização intracelular. 

Os rafts já foram identificados nas membranas de todas as células hepáticas, 

parenquimatosas e não parenquimatosas (revisado por Dolganiuc, 2011). Apesar das 

controvérsias acerca de sua existência desde sua descoberta, evidências mostram cada vez 

mais que estas estruturas apresentam papel proeminente na sinalização celular, inclusive 

na sinalização de insulina, por funcionarem como plataformas de concentração para 

receptores de membrana. Neste trabalho, demonstramos que em células hepáticas, a 

sinalização mediada pelo IR é altamente dependente da organização dos rafts. Além disto, 

demonstramos também que a sinalização de Ca+2 ativada pela insulina é prejudicada em 

animais que receberam o tratamento com lovastatina, uma droga que foi capaz de 

desorganizar os rafts através da redução do colesterol da membrana celular. Para reforçar 

estes dados, demonstramos in vivo que a sinalização de Ca+2 no fígado in vivo é debilitada 

em animais tratados com lovastatina. 

 Desde sua descoberta e seu isolamento, a insulina é descrita como um hormônio 

anabólico com uma ampla gama de efeitos sobre o metabolismo celular, induzindo a 

captação de glicose da corrente sanguínea, estimulando a síntese e inibindo a degradação 

de glicogênio, de proteínas e lipídios (revisado por Straus, 1981). Além dos efeitos bem 

conhecidos sobre o metabolismo, a insulina também tem importante papel na estimulação 

da proliferação celular. A primeira descrição dos efeitos mitogênicos induzidos pela 

insulina data de 1924, por Gey e Thalhimer (Gey e Thalimer, 1924), através da 

observação dos efeitos da adição de insulina em cultura de fibroblastos de galinha. Desde 

então, diversas outras evidências ao longo dos anos apontam a insulina como um potente 

mitógeno para células 3T3 (Holley e Kiernan, 1974), hepatócitos de ratos e linhagens de 

hepatomas (Leffert, 1977; Amaya, 2014), linhagens de células renais (Taub, 1979), 

células de melanoma (Mather e Sato, 1979) entre outras (revisado por Straus, 1981). No 

fígado, a insulina apresenta fortes efeitos metabólicos (Sanger, 1949; Michael, 2000; 

revisado por Agius, 2008) e mitogênicos (Michalopoulos e Pitot, 1975; Amaya, 2014; 

revisado por Michaloupolos e DeFrances, 1997), tendo funções significantes durante o 

processo de regeneração hepática através da ativação de seu receptor da família RTK, 

localizado na membrana plasmática. Além de promover a proliferação, a insulina também 
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é fundamental para a manutenção da diferenciação de linhagens celulares hepáticas in 

vitro (Leffert, 1977). Porém, a implicação da localização do IR nos lipid-rafts para a 

adequada função deste receptor ao mediar todos os efeitos acima descritos, ainda é papel 

de discussão por parte da comunidade científica.  

 Neste estudo, demonstramos que o IR apresenta grande colocalização com os rafts 

de membrana, em células hepáticas. Sendo assim, seria razoável pensar, que uma vez 

desorganizando as balsas lipídicas, a sinalização de insulina seria debilitada. De fato, a 

desorganização dos rafts resultou em deficit da sinalização de insulina, tanto no quesito 

metabólico quanto no proliferativo, e uma redução significativa no sinal de Ca+2 induzida 

por este hormônio. Em hepatócitos, células altamente polarizadas em região apical, 

canalicular, e em regiões basolaterais, as balsas lipídicas são responsáveis pelo acúmulo 

pericanalicular de InsP3R, desta forma, estabelecendo, desta forma, uma direcionalidade 

nas ondas de Ca+2 (Nagata, 2007). Quanto realizamos a depleção do colesterol de 

membrana tanto em hepatócitos quanto em células HepG2, observamos uma grande 

redução do sinal de Ca+2 induzida por insulina. Porém, ao estimularmos as células, 

submetidas à desorganização dos rafts pelo tratamento com MβCD, com HGF ou EGF, 

nenhuma alteração significativa na sinalização de Ca+2 foi observada, mesmo EGFR 

estando colocalizado com os rafts de membrana. 

O HGFR, também denominado c-Met, é ativado por HGF e desencadeia a 

proliferação, morfogênese e sobrevivência dos hepatócitos. Defeitos na sinalização 

mediada por HGF são uma das causas de carcinoma hepatocelular (Kanda, 1993). O 

HGFR é um heterodímero que exibe atividade de tirosina quinase e associa-se a um 

complexo multiproteico para desencadear sua sinalização downstream, incluindo Src, 

PI3K, GRB2 Associated Binding Protein 1 (Gab1) e cinase de adesão focal. A função 

adequada destes adaptadores/transdutores de sinal é largamente dependente da 

integridade dos rafts (Baillat, 2008; Biedi, 2003). Nosso estudo mostrou que, em células 

HepG2, o HGF inativo não está associado às balsas lipídicas e que a desorganização 

destas não resultou em falha na sinalização de Ca+2 induzida por esse fator de 

crescimento. Porém, não podemos afirmar que os efeitos downstream ao sinal de Ca+2 

induzido pelo HGF não foram perturbados, uma vez que, mediante estímulo, HGFR se 

associa com proteínas localizadas nos rafts para mediar suas funções descritas 

anteriormente (Singleton, 2007).  
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Com relação ao EGF, sabe-se que este fator se liga ao EGFR e regula o crescimento 

de hepatócitos tanto in vivo como in vitro (Ruff-Jamison, 1994). A sinalização de EGFR 

ativa um grupo de transdutores de sinais e ativadores de transcrição, que aumentam a 

transcrição de um conjunto característico de genes de resposta precoce ao crescimento, 

levando à replicação hepática do DNA (Ruff-Jamison, 1994). Demonstramos que, assim 

como o IR, EGFR também está localizado nos microdomínios de membrana enriquecidos 

em colesterol. Contudo, diferentemente do que ocorreu com a sinalização de insulina em 

células que tiveram o colesterol de membrana reduzido, o sinal de Ca+2 induzido por EGF 

não foi alterado nesta situação. Já foi demonstrado que o tratamento com MβCD conduz 

a um aumento da atividade intrínseca da tirosina cinase do receptor de EGF. Além disso, 

apesar de localizados em balsas lipídicas enriquecidas com colesterol, EGFR é liberado 

deste compartimento para regiões adjacentes da membrana após tratamento com a 

ciclodextrina, tendo sua internalização, após ativação, também inibida (Pike e Casey, 

2002). Isto explicaria porque a atividade e abundância do receptor na membrana são 

mantidas, não levando a alteração no sinal de Ca+2 induzido por EGF.  

Com relação ao efeito da depleção do colesterol sobre a sinalização insulinérgica, 

um estudo anterior realizado com adipócitos 3T3-L1, demonstrou que a incubação destas 

células durante 50 minutos com MβCD foi suficiente para inibir a fosforilação de Akt e 

captação de glicose insulina-dependente, sem alterar a afinidade de ligação da insulina a 

seu receptor ou a abundância total de IR na membrana plasmática (Gustavsson, 1996). 

Em outro estudo do mesmo grupo e com o mesmo modelo celular (3T3-L1), foi 

demonstrado que a desorganização dos rafts também afeta os efeitos metabólicos da 

insulina, diminuindo a captação de glicose e fosforilação de Akt, mas nenhum efeito na 

ativação da via das MAPKs, através da ativação de ERK1/2, foi observado (Parpal, 2001). 

Indo de encontro a esses dados, demonstramos que o tratamento com MβCD interfere 

com os efeitos metabólicos da insulina em células hepáticas, porém demonstramos que 

este tratamento também levou à hiperfosforilação de ERK 1/2, o que, inesperadamente, 

ocasionou menor proliferação celular induzida por insulina. Desde sua descoberta em 

1991 (Boulton, 1991), a fosforilação de ERK 1/2 e sua translocação nuclear, induzida por 

insulina ou por outros fatores de crescimento, é dita como essencial para a proliferação 

celular, desde que esta ativação seja espaço-temporalmente controlada. Já foi 

demonstrado que a ativação de ERK aumenta a expressão da ciclina D1 (Sewing, 1997; 

Woods, 1997), proteína nuclear envolvida com a progressão no ciclo celular que se 
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acumula no núcleo temporalmente e é, posteriormente, dirigida ao citoplasma para 

degradação via proteassoma. Além disso, a fosforilação de ERK também aumenta a 

expressão de p21Cip1, um fator proteico de duração curta que impede exportação de 

proteínas do núcleo para o citoplasma (Touitou, 2001). Sendo assim, a hiperativação de 

ERK leva a um acúmulo maciço no núcleo celular, de ambas as proteínas mencionadas, 

formando o complexo ciclina D1/p21Cd1, o que impede a exportação destas ciclinas para 

o citoplasma e faz com que as células fiquem “presa” em determinando estágio do ciclo 

celular, impedindo a progressão da mitose (Alt, 2002). Além disso, sabe-se, que a 

depleção do colesterol causa a hiperfosforilação de ERK em células Rat-1 de forma 

intrínseca (Furuchi e Anderson, 1998) e também mediada pelo aumento da 

autofosforilação do EGFR (Pike e Casey, 2002).  Isto poderia explicar a menor 

proliferação de células HepG2 observada em nosso modelo, em que o tratamento com a 

ciclodextrina MβCD gerou hiperfosforilação de ERK 1/2 e menor proliferação celular. 

Estima-se que a 220.000 pessoas por ano se prescrevem com drogas do grupo das 

estatinas para controle dos níveis séricos de colesterol (IMS Health, 2012). As estatinas 

são inibidores da HMG-CoA redutase, a enzima que catalisa o passo limitante da via 

biossintética do colesterol. Como classe de fármacos, as estatinas estão entre as drogas 

mais frequentemente prescritas em todo o mundo. A lovastatina foi a primeira estatina 

introduzida no mercado (1987) (Tobert, 2003). Desde então, sinvastatina, pravastatina, 

fluvastatina, atorvastatina, cerivastatina, rosuvastatina e pitavastatina foram utilizadas 

clinicamente (revisado por Tobert, 2003). A lovastatina, assim como as outras estatinas 

mencionadas, é um potente inibidor da HMG-CoA redutase, o que gera grande 

diminuição na biossíntese do colesterol (revisado por Tobert, 2003). De fato, observamos 

que animais tratados com lovastatina, apesar de não apresentarem redução no peso total 

ao longo do tratamento, tiveram grande redução nos níveis de colesterol total no fígado. 

Além disso, o nível da expressão de Cav-1, proteína localizada em microdomínios ricos 

em colesterol, foi aumentado e a distribuição desta proteína no fígado também foi alterada 

quando comparada com animais controle. O papel essencial de Cav-1 na regulação da 

função hepática é evidente, uma vez que camundongos Cav-1 -/- apresentam baixa taxa 

de regeneração hepática e de sobrevivência após hepatectomia parcial (Fernandez, 2006). 

Além disso, um aumento proeminente de Cav-1 hepática foi encontrado em casos de 

cirrose e esteatose hepática (Shah, 1999; Wang, 2005), o que reforça o papel de Cav-1 na 

regulação do colesterol intracelular (Smart, 1996) e da homeostase lipídica (Pal, 2001), 
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explicando assim o aumento encontrado em nosso modelo de desbalanço na biossíntese 

de colesterol. 

Ao avaliarmos in vivo o sinal de Ca+2 induzido por insulina no fígado de animais 

tratados com lovastatina, observamos que a resposta dos hepatócitos foi 

significantemente menor que a do grupo controle. Estudos feitos em animais que 

receberam dieta rica em gorduras e açúcares por 4 semanas e que receberam tratamento 

com lovastatina, apresentaram marcada melhora na sensibilidade à insulina, caracterizada 

por um aumento na captação de glicose durante o teste de tolerância à insulina. Este 

aumento na sensibilidade à insulina esteve associado a um aumento da fosforilação da 

tirosina do IR induzida pela insulina (Lalli, 2008). Já em outro trabalho, foi demonstrado 

que o tratamento com estatinas foi capaz de induzir a resistência à insulina devido a 

inibição da cascata de sinalização do IR (Kain, 2015), o que vai ao encontro de diversos 

outros achados na literatura sobre o possível papel das estatinas na geração da diabetes 

devido à resistência à insulina (Sattar, 2010; Carter, 2013; Navarese, 2013; revisado por 

Brault, 2014).  Contudo, nosso estudo focou na interferência gerada pelo tratamento com 

estatinas na regeneração hepática. Diversos fatores são cruciais para o processo de 

regeneração hepática, entre eles a insulina, que, no fígado, regula tanto o crescimento dos 

hepatócitos quanto seu metabolismo (Koonts e Iwahashi, 1981; Saltiel e Kahn, 2001; 

Amaya, 2014). Em estudo recente de Tseng e colaboradores, 2011, foi demonstrado que 

a insulina desempenha um papel crucial durante a regeneração do fígado. 

 A regeneração hepática após hepatectomia parcial constitui um processo biológico 

multifacetado que pode ser dividido em várias fases (Xu, 2010). Nas primeiras 2 horas 

após a lesão, os hepatócitos são ativados para reentrar no ciclo celular. Como 

conseqüência, ocorre uma intensa proliferação de hepatócitos, levando à restauração do 

parênquima hepático logo após 48 horas do procedimento. Com isso, o processo de 

regeneração é terminado com a substituição da massa hepática, ocorrendo principalmente 

devido à proliferação de hepatócitos pré-existentes em vez da ativação de células 

progenitoras (Nicou, 2007; Duncan, 2009). Todo esse processo é orquestrado por fatores 

de crescimento, citocinas, hormônios e fatores da matriz extracelular, alguns dos quais 

têm a capacidade de iniciar e modular os sinais intracelulares de Ca+2 nos hepatócitos 

(Guerra, 2011; Amaya, 2014).  No presente estudo, demonstramos que o tratamento com 

lovastatina tem implicação durante a fase inicial da regeneração hepática (48 horas pós-

hepatectomia), como demonstrado pelo atraso na recuperação da massa hepática em 
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animais tratados com o fármaco. Estes achados sugerem, que os rafts e o colesterol de 

membrana, por modularem diversos eventos de sinalização intracelular, inclusive a de 

insulina, interferem com a proliferação de hepatócitos por diminuir a sua reentrada no 

ciclo celular, como sugerem nossos dados de PCNA (FIGURA 18). No entanto, estudos 

adicionais são necessários para desvendar a importância dos lipid-rafts em cada fase 

específica de regeneração hepática, bem como o papel destas estruturas em diferentes 

tipos de células do fígado durante todo o processo de regeneração, já que outras células, 

como colangiócitos e células dendríticas, também apresentam importante papel no 

processo regenerativo.  

 O que já é sabido é que estatinas, tais como a lovastatina, podem induzir parada 

do ciclo celular na fase G1. Esta atividade antiproliferativa robusta permanece intacta em 

muitas células cancerosas (Vosper, 2015). Muitos estudos já demonstraram, que a 

lovastatina é um potente inibidor de diversos tipos celulares, entre eles linfócitos B, 

células gliais, células mesangiais etc. (Terada, 1998; Song, 2014; Choi, 1999). Além 

disto, a captação de glicose em células tratadas com estatinas também é 

significativamente reduzida, o que contribui para o efeito antiproliferativo deste fármaco 

(Malenda, 2012). Com relação à proliferação de células hepáticas, um estudo anterior 

demonstrou que a lovastatina, administrada oralmente numa dose baixa (15mg/kg/dia), 

reduziu eficientemente o tamanho e o número de nódulos pré-neoplásicos num modelo 

de carcinogênese química em fígado de ratos.  A proliferação celular dentro dos nódulos 

do fígado foi reduzida para um terço em comparação com os controles (Bjorkhem-

Bergman, 2010). Porém, os exatos mecanismos de como este fármaco inibiu a 

tumorigênese hepática ainda não foi explicado.  

 As alterações no conteúdo de colesterol e fluidez membranar ao longo do processo 

de regeneração hepática já foram demonstradas (revisado por Delgado-Coello, 2011). Os 

estudos iniciais dessas alterações, realizadas em fígados de ratos, detectaram diminuição 

na relação colesterol/fosfolipídio das membranas dos hepatócitos e aumento da fluidez da 

membrana plasmática entre 15 e 24 horas após hepatectomia (Bruscalupi, 1980; 

Deliconstantinos, 1983). Além disso, em ratos, até 16-18 horas pós-hepatectomia, a 

composição da membrana plasmática do fígado não apresentou variação significativa, 

enquanto que a fluidez da membrana, medida como razão colesterol / fosfolipídeo, 

aumentou tanto quanto após 3 horas de hepatectomia parcial (Yoshida, 1993). Em  2-7 

dias após hepatectomia foram detectados níveis reduzidos de colesterol e de fosfatidil-
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etanolamina nas membranas, consistentes com o aumento da fluidez e com a taxa aparente 

de colesterol/fosfolipídeo (Abel, 2001). Poucos estudos foram realizados até agora, 

focando nas alterações nas balsas lipídicas que podem ocorrer após hepatectomia parcial. 

No entanto, é provável que as alterações no conteúdo lipídico desses microdomínios, 

responsáveis pela modulação de várias proteínas do tecido hepático, podem ter 

consequências drásticas no processo regenerativo. Este estudo foi o primeiro a demonstrar 

os efeitos de uma estatina na organização dos rafts no fígado, na sinalização de insulina 

intra-hepática e no processo de regeneração hepática. Os efeitos antiproliferativos da 

lovastatina foram observados após 48 horas da hepatectomia parcial, período esse de 

grande atividade mitótica dos hepatócitos remanescente. Tal efeito causou atraso da 

regeneração, provavelmente devido a déficits de sinalização celular mediada por 

receptores membranares gerados pela alteração do conteúdo de colesterol da membrana 

celular, como sugerem nossos dados. 

 O atraso na regeneração hepática devido ao uso das estatinas é de grande relevância 

quando extrapolamos nossos dados para casos de transplantes hepáticos e lobotectomia 

hepática. Um ponto importante a ser levantado é a utilização de fígados de pacientes 

doadores, que fazem uso de estatinas, para receptores que não fazem uso destas drogas.  

Seria a regeneração do órgão atrasada neste receptor? Até o momento, poucos estudos na 

literatura investigam a importância do uso de estatinas com pacientes submetidos ao 

transplante de fígado ou em processos regenerativos. Dado o grande número de pacientes 

que fazem uso indiscriminado dessas drogas, muitas vezes sem prescrição, entender 

melhor como as balsas de membrana regulam a proliferação hepática poderá fornecer 

evidências acerca de mecanismos moduladores importantes, o que aumentaria 

grandemente a sobrevida de pacientes que necessitam de rápida e funcional regeneração 

deste órgão. 
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6.CONCLUSÃO 

Este trabalho demonstra que, uma vez dada a desorganização dos lipid-rafts, os efeitos 

mitogênicos e metabólicos da insulina no fígado são prejudicados. Sendo assim, a 

integridade e composição lipídica da membrana celular é de extrema importância para a 

sinalização de insulina, proliferação celular e regeneração hepática.  
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