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RESUMO 

 

A hepatectomia de 90% em murinos é um modelo de insuficiência hepática 

aguda. Recentemente, tem sido demonstrado que as plaquetas possuem um 

efeito importante na regeneração hepática. As plaquetas promovem a 

regeneração de tecidos através da liberação de fatores de crescimento tais como 

o Fator de Crescimento Derivado de Plaquetas (PDGF) e a Serotonina. O objetivo 

deste estudo foi avaliar o papel do plasma rico em plaquetas (PRP) em modelo de 

hepatectomia de 90% em ratos. Para isso, PRP ou medula óssea total (WBM) 

foram imobilizados em microcápsulas de alginato de sódio implantadas no 

peritônio de ratos imediatamente após a hepatectomia. O grupo controle recebeu 

cápsulas vazias (EC). Os animais foram sacrificados às 6, 12, 24, 48, 72 horas 

pós-hepatectomia (n=5-8/grupo/tempo) para avaliar a taxa de regeneração 

hepática, o índice mitótico, o índice de marcação com 5-bromo-2’-deoxiuridina 

(BrdU), HGF sérico, e a expressão no fígado remanescente de 5Ht2b e Pdgf. A 

taxa de sobrevida em 10 dias foi avaliada em outro grupo de animais 

(n=20/grupo). Foi observado que o grupo PRP apresentou a maior taxa de 

sobrevida aos 10 dias apesar da menor taxa de regeneração hepática em todos 

os tempos. Já o grupo EC mostrou uma taxa de regeneração maior nas primeiras 

72 horas. O índice mitótico foi maior para o grupo PRP às 48 horas, porém o 

índice de BrdU não foi diferente entre os grupos em nenhum tempo. A expressão 

de 5Ht2b e Pdgf foi elevada no grupo PRP às 72 horas, entretanto o HGF sérico 

não apresentou diferenças entre os grupos. Estes resultados sugerem que o 

efeito benéfico do PRP pode ser mediado pelo incremento gradual e uniforme da 

taxa de regeneração e por uma resposta a fatores mitogênicos como a serotonina 

e o PDGF. 
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ABSTRACT 
 

Ninety percent hepatectomy in rodents is a model for acute liver failure. Recently, 

it has been reported that platelet has a strong effect enhancing liver regeneration, 

due to its several growth factors such as Platelet Derived Growth Factor (PDGF) 

and serotonin. The aim of this study was to investigate the role of Platelet-Rich 

Plasma on 90% hepatectomy in rats. Platelet rich-plasma (PRP) or Whole Bone 

Marrow (WBM) were microencapsulated in sodium alginate and implanted in the 

peritoneum of rats immediately after 90% hepatectomy. Control group received 

empty capsules (EC). Animals were sacrificed at 6, 12, 24, 48, and 72 hours post 

hepatectomy (n=5-8/group/time) to evaluate liver regeneration rate, mitotic index, 

5-bromo-2’-deoxyuridine (BrdU) labeling index, serum HGF, and 5Ht2b and Pdgf 

expression in liver. Survival rate in 10 days was also evaluated in a different set of 

animals (n=20/group). PRP group showed the highest survival rate at 10 days 

despite the lowest liver regeneration rate at any time point. EC group showed the 

highest regeneration rate in the first 72 hours. Mitotic index was highest in PRP 

group at 48 hours although BrdU index did not show any difference among groups. 

Gene expression of 5Ht2b and Pdgf was both up-regulated at 72 hours in PRP 

group, whereas serum HGF did not show any differences among groups. These 

results suggest that the beneficial effect of PRP may be mediated by a gradual 

increase in the regeneration rate and a response to mitogenic factors such as 

serotonin and PDGF. 
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1. INTRODUÇÃO 

1.1. Insuficiência hepática aguda 

O fígado tem um papel central na homeotase metabólica do organismo, já 

que é responsável pelo metabolismo, síntese, armazenamento e redistribuição 

dos nutrientes, carboidratos, gorduras e vitaminas. É também o principal órgão de 

desintoxicação, removendo resíduos e xenobióticos por conversão metabólica e 

através da excreção biliar (Taub, 2004). 

A insuficiência hepática aguda (IHA), também conhecida como falência 

hepática fulminante, é uma síndrome de alto risco, caracterizada pela repentina e 

grave necrose hepatocitária, que leva a uma perda da função hepática em 

indivíduos previamente saudáveis (Lee et al., 2008; Nguyen e Vierling, 2011). As 

principais manifestações da IHA incluem icterícia, coagulopatia e encefalopatia 

hepática (Sundaram e Shaikh, 2011). Esta condição é extremamente grave e 

apresenta altas taxas de morbidade e mortalidade. Nos Estados Unidos, a 

incidência de IHA é estimada em 2000 a 3000 casos por ano (Sundaram e 

Shaikh, 2011) o que representa 0,1% de todas as mortes, e 6% das mortes 

relacionadas ao fígado (Sass e Shakil, 2005).  

A síndrome tem diversas etiologias que mostram uma ampla distribuição 

geográfica. Na Europa ocidental e nos Estados Unidos as causas predominantes 

são toxicidade por acetominofeno (acetil para-aminofenol, APAP) e reações 

idiossincráticas a drogas (Nguyen e Vierling, 2011). Em neonatos as principais 

causas de IHA são as doenças metabólicas. Em crianças, as causas mais 

comuns identificadas são vírus, hepatoxicidade devido a drogas e hepatites auto-

imunes (Devictor et al., 2011). Aproximadamente em 17% dos casos as causas 

são desconhecidas (Sass e Shakil, 2005) (Figura 1). Em nosso meio, a hepatite 

viral A é a principal causa de IHA em crianças. Entre 1996 e 2006, de 33 crianças 

com hepatite fulminante avaliadas pelo Programa de Transplante Hepático Infantil 

do Hospital de Clínicas de Porto Alegre, 13 (39,4%) tinham hepatite A (Ferreira et 

al., 2008). Na Argentina, 60% dos casos pediátricos de IHA submetidos a 

transplante hepático foram por vírus A (Centeno et al., 2002). 



 

Figura 1 – Etiologia da Insuficiência Hepática Aguda (IHA) em adultos e crianças. (Adaptado de 
Nguyen e Vierling, 2011). 

 

Embora nas últimas décadas tenha

clínico dos pacientes com essa síndrome

transplante hepático (Sass e Shakil, 2005

Atualmente, são relatadas taxas de sobrevida espontânea de 40%. Cerca 

de 25% dos pacientes nos Estados Unidos são

ortotópico de fígado, e 30% morrem sem receber o transplante (Lee et al

Nguyen e Vierling, 2011). Com o transplante de fígado tem

90% de sobrevivência. Contudo, a falta de órgãos disponíveis em tempo 

dificulta o emprego do transplante (Polson e Lee, 2005). Isto enfatiza a 

necessidade de desenvolver novas estratégias para o manejo e tratamento de 

IHA. 

 

Etiologia da Insuficiência Hepática Aguda (IHA) em adultos e crianças. (Adaptado de 

Embora nas últimas décadas tenha-se conseguido avanços no manejo 

pacientes com essa síndrome, o único tratamento eficiente ainda é o 

Sass e Shakil, 2005).  

Atualmente, são relatadas taxas de sobrevida espontânea de 40%. Cerca 

de 25% dos pacientes nos Estados Unidos são submetidos a transplante 

ortotópico de fígado, e 30% morrem sem receber o transplante (Lee et al

Nguyen e Vierling, 2011). Com o transplante de fígado tem-se atingido de 80 a 

90% de sobrevivência. Contudo, a falta de órgãos disponíveis em tempo 

dificulta o emprego do transplante (Polson e Lee, 2005). Isto enfatiza a 

necessidade de desenvolver novas estratégias para o manejo e tratamento de 
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Etiologia da Insuficiência Hepática Aguda (IHA) em adultos e crianças. (Adaptado de 

avanços no manejo 

único tratamento eficiente ainda é o 

Atualmente, são relatadas taxas de sobrevida espontânea de 40%. Cerca 

submetidos a transplante 

ortotópico de fígado, e 30% morrem sem receber o transplante (Lee et al., 2008; 

se atingido de 80 a 

90% de sobrevivência. Contudo, a falta de órgãos disponíveis em tempo hábil 

dificulta o emprego do transplante (Polson e Lee, 2005). Isto enfatiza a 

necessidade de desenvolver novas estratégias para o manejo e tratamento de 
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1.1.1. Mecanismos do dano hepático 

O fígado é composto por vários tipos celulares, os principais são as células 

parenquimatosas, chamadas hepatócitos e correspondem 80% da massa 

hepática. Os 20% restante corresponde às células não-parenquimatosas, e 

incluem as células endoteliais, células de Kupffer (macrófagos do fígado), 

linfócitos e células estreladas (Taub, 2004).  

Os hepatócitos desempenham um papel central no metabolismo do 

organismo. Por exemplo, o fígado é responsável pelos níveis de glicose 

plasmática e amônia. Portanto, a perda da função hepática leva a uma 

“encefalopatia hepática” e, eventualmente, coma (Michalopoulos, 2007). Embora 

os hepatócitos adultos, normalmente, não entrem em divisão celular, estas células 

mantêm a capacidade de proliferação em reposta a dano por tóxicos e infecção. A 

perda da massa hepática ativa uma resposta inflamatória que remove os debris 

celulares, seguido por uma resposta regenerativa (Michalopoulos, 2007; 

Gilgenkrantz e Collin del’Hortet, 2011). 

Na insuficiência hepática aguda, como no choque séptico, ocorre a 

ativação da síndrome de resposta inflamatória sistêmica (SIRS), resultando na 

disfunção no sistema circulatório com falência múltipla de órgãos (Antoniades et 

al., 2008). Para controlar o dano hepático, o sistema imune (inato e adaptativo) 

converge nas vias de morte celular incluindo apoptose, necrose e necroptose 

também conhecida como necrose programada (Figura 2) (Rutherford e Chang, 

2008; Wu et al., 2010). As citocinas envolvidas nestes processos estão 

intimamente relacionadas com a subseqüente regeneração do fígado (Taub, 

2004; Michalopoulos, 2007). 
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Figura 2  – Mecanismo da Insuficiência Hepática Aguda (IHA). Primeiro, patógenos ou 
substâncias tóxicas danificam as organelas celulares perturbando a homeostase intracelular 
ativando as vias apoptóticas. Segundo, a resposta imune (inata e adpatativa) converge nas 
vias de sinalização de morte celular incluindo apoptose, necrose, e necroptose (necrose 
programada), levando a dano hepático mediado pelo sistema imune. KC, células de Kupffer; 
NK, natural killer; ER, Reticulo Endosplasmático. (Adaptado de Wu et al., 2010). 

 

O estudo dos mecanismos da regeneração hepática se baseia em modelo 

animal cirúrgico, o qual consiste na remoção de 70% ou 90% do fígado (Higgins e 

Anderson 1931; Gaub et al., 1984). Depois do dano hepático, ou hepatectomia 

parcial, o fluxo sanguíneo pela veia porta aumenta enquanto que a capacidade do 

fígado para detoxificação diminui. Assim, as endotoxinas ou patógenos derivados 

do intestino danificam organelas celulares, causando interrupção da homeostase 

intracelular hepatocitária (Wu et al., 2010). Além disso, fatores derivados do 

intestino, como lipopolisacarídeos (LPS), e membros da Cascata de 

Complemento (C3 e C5), chegam ao fígado aonde ativam as células de Kupffer 

(Taub, 2004; Wu et al., 2010). Uma vez ativadas, estas células secretam grandes 

quantidades do Fator de Necrose Tumoral alfa (TNF-α) e de Interleucina 6 (IL6) 

(Taub, 2004; Michalopoulos, 2007).  
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Estudos recentes em modelo animal e humanos indicam que o TNF-α tem 

um papel crucial na patogênese da IHA, através da ativação das vias pró-

apoptóticas (Antoniades et al., 2008; Ito et al., 2009). Os efeitos do TNF-α no 

fígado dependem de sua capacidade de ativar Fator Nuclear Kappa beta (NF-kβ). 

Na ausência de ativação de NF-kβ, o TNF-α induz o hepatócito a entrar em 

apoptose (Michalopoulos, 2010). Cressman et al. (1996) e Louis et al. (1997) 

observaram que a diminuição de TNF-α, mediado por IL6 e Interleucina 10 (IL10) , 

melhora o dano agudo do fígado em modelos murino de IHA. A ação de IL6 

através da interação com o receptor gp130, leva à fosforilação do Tradutor de 

Sinais e Ativador da Transcrição 3 (STAT3) que ativa genes da resposta de fase 

aguda, mecanismos de redução da apoptose de hepatócitos e induz a 

regeneração hepática (Wuestefeld et al., 2003; Taub, 2004). Estes primeiros 

eventos são conhecidos como a fase de “priming”, no qual os hepatócitos ficam 

mais sensíveis a fatores de crescimento e assim a entrar em G1 (Figura 3) 

(Fausto, 2000; Michalopoulos, 2007). 

O Fator de Crescimento Endotelial Vascular (VEGF) se liga às células 

endoteliais nos sinusoides hepáticos, provocando a secreção do Fator de 

Crescimento de Hepatócitos (HGF) pelas células estreladas (Michalopoulos, 

2007). Este fator de crescimento estimula diretamente a proliferação dos 

hepatócitos (Taub, 2004). O HGF é secretado como pró-HGF e depende da 

ativação por Plasminogênio para produção da sua forma ativa que irá se ligar ao 

seu receptor Met e assim induzir a síntese de DNA (Figura 3) (Shanmukhappa et 

al., 2009; Nakamura et al., 2011). O receptor Met além de seus efeitos 

mitogênicos através das vias fosfoinositídeo 3-quinase (PI3K), quinase regulada 

por sinais extracelulares (ERK), S6 quinase e Akt (Okano et al., 2003), também 

previne a trimerização do receptor Fas, tendo assim um efeito anti-apoptótico 

(Wang et al., 2002). A ação concertada da IL6 produzida pelas células de Kupffer 

e do HGF secretado pelas células estreladas desencadeia o processo inicial de 

regeneração dos hepatócitos que ocorre nas primeiras horas após a lesão 

(Michalopoulos, 2007). 
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Figura 3  – Regeneração hepática ativada após hepatectomia parcial ou dano hepático. a. Após 
o dano no fígado, lipopolisacarídeos (LPS) derivados do intestino e fatores do Sistema de 
Complemento C3a, C5a, ativam as células de Kupffer (KC), o qual produz Fator de Necrose 
Tumoral (TNF) α. Este por sua vez, regula a expressão de Interleucina (IL) 6 pelas KC. TNFα e 
IL6 ativam os hepatócitos através do Tradutor de Sinais e Ativador da Transcrição (STAT) 3. b. 
O Fator de Crescimento Endotelial Vascular (VEGF) se liga às células endoteliais, que 
provocam a liberação do precursor do Fator de Crescimento de Hepatócitos (HGF) pelas 
células estreladas. O Ativador Plasminogênio tipo urokinase (uPA) e plasminogênio clivam o 
pro-HGF, o qual libera o HGF que se liga ao receptor Met no hepatócito ativando 
fosfoinositídeo 3-quinase (PI3K) e Akt. Outros fatores também são liberados pelo duodeno 
como o Fator de Crescimento Epidermal (EGF). As citocinas e os fatores de crescimento atuam 
de forma coordenada para iniciar a entrada dos hepatócitos quiescentes (fase G0) no ciclo 
celular desde G1 à fase S. Isto leva a síntese de DNA e proliferação dos hepatócitos. c. Para 
sinalizar o término da proliferação o Fator Transformador de Crescimento (TGF) β e o 
Supressor de Sinalização de Citocinas (SOCS) 3, são ativados e bloqueiam a replicação. 
(Adaptado de Taub, 2004 e Clavien, 2008) 

 

As proteínas Supressoras de Sinalização de Citocina (SOCS) que regulam 

negativamente a sinalização de IL6, e evitam a fosforilação de proteínas STAT e 

de NF-kβ, junto com o Fator Transformador de Crescimento beta (TGF-β) 

controlam o término do processo regenerativo. A sinalização de IL6 no fígado 

causa uma rápida produção de SOCS3, desse modo bloqueando sua própria 

expressão (Campbell et al., 2001; Yoshimura et al., 2007). O TGF-β é secretado 

pelas células não-parenquimatosas, e atinge um pico 72 horas após hepatectomia 

a 

b 

c 
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de 70%. Neste momento, ocorre a formação da nova rede de sinusóides e a 

síntese de matriz extra-celular, processos nos quais o TGF-β está envolvido 

(Taub, 2004; Michalopoulos, 2007).  

Na IHA há uma falha na regeneração atribuída a outras circunstâncias. Por 

exemplo, em situação de SIRS as citocinas IL10 e TGF-β são secretadas em 

grandes quantidades, como parte da resposta antiinflamatória compensatória 

(CARS). Este mecanismo de defesa acaba em prejuízo na função celular imune. 

Assim, parece que as citocinas antiinflamatórias que fornecem proteção hepática 

no início de IHA, podem causar paralisia imunológica sistêmica subsequente, que 

leva a um pior prognóstico (Possamai et al., 2010). 

 

1.2.  Tratamento para insuficiência hepática aguda: Terapia celular 

É importante ressaltar que a insuficiência hepática é potencialmente 

reversível, devido à capacidade regenerativa do fígado. Assim, o desenvolvimento 

de alternativas que possam manter ou restaurar a função do fígado após o dano 

hepático poderia ajudar pacientes com IHA. Nos últimos anos, diversas propostas 

terapêuticas têm sido estudadas, incluindo a terapia celular, seja por transplante 

de hepatócitos ou uso de células tronco. 

Nas ultimas décadas, o transplante de hepátocitos tem sido aplicado em 

inúmeros experimentos (Horslen e Fox, 2004; Fitzpatrick et al., 2009; Chen et al., 

2010), como também no tratamento de pacientes com doenças crônicas (Dhawan 

et al., 2005; Méndez-Sanchez et al., 2005; Khan et al., 2008b), metabólicas (Khan 

et al., 2008a; Ellor et al., 2008) e com insuficiência hepática aguda (Bilir et al., 

2000; Meyburg et al., 2009; Li et al., 2012). O maior problema no transplante de 

hepatócitos é a disponibilidade de fígados para o isolamento das células (Muraca, 

2011). Além disso, existe uma limitação relacionada ao número necessário de 

células isoladas para a efetividade do transplante (Horslen e Fox, 2004). A 

manutenção de culturas primárias de hepatócitos é dificultada pela baixa 

viabilidade dessas células in vitro e pela perda de suas funções celulares, 

caracterizada como desdiferenciação (Muraca, 2011). 
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Células derivadas de medula óssea são consideradas uma fonte 

promissora para terapia celular para várias doenças não hematológicas, inclusive 

a insuficiência hepática aguda (Belardinelli et al., 2008; Baldo et al., 2010; 

Wesson e Cameron, 2011). Os mecanismos pelos quais a células derivadas da 

medula óssea exercem seus efeitos benéficos sobre o fígado lesionado ainda não 

estão bem esclarecidos. Têm sido propostos três modos de ação dessas células. 

O primeiro deles sugere fusão com células residentes dando origem a células 

hepáticas híbridas (Vassilopoulos et al., 2003; Quintana-Bustamante et al., 2006). 

Outro mecanismo seria por recuperação da população hepatocitária através da 

transdiferenciação em hepatócitos (Lagasse et al., 2000; Jang et al., 2004; Li et 

al., 2010). Mais recentemente, foi demonstrada a existência de efeitos parácrinos, 

que promovem a regeneração hepática através da liberação de fatores solúveis 

(Van Poll et al., 2008; Almeida-Porada et al., 2010). 

As células tronco produzem uma série de fatores de crescimento e 

citocinas que podem, potencialmente, suprimir a reposta inflamatória que ocorre 

no dano hepático agudo, reduzir a apoptose hepatocitária e estimular a 

proliferação dos hepatócitos (Parekkadan et al., 2007a; Parekkadan et al., 2007b; 

van Poll et al., 2008; Lin et al., 2011). Têm-se mostrado que as células tronco 

regulam a proliferação de linfócitos B (Corcione et al., 2006) e podem suprimir a 

atividade de linfócitos T através da secreção de TGF-β, IL10 e HGF (Di Nicola et 

al., 2002; Tse et al., 2003). Além disso, inibem a atividade de células natural killer 

(NK) mediada pela secreção de PGE2 (Prostaglandina E2) e TGF-β (Sotiropoulou 

et al., 2006; Spaggiari et al., 2008).  

As células tronco também secretam fatores de crescimento como HGF, 

EGF (Fator de crescimento epidermal) e as citocinas IL6 e TNF-α que estimulam 

a proliferação de hepatócitos (Parekkadan et al., 2007b; Yagi et al., 2008; van Poll 

et al., 2008). Estes componentes solúveis podem aumentar a regeneração 

hepática no modelo de falência hepática aguda (Lin et al., 2011). No entanto, o 

uso clínico de células tronco derivadas da medula óssea continua no campo 

experimental, com alguns relatos de utilização em pacientes (Bae, 2008; Amer et 

al., 2011) 
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Alguns grupos avaliaram os efeitos parácrinos destas células utilizando 

meio condicionado de células mantidas in vitro (van Poll et al., 2008; Parekkadan 

et al., 2007a). Uma boa metodologia para avaliar esse tipo de efeito in vivo é a 

microencapsulação celular. A vantagem do uso de células encapsuladas é a 

possibilidade de isolar as células que serão transplantadas e, ao mesmo tempo, 

mantê-las em contato com fatores solúveis no organismo, permitindo assim 

elucidar a interação entre as células transplantadas e o órgão lesado. 

 

1.2.1. Tecnologia de encapsulação: Estudo do efeito parácrino 

A tecnologia de microencapsulação celular utiliza membranas de alginato 

semipermeáveis, com o fim de separar e proteger células xenobióticas do sistema 

imune (Orive et al., 2004). Estas microcápsulas possibilitam, conforme o diâmetro 

dos poros, a entrada de nutrientes e oxigênio e saída de proteínas sintetizadas 

pelas células. Além disso, evita que macromoléculas, como anticorpos, entrem 

em contato com as células transplantadas (Rabanel et al., 2009). A 

microencapsulação também permite a fixação das células no local da implantação 

e evita sua migração para outras partes do corpo (Mai et al., 2005). As 

microcápsulas são esferas com 400 a 800 µm, compostas de polímeros naturais, 

como alginato, colágeno ou quitosano; ou por materiais sintéticos, seja celulose 

ou silicone (Orive et al., 2004; Rabanel et al., 2009; Barminko et al., 2011). O 

alginato é certamente o polímero mais utilizado, e permite o isolamento de vários 

tipos celulares (Lagranha et al., 2008; Shi et al., 2009; Barminko et al., 2011, 

Matte et al., 2011). 

Diversos estudos avaliaram os desfechos da microencapsulação em 

modelos de insuficiência hepática aguda como uma alternativa à infusão direta de 

hepatócitos, mostrando uma melhora na sobrevida dos animais (Shi et al., 2009; 

Mei et al., 2009; Sgroi et al., 2011). Entretanto, há poucos estudos que avaliam o 

potencial terapêutico da encapsulação de células da medula óssea na 

insuficiência hepática aguda. Liu e Chang (2005 e 2006) estudaram o efeito 

terapêutico de células da medula óssea encapsuladas em alginato e implantadas 



 

em ratos com hepatectomia parcial de 90% como modelo de IHA. Eles 

observaram que a sobrevida foi maior quando comparadas aos animais que 
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Figura 4  – Curva de sobrevida pós
tratados. HP: hepatectomia parcial; TC: Terapia Celular 

 

Além disso, Kieling (2012) estudou os 

diferentes tipos celulares contidos nas microcápsulas de alginato no modelo de 

hepatectomia de 90%. Os tipos celulares analisados foram células da medula 

óssea total (3x107 células/animal) e fração mononuclear da medula ó

tectomia parcial de 90% como modelo de IHA. Eles 

observaram que a sobrevida foi maior quando comparadas aos animais que 

receberam células livres. Os autores sugerem que os mecanismos envolvidos na 

melhora da IHA sejam por transdiferenciação das células da medula óssea em 

células tipo hepatócitos e pela secreção de HGF aumentada em comparação ao 

Em estudo de nosso grupo, utilizando o modelo de hepatectomia de 90%, 

um aumento significativo da sobrevida quando os animais foram 

com células de medula óssea microencapsuladas em alginato de sódio

Esta sobrevida foi equivalente ao observado no modelo de hepatectomia de 85% 

2012). Esse aumento na sobrevida não poderia ser explicado 

apenas por transdiferenciação, já que o número de células microencapsuladas 

células) não seria suficiente para repor em 15% a diferença

hepática retirada nos dois modelos (estimada em 1,5x107 células). Portanto, o

incremento da sobrevida deve ser devido a outros fatores

liberação de sustâncias solúveis.  

 
Curva de sobrevida pós-hepatectomia de 85% e 90%. Animais tratados e não 

. HP: hepatectomia parcial; TC: Terapia Celular (Kieling, 2012). 

Além disso, Kieling (2012) estudou os efeitos na sobrevida em 10 dias de 

diferentes tipos celulares contidos nas microcápsulas de alginato no modelo de 

hepatectomia de 90%. Os tipos celulares analisados foram células da medula 

células/animal) e fração mononuclear da medula ó
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tectomia parcial de 90% como modelo de IHA. Eles 

observaram que a sobrevida foi maior quando comparadas aos animais que 

receberam células livres. Os autores sugerem que os mecanismos envolvidos na 

medula óssea em 

aumentada em comparação ao 

modelo de hepatectomia de 90%, 

sobrevida quando os animais foram 

em alginato de sódio. 

Esta sobrevida foi equivalente ao observado no modelo de hepatectomia de 85% 

aumento na sobrevida não poderia ser explicado 

de células microencapsuladas 

células) não seria suficiente para repor em 15% a diferença de massa 

células). Portanto, o 

eve ser devido a outros fatores, possivelmente 

. Animais tratados e não 

efeitos na sobrevida em 10 dias de 

diferentes tipos celulares contidos nas microcápsulas de alginato no modelo de 

hepatectomia de 90%. Os tipos celulares analisados foram células da medula 

células/animal) e fração mononuclear da medula óssea (3x107 



 

ou 1x106 células/animal). 

óssea atingiu uma sobrevida de 63,6%, entretanto aqueles

fração mononuclear da medula óssea, independente do número de células, 

apresentaram sobrevida de aproximadamente 55%

diferença na sobrevida nos dois grupos não tenha sido significativa, foi observado 

que a menor sobrevida no grupo fração mononuclear não está relacionada ao 

número de células. Isto sugere que há

ausentes na fração mononuclear, como por exemplo, as plaquetas (Baldo et al., 

2010). 

 

Figura 5  – Sobrevida em 10 dias após hepatectomia de 90% conforme o tipo de célula 
encapsulada. Log rank=0,001. FM=fração mononuclear; MOT=m
de Kieling, 2012) 

 

 

1.3. Plaquetas 

As plaquetas são fragmentos citoplasmáticos anucleados originados pela 

fragmentação de megacariócitos (MK) na medula óssea (

plaquetas possuem mediadores essenciais para a hemostase e trombose (Rendu 

e Brohard-Bohn, 2001).  
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que a menor sobrevida no grupo fração mononuclear não está relacionada ao 

número de células. Isto sugere que há fatores na medula óssea total que estão 

ausentes na fração mononuclear, como por exemplo, as plaquetas (Baldo et al., 

 

Sobrevida em 10 dias após hepatectomia de 90% conforme o tipo de célula 
encapsulada. Log rank=0,001. FM=fração mononuclear; MOT=medula óssea total.

As plaquetas são fragmentos citoplasmáticos anucleados originados pela 

fragmentação de megacariócitos (MK) na medula óssea (Eckly

plaquetas possuem mediadores essenciais para a hemostase e trombose (Rendu 
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O grupo que recebeu a totalidade das células da medula 

que receberam a 

ão mononuclear da medula óssea, independente do número de células, 

(Figura 5). Embora a 

diferença na sobrevida nos dois grupos não tenha sido significativa, foi observado 

que a menor sobrevida no grupo fração mononuclear não está relacionada ao 

dula óssea total que estão 

ausentes na fração mononuclear, como por exemplo, as plaquetas (Baldo et al., 

Sobrevida em 10 dias após hepatectomia de 90% conforme o tipo de célula 
edula óssea total. (Adaptado 

As plaquetas são fragmentos citoplasmáticos anucleados originados pela 

Eckly et al., 2012). As 

plaquetas possuem mediadores essenciais para a hemostase e trombose (Rendu 
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As plaquetas vêm sendo estudadas por suas propriedades benéficas na 

reparação e regeneração de tecidos, como na reparação de ossos, cicatrização 

da pele, entre outros (Paoloni et al., 2011; Roy et al., 2011; Andia et al., 2012). As 

diferentes organelas da plaqueta encontram-se distribuídas no citoplasma em 

união ao citoesqueleto e a um sistema complexo de membranas. Este é 

constituído por um sistema canalicular aberto, que permite a conexão com o 

citoplasma e o meio extracelular e por um sistema tubular denso de membranas, 

onde são armazenadas enzimas metabólicas. Dentre as organelas se incluem 

algumas mitocôndrias e grânulos secretores tais como: grânulos densos, α-

grânulos e lisossomos (Rendu et al., 2001).  Estes grânulos contêm importantes 

fatores de crescimento como o Fator de Crescimento Derivados de Plaquetas 

(PDGF), HGF, Fator de Crescimento do Tipo Insulina 1 (IGF-1), TGFβ1, Fator de 

Crescimento do Endotélio Vascular (VEGF), Fator de Crescimento Epidermal 

(EGF)  e serotonina que contribuem com a regeneração dos tecidos (Rendu et al., 

2001, Clavien, 2008; Ripoche, 2011).  

O papel das plaquetas na fisiopatologia do fígado não tinha sido 

reconhecido até os finais de 1990 (Clavien e Graf, 2009). Muitos estudos in vitro 

demonstraram que as plaquetas possuem fatores de crescimento estáveis, entre 

eles o HGF e IGF-1, que promovem a síntese de DNA em cultura primária de 

hepatócitos via Akt e ERK1/2 (Paul e Piasecki, 1984; Hoshi et al., 2007; Matsuo et 

al., 2008; Kawasaki et al., 2010).  

Estudos experimentais em camundongos com hepatectomia de 70% 

demonstraram que a inibição da função plaquetária ou a depleção das mesmas 

reduz notavelmente a regeneração hepática (Lesurtel et al., 2006). Murata et al. 

(2007) observaram que camundongos com 70% de hepatectomia submetidos a 

trombocitoses exibiam maior regeneração do fígado, entretanto o grupo 

trombocitopênico mostrou pouca regeneração. Myrinovych et al. (2008) e  

Shimabukuro et al. (2009) comprovaram os mesmos achados no modelo de 

hepatectomia de 90% em camundongos e de 70% em ratos, respectivamente. 

Além disso, os autores observaram que as plaquetas previnem a diminuição de 

albumina após a cirurgia, e ativam a proliferação dos hepatócitos através da 
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ativação de Akt e STAT3. Murata et al. (2008), demonstraram que as plaquetas 

promovem a regeneração hepática inclusive em condições de depleção das 

células de Kupffer.  

Uma série de experimentos tem mostrado que a serotonina (5-

hidroxitriptofano, 5HT) é um fator chave na cascata de sinalização de 

regeneração hepática. A serotonina, além de ser um neurotransmissor, é um 

potente mitógeno que atuaria diretamente no fígado (Balasubramanian e Paulose, 

1998; Lesurtel et al., 2006; Nocito et al., 2007). Camundongos carentes da enzima 

triptofano-hidroxalse 1 (TPH1), que converte o triptofano no precursor de 

serotonina, 5-HTP (5-difroxitriptofano) não foram capazes de regenerar o fígado 

após hepatectomia parcial de 70%. O fenótipo foi recuperado após a 

suplementação de 5-HTP (Lesurtel et al., 2006). Papadimas et al. (2006) 

demonstraram que a inibição do receptor de serotonina (5-HT2) pela droga 

ketanserina quando administrada próximo ao ponto de transição G1/S dos 

hepatócitos, impede a regeneração do fígado. Estes resultados sugerem que a 

serotonina pode ser um cofator na síntese de DNA. 

Entre todos os fatores de crescimentos que respondem a lesões, o PDGF é 

o mitógeno mais potente (Pinzani, 2002, Moteki et al., 2011). PDGF é uma família 

de fatores de crescimento, composto por quatro cadeias polipeptídicas diferentes, 

que por combinação formam cinco dímeros diferentes. As formas clássicas, 

PDGF-A, PDGF-B e PDGF-AB, são ativadas durante o transporte intracelular e 

secretadas; enquanto que as formas novas, PDGF-C e PDGF-D, requerem a 

ativação via protease extracelular (Fredriksson e Eriksson, 2004). O PDGF-B é 

ainda mais potente na estimulação do crescimento e sinalização intracelular de 

células estreladas hepáticas, o que se correlaciona com a elevada expressão de 

subunidades do receptor de PDGF-β (ou tipo B) em comparação ao receptor 

PDGF-α (ou tipo A) em células estreladas hepáticas ativas (Pinzani, 2002). O 

receptor de PDGF possui atividade tirosina kinasa via cascata ERK (Haluska e 

Adjei, 2001; Moteki et al., 2011). 

O Plasma Rico em Plaquetas (PRP) vem sendo estudado e usado na 

clínica desde 1970 (Foster et al., 2009). O PRP é muito utilizado para promover a 
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cicatrização de tecidos em humanos devido à concentração aumentada de fatores 

de crescimentos e proteínas secretoras, que estimulariam o processo de 

cicatrização no nível celular (Foster et al., 2009; Arora et al., 2009). Os fatores de 

crescimento do PRP promovem o reclutamento, proliferação, diferenciação das 

células e o acúmulo de matriz extracelular no tecido em regeneração, além de 

estimular o crescimento vascular (angiogênese) (Marx, 2001; Foster et al., 2009; 

Arora et al., 2009). 

Matsuo et al. (2011) estudaram o efeito da administração de PRP pela veia 

porta após hepatectomia de 70% em ratos. Os resultados mostraram um aumento 

da proliferação hepática através da via Akt, indicando o efeito benéfico da infusão 

de plaquetas exógenas após lesão hepática. Estes resultados sugerem um 

potencial terapêutico das plaquetas na IHA (Figura 6). Além do mais, elas 

poderiam ser um dos fatores diferenciais na terapia de medula óssea total versus 

a fração mononuclear nos ratos com hepatectomia parcial. 

 

Figura 6  – Esquema da regeneração hepática promovida pelas plaquetas. Após a 
hepatectomia as plaquetas e células não-parenquimatosa são ativadas. As células de Kupffer 
ativadas secretam Interleucina (IL) 6 e Fator de Necrose Tumoral (TNF) α que transloca o Fator 
Nuclear kappa (NF-k)β e Tradutor de Sinais e Ativador da Transcrição (STAT) 3, 
respectivamente, ao núcleo do hepatócito onde promovem a proliferação. As células 
endoteliais também produzem IL6 e estimulam a secreção de Fator de Crescimento de 
Hepatócito (HGF). As plaquetas liberam HGF, Fator de Crescimento Derivado de Plaquetas 
(PDGF) e Serotonina e estimulam a proliferação celular via Akt e ERK1/2. (Adaptado de Murata 
et al, 2008) 
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O modelo animal de IHA é uma ferramenta essencial para entender o que 

acontece na doença e assim avaliar novas terapias. A terapia celular tem sido 

uma alternativa promissora, no entanto, ainda não se conhecem todos os 

mecanismos pelos quais as células exercem sua função benéfica no fígado 

lesionado. Neste contexto, é importante pesquisar e elucidar quais as principais 

células, vias de sinalização e moléculas envolvidas na regeneração e melhora da 

função hepática. Tendo em vista as evidências acima descritas, neste estudo foi 

avaliado o papel das plaquetas na terapia celular no modelo de hepatectomia de 

90%. 
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2. OBJETIVOS 

 

2.1. Objetivo Geral 

Estudar o efeito das plaquetas em animais submetidos à lesão hepática 

aguda induzida por hepatectomia parcial de 90% (HP 90%), comparado a animais 

tratados com medula óssea total ou controles 

 

2.2. Objetivos Específicos 

I. Avaliar a sobrevida dos animais durante 10 dias após a HP 90%; 

II. Comparar a taxa de regeneração hepática, avaliada pelo peso do 

fígado remanescente, pós-HP 90% em animais tratados com plasma 

rico em plaquetas (PRP) encapsulado, medula óssea total (WBM) 

encapsulada ou cápsulas vazias (EC); 

III. Comparar a taxa de proliferação hepatocitária nas primeiras 72 horas 

pós-HP 90% nos diferentes grupos; 

IV. Avaliar os níveis séricos de Fator de Crescimento de Hepatócitos (HGF) 

nos diferentes grupos nas primeiras 72 horas pós-HP 90%;  

V. Analisar diferenças na expressão de genes relacionados à regeneração 

no tecido hepático. 
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3. ARTIGO CIENTÍFICO 

 

Os resultados deste trabalho serão apresentados sob a forma de um artigo 

científico, a ser submetido para o periódico Digestive Diseases and Sciences. 
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Abstract  

 

Ninety percent hepatectomy in rodents is a model for acute liver failure. Recently, 

it has been reported that platelet has a strong effect enhancing liver regeneration, 

due to its several growth factors such as Platelet Derived Growth Factor (PDGF) 

and serotonin. The aim of this study was to investigate the role of Platelet-Rich 

Plasma on 90% hepatectomy in rats. Platelet rich-plasma (PRP) or Whole Bone 

Marrow (WBM) were microencapsulated in sodium alginate and implanted in the 

peritoneum of rats immediately after 90% hepatectomy. Control group received 

empty capsules (EC). Animals were sacrificed at 6, 12, 24, 48, and 72 hours post 

hepatectomy (n=5-8/group/time) to evaluate liver regeneration rate, mitotic index, 

5-bromo-2’-deoxyuridine (BrdU) labeling index, serum HGF, and 5Ht2b and Pdgf 

expression in liver. Survival rate in 10 days was also evaluated in a different set of 

animals (n=20/group). PRP group showed the highest survival rate at 10 days 

despite the lowest liver regeneration rate at any time point. EC group showed the 

highest regeneration rate in the first 72 hours. Mitotic index was highest in PRP 

group at 48 hours although BrdU index did not show any difference among groups. 

Gene expression of 5Ht2b and Pdgf was both up-regulated at 72 hours in PRP 

group, whereas serum HGF did not show any differences among groups. These 

results suggest that the beneficial effect of PRP may be mediated by a gradual 

increase in the regeneration rate and a response to mitogenic factors such as 

serotonin and PDGF. 

 

 

Introduction 

Acute liver failure (ALF) is a severe and sudden hepatocellular loss and 

dysfunction associated to jaundice, coagulopathy and hepatic encephalopathy 

(Sundaram and Shaikh, 2011; Nguyen and Vierling, 2011). Liver transplantation 

remains the most promising treatment for ALF. However, organ availability is 

limited and a significant percentage of patients die while waiting for transplant (Lee 

et al, 2008; Nguyen and Vierling, 2011). Nevertheless, due to the liver’s unique 

ability to regenerate after injury or resection, bridge strategies to keep the patient 
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alive or abbreviate the liver recovery time could be envisaged. Cell therapy with 

bone marrow derived cells is a promising alternative that enhances the 

regenerative capacity of the liver (Parekkadan et al, 2007; Belardinelli et al, 2008; 

Baldo et al, 2010; Gilchrist and Plevris, 2010).  

Cell microencapsulation technology has been extensively studied as an 

alternative to cell transplantation (Orive et al, 2004; Matte et al, 2011). The 

advantages of this strategy are the isolation of the transplanted cell from the host 

and the possibility to study paracrine effects of cell therapy (Matte et al, 2011). 

Many studies have shown that encapsulated cells transplanted in animal models 

of ALF improve survival rate and liver regeneration (Liu and Chang, 2006; Shi et 

al, 2009; Mei et al, 2009; Sgroi et al, 2011).  

It is well known that platelets play an important role in wound healing and 

tissue regeneration (Roy et al, 2011). Platelets contain proteins needed for 

hemostasis and growth factors including platelet-derived growth factor (PDGF), 

hepatocyte growth factor (HGF), vascular endothelial growth factor (VEGF), 

epidermal growth factor (EGF), tumor growth factor (TGF) and serotonin, required 

for tissue regeneration (Assoian et al, 1983; Oka et al, 1983; Raines, 1985; 

Nakamura et al, 1986; Nakamura et al, 1987; Clavien, 2009; Arora, 2009). 

Recently, it has been reported that platelets prevent hepatic failure due to 

hepatocyte apoptosis and stimulate liver regeneration after extensive hepatectomy 

(Lesurtel et al, 2006; Murata et al, 2007; Murata et al, 2008; Myronovych et al, 

2008; Hisakura et al, 2009; Shimabukuro et al, 2009). Matsuo et al, (2011) showed 

that administration of exogenous platelet as platelet rich-plasma (PRP) improves 

liver regeneration after 70% hepatectomy in rats via Akt and ERK1/2 pathways. In 

this work, we used the encapsulation strategy to study the paracrine effects of 

PRP in ALF animal model. 

 

Materials and Methods 

Animals 

Two-months-old male Wistar rats, weighting 314 ± 29 g were housed under 

controlled temperature (between 18 and 22°C) in lig ht–dark cycles of 12 h with 

free access to water and standard chow at Experimental Animal Unit at Hospital 



 29

de Clinicas de Porto Alegre. Handling, care and processing of animals were 

carried out according to regulations approved by the Research Ethics Committee 

of Hospital de Clínicas de Porto Alegre. 

 

Experimental Design 

Rats were randomly divided in three groups. Control group (n=23) received 

empty alginate microcapsules (EC); treated groups received either 

microencapsulated whole bone marrow (WBM, n=20) or microencapsulated 

platelet-rich plasma (PRP, n=20). Survival was observed for 10 days after 90% 

partial hepatectomy (PH). An additional set of animals were sacrificed at 6, 12, 24, 

48, and 72h after 90% PH (n=5-8/group/time point) to evaluate the early effects of 

treatments.  

 

Cell Isolation  

Wistar rats were sacrificed in CO2 chamber and both femurs were isolated. 

For whole bone marrow preparation, Dulbecco’s Medium (DMEM, Invitrogen, 

USA) supplemented with 10% Bovine Fetal Serum (GIBCO® – Grand Island, NY, 

EUA) and 1% Penicilin/Streptomicyn (GIBCO® – Grand Island, NY, EUA) was 

used to flush out the bone marrow using a 10 mL syringe with a 22-gauge needle.  

The cell suspension was centrifuged at 800g for 5 minutes, resuspended in 5 mL 

of DMEM culture medium and counted in a Neubauer chamber. Cell suspensions 

containing 1,5x107 cells/mL were encapsulated, as described below.  

For PRP group, whole bone marrow was flushed out with acid citrate 

dextrose (pH 5) in a 1:4 volume and centrifuged at 150g for 10 minutes. Platelets 

in the supernatant were then washed twice by centrifugation at 1000g at 4°C for 

15 minutes, and resuspended in citrate buffer (modified from Matsuo et al, 2011). 

Then, PRP was counted in an automatic hematological counter (ABX Micros 60, 

Germany), diluted to 1,5x107 cells/mL and submitted to the encapsulation protocol.  

 

Capsules Production 

Cell encapsulation was performed according to our laboratory protocol, 

previously described by Lagranha et al (2009). Briefly, cells were mixed with 1.5% 
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sodium alginate (Sigma-Aldrich, USA) in DMEM  and extruded through a 

Encapsulation Unit, type J1 (Nisco, Switzerland), attached to JMS Syringe Pump. 

Droplets were sheared off with an air flow of 5 L/min delivered to the tip of a 27 G 

needle and the rate of infusion was 40 mL/h. The droplets fell into a bath of 125 

mM CaCl2 and ionically cross-linked with Ca2+ to form solid spherical hydrogel 

beads containing embedded cells. In each well capsules were produced from a 

volume of 2 mL of alginate cell suspension, containing 3x107 cells/animal. Cell 

encapsulation was carried out under sterile conditions. For control group, 2 mL of 

empty capsules were produced using the same approach. The resulting capsules 

were maintained under normal cell culture conditions (DMEM supplemented with 

10% FBS at 37ºC and 5% CO2) for 24h prior to administration. 

 

Surgical Procedure and Capsules Transplantation 

Ninety percent hepatectomy was performed by a single operator, as 

described previously (Gaub et al, 1984). In brief, the left lateral (30%), left median 

(40%), and the right superior lobes (20%) were removed, leaving only the caudate 

lobe. Hepatectomy was carried out under isoflurane (Forane®, Abbott SA, Buenos 

Aires, Argentina) anesthesia. Immediately after 90% PH, and before complete 

suture, microcapsules were placed into the peritoneal cavity with a 60 mL syringe, 

and glucose was supplemented i.p. (5% of body weight). Postoperatively, animals 

were given i.p. glucose (5% of body weight) until day seven, received 20% glucose 

in their drinking water and standard chow ad libitum.  

 

Sacrifice 

Sacrifice was performed in CO2 chambers at the designated time points or 

at 10 days for the surviving animals. Immediately after death, 2 mL of blood was 

collected by heart puncture and the liver was removed and weighed. Part of the 

liver was then flash frozen in liquid nitrogen for RNA extraction and part was fixed 

for histological analysis in 10% neutral-buffered formalin. Serum was separated by 

centrifugation and stored at -20oC until analysis. 
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Liver regeneration rate  

The liver regeneration rate was calculated as follow; liver regeneration rate 

(%)=100 x [C- (A–B)]/A, where A is the estimated liver weight before PH, B is the 

excised liver weight at the time of PH and C is the weight of the regenerated liver 

at the time of sacrifice (Zhang et al, 2009). The slope of liver regeneration rate was 

calculated by simple linear regression. 

 

Histology and Immunohistochemistry 

Paraffin-embedded liver specimens were cut in 4 µm sections and stained 

with hematoxylin and eosin (H&E). Liver aspect and presence of necrotic areas 

and apoptosis were observed. To assess the rate of hepatocyte proliferation, the 

number of hepatocytes undergoing mitosis was counted in 10 high-power fields 

(HPF). In addition, 5-bromo-2’-deoxyuridine (BrdU) immunostaining was done 

using BrdU staining kit (Invitrogen, USA). Two hours before sacrifice, rats 

(n=3/group) were injected with BrdU (1mL/g). Thereafter, liver sections were 

incubated with BrdU antibody and the number of positive hepatocytes was 

counted in 5 HPF. 

 

Enzyme-Linked Immunosorbent Assay (ELISA) 

Serum levels of Hepatocyte Growth Factor were determined by ELISA 

using RAT-HGF Kit (Life Science Inc, China), according to the manufacturer’s 

instructions. 

 

Quantitative Real-Time PCR  

Total RNA was extracted from 50 mg of liver tissue using TRIzol reagent 

(Invitrogen, Carlsbad, USA) according to the manufacturer’s instructions. Two 

micrograms of RNA were reverse-transcribed using High Capacity cDNA Reverse 

Transcription Kit (Applied Biosystems, USA). Gene expression was measured 

using TaqMan assays (Applied Biosystems, New Jersey, USA) for serotonin 

receptor 5-Ht2b (Rn00568450-m1), and platelet-derived growth factor Pdgf-beta 

(Rn01502596_m1). Messenger RNA expression levels were normalized to Actb 

RNA (Rn00667869_m1) using the 2-∆∆Ct method (Livak and Schmittgen, 2001). 
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Statistical Analysis  

Results are expressed as means ± SD or medians when required. 

Statistical analyses were carried out with one-way ANOVA or two-way ANOVA 

and Tukey’s post hoc. For non-parametric variables Kruskal Wallis with Mann-

Whitney post hoc was used. Kaplan–Meier estimator was used for survival rate 

evaluation. For the slope of liver regeneration rate, simple linear regression was 

calculated. P <0.05 was considered to be significant.  

 

Results 

Survival Rate 

Twenty to 23 rats from each group were operated to evaluate survival rate 

after 10 days. The survival rate was higher for the PRP group (85%) than for the 

WBM group (65%) or EC group (30%) (p=0.001). Animals in PRP group died 

predominantly until day three, whereas in the other groups deaths occurred until 

day six after 90% PH (Figure 1). 

 

Liver regeneration 

Liver weight increased gradually after the operation. There were no 

differences at 6, 24 or 48 hours between groups. EC group showed increased liver 

weight at 12 hours compared with WBM group (p=0.006). At 72 hours EC group 

showed a higher regeneration rate compared with PRP and WBM groups 

(p=0.026). The liver regeneration rate at day 10 for EC group was 61%, for PRP 

group was 58% and for WBM group 73%. The only statistical difference at this 

time point was between PRP and WBM (p=0.03) (Figure 2A). 

 The slope of liver regeneration rate was similar to WBM and PRP groups, 

whereas for EC it was steeper in the first 72 hours. Liver weight in EC group 

increased mostly at 24 h to 72 h, whereas WBM increased the regeneration rate 

after 72 h till day 10 (Figure 2B). 

 

Histology findings 

Hydropic and necrotic changes were observed randomly in some animals. 

Congestion was predominant at 6 hours after hepatectomy. Presence of steatosis 
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was observed until 10 days after hepatectomy (Figure 3A-C). Mitotic index was 

significantly higher for PRP group than EC group at 48 hours (p=0.047), whereas 

there were no differences at other time points (Figure 3D-E). BrdU labeling index 

did not show differences among the groups (Figure 3F-G) 

 

Serum HGF 

Serum HGF levels were not different in any group at any time.  

 

Gene expression 

The expression levels of 5-Ht2b and Pdgf-beta were significantly 

increased in PRP group at 72 hours. Pdgf-beta mRNA expression level was two-

fold to three-fold up-regulated in PRP compared to WBM and EC group (P<0.05) 

(Figure 4A.). The expression of serotonin receptor 5-Ht2b in PRP group was 40 

times higher in PRP at 72 hours compared to the others groups (P<0.05) (Figure 

4B.).  

 

Discussion 

This study was designed to assess the role of platelets in animals 

submitted to 90% partial hepatectomy as an acute liver failure model. Cell therapy 

protocols using bone marrow derived cells (Parekkadan et al., 2007; Belardinelli et 

al., 2008; Baldo et al., 2010), and hepatocytes alone or combined with stem cells 

(Liu and Chang, 2006; Shi et al., 2009; Mei et al., 2009; Sgroi et al., 2011) have 

been tested in animal models of acute liver failure. The role of platelets has been 

investigated by the administration of thrombopoietin (Hisakura et al., 2009; 

Shimabukuro et al., 2009), or pegylated recombinant human megakaryocyte 

growth and development factor- induced thrombocytosis (Murata et al., 2007; 

Murata et al., 2008; Myronovych et al., 2008). 

In this study, the role of exogenous PRP was investigated using the 

advantage of microencapsulation technology and compared to microencapsulated 

whole bone marrow. The implant of encapsulated PRP significantly increased 

survival rate in ten days. Most deaths in PRP group occurred in the first 72 hours 

after hepatectomy, which indicates an early beneficial effect of PRP after massive 
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liver injury. Liver regeneration rate was assessed at different time points and 

although all groups recovered over than 50% their total liver weight on day 10, EC 

group showed a steeper increase in the first 72 hours after resection. PRP group, 

on the other hand, had the lowest regeneration rate and it presented a gradual 

increased over time. This is in accordance to the findings of Ninomiya et al. (2010) 

that have demonstrated that deceleration of regenerative response after a massive 

hepatectomy improves survival. Accordingly, liver aspect on different time points 

were better in treated groups than EC group, suggesting that transplanted derived-

bone marrow cell or platelet protect the animals from other types of stress 

imposed by liver injury (van Poll et al., 2008; Hisakura et al., 2010). 

Despite these observations in liver regeneration rate, no differences were 

found in BrdU labeling or HGF levels among groups. Mitotic index was higher only 

for PRP group at 48 hours, a similar result to that of Murata et al. (2007). These 

authors showed that in thrombocytic mice mitotic index was significantly higher 

than in thrombocytopenic mice 48 hours after 70% PH. It is possible that the use 

of distinct markers of cell proliferation, such as PCNA or Ki-67, would contribute to 

a better understanding of this discrepancy. 

It is kwon that HGF have hepatotrophic role in damaged liver. Liu et al. 

(2006) showed an increased of serum HGF in rats 48 hours after 90% 

hepatectomy. The animals were treated with bone marrow cells encapsulated in 

alginate-polylysine-alginate. Conversely in our study, we did not observed any 

differences in serum HGF among the groups at any time point.  

Hepatocytes have mitogenic response to various growth factors and 

cytokines such as HGF, Interleucina 6, PDGF and serotonin (Michalopoulos, 

2007). Serotonin is not only a neurotransmitter but also has mitogenic properties 

(Lesurtel et al., 2006) and is secreted by platelets. The 5HT2B receptor is mainly 

expressed in the liver and it is related to liver regeneration in 70% liver resection 

(Lesurtel et al., 2006 and 2008). We observed a significant up-regulation of of 

5Ht2b in livers from PRP group at 72 hours, suggesting a possible positive 

feedback mechanism mediated by platelet-derived serotonin. This hypothesis 

should be confirmed by the measurement of serum levels of serotonin and/or gene 

expression analysis in encapsulated cells.  
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PDGF is another important mitogenic factor secreted by platelet. PDGF-

stimulated hepatocyte proliferation is mediated via activation of ERK and MAP 

kinase pathway (Pinzani, 2002; Moteki et al., 2011). Similar to 5Ht2b, Pdgf Beta 

was up-regulated 72 hours after PH in the in the liver of PRP animals. Again, 

these results suggest a positive feedback between factors being released from the 

capsules and the regenerating liver. 

Platelets are required for full hepatic response to injury both in patients 

and animals (Murata et al., 2007; Alkozai et al., 2010). Moreover, administration of 

exogenous platelet rich-plasma has recently been shown to improve liver 

regeneration (Matsuo et al., 2011). Our findings suggest that this effect may be 

mediated by a gradual increase in the regeneration rate and increased response 

to mitogenic factors such as serotonin and PDGF. 
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Figure 1. Kaplan-Meier survival curve after 90% partial hepatectomy. EC=Empty capsule group, 
PRP=Platelet Rich-Plasma, WBM=Whole Bone Marrow. 

 

 

 

 

 

 

 

 
Meier survival curve after 90% partial hepatectomy. EC=Empty capsule group, 

Plasma, WBM=Whole Bone Marrow. #P=0.031 *P<0.001. 
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Meier survival curve after 90% partial hepatectomy. EC=Empty capsule group, 

P<0.001.  



 

Figure 2. Liver regeneration rate after 90% partial hepatectomy. 
regeneration rate.
ANOVA test. *P<0.05 vs EC; 
regeneration rate calculated as simple linear regressio
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Figure 2. Liver regeneration rate after 90% partial hepatectomy. 
regeneration rate. Values are expressed as means ± SD. One
ANOVA test. *P<0.05 vs EC; #P=0.03 vs PRP. B) Slope of liver 
regeneration rate calculated as simple linear regression. 
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Figure 2. Liver regeneration rate after 90% partial hepatectomy. A) Liver 

SD. One-way 
Slope of liver 
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Figure 3. Liver section stained with H&E. (A-C) Liver on day 10 after 90% PH. A) Empty 
capsules group (EC), B) whole bone marrow group (WBM), and C) platelet rich-plasma group 
(PRP). Arrows indicate steatosis in WBM and in EC group. D) Mitosis in PRP at 48 hours 
after 90% PH. E). Mitotic index in each group. F) BrdU labeling. Arrow shows positive 
hepatocyte. F) BrdU labeling index in each group. Values are expressed as means± SD. 
One-way ANOVA test. n=5-7 per group. *P<0.05 vs empty capsules (EC).  

 

 

 

 

                     
Figure 4. Gene expression 72 hours after hepatectomy. A) Relative expression of Pdgf –
Beta. B) Relative expression of serotonin receptor 5Ht2b. One-way ANOVA test. *P<0.05 

A B 
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4. DISCUSSÃO 

Animais submetidos a  hepatectomia parcial tem sido usados como modelo 

de IHA, pois uma ressecção maciça causa uma falência hepática fatal (Makino et 

al., 2005; Martins et al., 2008). Um bom modelo experimental de IHA para 

avaliação de terapias requer alta mortalidade antes da regeneração hepática e de 

uma janela terapêutica adequada (Rahman and Hodson, 2000). Muitos grupos 

usam o modelo de 70% de hepatectomia em ratos ou camundongos para elucidar 

os mecanismos de regeneração hepática (Higgins e Anderson, 1931; Nikfarjam et 

al., 2004; Ninomiya et al., 2010; Sgroi et al., 2011b). Uma vez que todos os 

animais com 70% de hepatectomia sobrevivem, este modelo é pouco adequado 

para o estudo da falência hepática aguda (Makino et al., 2005).  

Panis et al. (1997) mostraram na mortalidade, proporcional ao aumento 

progressivo na ressecção hepática. Após 85 e 90% de hepatectomia, as taxas de 

sobrevida são de 18 e 0%, respectivamente (Martins et al., 2008). Porém, a 

mortalidade elevada associada a grandes ressecções pode ser reduzida pela 

administração de glicose solúvel (Gaub e Iversen, 1984; Emond et al., 1989). Por 

exemplo, a taxa de sobrevida na hepatectomia de 90% pode aumentar até 60% 

pela adição de 20% de glicose na água de beber (Emond et al., 1989; Martins et 

al., 2008). Além disso, um controle na glicemia dos animais e a correção da 

hipoglicemia com a administração intraperitoneal de 5% glicose em ratos com 

90% de ressecção, pode elevar a sobrevida até 80% (He et al., 2010).  

Em estudo prévio do nosso grupo, Kieling (2012) observou que animais 

submetidos a 85% de hepatectomia apresentaram 50% de sobrevida com 

reposição de glicose intraperitoneal e na água de beber. Já no modelo de 

ressecção de 90% do fígado, a sobrevida diminuiu consideravelmente, chegando 

a 5% em 10 dias. Quando os animais foram tratados com células da medula 

óssea encapsulada, a sobrevida chegou aproximadamente a 60%, enquanto que 

no grupo que recebeu apenas a fração mononuclear da medula óssea (FM) a 

sobrevida foi de 55%. Sgroi et al. (2011) e Mei et al. (2009), estudaram o efeito de 

hepatócitos encapsulados e transplantados em animais com IHA. A sobrevida 

aumentou de 20% nos controles a 60-70% nos tratados com os hepatócitos 
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encapsulados. Liu e Chang (2006) estudaram o efeito de células derivadas da 

medula óssea encapsuladas em alginato-poli-L-lisina-alginato, e transplantadas 

em ratos com 90% de hepatectomia. A sobrevida foi de 100% em 14 dias.  

No presente estudo, foi observado que a sobrevida do grupo controle 

(cápsulas vazias, EC) foi de 30% em 10 dias. Já nos animais tratados com células 

da medula óssea total encapsuladas em alginato de sódio (WBM), a sobrevida 

aumentou a 65%. Este resultado condiz com o obtido por Kieling (2012), mas não 

com o achado de Liu e Chang (2006), talvez porque o número de animais que 

estes autores avaliaram foi pequeno (n=6 vs. n=20 no presente estudo). A 

sobrevida no grupo WBM observada em nosso estudo também é superior aos 

55% de sobrevida observada por Kieling (2012) para o grupo FM. 

Nosso objetivo neste estudo foi avaliar o efeito do plasma rico em 

plaquetas (PRP) na sobrevida e regeneração hepática. No grupo tratado com 

PRP encapsulado, a taxa de sobrevida (85%) foi significativamente maior que os 

demais grupos. Este resultado indica que o PRP tem um efeito benéfico nos 

animais submetidos à hepatectomia de 90%. Este efeito já havia sido sugerido por 

Myrinovych et al. (2008), que avaliaram a taxa de sobrevida e regeneração 

hepatocitária de camundongo submetidos a 90% de hepatectomia associada a 

trombocitose. Os camundongos do grupo controle morreram 30 horas após a 

intervenção cirúrgica, enquanto que os animais com trombocitose apresentaram 

uma sobrevida de 55%. Entretanto, nossos dados sugerem que PRP é superior 

ao simples aumento do número de plaquetas. Uma hipótese seria a 

“contaminação” do PRP com células da fração mononuclear da medula óssea, já 

que nas preparações usadas neste estudo havia presença de cerca de 1% de 

leucócitos. 

Um aspecto importante foi o momento do óbito nos diferentes grupos. A 

taxa de mortalidade apresentada no grupo EC foi continua durante os 10 dias. 

Porém, tanto no grupo WBM como no grupo PRP, a mortalidade ocorreu 

principalmente nos primeiros três dias após a hepatectomia. Por este motivo, 

investigamos em detalhe o período inicial da regeneração hepática através de 

grupos de animais sacrificados em 6, 12, 24, 48 e 72 horas após cirurgia e 
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implantação das cápsulas. Nestes tempos foram avaliados o peso do fígado, a 

taxa de regeneração hepática, a proliferação celular e os níveis séricos e 

expressão de genes relacionados a fatores de crescimento envolvidos na 

regeneração hepática. 

A taxa de regeneração hepática nos diferentes tempos foi avaliada através 

do peso do fígado remanescente em relação ao peso total estimado. Ao dia 10, 

todos os animais recuperaram mais de 50% do peso inicial do fígado. Nas 

primeiras 72 horas não houve diferenças importantes entre o grupo WBM e PRP, 

sendo que ambos apresentavam menor taxa de regeneração que o grupo EC. Já 

o grupo WBM apresentou um rápido aumento do peso do fígado entre o terceiro e 

o décimo dia, sendo o grupo com a maior taxa de regeneração no dia 10. O 

coeficiente linear simples demonstrou que o grupo EC apresentou a maior 

velocidade de regeneração, enquanto o grupo PRP teve uma taxa regenerativa 

menor e mais uniforme ao longo do tempo. Esse pode ser um dado 

aparentemente contraditório, pois o grupo que apresenta menor taxa de 

regeneração hepática possui a maior sobrevida. Entretanto, esses dados estão de 

acordo com Ninomiya et al. (2010), que demonstraram que a supressão das vias 

de sinalização MEK/ERK durante a fase inicial de regeneração após ressecção 

maciça do fígado melhora o prognostico dos animais. O mecanismo se deve a 

uma desaceleração da resposta regenerativa, que permite um melhor balanço 

entre a regeneração dos hepatócitos e das outras células não parenquimatosas 

que compõem o fígado. 

Entretanto, o índice mitótico foi diferente unicamente no grupo PRP às 48 

horas em relação ao grupo EC. Murata et al. (2007) também observaram um 

aumento significativo no índice mitótico 48 horas após hepatectomia de 70% em 

camundongos com trombocitose. Embora, a contagem de hepatócitos em mitoses 

dê uma noção clara de proliferação, esta não é a melhor metodologia para 

avaliação da regeneração celular. Outros tipos de análises deveriam ser 

realizados para confirmar esse achado, por exemplo, através do uso de 

marcadores de síntese de DNA, tais como 5-Bromo-2-deoxiuridina (BrdU), 

antígeno nuclear de células em proliferação (PCNA) ou antígeno Ki67. Neste 

estudo não foi possível utilizar marcadores imunohistoquímicos como PCNA ou 
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Ki-67 devido a falhas no processamento do material. Em uma sub-amostra de 3 

animais por grupo foi feita a marcação com BrdU porém não foram observadas 

diferenças significativas entre os grupos. Em parte isso pode ser devido à grande 

variabilidade dos resultados pelo pequeno tamanho amostral. Hisakura et al. 

(2010) também não observaram diferenças na regeneração celular através do uso 

de PCNA às 48 horas após hepatectomia de 80% em modelo suíno com 

administração de trombopoietina. 

Quanto ao aspecto microscópico do tecido hepático (Figura 7) foi 

observada presença de congestão vascular nas primeiras 6 horas independente 

do grupo. A partir das 12 horas observou-se a formação de esteatose nos 

hepatócitos e, em alguns casos, presença de áreas necróticas de maneira similar 

em todos os grupos. A esteatose, ou acúmulo de gordura nos hepatócitos, ocorre 

como defesa contra hipoglicemia secundária à hepatectomia e é essencial para 

iniciar a regeneração hepática (Shteyer et al., 2004; Gazit et al., 2010). Ainda que 

não tenha sido feita uma análise qualitativa sistemática das lâminas, o aspecto do 

fígado dos animais tratados com PRP aos 10 dias parece ser mais próximo de um 

fígado normal. Hisakura et al. (2010) mostraram que a indução de trombocitose 

em modelo suíno de IHA diminui a necrose, a colestase e a ruptura de células 

endoteliais no tecido hepático como conseqüência do dano hepático. Isto sugere 

que as plaquetas possuem um efeito protetor tanto no fígado como nos 

sinusóides hepáticos. 

 



 

Figura 7 - Aspecto histológico do fígado
óssea total encapsulada (WBM) ou plasma rico em plaquetas encapsulado (PRP) em 6, 12, 24, 48 
e 72 horas após hepatectomia
(20x). C) Aspecto histológico de um fígado normal

 

Aspecto histológico do fígado. A) Animais tratados com cápsulas vazias (EC), medula 
óssea total encapsulada (WBM) ou plasma rico em plaquetas encapsulado (PRP) em 6, 12, 24, 48 
e 72 horas após hepatectomia (40x). B) Animais tratados com EC, WBM ou PRP em 240 horas 

Aspecto histológico de um fígado normal (40x). 
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nimais tratados com cápsulas vazias (EC), medula 

óssea total encapsulada (WBM) ou plasma rico em plaquetas encapsulado (PRP) em 6, 12, 24, 48 
Animais tratados com EC, WBM ou PRP em 240 horas 
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A repentina perda de massa hepática causa alterações em diferentes 

níveis, uma vez que o fígado é um órgão essencial para manutenção da 

homeostase corporal. Apenas no tecido hepático, a hepatectomia de 70% ou mais 

causa a ativação de mais de 100 genes que não são expressos no fígado normal 

(Michalopoulos, 2007). Um painel de citocinas e fatores de crescimento são 

liberados pelas células não parenquimatosas e ativam a regeneração hepática. 

Entre estes, encontram-se TNF-α, IL6, EGF, VEGF, HGF, PDGF e Serotonina, 

que induzem aos hepatócitos a entrar em mitoses (Taub, 2004; Clavien, 2008). 

Sabe-se que o HGF é um fator humoral hepatotrófico que promove a 

regeneração hepática e que sua expressão aumenta em resposta a danos no 

fígado (Nakamura et al., 2011). Liu e Chang (2006) observaram um aumento nos 

níveis séricos de HGF em ratos tratados com células da medula óssea total nas 

48 horas após hepatectomia parcial. No presente estudo não foi observado 

diferenças nos níveis séricos de HGF em nenhum dos grupos em nenhum tempo. 

Este resultado sugere que outros fatores seriam responsáveis pela melhora dos 

animais tratados com as células. Há uma complexidade na interação e 

sobreposição das funções dos fatores de crescimento, o que implica que mesmo 

na ausência de um deles a regeneração hepática continue (Clavien, 2008). 

Outro fator importante na regeneração hepática é o fator de crescimento 

derivado de plaquetas, PDGF (Michalopoulos e DeFrances, 1997). Durante a 

regeneração hepática, os hepatócitos produzem PDGF estimulando a mitogênses 

nas células estreladas e nas células endoteliais (Pinzani, 2002; Michalopoulos, 

2007). Além disso, PDFG promove a sínteses de DNA e proliferação nos 

hepatócitos in vitro (Kimura et al., 1998; Moteki et al., 2011). Na hepatectomia 

parcial, as células endoteliais aumentam os receptores de PDGF durante a fase 

proliferativa (Michalopoulos, 2007). Estes receptores têm atividade intrínseca 

tirosina quinase e ativam as vias ERK, PI3K e Akt (Haluska e Adjei, 2001; Moteki 

et al., 2011). Neste estudo foi avaliada a expressão de Pdgf-b nos fígados 

remanescentes nos diferentes tempos. O grupo PRP mostrou uma expressão 

significativamente aumentada de quatro vezes os valores do grupo EC nas 72 

horas, que eram semelhantes ao observado para o grupo WBM neste mesmo 

tempo. Pinzani et al. (1994) em um modelo de IHA induzido pela administração de 
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Tetracloreto de Cálcio (CCl4) mostraram, através do ensaio de proteção contra 

RNase, a presença de PDGF no fígado às 48 horas após o dano, a qual se 

manteve por 72 horas. 

Tem-sido demonstrado que a serotonina derivada de plaquetas e o 

receptor 5HT2B são potentes iniciadores da regeneração hepática após uma 

ressecção maciça (Lesurtel et al., 2006). O receptor de serotonina, 5HT2 é uns 

dos mais abundantes no fígado e é subdividido em 5HT2A, 5HT2B, 5HT2C 

(Lucaites et al., 1996). Estos receptores pertencem à família de proteínas G 

acopladas a receptores (Julius et al., 1990; Teitler et al., 2002). Quando a 

serotonina é ligada ao receptor tipo 5HT2B ativa a proteína G e estimula a 

fosfolipasa C, provocando a rápida liberação de PI3K que resulta no incremento 

de cálcio intracelular (Launey et al., 1996). Isto ativa uma cascata de transdução 

de sinais que culmina na ativação das vias mitogênicas através de ERK e ciclina 

D1 (Launey et al., 1996; Negibil et al., 2000). Neste estudo foi avaliada a 

expressão gênica do receptor 5Ht2b no fígado remanescente nos diferentes 

tempos. Ás 72 horas, o grupo PRP apresentou uma expressão 40 vezes maior em 

relação aos demais grupos. Lesurtel et al. (2006) encontraram uma expressão 

quatro vezes aumentada do receptor 5Ht2b em camundongos às 48 horas após 

hepatectomia de 70%. Estes resultados indicam que a serotonina derivada de 

plaquetas tem um efeito importante na regeneração hepática através do receptor 

5HT2B. 

As plaquetas são necessárias para uma resposta total do fígado ao dano, 

tanto em animais como em pacientes (Murata et al., 2007; Alkozai et al., 2010). 

Após uma ressecção parcial em pacientes, uma contagem baixa de plaquetas 

está associada com um atraso na recuperação das funções hepáticas e aumento 

da mortalidade (Alkozai et al., 2010; Amano et al., 2011). Além disso, tem se 

demonstrado as propriedades benéficas do plasma rico em plaquetas na 

regeneração de vários tipos de tecido, inclusive na regeneração hepática após 

hepatectomia parcial (Arora et al., 2009; Matsuo et al., 2011; Andia et al., 2012).  

Os resultados obtidos neste estudo confirmam que as plaquetas têm um 

papel importante na sobrevida de animais submetidos ao dano hepático e 

exercem os seus efeitos de forma parácrina. Provavelmente, o efeito do grupo 
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PRP está associado a uma taxa de regeneração hepática gradual e menor que 

nos demais grupos e a uma elevada expressão gênica de 5ht2b e Pdgf-b no 

fígado remanescente 72 horas após a hepatectomia. Ainda que os mecanismos 

pelos quais o PRP aumente a sobrevida após a hepatectomia de 90% não 

estejam completamente esclarecidos, este parece ser uma boa opção terapêutica 

para o tratamento da IHA. 
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5. CONCLUSÕES  

 

Neste trabalho foi avaliado o efeito das plaquetas em animais submetidos à 

lesão hepática aguda induzida por hepatectomia parcial de 90% (HP 90%). 

A sobrevida em 10 dias foi maior no grupo tratado com plasma rico em 

plaquetas (PRP) encapsulado do que nos grupos medula óssea total (WBM) 

encapsulada ou cápsulas vazias (EC).  

A taxa de regeneração hepática nas primeiras 48 horas não apresentou 

diferenças importantes entre os grupos. Porém, às 72 horas o grupo EC teve a 

maior taxa de regeneração hepática. Já no dia 10 o grupo WBM teve maior taxa 

de regeneração hepática em comparação ao grupo PRP. 

A taxa de proliferação hepatocitária, medida pelo número de mitoses, foi 

maior às 48 horas para o grupo PRP em relação ao grupo EC. Não houve 

diferença em relação à marcação com BrdU. 

Os níveis séricos de HGF não apresentaram diferenças entre os grupos em 

nenhum tempo. 

A expressão de 5Ht2b e Pdgf-b foi significativamente maior no grupo PRP 

às 72 horas. 
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