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RESUMO

PIMENTEL, Cibele Ferreira. FIBROSE HEPATICA IN VITRO INDUZIDA POR TGF-
B: DAS ALTERAGCOES ESTRUTURAIS AO IMPACTO NA COMUNICAGAO
INTERCELULAR EM ESFEROIDES MULTICELULARES. Duque de Caxias, 2025.
TESE (Doutorado em Biomedicina Translacional) — Programa de Pés-Graduacédo em
Biomedicina Translacional — BIOTRANS - Universidade do Grande Rio, Duque de
Caxias, 2025.

A fibrose hepatica é caracterizada pela substituicdo progressiva do tecido hepatico
normal por uma matriz extracelular desorganizada. Jun¢cdes comunicantes, mediadas
pelas conexinas Cx26, Cx32 e Cx43, desempenham papel fundamental na
comunicacao intercelular e na manutencdo da homeostase tecidual. No entanto, o
impacto dos processos fibroticos sobre essas jungdes permanece pouco explorado.
Para investigar essa questdo, desenvolvemos um modelo 3D in vitro de fibrose
hepética induzida por TGF-B, utilizando esferoides multicelulares compostos por
células tumorais humanas (HepG2), células estrelares hepaticas (GRX) e células
estromais mesenquimais derivadas do sangue menstrual (CeSaM; n=10, aprovacao
do Comité de Etica do Hospital Universitario Clementino Fraga Filho 056/09). ApGs
sete dias de cultura, os esferoides controle e fibroticos (tratados com 10 ng/mL de
TGF-B) foram avaliados qualitativamente por volumetria e esfericidade, e
posteriormente submetidos a analises de histologia (HE e picrosirius),
imunofluorescéncia (a-SMA, COL I/1ll, Cx26, Cx32, Cx43, albumina, CYP3A4 e Ki-67),
microscopia eletrbnica de transmisséo e varredura (MET e MEV), e avaliacdo da
sinalizacdo de Ca?* intercelular. Os resultados mostraram que o tratamento com TGF-
B promoveu a obtencédo de esferoides fibroticos com tamanho reduzido, e alteracdes
ultraestruturais tipicas da fibrose hepatica, tais como afastamento das membranas
celulares e acumulo de colageno. Também observamos transdiferenciacdo das
células estreladas hepaticas (CEHs) em miofibroblastos. Verificou-se ainda a redugéo
significativa da proliferagéo celular, acompanhada de menor marcacéo de albumina e
deteccao difusa de CYP3A4. Observou-se reducdo nas marcacoes das Cx32 e Cx43
acompanhada de alterac6es morfofuncionais nas Cx26, Cx32 e Cx43. Esses achados
indicam que o processo fibrético causou prejuizo nas jungdes comunicantes,
sugerindo que a disfunc&o das conexinas pode contribuir para a progresséao da fibrose
hepética. A analise da sinalizacdo de Ca?* mostrou que a amplitude, propagacéo e

responsividade estavam significativamente reduzidas nos esferoides fibroticos,



indicando prejuizo na comunicagdo intercelular. Portanto, a fibrose hepatica
compromete a integridade estrutural e funcional dos esferoides multicelulares,
afetando proliferacdo, metabolismo, secrecao, sinalizacdo de Ca2* e comunicacao via
conexinas. O modelo 3D HepG2, GRX e CeSaM representa uma plataforma viavel
para investigar mecanisticamente a fibrose hepatica e testar estratégias antifibroticas,
oferecendo uma abordagem integrada que reduz o uso de animais em pesquisa, em

consonancia com os principios dos 3R’s.

Palavras-chave: Fibrose hepdtica, jungcdes comunicantes, conexinas, esferoides

multicelulares, TGF-B, sinalizacao de calcio.



ABSTRACT

Liver fibrosis is characterized by the progressive replacement of normal liver tissue by
a disorganized extracellular matrix. Communicating junctions, mediated by the
connexins Cx26, Cx32 and Cx43, play a fundamental role in intercellular
communication and in maintaining tissue homeostasis. However, the impact of fibrotic
processes on these junctions remains poorly explored. To investigate this issue, we
developed a 3D in vitro model of TGF-B-induced liver fibrosis using multicellular
spheroids composed of human liver cancer cell line (HepG2), hepatic stellate cell line
(GRX) and menstrual blood-derived mesenchymal stromal cells (CeSaM; n=10,
Clementino Fraga Filho University Hospital Ethics Committee approval 056/09). After
seven days of culture, the control and fibrotic spheroids (treated with 10 ng/mL of TGF-
B) were qualitatively assessed by volumetry and sphericity, and subsequently
subjected to histological analysis (HE and picrosirius), immunofluorescence (a-SMA,
COL I/lll, Cx26, Cx32, Cx43, albumin, CYP3A4 and Ki-67), transmission and scanning
electron microscopy (MET and SEM), and evaluation of intercellular Ca2+ signaling.
The results showed that treatment with TGF- 3 led to fibrotic spheroids with a reduced
size and ultrastructural changes typical of liver fibrosis, such as the separation of cell
membranes and the accumulation of collagen | and Ill. We also observed
transdifferentiation of stellate cells into myofibroblasts. There was also a significant
reduction in cell proliferation, accompanied by lower albumin labeling and diffuse
detection of CYP3A4. There was a reduction in Cx32 and Cx43 labeling accompanied
by morphofunctional changes in Cx26, Cx32 and Cx43. These findings indicate that
the fibrotic process caused damage to the gap junctions, suggesting that dysfunction
of the connexins may contribute to the progression of liver fibrosis. Analysis of Caz*
signaling showed that amplitude, propagation and responsiveness were significantly
reduced in fibrotic spheroids, indicating impaired intercellular communication.
Therefore, liver fibrosis compromises the structural and functional integrity of
multicellular spheroids, affecting proliferation, Ca?* signaling and communication via
connexins. The 3D HepG2, GRX and CeSaM model represents a viable platform for
mechanistically investigating liver fibrosis and testing antifibrotic strategies, offering an
integrated approach that reduces the use of animals in research, in line with the 3R's

principles.

Keywords: Liver fibrosis, gap junctions, conexins, multicellular spheroids, TGF-



B, calcium signaling.
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1. INTRODUCAO
1.1 FIGADO

O figado € o segundo maior 6rgdo do corpo e representa a maior massa de
tecido glandular do organismo, pesando cerca de 1,5 kg em seres humanos adultos.
Anatomicamente esta localizado no quadrante superior direito da cavidade abdominal,
logo abaixo do diafragma e acima do estdmago e intestino (Campana et al., 2021;
Junqueira; Carneiro, 2023). E envolto por uma fina membrana fibrosa, denominada
capsula de Glisson, revestido de tecido conjuntivo que se torna mais espesso no hilo,
0 qual a veia porta e a artéria hepatica penetram o figado e saem os ductos hepéticos
direito e esquerdo, bem como os ductos linfaticos (Junqueira; Carneiro, 2023). E um
orgao multilobular composto por quatro segmentos hepaticos denominados lobos
hepéticos: lobo direito, esquerdo, quadrado e caudado (Campana et al., 2021). Possui
vascularizagcdo abundante e a sua posicao no sistema circulatério é privilegiada para
captar, transformar e acumular metabdlitos, bem como para neutralizar e eliminar
substancias toxicas que tenham sido absorvidas pelo organismo (Gardner; Lee,
2024). Este 6rgao é conhecido pelo seu potencial funcional que garante a sdude do

organismo.

1.1.1 Funcbes do figado

Atualmente, a literatura aponta cerca de mais de 500 funcdes essenciais
atribuidas ao figado (Pawlina, 2025; Katawala, 2024). Dentre elas, o metabolismo de
farmacos que consiste em reacfes enzimaticas que convertem diversas substancias
em compostos hidrossoluveis, facilitando sua excrecao biliar ou urinaria. O processo
divide-se em Fase |, com reacdes de oxidacdo, reducdo, hidratacdo, hidrolise e
isomerizacao, e Fase Il, com reacdes de conjugacao a moléculas polares, como acido
glucurénico e sulfato. As monooxigenases, pertencentes a familia do citocromo P450,
participam por cerca de 90% dessas biotransformacdes e sao produzidas
principalmente no reticulo endoplasmatico (REL) das células hepaticas (Junqueira;
Carneiro, 2023). Assim, o processo de detoxificacao € realizado pela enzima CYP3A4,
responsavel por metabolizar os medicamentos atualmente utilizados por via oral, além

de toxinas e compostos enddgenos (Klyushova et al., 2022).
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As enzimas CYP, envolvidas no metabolismo dos xenobioticos, estdo
localizadas principalmente nas mitocondrias e no reticulo endoplasmatico liso (REL)
dos hepatdcitos. Mas, a maioria dos 6rgdos, como membranas intestinais, cérebro,
pulmdes e rins expressam enzimas CYP em graus variados (Heidarzadehpilehrood et
al.,, 2022). Segundo Klyushova e colaboradores (2022), destacam-se como
responsaveis pelo metabolismo de esteroides a CYP11A1, que catalisa a conversédo
do colesterol em pregnenolona, passo inicial e limitante da biossintese dos hormonios
esteroides, a CYP17Al, que participa tanto da atividade da 17a-hidroxilase quanto da
17,20-liase, essenciais para a sintese androgenética e estrogénica e a CYP2EL,
associada ao metabolismo de varios xenobidticos, a qual também esté presente nas
mitocondrias, contribuindo para reacdes de oxidacdo durante a desintoxicacao
(Gaviria-Calle et al., 2018).

Portanto, o figado realiza reacfes de metabolismo de farmacos, além de
desempenhar um papel relevante na eliminacdo da aménia da corrente sanguinea, e
na producdo de fatores de coagulacdo, como a protrombina e fibronogénio. Além
disso, o figado sintetiza a maior parte das proteinas plasmaticas circulantes do corpo,
como a albumina, produzida e secretada exclusivamente pelo 6rgdo, que é
fundamental para a manutencéo do controle osmaético do plasma, mantendo o nivel
de glicemia e regulando os niveis circulantes das lipoproteinas de densidade muito
baixa (VLDLs) (Moman, Gupta, Vacarallo, 2025). Este 6rgéo ainda produz pequenas
guantidades de outras proteinas plasmaticas, como as lipoproteinas de baixa
densidade (LDLS) e as lipoproteinas de alta densidade (HDLs). As LDLs transportam
ésteres de colesterol do figado para outros tecidos. Ja as HDLs removem o colesterol

dos tecidos periféricos e o transportam para o figado (Pawlina, 2025).

Além disso, as glicoproteinas como a transferrina e a hepcidina, desempenham
papéis centrais na regulacdo da homeostase do ferro. A transferrina é responséavel
pelo transporte do ferro no plasma, prevenindo a toxicidade pelo ferro livre, enquanto
a hepcidina, horménio peptidico produzido no figado, controla a absorcéo e liberagcéao
do ferro nos tecidos (Camaschella; Nai; Silvestri, 2020). O ferro € armazenado no
citoplasma das células hepaticas, na forma de ferritina, ou pode ser convertido em
granulos de hemossiderina (Pawlina, 2025). A regulacdo equilibrada dessas proteinas
é fundamental para manter niveis adequados de ferro, evitando tanto a deficiéncia

quanto o acumulo excessivo, que podem causar danos celulares e disfuncdes
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hepaticas (Camaschella et al., 2020).

Ademais, o figado atua na geracdo de anticorpos, as alfa-globulinas e beta-
globulinas e na resposta imunolégica (Camaschella; Nai; Silvestri, 2020; Pawlina,
2025).

Este 6rgdo ainda facilita a quebra e o armazenamento de substancias, como o
glicogénio, e atua como um reservatério de vitaminas, incluindo A, D, E, K e B12,
garantindo que o corpo tenha acesso a esses nutrientes quando necessario (Moman;
Gupta; Varacallo, 2025). A vitamina A desempenha um papel vital em diversas
fungdes do organismo, incluindo a visdo, o sistema imunolégico e a saude da pele. A
deficiéncia dessa vitamina pode levar a problemas de visdo, como cegueira noturna,
e comprometer o sistema imunoldgico (Pawlina, 2025). A vitamina D atua na absorcao
de célcio e fosforo, essenciais para a saude 6ssea e muscular, além de exercer um
papel no sistema imunoldgico. A vitamina E é um antioxidante que protege as células
contra danos causados pelos radicais livres. Enquanto isso, a vitamina K é essencial
para a coagulacdo sanguinea, pois ajuda na sintese de proteinas que participam
desse processo. Ja a B12 colabora na protecdo contra deficiéncias, especialmente

em pessoas com problemas de absorcao intestinal (Moman; Gupta; Varacallo, 2025).

No figado, processos como a glicogénese (sintese de glicogénio a partir de
glicose), a lipogénese (sintese de acidos graxos a partir de acetil-CoA) e a
gliconeogénese (producao de glicose a partir de precursores nao-carboidratos como
aminodcidos, lactato e glicerol) sdo essenciais para manter a homeostase energética
e a estabilidade dos niveis de glicose no sangue, especialmente durante jejum ou

exercicio (Pawlina, 2025).

Nos I6bulos hepaticos, os hepatdcitos estdo dispostos em placas ou ilhas que
formam a unidade funcional basica conhecida como acino hepatico (Pawlina, 2025).
Essa estrutura apresenta formato hexagonal, sendo delimitada pela triade portal na
extremidade e pela veia central no centro do I6bulo. Cada triade portal contém ramos
da veia porta, artéria hepatica, ductos biliares e vasos linfaticos, formando o espaco
porta: local onde se encontram 0s vasos sanguineos fundamentais para o figado
(Arias, 2020) (Figura 1).

Dessa forma, os acinos séo delimitados pelos espacos porta: a veia porta, que
traz sangue rico em nutrientes do intestino; a artéria hepatica, que fornece sangue

oxigenado; e os ductos biliares, responsaveis pelo transporte da bile. O sangue circula
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do espaco porta pelos sinusoides, capilares fenestrados entre os hepatdcitos,

facilitando as trocas metabolicas (Pawlina, 2025; Paris et al., 2022).

De acordo com Paris e colaboradores (2022), o figado é um 6rgdo altamente
vascularizado e funcionalmente heterogéneo. A partir da veia centrolobular originam-
se pequenos vasos sanguineos chamados sinusoides hepaticos. Estes, por sua vez,
se entrelagam com os corddes de hepatdcitos, facilitando as trocas eficientes entre o
sangue e as células hepaticas, incluindo o fornecimento de nutrientes e oxigénio, além
da remocdo de metabdlitos e outras substancias sintetizadas pelos hepatécitos
(Pawlina, 2025; Paris et al., 2022). Essa importante e desenvolvida rede vascular
contribui para a heterogeneidade metabdlica e funcional dos hepatocitos ao longo do

I6bulo hepatico (Moman, Gupta, Varacallo, 2025).

Devido a variacdo no suprimento de oxigénio e nutrientes, os hepatocitos séo
organizados em zonas metabdlicas distintas. As células préximas ao espac¢o porta
(zona 1) recebem maior aporte de oxigénio e sao especializadas em processos como
gliconeogénese, [(-oxidacdo de &cidos graxos e sintese de proteinas, como a
albumina. Os hepatdcitos da zona intermediaria (zona 2) participam principalmente da
sintese de glutamina e do metabolismo de xenobibticos. Enquanto os da zona
centrolobular (zona 3) que recebe menos aporte de oxigénio e nutrientes e sucesptivel
a hipoxia, estao envolvidos na glicdlise, lipogénese e sintese de acidos biliares (Figura
1) (Moman, Gupta, Varacallo, 2025).

Portanto, a zonacéo dos hepatdcitos ao longo do I6bulo hepético é essencial por
diferenciar a biologia dessas células, de maneira a torna-las mais especializadas em
certas reacfes metabdlicas de acordo com a localizagdo em que as células se

encontram (Moman, Gupta, Varacallo, 2025; Arias et al., 2020).
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Trato Porta
Artéria Hepatica

Figura 1. Representacdo da unidade funcional do figado humano. A representacdo da unidade
funcional do figado: o acino hepético, uma estrutura losangular, com triades portais nos vértices e uma
veia central no centro. Dentro do acino, as trés zonas, a zona 1 com maior aporte de oxigénio e
nutrientes, a zona 2, intermediaria e a zona 3, com menor aporte de oxigenacdo e nutrientes, é mais
suscetivel a danos por hipdxia e agentes téxicos. Fonte: Junqueira; Carneiro, 2023.

Assim, a composicdo celular do figado inclui células parenquimatosas
(hepatécitos) e ndo parenquimaticas, como 0s colangiocitos, células de Kupffer,
células endoteliais dos sinusoides hepaticos e CEHs, que contribuem para a
imunidade, remodelamento tecidual e homeostase hepatica (Pawlina, 2025). Os
colangiocitos sao as células que revestem os ductos biliares. As células de Kupffer,
0s macrofagos residentes do figado, contribuem para a homeostase hepatica por meio
da remocdo de patdégenos, apresentacdo de antigenos e promocao de tolerancia
imunoldgica (Paris et al., 2022). J4 as células endoteliais sinusoidais formam uma
barreira fenestrada que facilita a troca de substancias entre o sangue e os hepatocitos
(Arias et al., 2020).

Coletivamente, essas e as suas demais funcdes estabelecem o figado como o
centro metabdlico do corpo. Para desempenhar todas essas fungdes ele conta com

uma magquinaria celular muito importante composta majoritariamente por hepatdcitos.

Portanto, o figado é um 6rgdo que executa inUmeras fungdes vitais, em grande

parte atribuidas as atividades especializadas realizadas pelos hepatocitos (Arias et
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al., 2020).

1.1.2 Hepatocitos

O hepatécito é a célula do parénquima mais multifacetada do organismo, com
funcdes enddcrinas e exdcrinas e que também detoxifica, transporta e estoca diversas

substancias (Figura 2).

Hepatécito

Endotélio do sinusoide
REG -
~ Mitocdndrias

Jungio de oclusdo (tight)

Conexon

Canaliculo biliar
(hemicanal)
REL @
Lisossomo Golgi %
Canal
Desmossomo

Intercelular

Espagode _
Disse

Fibras reticulares

intercelular
Y Endotélio
Glicogénio

Figura 2. (a) Representacao esquematica da ultraestrutura de um hepatdécito. A figura mostra o nacleo
central, rico em organelas, como: mitocondrias, reticulo endoplasmaético: liso (REL) e rugoso (REG).
Complexo de Golgi, localizados perto dos canaliculos biliares. Lisossomo e inclusdes: podendo conter
depositos de glicogénio ou lipideo. As microvilosidades do hepatécito (apical e basal) e 0 espaco
sinusoidal (sinusoide) e o endotélio do sinusoide. O espaco de Disse com fibras reticulares e o espaco
intercelular entre o endotélio. Na parte baso-lateral as jun¢8es dos tipos oclusao (tight) e desmossomo.
(b) Representacdo esquemética da estrutura da juncdo comunicante, evidenciando a conexina, o
conexon (hemicanal) e o canal intercelular. Nota-se a seta preta indicando os canais formados pelas
conexinas (jungBes comunicantes) que permitem a comunicagdo direta entre os hepatdcitos
adjacentes. Esses canais proteicos permitem a passagem de pequenas moléculas, como K*, Na*,
cAMP, mRNAs, ATP, glicose, ADP, IP3, lactose. Fonte: Junqueira; Carneiro, 2023.

Hepatdcitos sdo células poliédricas, com seis ou mais superficies, e
apresentam um ou dois nucleos arredondados, contendo um ou dois nucléolos.
Alguns nudcleos séao polipldides e séao caracterizados pelo seu tamanho maior
(Junqueira; Carneiro, 2023). O citoplasma € eosinofilico, principalmente devido ao
grande namero de mitocbndrias, que podem chegar até cerca de 25% do volume

celular (Pawlina, 2025). A célula hepatica contém abundante RE, tanto liso quanto

Estrutura da Jungéo
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granuloso. O REL é um sistema labil, que reage prontamente as moléculas recebidas
pelo hepatdcito. Sob condicbes em que o hepatdcito é desafiado por medicamentos,
toxinas ou estimulantes metabdlicos, o REL pode se tornar a organela predominante
da célula, elevando assim a capacidade de detoxificacdo do 6rgdo (Campana et al.,
2021). Ja o reticulo endoplasmatico rugoso (RER) € a organela responsavel pelos
processos de oxidacdo, metilacdo e conjugacao requeridos para a inativagcdo ou
detoxificacdo de varios farmacos, drogas e substancias antes de sua excrecao pelo
organismo. Além disso, os complexos de Golgi no hepatécito também sdo numerosos
(Figura 2) (Gardner; Lee, 2024). As fungdes dessa organela incluem a formagao de
lisossomos e a secrecao de proteinas plasmaticas (albumina, proteinas do sistema
complemento), glicoproteinas (transferrina), VLDL, LDL e HDL. Geralmente o
hepatocito ndo armazena proteinas em granulos de secrecdo no citoplasma, mas
secreta continuamente para a circulagdo sanguinea ou linfatica (Junqueira; Carneiro,
2023; Pawlina, 2025).

Além dos hepatécitos, o figado depende de outros tipos celulares para

sustentar e equilibrar seu potencial metabdlico.

1.1.3 Células néao parenquimatosas do figado

Na fisiologia normal do figado, as células estreladas hepaticas (CEHs), um tipo
celular ndo parenquimatoso, apresentam morfologia estrelada e permanecem em um
estado quiescente (Kamm; Mccommis, 2022). As CEHSs residem no espaco de Disse
e possuem corpos celulares fusiformes com ndcleos ovais ou alongados (Figura 3)
(Gan et al.,, 2025). Em relacdo a ultraestrutura, exibem RER moderadamente
desenvolvido, complexo de Golgi reduzido e prolongamentos citoplasmaticos
proeminentes (Pawlina, 2025). Essas proje¢fes desempenham um papel importante
na deteccado de sinais quimiotaticos para serem transmitidos ao mecanismo da célula
para gerar uma forca contratil (Kamm; Mccommis, 2022). Entretanto, em consonancia
com esses pesquisadores, a principal funcado das CEHs parece ser 0 armazenamento
de retinoides ou metabdlitos contendo vitamina A dentro das goticulas lipidicas
citoplasmaticas (Figura 3).

No espaco de Disse, as CEHs secretam citocinas e fatores de crescimento que
nutrem as células vizinhas (Gan et al., 2025). Quando o0s niveis de vitamina A no

sangue diminuem, o figado mobiliza seus locais de armazenagem nas células
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estreladas hepaticas para manter a homeostase sistémica desta vitamina. Além do
armazenamento, essas ceélulas exercem papel fundamental na regulagdo do

metabolismo hepético e na resposta a lesdes (Allameh et al., 2023).

Figura 3. Representacao dos tipos celulares encontrados no figado normal. A figura mostra na parte
superior os hepatécitos, com suas microvilosidades. Na parte inferior, o espa¢o de Disse contendo a
célula de Kupffer, o macrofago tecidual, a célula estrelada quiescente, evidenciando goticulas de
gordura, representando a vitamina A. A célula endotelial e o sinusoide hepético também estao
demostrados. Fonte: Junqueira; Carneiro, 2023.

As CEHs também contribuem para a manutencdo da arquitetura saudavel do
figado, participando do remodelamento da matriz extracelular (MEC). Elas
desempenham um papel fundamental nas interacdes célula-célula, nas redes de
citocinas e na regulacdo do fluxo sanguineo sinusoidal. Além disso, participam da
tolerancia imunolégica hepatica por meio de suas propriedades imunomoduladoras
para preservar a integridade estrutural e funcional do figado (Bourebaba; Marycz,
2021).

De acordo com Kamm & McCommis (Kamm; McCommis, 2022), as CEHs
constituem uma populacdo menor, mas desempenham func¢des no 6rgdo normal e em

resposta a lesdes. As CEHs séo conhecidas principalmente pela sua ativacdo apos
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lesbes hepéticas e pela producdo da MEC rica em coldgeno. Func¢des menos
apreciadas dessas células incluem a amplificacdo da resposta inflamatéria hepatica e
a expressao de fatores de crescimento que sao criticos para o desenvolvimento do
figado e tanto para o inicio como para o término da regeneracao hepatica. Estudos
recentes de sequenciamento de RNA das CEHSs indicaram que a sua ativagéo envolve

uma diversidade de altera¢cdes fenotipicas (Gan et al., 2025).

No figado, além das CEHs, também estdo presentes outros tipos celulares
importantes, como os macrofagos residuais do tecido, denominados células de
Kupffer, as células endoteliais sinusoidais e os colangiécitos que revestem os ductos
intra e extra-hepaticos da arvore biliar, bem como contribuem para a modificacdo da
bile derivada dos hepatdcitos (Gan et al., 2025). As células de Kupffer, juntamente
com outras células imunitarias, desempenham um papel fundamental na defesa
contra os agentes patdgenos da circulacdo portal. Assim, em conjunto, essas células
localizadas no espaco de Disse, situado entre as superficies basais dos hepatocitos
e das células endoteliais, permitem a troca rapida de macromoléculas entre o limen

sinusoidal e os hepatécitos (Figura 3) (Pawlina, 2025).

Segundo Gong e colaboradores (Gong et al., 2023), a plasticidade tanto dos
hepatocitos quanto dos colangiécitos é um dos principais eventos que tornam a
regeneracao hepatica possivel. Em condi¢des fisioldgicas normais, essas células
permanecem quiescentes, mas sob estimulos especificos entram em ciclo celular,
aumentando sua capacidade proliferativa. Esse processo € controlado por um
equilibrio sincronizado entre sinais que promovem e inibem a divisao celular. Assim,
essas células desempenham um papel central na prevencdo da perda tecidual

hepatica (Gong et al., 2023; Li; Acosta; Jiang, 2023).

Diante disso, a comunicacao intercelular entre hepatécitos e outras células é
essencial para a manutencdo do microambiente hepatico e a regulacéo das funcbes
celulares (Su et al., 2024). Para tal, estruturas proteicas especializadas presentes nas
membranas plasméaticas das células, denominadas juncdes comunicantes (JCs),
possibilitam essa comunicagéo, permitindo o transporte seletivo e direto de pequenos
ions, moléculas e sinais eletroquimicos que promovem a coordenacéo e a integracéo

funcional entre as células hepéaticas (Pawlina, 2025; Zhou et al., 2023).
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1.1.4 Conexons, jungbes comunicantes e conexinas

De acordo com Li e colaboradores (Li; Acosta; Jiang, 2023), 0s conexons Sao
regides especializadas da membrana plasmatica que se organizam circularmente,
formando hemicanais hidrofilicos transmembranares. Os conexons sdo compostos

por proteinas da familia das conexinas (Cxs) que se organizam em seis mondmeros,

formando hexameros (Figura 4).

Conéxon

Conexina

Figura 4. Representacdo das Jun¢gbes Comunicantes formadas por Conexinas
Fonte: Junqueira; Carneiro, 2023.

Os mondémeros de Cxs séo inicialmente sintetizados no RER (local que ocorre
o dobramento e a montagem inicial das proteinas) e, em seguida, transportados para
o complexo de Golgi (podem sofrer modificacbes pos-traducionais), 0s quais se
organizam em estruturas hexaméricas (Li; Acosta; Jiang, 2023). Posteriormente,
essas estruturas sao levadas por vesiculas até a superficie da membrana celular,
onde se agrupam para formar os conexons. Quando alinhados ao conexon da célula
adjacente formam as JCs que conectam o citoplasma das células vizinhas permitindo
a troca direta de sinais elétricos e quimicos entre as células, além de conectar o
interior celular com o microambiente extracelular, atuando assim como integradoras
de tecidos e, portanto sdo fundamentais para a manutencdo da homeostase tecidual
(Kutova; Pospelov; Balalaeva, 2023; Zhou et al., 2023).

As conexinas séo classificadas de acordo com o peso molecular (de 26 a 59
kDa), precedidas por “Cx”. Até o momento, 21 tipos foram identificados para humanos
(Trevisan et al., 2019). No figado as isoformas mais comuns sdo as Cxs 26, 32 e 43,
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as quais estdo envolvidas em processos metabolicos e respostas a danos teciduais
(Willebrords et al., 2018).

O acoplamento entre conexons de células adjacentes possibilita a passagem
de ions e pequenas moléculas hidrossolluveis, como ions de calcio, sédio e potassio
e pequenas moléculas mensageiras (abaixo de 1,5 KDa e hidrofilicas) como glicose,
glutamato, glutationa, trifosfato de adenosina (ATP), monofosfato de adenosina
ciclico, trifosfato de inositol (IP3), essenciais ao metabolismo celular (Van
Campenhout et al., 2021).

7

A atividade das Cxs € rigorosamente regulada por processos de sintese,
trafego e degradacéo, além de estimulos fisiolégicos como voltagem de membrana,
pH e concentragdes intracelulares de célcio (Leroy et al., 2022). No figado, as Cx26,
Cx32 e Cx43 apresentam distribuicdo especifica entre hepatécitos e células nédo
parenquimaticas, as quais desempenham papéis centrais na comunicacao intercelular
(Zhou et al., 2023).

Ademais, essas proteinas podem atuar como hemicanais, estabelecendo
comunicacao entre o citoplasma e o meio extracelular. Embora geralmente fechados
em condicdes fisiologicas, sob estimulos de estresse mecéanico, despolarizacdo de
membrana ou alterag@es ibnicas, podem liberar moléculas sinalizadoras, como ATP,
amplificando processos inflamatérios que podem levar a lesdo tecidual (Crespo

Yanguas et al., 2018).

Nesse contexto, se faz necessario compreender o papel das Cxs na fisiologia
hepatica. Ja foi demonstrado por Ajoolabady e colaboradores (2023), Leroy e
colaboradores (2022) e Willebrords e colaboradores (2018), que as células hepaticas
apresentam distribuicéo variada dessas proteinas (Tabela 1). Neste estudo, o foco foi
direcionado as Cxs relacionadas ao metabolismo hepatico: Cx26, Cx32 e Cx43 (Leroy
et al., 2022).

A Cx26 esta presente em cerca de 5% das células hepaticas e a sua principal
funcdo € manter a polaridade dos hepatécitos (Crespo Yanguas et al., 2018). Ela atua
como barreira fisica contra a entrada de patdégenos, como o virus da hepatite B.
Apresenta expressao zonada, principalmente na regido periportal, onde forma canais
heterotipicos com a Cx32, regulando a sinalizacdo metabdlica intralobular. A
expressdo da Cx26 é modulada por hormdénios, como o glucagon, que induz

especificamente sua transcricdo (Katturajan; Evan Prince, 2021). Além disso, a Cx26
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esta envolvida na homeostase ibnica, na regulacdo metabdlica e no controle da
divisdo celular dos hepatdcitos. Funcionalmente, a distribuigcdo zonal da Cx26 permite
o transito de sinais ibnicos e metabdlitos, influenciando nos processos de metabolismo

glicolitico e a resposta a lesGes hepéticas (Crespo Yanguas et al., 2018).

A Cx32 é a principal proteina que forma os canais de comunicacao intercelular
e € majoritariamente expressa em hepatocitos normais (Pastar et al., 2021). A sua
funcdo é descrita como critica para o intercambio de sinais metabdlicos e a resposta
a lesdes. Ela interage na coordenacdo metabodlica entre os hepatdcitos e esti
envolvida na liberacdo de glicose em resposta as demandas energéticas e na
sinalizacdo de célcio intracelular. Além disso, confere maior estabilidade a Cx26

mesmo em condicdes de lesdo (Ajoolabady et al., 2023).

Em consonéancia com Zhou e colaboradores (Zhou et al.,, 2023), a Cx32
participa ativamente da transmisséo de sinais de calcio em hepatocitos, regulando a
liberacdo de Ca?* do RE por meio dos receptores de inositol 1,4,5-trifosfato (ITPR).
Um mecanismo essencial para processos como proliferacdo celular, apoptose e
metabolismo hepatico. Eventos cruciais para o funcionamento e a sobrevivéncia das
células. Alteracdes na homeostase do célcio podem induzir a abertura dos hemicanais
formados pela Cx32, permitindo a propagacdo de ondas de Ca2?* entre células
adjacentes e fortalecendo, assim, a comunicacéao intercelular no figado (Leroy et al.,
2022).

Portanto, a Cx32 é vital para a integridade e funcéo hepatica, representativa na
comunicacdo intercelular que modula respostas a lesGes, bem como regula o

metabolismo lipidico (Leroy et al., 2022).

J& a Cx43 é expressa principalmente em células estromais, como as CEHs
(Leroy et al., 2022). Ela exerce papel regulador na proliferagéo celular e na resposta
inflamatoria, além de desempenhar efeito protetor por estar envolvida em processos
de apoptose, necrose e vias de sinalizacdo (Pastar et al., 2021). No figado, sua
expressdo pode ser modulada em condigdes de estresse celular (Crespo Yanguas et
al., 2018). As enzimas proteoliticas, as metaloproteinases (MMPs), desempenham
papel crucial nesse contexto, promovendo a degradacao seletiva da MEC que permite
o remodelamento necessario para a regeneracdo e reparo dos tecidos (Shan et al.,
2023). Paralelamente, as citocinas e as CEHs regulam processos inflamatorios e

sinalizagdes que influenciam a proliferacao, diferenciagcdo e sobrevivéncia celular.
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Células residentes do sistema imunolégico, como as células de Kupffer, participam
ativamente da remocéo de detritos celulares e da liberagéo de fatores de crescimento,

consolidando o ambiente propicio para a reparacao tecidual (Zhou et al., 2023).

Embora a Cx43 seja amplamente estudada no tecido cardiaco, a sua disfuncéo
estd associada a processos de remodelamento tecidual e respostas inflamatorias
capazes de agravar a formacgao excessiva de MEC e alteragfes estruturais no tecido
hepético (Herraddon et al.,, 2021). Achados recentes sugerem que mecanismos
semelhantes também atuam no figado, em especial, na modulacdo da atividade das
CEHs. Dessa forma, a Cx43 destaca-se como um alvo terapéutico promissor para o

controle da progresséo de lesdes hepaticas cronicas (Leroy et al., 2022).

Além das Cxs mencionadas, de acordo com a Tabela 1, o figado ainda apresenta
as Cx37 e Cx40. Segundo Ajoolabady e colaboradores (2023), tanto a Cx37 como a
Cx40 séo expressas principalmente nas células endoteliais da artéria hepatica e da
veia porta. Essas proteinas formam canais de JCs importantes para a comunicacéo
intercelular vascular hepatica, controlando o fluxo de ions e pequenas moléculas que
influenciam a funcao endotelial e a homeostasia hepatica. Enquanto a Cx37 tem papel
crucial na manutencdo da integridade vascular e resposta a estimulos
hemodinamicos, a Cx40 contribui para a coordenac¢éo do tonus vascular, impactando
a perfusdo hepatica. Assim, as Cx37 e Cx40 sdo essenciais para a regulacdo da
microcirculacdo hepéatica e podem influenciar nos processos fisiolégicos e em
condicdes clinicas relacionadas a circulacdo hepéatica e a formacdo de tecido
cicatricial (Willebrords et al., 2018).
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Tabela 1: Relacéo das conexinas expressas no figado humano.

Conexinas Tipos Celulares
26 Hepatdcitos; CEHSs; células endoteliais sinusodais; células de Kupffer
32 Hepatdcitos; células endoteliais biliares; células endoteliais sinusodais
37 Células endoteliais da artéria hepatica; células endoteliais da veia porta
40 Células endoteliais da artéria hepética; células endoteliais da veia porta
43 Células epiteliais biliares; células de Kupffer; CEHs; células endoteliais sinusodais;

células endoteliais da artéria hepética; células endoteliais da veia porta; células

mesoteliais (capsulas Glisson)

Fonte: (Willebrords et al., 2018; modificada, Acta Cir Bras. 2019).

Diante das consideracfes das diferentes isoformas de Cxs, € relevante
destacar um denominador comum: todas participam das vias de sinalizacdo mediadas
por mensageiros secundarios, essenciais para a comunicac¢ao intercelular mediada
por JCs (Ajoolabady et al., 2023).

Dentre esses mensageiros, destaca-se o ion calcio que assume papel central
na regulacdo dessa comunicacdo (Ajoolabady et al., 2023). A seletividade das JCs
medeia sua difusdo entre células adjacentes, promovendo a sincronizacéo das ondas
de célcio (Pastar et al.,, 2021). No figado, o calcio intracelular esta diretamente
associado a processos fundamentais, como regeneracao de hepatdcitos, proliferacéo
e diferenciacdo celular, metabolismo energético e resposta a estimulos hormonais
(Nascimento et al., 2024; Guerra et al., 2019).

1.1.5 Sinalizacéo de Calcio

O calcio ndo é apenas um mediador intracelular, mas um integrador de varios
processos que contribuem tanto para a manutencdo da homeostase como para a
progressdo de lesdes hepaticas (Nascimento et al., 2024; Ulrich; Glaser; Thomas,
2025). A especificidade dessa via de sinalizacéo reflete a relevéncia do calcio como

segundo mensageiro modulando tanto nas respostas fisiolégicas como nas doencas
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hepaticas (Ulrich; Glaser; Thomas, 2025).

A sinalizacdo de célcio nas células hepaticas s6 acontece via receptores de
Inositol 1,4,5-trisfosfato (ITPR), os quais sé&o os Unicos canais intracelulares de calcio.
Nos hepatécitos saudaveis, as Unicas isoformas encontradas séo as ITPR1 e ITPR2
(Jin et al., 2021). O ITPR3 €é expresso em situacdes patoldgicas como no tumor
hepético (Nascimento et al., 2024). Na fisiologia normal do figado os receptores do

tipo ITPR ajudam a regular as funcdes hepaticas (Guerra et al., 2019).

Segundo Guerra e colaboradores (Guerra et al.,, 2019), a expressédo e
localizagc&o de diferentes isoformas de ITPR podem influenciar a resposta celular. A
isoforma ITPR1 desempenha um papel crucial no metabolismo e proliferacdo de
hepatdcitos, funcdes essenciais para o figado normal. Outra funcdo do ITPR1 nos
hepatécitos esta relacionada a regeneracdo hepatica. Ja o ITPR2 exibe uma funcao
essencial no figado, regulando a formacéo de bile e a secre¢éo de bicarbonato, bem

como regenerando hepatdcitos (Jin et al., 2021).

A sinalizacao de célcio nas células hepaticas ocorre quando um agonista, como
horménios ou fatores de crescimento, se liga aos receptores de membrana plasméatica
dos hepatécitos, ativando as fosfolipases C (PLC) por meio das subunidades beta e
gama (Guerra et al., 2019). Essas enzimas clivam o fosfatidilinositol 4,5-bisfosfato
(PIP2), um lipidio essencial das membranas celulares que serve como precursor dos
segundos mensageiros. A clivagem da molécula PIP2 gera o IP3, mensageiro
secundario, que se difunde no citoplasma para ligar-se ao receptor ITPR1/2. Assim,
0s canais sdo abertos e o célcio do RE € liberado para o citoplasma ou nucleoplasma
(Ajoolabady et al., 2023; Guerra et al., 2019).

De acordo com Ajoolabady e colaboradores (Ajoolabady et al.,, 2023), o
aumento da concentracao intracelular de célcio é crucial para ativar diversas funcées
hepéticas, como a secrecdo de albumina e acidos biliares, regulacdo da proliferagédo
celular, uma caracteristica essencial dos hepatocitos para a regeneracéo tecidual,
além da regulacéo da transcricdo génica e inducéo da apoptose. Assim, alteracdes na
homeostasia do calcio intracelular podem comprometer a resposta frente a estimulos
fisiologicos e adversos, evidenciando sua importancia para a manutencdo do

equilibrio estrutural e funcional do figado (Ajoolabady et al., 2023; Guerra et al., 2019).

Diante desse cenario, torna-se essencial compreender as interagdes com a MEC

e 0s mecanismos de remodelamento tecidual, especialmente em contextos de reparo
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e regeneracdo hepatica (GAN et al., 2025). Aléem da presenca de células
especializadas, as JCs, os ions de calcio e diversas proteinas, como albumina,
globulinas, lipoproteinas, fatores da coagulacédo, entre outras, o figado também conta
com a MEC hepatica, atuando em conjunto, para manutencédo da homeostase tecidual
(PAWLINA, 2025).

A MEC hepética saudavel € composta por uma rede tridimensional complexa
que inclui uma ampla gama de macromoléculas distintas (Arias et al., 2020). Entre
essas, destacam-se os colagenos, principalmente o tipo | que esta presente em
grandes quantidades e, em menores proporc¢des, dos tipos lll, 1V, V, VI, Vil e VIII, além
de glicosaminoglicanos (GAGs), fibronectina, laminina, entactina e tenascina
(Pawlina, 2025). Os colagenos fibrilares principais (colageno I, lll, V e VI) conferem
suporte e integridade estrutural ao parénquima hepético, enquanto o colageno tipo IV,
em associacdo com laminina, entactina e tenascina, delimita a membrana basal e

favorece a adesao e organizacéao celular (Arias et al., 2020).

Nesse contexto, destacam-se os GAGS, que possuem carga negativa e atraem
cations, os quais retém moléculas de agua, contribuindo para a adequada hidratacédo
da MEC hepética (Gan et al., 2025). Ademais, GAGs e proteoglicanos participam
ativamente na modulacdo da rigidez da matriz, controlando a difusdo de nutrientes e
o equilibrio mecéanico do microambiente hepatico (Gartner; Hlatt, 2024). Essa
estrutura da MEC ndo apenas oferece suporte fisico aos tecidos, mas também atua
como um microambiente dindmico que regula o comportamento celular, influenciando
processos como crescimento, diferenciacéo e motilidade celular (Pawlina, 2025; Arias
et al., 2020).

No figado, a MEC confere propriedades mecéanicas fundamentais ao 6rgao,
como elasticidade e rigidez, essenciais para sua integridade estrutural e funcional.
Aléem disso, ela facilita a troca e distribuicdo de fluidos através dos tecidos,
proporcionando um ambiente que sustenta a atividade metabdlica intensa das células
hepéticas. As interacdes continuas entre as células hepéticas - tanto parenquimatosas
guanto ndo parenquimatosas - e a MEC promovem essas caracteristicas de
suavidade, elasticidade e resisténcia, garantindo a funcionalidade adequada do figado
(Arias et al., 2020).

Por ser constituida por varias proteinas, dentre elas, os colagenos, pode

orientar a manutencao do fenétipo dos hepatdcitos, influenciando sua diferenciacéo e
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especializacdo tanto in vitro quanto in vivo. A manutencéo e a degradacao dessas
proteinas influenciam diretamente processos bioldgicos, tal como crescimento,
proliferacédo, diferenciacdo e migracdo celular (Arias et al., 2020). Essa modelacéo
ocorre por meio de sinais bioquimicos e mecéanicos que a MEC transmite as células,
essencial para a integridade e funcionalidade do tecido hepético (Dzobo; Dandara,
2023).

Em figados adultos, a MEC é constituida principalmente por fibronectina, que
se destaca como componente estrutural e funcional fundamental, seguida por grande
proporcao de colagenos tipos | e lll, além de proteoglicanos sulfatados. Apresenta
ainda, em menor proporcao, laminina, acido hialurénico e colageno tipo IV (Arias et
al., 2020).

A fibronectina e o colageno tipo | sdo descritos como sendo envolvidos na
diferenciacéo do epitélio do ducto biliar in vitro. Por outro lado, a laminina e o colageno
tipo IV sdo amplamente expressos no tecido conjuntivo hepdtico, incluindo a veia
porta. A laminina e o colageno tipo IV poderiam potencializar a capacidade do
colageno tipo | na inducédo do processo de formacédo do epitélio das vias biliares (Arias
et al., 2020).

Em um figado saudavel, os componentes da MEC s&o encontrados no espaco
de Disse, na regido periportal, nas paredes das veias centrais e na capsula de Glisson.
A MEC esta distribuida de forma heterogénea ao longo do acino hepatico (Arias et al.,
2020; Pawlina, 2025).

O espaco de Disse é composto por colagenos fibrilares do tipo I, Il e V e
colageno microfibrilar VI. Ja a matriz intersticial contém mais dos colagenos fibrilares
e moléculas associadas e menos componentes da membrana basal. Ela € mais densa
e é em grande parte confinada para a area da triade portal, das veias centrais e da

capsula do figado (Arias et al., 2020).

E importante afirmar que a deposi¢cdo de MEC é uma parte substancial do
processo de cicatrizacdo, que ocorre em coordenacdo com a regeneracao
hepatocelular. A sintese de MEC facilita a regeneracado do dano tecidual e fornece
inducao positiva para os processos de reparacao (Arias et al., 2020). A MEC hepatica
nao € apenas um suporte estrutural, mas um ambiente dindmico que regula adeséao,

migracao, diferenciacéo e sobrevivéncia celular (Ortiz et al., 2021).

De acordo com Ortiz e colaboradores (Ortiz et al.,, 2021), em condi¢des
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fisiologicas, existe um equilibrio entre sintese e degradacdo da MEC, mediado por
enzimas proteoliticas como metaloproteinases (MMPS) e seus inibidores (TIMPS). As
MMPs séo responsaveis pela degradacdo controlada dos componentes da matriz,
incluindo colagenos, essenciais para a remodelamento tecidual no figado saudavel
(Shan et al., 2023). Essa atividade permite a manutencdo da homeostase da MEC

sem comprometer a integridade estrutural do 6rgéao (Shan et al., 2023).

J& os inibidores teciduais das MMPs (TIMPs) regulam a atividade dessas
enzimas, formando um equilibrio dindmico entre sintese e degradacdo das proteinas
e glicoproteinas da MEC (Shan et al., 2023). Tal balanco MMPs/TIMPs é fundamental
para preservar o funcionamento fisioldgico hepatico, controlando processos de

reparos durante a regeneracao e manutencao do tecido (Ortiz et al., 2021).

Nesse contexto, o metabolismo da MEC hepatica depende de um sistema
sincronizado que mantém a funcdo do 6rgao por meio de feedback positivo (Arias et
al., 2020). Como € um o6rgdo complexo com funcbes digestivas, enddcrinas e
imunorreguladoras, o torna fundamental para manter a homeostase fisiol6gica através
das suas fungbes no metabolismo, resposta imunitaria e por seu papel crucial na
detoxificacdo (Shan et al., 2023). Dessa forma, o figado por estar constantemente
exposto a muitos agentes téxicos, fica suscetivel a desenvolver diversas injurias.
Apesar da sua capacidade regenerativa, é importante abranger as principais causas
e estatisticas das doencas hepaticas para destacar a urgéncia de elucidar os

mecanismos e estratégias de intervencao (Devarbhavi et al., 2023).
1.2 DOENCAS HEPATICAS

De acordo com Devarbhavi e colaboradores (Devarbhavi et al., 2023) as
doencas hepaticas representam uma importante causa de morbidade e mortalidade
no mundo, com cerca de 2 milhdes de mortes por ano, 0 que equivale a
aproximadamente 4% de todas as mortes globais. No Brasil, um estudo recente
revelou que as mortes por doencas hepaticas correspondem cerca de 3% do total de
Obitos no pais, gerando um custo anual de aproximadamente 300 milhdes de reais
(Guimarées et al., 2024).

Um namero significativo de brasileiros é afetado por doencas hepéticas
decorrentes do consumo abusivo de alcool e do aumento da obesidade, que séo

considerados importantes problemas de saude publica. Segundo o Boletim
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Epidemiolégico de Hepatites Virais do Ministério da Saude (Brasil, [S.d.]), foram
confirmados 25.063 novos casos de hepatites virais em 2024, sendo a hepatite B a
mais prevalente, seguida pelas hepatites C e A. Entre 2000 e 2024, o Brasil acumulou
mais de 826 mil casos confirmados de hepatites virais, com prevaléncia assegurada
da hepatite C e B (Gan et al., 2025).

As doencas hepaticas abrangem uma gama diversificada de disfuncdes e
podem ser desencadeadas por multiplos agentes etiolégicos (Gan et al., 2025). De
acordo com Tacke e colaboradores (Krenkel et al., 2019), entre as principais etiologias
destacam-se as hepatites virais (HBV, HCV), a doenca hepéatica relacionada ao alcool
(ALD), a lesédo hepatica induzida por farmacos (DILI) e as doencas metabdlicas
associadas a disfuncdo hepética, como a doenca hepatica esteatética associada a
disfuncdo metabodlica (MASLD) e sua forma progressiva, a esteato-hepatite associada
a disfuncado metabolica (MASH) (Le et al., 2025).

Segundo Gan e colaboradores (Gan et al., 2025), as doencas do figado
representam uma diversidade de disturbios caracterizados por lesdo dos hepatdcitos,
infiltracdo de células inflamatérias e ativacdo das CEHs, que, cumulativamente,
prejudicam a funcao hepética e perturbam a sua arquitetura. As doencas hepaticas
agudas resultam frequentemente de infecbes por virus hepatotropicos, embora a
leséo hepatica induzida por medicamentos (DILI) também esteja tornando-se cada
vez mais prevalente em todo o mundo (Tacke et al., 2024). Por outro lado, as doencas
hepéticas cronicas surgem normalmente de fatores agressores como o consumo de
alcool, infeccbes pelo virus da hepatite B (VHB) e pelo virus da hepatite C (VHC),
juntamente com uma incidéncia crescente de doenca hepatica esteatética associada
a disfuncéo metabolica (MASLD) (Buttler et al., 2025).

Segundo Buttler e colaboradores (Buttler et al., 2025), a MASH caracteriza-se
pela presenca de esteatose, inflamacédo lobular e degeneracdo hepatocelular,
podendo evoluir para fibrose, cirrose e carcinoma hepatocelular. Atualmente, estima-
se que até 25% da populagdo mundial apresente algum grau de MASLD, e cerca de
20% desses casos progridam para MASH, refletindo o impacto da obesidade,
resisténcia a insulina e sindrome metabolica sobre o figado. O diagnéstico definitivo
frequentemente depende de biopsia hepatica, o que limita intervencdes precoces e
eficazes (Tacke et al., 2024; Krenkel et al., 2019).

O transplante hepatico permanece, até 0 momento, a Unica alternativa viavel
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para pacientes em fase terminal. No entanto, a escassez de doadores representa uma

limitac&o significativa para a efetividade dessa estratégia (Gan et al., 2025).

A auséncia de biomarcadores bioldgicos para o diagnostico preciso e o
estadiamento de doencas hepaticas especificas representa um desafio significativo
(Le et al., 2025). Como tal, o desenvolvimento de novos biomarcadores e métodos
n&o invasivos é crucial para a deteccao precoce de doencgas hepaticas assintomaticas.
Esses avancos podem ajudar a identificar mais cedo os individuos de alto risco,
permitindo intervencgdes precoces para interromper a progressao da doenca (Buttler
et al., 2025; Le et al., 2025).

Embora tenha havido um progresso notavel na compreensdo da origem e
progressao das doencas hepaticas por meio de tecnologias avancadas, as op¢des
terapéuticas aprovadas pela Administracdo de Alimentos e Medicamentos dos
Estados Unidos (FDA) continuam limitadas, e as intervencdes meédicas existentes
muitas vezes proporcionam beneficios minimos de sobrevivéncia a longo prazo (Gan
et al., 2025) A complexidade da fisiopatologia das doencas hepaticas e a
heterogeneidade substancial dos fenétipos das doencas significam que os modelos
atuais em modelos animais ndo mimetizam adequadamente todo o espectro das
doencas hepaticas humanas, incluindo ALD e MASLD e MASH (Ulrich; Glaser;
Thomas, 2025).

Um dos maiores desafios cientificos esta em compreender como esses
mecanismos se alteram diante das diversas doencas hepéaticas (Buttler et al., 2025).
Em todas elas, independente do tipo de injaria, a fibrose hepatica constitui o ponto
determinante, considerada como o denominador comum e preocupante dos distlrbios
hepaticos (Leroy et al., 2022; Ulrich; Glaser; Thomas, 2025).

1.2.1 Fibrose hepéatica

A fibrose hepatica (FH) € um processo dinamico de reparo e cicatrizacdo que
ocorre em resposta a lesdes agressivas, agudas ou crénicas no figado resultante do
desequilibrio entre sintese e degradacao de colagenos e proteinas da MEC (Parola;
Pinzani, 2019; Ulrich; Glaser; Thomas, 2025). E caracterizada pela infiltracdo de
células do sistema imunolégico que promovem inflamacéao e estimulam a deposicao
excessiva de MEC, principalmente nas regides periportais e pericentradas, alterando

a arquitetura do figado (Paula et al., 2025). Esse processo dinamico ocorre em um
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ambiente inflamatorio, envolvendo diferentes tipos celulares, citocinas e fatores de
crescimento, que desequilibram o microambiente hepatico. A ativacdo das CEHs apos
lesdo € o principal gatilho que aumenta a producdo de colagenos tipo | e lll,
fibronectina e laminina, os principais componentes da MEC na fibrose (Garbuzenko,
2022; Vieira et al., 2024).

1.2.2 MEC e o remodelamento tecidual hepatico

O acumulo excessivo de MEC comprime 0s sinusoides, aumenta a resisténcia
ao fluxo sanguineo, reduz a difusdo de oxigénio e prejudica a troca metabdlica,
contribuindo para isquemia e morte celular (Parola; Pinzani, 2019; Vieira et al., 2024).
Em casos de lesdo persistente, a deposicdo continua de proteinas da MEC e a
reducdo da atividade das MMPs que degradam essa matriz levam a formacéo de
tecido fibrético que substitui a MEC normal (De Zawadzki et al., 2025). Em estagios
iniciais, a FH é um processo dindmico e potencialmente reversivel, entretanto a sua
progressao culmina na cirrose, estagio avancado com alteracdes que podem ser

irreversiveis (Vieira et al., 2024).

Em condicdes fisioldgicas, a homeostase da MEC é regulada e orquestrada por
um equilibrio entre os processos de fibrogénese e fibrdlise, que correspondem,
respectivamente, a sintese e a degradacdo das macromoléculas fibrosas
responsaveis por prover suporte estrutural e funcdes biolégicas aos tecidos
multicelulares (De Zawadzki et al., 2025). O desequilibrio entre esses processos,
induzido pela natureza crénica da lesdo hepatica, desencadeia a fibrose. Esta é
altamente conservada e desenvolvida em resposta a lesdo crénica do parénquima
composto por hepatocitos (Vieira et al., 2024). Assim, a morte dessas células induz
um processo inflamatorio, mediado pela ativagéo do inflamossomo e recrutamento de
células imunoldgicas, como os macréfagos teciduais e CEHs, que se diferenciam em
miofibroblastos produtores de colageno, promovendo remodelacao cicatricial da MEC
(Wang et al., 2023a).

Em consonancia com De Zawadzki e colaboradores (De Zawadzki et al., 2025),
o conceito de fibrose “quente” esta associado a intensa infiltracéo imune e inflamacéo,
enquanto a fibrose “fria” € marcada por baixa resposta inflamatéria e ativacdo de
miofibroblastos por vias autdcrina/paracrina. Essa nomenclatura tem relevancia

clinica, pois identifica os graus de reversibilidade, em especial aquelas que envolvem
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modulacao do sistema imune e potenciais respostas terapéuticas (De Zawadzki et al.,
2025).

De acordo com Cheemerla & Balakrishnan (Cheemerla; Balakrishnan, 2021), a
gravidade da fibrose pode ser classificada em estagios de acordo com o grau de tecido

cicatricial presente (Figura 5).

SEM FIBROSE INICIAL INTERMEDIARIA AVANCADA | CIRROSE
/

Y

FIBROSE

Figura 5. Representacao da classificacdo dos estagios de gravidade da fibrose hepatica.

FO (sem fibrose); F1: inicial, fibrose leve; F2:intermediaria, fibrose que se estende para areas proximas
a veia porta; F3: avancada, fibrose que se estende além das &reas da veia porta, formando véarias
pontes de fibrose que conectam a veia porta as regides centrais do figado; F4: evolucéo para cirrose,
caracterizada por uma destruicdo significativa da arquitetura hepatica e formacao de nédulos de
regeneracdo. Fonte: Transl Gastroenterol Hepatol, 2022.

Ainda que a cirrose represente o estagio terminal, estudos recentes relatam
que a regressao € possivel quando o agente agressor da lesdo seja removido,

reforcando o potencial de intervencdes antifibroticas (Akkiz; Gieseler; Canbay, 2024).

Assim, aprofundar os estudos sobre a dindmica e biologia das CEHs e
compreender 0s seus mecanismos celulares, € fundamental, visto que essas células
constituem o papel central na perpetuacao do processo fibrotico. Desta forma, estas
podem representar um alvo para o desenvolvimento de estratégias terapéuticas

inovadoras contra a fibrose (Sauer et al., 2024).

1.2.3 Fibrose: Altera¢ges nas Células hepéticas e MEC

As CEHs séo responsaveis pelos processos fibroticos que ocorrem em
resposta a morte de hepatécitos e/ou estimulos inflamatdrios, incluindo as células de
Kupffer, plaquetas, leucocitos e células endoteliais sinusoidais (Pawlina, 2025). Em
condi¢cbes normais, as CEHs que estavam quiescentes comecam a proliferar e sofrem

transdiferenciagdo para células semelhantes a miofibroblastos. Estes sdo as
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principais células fibrogénicas no figado fibrotico e no figado normal séo derivados de
pericitos mesenquimais residentes, ou CEHs (Sauer et al., 2024). S&o proliferativos,
migratorios, contrateis e segregam proteinas da MEC (Figura 6). Estas funcdes
contribuem normalmente para a reparacao dos tecidos em condi¢cdes homeostaticas,
mas a ativacao sustentada em doencas hepaticas croénicas conduz a fibrose, onde
séo detectaveis pela expressdo da desmina (células quiescentes) e da alfa-actina do

musculo liso (aSMA - em células ativadas) (Wang et al., 2023a).
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Figura 6. Representagdo das alteragdes nas células hepéticas e MEC na fibrose hepatica. Células
estreladas quando ativadas mudam seu fenodtipo fibroblastico de células quiescentes para
miofibroblastos, deixam de armazenar vitamina A e proliferam devido ao ambiente inflamatério,
estimulando fatores de crescimento na tentativa de reparar o tecido. Esse processo leva ao acumulo
de colageno, principalmente o colageno tipo |, formando tecido cicatricial. Embora a cicatrizacdo seja
um processo normal na fibrogénese, no estagio de fibrose ocorre um desequilibrio, com producao
excessiva de colageno e proteinas da matriz, ou seja, na fibrose, ocorre o desbalango entre as MMPs
e TIMPS, seus inibidores. Essa deposicédo de matriz altera os perfis de colagenos, levando a perda de
fenestragfes das células endoteliais, com a ativacao das células de kupffer. A homeostase desse
figado fica desregulada prejudicando a comunicacdo intercelular entre os hepatécitos que estao
lesionados, com perda de suas microvilosidades. Fonte: Junqueira; Carneiro, 2023.

De acordo com Khomich e colaboradores (Khomich; Ivanov; Bartosch, 2019),
as CEHs ativadas perdem suas goticulas de lipidios (vitamina A), proliferam
rapidamente e aumentam significativamente uma série de genes, especialmente

relacionados a sintese de colagenos, fibronectinas, laminina e acido hialurénico
(Figura 6). A comunicacao intercelular mediada por JCs é fundamental para a
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homeostase e metabolismo das CEHs. Essas células sao ativadas por alteracdes na
despolarizacdo da membrana, variacdes de calcio intra e extracelular, estresse

mecanico, oxidativo, isquémico e inflamatoério (Willebrords et al., 2018).

Além disso, elas também produzem citocinas pré-fibrogénicas, fatores de
crescimento e proteinas morfogenéticas, que por sua vez regulam e impactam a
arquitetura do tecido. As células de Kupffer, os macréfagos teciduais também podem
estimular a ativacéo e proliferacdo das CEHs por meio das acdes de citocinas, e em
particular o fator de crescimento transformador Beta (TGF-B) (Khomich; Ivanov;
Bartosch, 2019).

As alteracdes observadas nas células e na MEC evidenciaram a complexidade
dos processos que sustentam a fibrose hepatica. Nesse cenario, as contextualizacbes
dos modelos de estudos existentes na literatura reforcam a importancia de investigar
a fisiopatologia das doencas hepaticas e impulsionar o desenvolvimento de novas

estratégias terapéuticas (Sauer et al., 2024).
1.3 MODELOS DE ESTUDOS DE DOENCAS HEPATICAS

Apesar dos avan¢os em modelos animais e monocamadas celulares, ainda ha
uma necessidade de desenvolver modelos translacionais mais precisos que

reproduzam a complexidade do microambiente do figado (Ezhilarasan, 2023).

Segundo Fu e colaboradores (2024), um sistema experimental baseado em
modelos celulares, esferoides e organoides oferece um potencial translacional para o
estudo da progresséo da esteato-hepatite associada a disfuncao metabdlica (MASH)
e da fibrose hepética. Esses modelos podem reproduzir o microambiente hepético
lesionado pela doencga, permitindo investigar os mecanismos moleculares envolvidos
bem como avaliar as intervencgdes terapéuticas. Desta maneira, esse se apresentaria
como um sistema que pode representar 0s pontos criticos na evolu¢do das doencas
cronicas do figado. Neste sentido, ainda é possivel indicar as disparidades
significativas entre os modelos animais e as condicdes humanas em termos de
fisiopatologia e resultados do tratamento, uma vez que numerosos ensaios clinicos
demonstraram que os medicamentos eficazes em modelos animais ndo oferecem

beneficios clinicos em humanos (FU et al., 2024).

De acordo com Kim e colaboradores (Kim et al., 2025), as propriedades de
absorcdo quimica, distribuicdo, metabolismo, excrecao e toxicidade diferem entre as
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espécies, resultando em doses de medicamentos que séo benéficas e nao tdxicas em
animais, mas que apresentam eficacia insuficiente ou causam efeitos secundarios em
humanos. Esta discrepancia sublinha a necessidade de desenvolver outros modelos
mais padronizados, que possam preencher estas lacunas e melhorar 0 sucesso

translacional.

Para compreender os mecanismos envolvidos na fibrose hepatica e avaliar
novas abordagens terapéuticas, diversos modelos experimentais tém sido
desenvolvidos, abrangendo sistemas in vivo, in vitro e ex vivo, cada um com

vantagens e limitagdes (Li et al., 2024).

Os modelos in vivo, baseados em animais, principalmente em camundongos e
ratos, continuam sendo utilizados por reproduzirem a complexidade fisiologica e
imunoldgica do figado. Dentre 0os agentes quimicos mais empregados para inducéo
de fibrose destacam-se o tetracloreto de carbono (CCl,) (Cui et al., 2025), a
tioacetamida (TAA), a dimetilnitrosamina (DMN) (Karmacharya et al., 2022) e o
acetato de dietilnitrosamina (DEN) (Wang et al., 2023b). Esses agentes sao capazes
de promover lesédo hepatocelular, inflamacéao e deposicédo de colagenos. Modelos de
obstrucao biliar, como a ligadura do ducto biliar (Piazza et al., 2024), sao utilizados
para investigar fibrose de origem colestatica. Ja as abordagens dietéticas, como dietas
deficientes em metionina e colina ou ricas em gordura, permitem explorar a relacéao
entre disfuncdo metabdlica e fibrose, mimetizando aspectos da MASLD/MASH (Fu et
al., 2024).

Em paralelo, os modelos in vitro oferecem maior controle experimental e menor
variabilidade biologica. As culturas bidimensionais (2D) de CEHs isoladas sao
amplamente utilizadas para estudar mecanismos de ativacdo e regulacdo génica,
embora apresentem rapida perda de caracteristicas morfologicas in vivo (Kim et al.,
2025; Xie et al.,, 2025). Para superar essas limitacdes, os modelos 3D, como
esferoides e organoides hepaticos, tém ganhado destaque por mimetizarem de forma
mais fidedigna a arquitetura e o microambiente hepéatico. Esses sistemas permitem
investigar a interagdo entre CEHs, hepatdcitos e células imunes (Moro et al., 2024;
Pingitore et al., 2019; Rabiet et al., 2024). Além disso, permitem a quantificacdo de
colagenos, a analise da expressao de marcadores como a-SMA, Colagenos | e lll e
TGF-B1, bem como estudos farmacolégicos com maior relevancia translacional
(Pingitore et al., 2019; Sedda et al., 2025).



44

Os modelos ex vivo, como os de perfusdo hepatica e os cortes de tecido de
precisao (precision-cut liver slices, PCLS), preservam a integridade das interacdes
celulares e da MEC, representando um elo intermediario entre sistemas simplificados
e 0 organismo completo. Esses modelos sdo singularmente (teis para explorar
toxicidade de farmacos, respostas inflamatdrias e mecanismos de reparo tecidual em

tecidos humanos ou animais (Geng et al., 2025; Li et al., 2024).

Assim, a integragcao entre esses diferentes modelos tem sido relevante para
aprofundar o entendimento dos mecanismos de fibrose e para o desenvolvimento de
terapias antifibroticas (Geng et al., 2025). Enquanto os modelos in vivo oferecem um
contexto fisiolégico sistémico, os modelos in vitro e ex vivo proporcionam abordagens
mecanisticas e reprodutiveis, essenciais para a triagem de compostos e validagéo de
alvos moleculares (Li et al., 2024). A combinacdo dessas estratégias representa,
portanto, o caminho mais promissor para 0 avanco no estudo e tratamento das

doencas hepaticas (Sedda et al., 2025).

Nesse cenario, a linhagem de células proveniente de cancer humano (HepG2)
tém sido amplamente utilizada em estudos metabdlicos e toxicologicos (Kasprzak-
Drozd et al., 2024), as células estrelares hepaticas (GRX) representa um modelo
relevante para investigar a ativacdo das CEHs e os mecanismos de fibrose (Codotto
et al., 2025), e as células estromais mesenquimais do sangue menstrual, as CeSaM,
despontam como fonte promissora de suporte aos outros tipos celulares devido ao

seu potencial proliferativo e acéo paracrina (Moro et al., 2024).

Assim, a integracdo dessas trés populacdes celulares oferece um modelo
abrangente para compreender processos metabdlicos, fibrogénicos e regenerativos

no figado, ampliando a relevancia translacional dos achados.
1.4 MODELOS 2D X 3D

De acordo com Moro e colaboradores (Moro et al., 2024), os modelos de cultura
2D baseiam-se no crescimento de uma unica linhagem celular sobre superficies
planas e aderentes, como placas de Petri ou frascos de cultura, contendo meio
suplementado. Essa técnica pode ser empregada a diferentes tipos de tecidos e
linhagens celulares e, historicamente, contribuiu de forma fundamental para o avancgo
das ciéncias biomédicas devido a sua simplicidade, baixo custo e reprodutibilidade
(Vis; Ito; Hofmann, 2020).
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Apesar dessas vantagens, os sistemas 2D evidenciam limitagées importantes.
O ambiente plano e rigido dessas culturas restringe as interacdes célula-célula e
célula-MEC, o que interfere na polaridade, na morfologia e na organizacédo celular
(Figura 7). Essa configuracdo estatica pode alterar a expressao génica e a resposta
fisiologica das células, comprometendo a fidelidade em relacdo aos processos que
ocorrem in vivo (Langhans, 2018; Vis; Ito; Hofmann, 2020). Contudo, o cultivo 2D
representa uma ferramenta importante para ensaios de toxicidade e viabilidade
celular, sendo amplamente util para analisar os efeitos de compostos terapéuticos,

genotoxicidade e mutagénese (Moro et al., 2024).

Tradicionalmente, estudos em toxicologia e farmacologia se baseavam nesses
modelos 2D e em experimentos com animais. No entanto, ambas as abordagens
apresentam limitagdes significativas, como a auséncia de interagdes 3D e a expressao
reduzida de enzimas metabdlicas essenciais, incluindo as da familia do citocromo
P450, especialmente em linhagens hepéaticas como a HepG2, cuja atividade
enzimatica limitada restringe sua aplicabilidade em estudos de metabolismo de

farmacos (Kim et al., 2025; Zingales et al., 2023).

Nesse contexto, os modelos 3D (Figura 7) surgem como uma alternativa que
reproduz de forma semelhante as condicdes fisioldgicas. Esses sistemas permitem
gue as células crescam e interajam em trés dimensdes, reproduzindo de forma mais

préxima a arquitetura e as funcdes dos tecidos vivos (Saxton; Stevens, 2023).

Assim, nas culturas 3D, diferentes tipos celulares podem ser organizados
dentro de uma MEC, o que favorece a difusdo adequada de nutrientes, oxigénio e
farmacos, além de viabilizar uma resposta metabdlica mais préxima do fisiolégico
(Lee; Pathak; Jeong, 2019).
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Figura 7. Representacao dos modelos de culturas 2D e 3D. No modelo 2D tradicional, as células
crescem na forma de monocamada ao longo de uma superficie plana, sem intera¢des naturais. Todas
as células estdo expostas as mesmas concentragdes de nutrientes, oxigénio e farmacos. No modelo
3D de cultivo, as células estdo em contato com diferentes gradientes de oxigénio e nutrientes. Com
interacdes célula-célula, célula-MEC, sinalizacdo MEC-célula e exposicao diferencial de farmacos em
camadas. Fonte: Salinas-Vera e colaboradores (2022).

Com o aperfeicoamento dessas tecnologias, a Organizacao para a Cooperacao
e Desenvolvimento Econdmico (OECD) passou a reconhecer a relevancia dos
modelos 3D em protocolos regulatérios, integrando-os progressivamente as suas
diretrizes de teste. A OECD representa um marco importante para a substituicdo e
reducdo do uso de animais, a0 mesmo tempo em que aumenta a eficacia e o valor
preditivo dos testes in vitro (OECD, 2025; Zingales et al., 2023).

O aprimoramento de modelos que conciliem representatividade biolégica e
reducao de experimentacédo animal foi crucial para o avanco cientifico (OECD, 2025).
As culturas 3D superam as restrices dos sistemas 2D ao mimetizar de forma mais
precisa a organizagdo e o comportamento dos tecidos (Bose; Clevers; Shen, 2021).

Segundo Salinas-Vera (Salinas-Vera et al.,, 2022), nos organismos humanos, as
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células estdo organizadas de forma 3D e heterogénea; a distribuicdo de nutrientes,
oxigénio e metabdlitos é influenciada pela difusdo através da MEC, pela proximidade

da microcirculacao e pelo metabolismo celular.

Entre os modelos 3D relatados na literatura, incluem os sistemas baseados em
matrizes 3D, que empregam hidrogéis ou scaffolds para permitir interac6es célula-
matriz complexas; os organoides, derivados de células-tronco com alto grau de auto-
organizagcdo e funcionalidade; e os “organ-on-chip”, que acoplam microfluidica e
cultura celular para simular condi¢des fisioldgicas dinamicas (Kirpes; Hu; Sly, 2022;
Moro et al., 2024). Entre esses modelos, os esferoides destacam-se por oferecer um
equilibrio entre simplicidade experimental, custo reduzido e relevancia biolégica (Park;
Park; Suh, 2024).

Dessa forma, a utilizacédo de cultura 3D, como os esferoides, representa um
avanco significativo na investigagdo dos mecanismos relacionados a fibrose hepética,
oferecendo uma compreensdo mais integrada da comunicacdo intercelular e da
remodelacao tecidual (Park; Park; Suh, 2024).

1.4.1 Esferoides

E interessante pensar que 0 modelo de cultivo de esferoides usa a tendéncia
natural de muitos tipos celulares de se agregarem. Eles podem ser formados por
culturas de uma Unica ou de multiplas células, sendo uma ferramenta biotecnolégica
promissora para a identificacdo de novos farmacos ou alvos terapéuticos (Abuwatfa;
Pitt; Husseini, 2024). Os esferoides podem ser definidos como unidades
morfofuncionais miméticas de um tecido vivo, podendo ser produzidos a partir de um
ou mais tipos celulares. Esses agregados esféricos se auto-organizam de maneira
espontanea ou mediante estimulos externos, sem a necessidade de um substrato de
adesdo. Assim, sdo Uteis em muitas estratégias de terapia celular e medicina
regenerativa (Moro et al., 2024). Esses microtecidos destacam-se por oferecer um
equilibrio entre simplicidade experimental, custo reduzido e relevancia biolégica. Eles
permitem interacdes ceélula-célula mais proximas das condigbes in vivo, sendo
amplamente aplicados em estudos de toxicidade, triagem de farmacos e modelagem
de doencas (Park; Park; Suh, 2024).

Ao contrario dos modelos 2D, que restringem a expressao de enzimas como 0

citocromo P450, os esferoides podem favorecer a restauragdo das atividades
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metabdlicas especificas, bem como promover uma comunicacdo celular mais
representativa do tecido in vivo. Uma ferramenta biotecnoldgica promissora para a

identificacdo de novos farmacos ou alvos terapéuticos (Salinas-Vera et al., 2022).

Nos ultimos anos, modelos baseados em esferoides hepaticos tém se
destacado como ferramentas estratégicas para reproduzir a complexidade funcional
do figado in vitro (Abuwatfa et al., 2024). Dessa forma, esta estrutura 3D n&o so
favorece o crescimento celular, como também facilita a difusdo de nutrientes,
metabdlitos e oxigénio, fundamentais para a manutencdo da viabilidade e

funcionalidade celular (Abuwatfa et al., 2024).

De acordo com Park e colaboradores (Park; Park; Suh, 2024), os esferoides
podem oferecer propriedades fisicas e quimicas, incluindo porosidade controlada,
permeabilidade, quimica superficial e propriedades mecéanicas que mimetizam a MEC
natural. Entre esses modelos, destacam-se os esferoides formados exclusivamente
por HepG2, que apresentam capacidade de autoagregacdo e mantém parcialmente
funcBes hepaticas in vitro para respostas a farmacos e viabilidade celular (Abuwatfa;
Pitt; Husseini, 2024).

Abordagens recentes tém explorado co-culturas heterotipicas, integrando
hepatécitos com células endoteliais sinusoidais e macréfagos, com o objetivo de
recriar um microambiente mais fisiolégico e interativo (Abuwatfa et al., 2024). Essa
integracdo celular favorece a viabilidade, a polarizacdo e a manutencao das funcdes

hepéticas ao longo do tempo (Abuwatfa et al., 2024).

Além dos modelos homotipicos e heterotipicos, um estudo mais recente
realizado por Kim e colaboradores (2024), tém explorado o uso de células-tronco
pluripotentes humanas (hPSCs) na formacédo de esferoides hepaticos. Esses
pesquisadores desenvolveram estruturas 3D auto-organizadas derivadas de hPSCs,
capazes de reproduzir a complexidade do microambiente hepéatico, como
metabolismo, toxicidade e resposta a agentes externos. Assim, configurando-se como
uma plataforma promissora para testes farmacolégicos e de hepatotoxicidade (Kim et
al., 2024).

Outros achados a fim de obter a formag&o de microtecidos organizados, tem
utilizado diversas linhagens celulares para serem exploradas nesse contexto. Entre
as mais utilizadas estdo os hepatdcitos humanos HepG2, amplamente empregados

por sua alta capacidade proliferativa e manutencdo de funcbes metabolicas, e as
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CEHs humanas (LX-2), importantes para o estudo dos mecanismos de fibrose em um
ambiente 3D (Moro et al., 2024; Park et al., 2024). Outra linhagem descrita € a
HepaRG, que apresenta diferenciacdo mais proxima das células hepaticas primarias,
permitindo analises mais realistas da toxicidade e metabolismo de farmacos (Park et
al., 2024).

A principal vantagem do modelo de esferoide hepatico € permitir a formacéo de
gradientes com diferentes tipos celulares (Moro et al., 2024). Nesse modelo, as células
se agregam simultaneamente, formando camadas distintas: a externa, com maior
penetracdo de oxigénio, nutrientes, fatores de crescimento, citocinas e farmacos; a
intermediéaria; e a central, a qual h4 menor aporte dessas substancias (Park; Park;
Suh, 2024). Entédo o esferoide multicelular pode mimetizar a organizacao tecidual do

acino hepatico, caracterizado por zonas (Figura 8).
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Figura 8. Representacdo esquematica da estrutura do esferoide multicelular e a organiza¢éo do &cino
hepatico. (A) Representacdo das camadas distintas de um esferoide multicelular: a camada externa
(verde), com maior difusdo de oxigénio, nutrientes, fatores de crescimento, citocinas e farmacos; a
camada intermediaria (amarela) a zona quiescente; e a regido central (vermelha), correspondente ao
ndcleo necrético, caracterizado pela baixa disponibilidade dessas substancias. (B) Organizacdo
tecidual do acino hepatico, segmentado em zonas funcionais, ilustrando a semelhanga estrutural e
fisiolégica com o modelo de esferoide. Fonte: Adaptado de Image-Based Characterization of 3-D Cell
Culture Models Grown in Spheroid Microplates (American Laboratory, 2023) e Pawlina, 2025.

Assim, com o aperfeicoamento do mimetismo do microambiente hepatico in
Vivo, tornou-se possivel avancar em estratégias para inducdo controlada da fibrose
em cultura celular (Lee et al., 2022). Esse modelo de EM representa uma ponte
essencial entre os estudos pré-clinicos e a aplicacado clinica, oferecendo uma
plataforma robusta para investigar a fibrose com maior importancia fisioldgica

(Dominijanni; Devarasetty; Soker, 2020).



50

1.5 UTILIZACAO DO TGF- B PARA INDUCAO DE FIBROSE IN VITRO

Dada a importancia de estudar a fibrose, diferentes estratégias foram criadas
para mimetiza-la in vitro. Dentre elas destaca-se o uso de citocinas como o TGF- f3.
Segundo Dominijanni; Devarasetty; Soker, (2020). O fator TGF- € considerado um
agente critico na fibrose crénica de muitos 6rgaos, incluindo o figado. A expresséo
simultanea de proteinas TGF-f e MEC durante modelos experimentais de fibrose
hepética propde a possibilidade de que essa citocina desempenhe um papel

fundamental no desenvolvimento de fibrose (Hurrell et al., 2020).

Mannaerts e Dominijanni (2020) aplicaram o TGF-B em culturas CEHSs, para
induzir a transicdo fenotipica de fibroblastos em miofibroblastos. A sua ativacédo é
processo essencial para a deposicdo excessiva de MEC. Eles mostraram que essa
citocina, regula a sintese e reparo tecidual durante a fibrose. Um mecanismo central
para a progressao da fibrose hepatica que fundamenta os processos fisiopatoldgicos
envolvidos. Ja Hurrell e colaboradores (2020) realizaram seus estudos em modelos
in vivo, utilizando camundongos submetidos a inducdo de fibrose hepética por
diferentes agentes fibrogénicos. Além disso, fizeram analises de tecidos humanos
com fibrose. Esses experimentos demonstraram a co-expresséo de TGF-3 e proteinas
da MEC em regibes fibréticas dos figados, evidenciando o papel dessa citocina na

progresséao do processo fibrético (Hurrel et al., 2020).

Lee e colaboradores (2022) utilizaram modelos 3D, tal como organoides e
esferoides, tratados com TGF- para simular o microambiente fibrético e viabilizar o
estudo dos mecanismos moleculares envolvidos. Outros achados de Guzzeloni e
colaboradores (2022) e Khomich e colaboradores (2020), aplicaram o fator TGF-3 em
sistemas celulares e 3D, demonstrando sua capacidade de estimular a proliferagéo

de fibroblastos, producédo da MEC e remodelamento tecidual.

Portanto, diferentes modelos foram abordados, culturas celulares, esferoides,
organoides, modelos animais e amostras humanas, o que confere relevancia
translacional ao nosso estudo. A escolha do TGF-B como agente indutor da fibrose
hepatica nos modelos experimentais apresentados neste trabalho encontrou respaldo

para investigar a fibrose hepatica em esferoides multicelulares
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2. JUSTIFICATIVA
2.1 A escolha das células

Uma grande variedade de tipos celulares existe e podem ser empregados para
mimetizar o tecido hepatico. Frente a isso, o presente estudo utilizou trés diferentes

tipos celulares.

As células HepG2, GRX e CeSaM foram selecionadas por sua relevancia na
representacdo dos principais compartimentos do figado. Essa associacdo permitiu
investigar, de forma integrada, a fibrose hepatica e seus efeitos nas juncdes
comunicantes. Abaixo estdo descritas algumas informagdes gerais sobre cada uma

delas.
2.1.1 Linhagem de Células Tumorais Hepéaticas HepG2

A linhagem imortalizada de hepatécitos tumorais humano, as HepG2, é uma
importante ferramenta experimental derivada de um tumor hepatico humano. Ela foi
isolada em 1975 e originalmente descrita como derivada de um hepatocarcinoma,
obtida a partir de uma bidpsia hepatica de um individuo caucasiano masculino, de 15
anos, diagnosticado com hepatocarcinoma bem diferenciado (Arzumanian; Kiseleva,

Poverennaya, 2021).

Ainda que por décadas tenha sido referida como hepatocarcinoma, estudos
posteriores esclareceram que a célula HepG2 é derivada de um hepatoblastoma, um
tipo de tumor hepatico maligno predominante em criancas, caracterizado por um
fenotipo epitelial e um cariotipo hiperdiploide que varia entre 48 e 54 cromossomos
por células (L6pez-Terrada et al., 2009; Ranganathan; Lopez-Terrada; Alaggio, 2020).
De acordo com Arzumanian e colaboradores esta distingdo é fundamental, pois o
hepatoblastoma representa um tumor embrionario, o que confere as HepG2
propriedades moleculares e funcionais diferentes das lesdes no carcinoma
hepatocelular adulto. Dentre elas, destaca-se a exclusdo do terceiro éxon do gene
CTNNBL1, que confere a origem embrionaria da HepG2 e contribui para o seu padrao
proliferativo e continuo (Arzumanian; Kiseleva; Poverennaya, 2021; Ranganathan;

Lopez-Terrada; Alaggio, 2020).

A morfologia dessas células é epitelial, com aspecto arredondado e crescem,

geralmente, aderidas ao plastico de cultura, proliferam sobrepostas e formam
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aglomerados confluentes (clusters), conforme descrito pelo fabricante em sua folha
de dados (catdlogo: C3A [HepG2/C3A, derivative of HepG2 (ATCC HB-8065)]
(ATCC® CRL-10741™)). Além disso, elas apresentam uma facil manutencéo e
estabilidade fenotipica em cultura, o que foi caracterizado em trabalho anterior do
grupo (Pimentel, 2017, 2019).

As células HepG2 sao usadas frequentemente como um modelo de cultivo in
vitro, pois essa linhagem apresenta morfologia semelhante ao epitélio e ao
parénquima hepético, além de manter a capacidade de sintetizar e secretar a maioria
das proteinas plasmaticas caracteristicas das células normais do figado, como por
exemplo, a albumina, protrombina e fibrinogénio (Pawlina, 2025). E permanece a ser
amplamente utilizada em estudos de metabolismo hepético, toxicologia e sinalizacédo

celular.
2.1.2 Linhagem de Células Estreladas Hepéticas GRX

A linhagem de células estreladas murina continua (GRX) foi obtida a partir de
granulomas fibréticos induzidos no figado de camundongos C3H/HeN por infeccéo
experimental com Schistosoma mansoni. A morfologia celular da linhagem GRX
mostra que possuem nucleos semiesféricos nucleolares, que se tornam alongados e
recuados nas células que cresceram em multicamadas, apresentando caracteristicas

tipicas de CEHSs, evidenciando sua plasticidade fenotipica (Schroder et al., 2022).

Essa linhagem é capaz de produzir tecido conjuntivo e MEC, apresentando
caracteristicas morfolégicas tipicas de miofibroblastos e pode, em condicdes
adequadas, acumular goticulas de gordura. As células GRX apresentam um fenétipo
altamente proliferativo (Kamm; McCommis, 2022). Por sua origem no tecido
conjuntivo, elas expressam proteinas da MEC, incluindo colagenos tipo |, lll e IV, além
de vimentina e fibronectina. A expressédo de alfa-actina de musculo liso (a-SMA)
confirma sua derivacdo de CEHs e indica a aquisicdo de um fendtipo ativado
(Schroder et al., 2022). Essa dualidade fenotipica confirma a sua plasticidade e reforca
a importancia da linhagem GRX como modelo para estudos das CEHs e seu papel
fundamental nos processos biolégicos. Essas células ativadas séo responsaveis pela
capacidade de adaptacédo, tornando-se um modelo interessante para o estudo dos
mecanismos celulares envolvidos em reparo, remodelamento e respostas adaptativas
dos tecidos (Dos Santos et al., 2025).
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2.1.3 Células Estromais Mesenquimais derivadas de Sangue Menstrual- CeSaM

As células CeSaM séo obtidas por métodos nao invasivos, pois € um material
descartado. Essas células vem sendo utilizadas pelo nosso grupo desde 2008 (Asensi
et al.,, 2014). Além das propriedades comuns as células estromais mesenquimais,
conforme a orientagdo da Sociedade Internacional de Terapia Celular e Génica
(ISCT): aderéncia ao plastico quando mantidas em condicbes padrdo de cultura;
expressar mais de 90% dos antigenos CD29, CD73, CD90 e CD105, e ndo expressar
0os antigenos CD34, CD45, CD14 e o antigeno leucocitario humano HLA-DR na
superficie e a capacidade de diferenciacdo in vitro em adipdcitos, condrdcitos e
ostedcitos. Segundo Santos e colaboradores (Santos et al., 2014), quando cultivadas
com células-tronco embrionarias, as CeSaM atuam como uma camada alimentadora.
No trabalho da Gongalves e colaboradores (Gongalves et al., 2020), € demonstrado
gue embrides de camundongos se desenvolvem melhor quando cultivados sobre a
CeSaM. Sugerindo que a expansao em larga escala é possivel em uma proposta
terapéutica, jA que estas células ndo apresentam alteracbes no fendtipo e nem

anormalidades em seu cariotipo.

Assim, as células CeSaM sao capazes de aderir ao suporte de cultura, exibir
uma morfologia fibroblastoide, além de apresentarem uma alta taxa de proliferacédo
dobrando a sua populacdo em 19-36 horas. A imunofenotipagem € preservada apos

a 682 passagem enziméatica (Carvalho; Goldenberg, 2021).

Portanto, a CeSaM, por ser uma célula estromal mesenquimal, atua como
suporte estrutural, fornecendo estabilidade aos demais tipos celulares nas culturas in
vitro. Isso torna-se uma tarefa desafiadora diante da complexidade envolvida em
reproduzir o microambiente hepatico necessario para que as células desempenhem e
mantenham as suas caracteristicas e fun¢cdes adequadamente. Essa complexidade
funcional reforca a relevancia do desenvolvimento de modelos experimentais que
mimetizem a organizacdo e as interagdes celulares observadas in vivo, como as

culturas ja descritas na literatura: 2D e 3D (Vis; Ito; Hofmann, 2020).

No caso do figado, por representar um orgao multicelular, a formacao de EM
pode ser interessante para reproduzir de forma mais proxima o microambiente
hepético. A combinacdo de HepG2 (hepatécitos), GRX (CEHs) e CeSaM (células

estromais mesenquimais) constitui um modelo promissor para investigar o0s



mecanismos envolvidos na fibrose hepatica (Kim et al., 2025).
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