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DISSERTACAO DE MESTRADO

Liana Monteiro da Fonseca Cardoso

A insuficiéncia hepatica aguda (IHA) é uma sindrome clinica grave e complexa, que
se destaca pela subita perda funcional dos hepatdcitos. O transplante hepéatico ainda € a
Unica opcdo terapéutica definitiva para a substituicdo da funcédo hepatica. Infelizmente, ha
grande limitacdo de doadores, 0 que contribui para uma alta mortalidade de pacientes.
Novas estratégias de suporte ao transplante precisam ser desenvolvidas a fim de minimizar
a mortalidade de pacientes em filas de espera. Logo, a proposta do transplante
hepatocitario pode melhorar a qualidade de vida até o dia do transplante ou mesmo levar a
recuperacdo do paciente. Contudo, o maior desafio para o uso clinico é a disponibilidade
de hepatdcitos em boas condi¢Ges para o transplante e a criopreservacdo € um fator
essencial a esta demanda, uma vez que torna possivel o armazenamento de hepatdcitos em
grande escala. No entanto, hepatdcitos sdo altamente suscetiveis ao processo de
congelamento. Dessa forma, este estudo tem como objetivo desenvolver um protocolo de
criopreservacao de hepatocitos, utilizando substancias naturais que possam minimizar as
criolesbes. Hepatdcitos de ratos foram isolados por dois métodos de dissociacdo
enzimatica. A viabilidade celular foi analisada por exclusdo do azul de tripan, calceina-
AM, iodeto de propidio e pelo método de MTT antes e ap0s a criopreservagao. Hepatdcitos
recém isolados utilizando a enzima colagenase ndo nos permitiu medir a viabilidade pela
técnica de exclusdo do azul de tripan. Entretanto, tais células apresentaram atividade
metabolica, confirmada pelo ensaio de MTT. O isolamento de hepatdcitos de rato com o
reagente de digestdo Tryple Express mostrou ser eficaz no processo de isolamento das
células hepaticas e nos permitiu avaliar a viabilidade em todos os métodos propostos. Além
disso, demonstramos que hepatdcitos podem ser criopreservados em DMSO a 5%, metade
da concentragdo sugerida pela literatura. Células criopreservadas com 0,2 M de trealose, na
auséncia de DMSO, apresentaram maior viabilidade quando comparadas aquelas
submetidas a apenas 5% de DMSO, demonstrando que a trealose é um potencial agente
crioprotetor.
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ABSTRACT

MASTER DISSERTATION

Liana Monteiro da Fonseca Cardoso

Acute liver failure (ALF) is a severe and complex clinical syndrome and stands out
for sudden functional loss of hepatocytes. Liver transplantation remains the only definitive
treatment option for of liver function recovery. Unfortunately, there is a great limitation of
donors, which contributes to the high mortality rate of patients. Alternative strategies for
transplantation must be developed in order to minimize patients mortality while on
waiting lists. Therefore, the proposal of hepatocyte transplantation may improve life
quality until the transplantation or even lead to patient recovery. Nevertheless, the biggest
challenge for clinical use is the availability of highly viable hepatocytes for transplantation
and cellular cryopreservation is an essential factor to this application, since it makes
possible to store hepatocytes on a large scale. However, hepatocytes are highly susceptible
to freezing process. Thereby, this study aim is to develop an hepatocyte cryopreservation
protocol, using naturals substances that could minimize the cryo-injuries. Rat hepatocytes
were isolated by two different enzymatic dissociation methods. Cell viability before and
after cryopreservation was analyzed by trypan blue exclusion, Calcein-AM, propidium
iodide and by the MTT method. Hepatocytes freshly isolated using collagenase did not
allow us to measure cell viability by the trypan blue exclusion. However, those cells had
metabolic activity, confirmed MTT. The isolation of fresh rat hepatocytes with Tryple
Express reagent proved to be effective in liver cells isolation and enabled us to assess cell
viability using all proposed methods. Furthermore, we demonstrated that hepatocytes can
be cryopreserved using 5% DMSO, half concentration suggested by the literature.
Cryopreserved cells with 0.2 M trehalose, in the absence of DMSO, showed higher
viability when compared to those submitted to only 5% DMSO, demonstrating that
trehalose is a potential cryoprotectant agent.



LISTA DE FIGURAS

Figura 1.1 Estrutura do figado..........ccceiiiiiiiiieiee e 2
Figura 1.2. Caracteristicas clinicas da IHA em diversos 0rgéos.............c.cc...... 4
Figura 1.3. Causas da THA.........oo e 7
Figura 1.4. Necessidade estimada e nimero de transplantes de figado realizados

NO BraSil @M 2013.......c.oiiiiiiiiieee e 11
Figura 1.5. Alternativas terapéuticas ao transplante hepatico...............ccc.ccccvveenene. 17
Figura 3.1. Principio do ensaio de viabilidade pelo MTT.........ccccooveveiievecceceene. 36

Figura 4.1. Microscopia dos hepatocitos frescos apoOs isolamento com
COIAGENASE TIPO IV .. 40

Figura 4.2. Avaliacdo da viabilidade celular por excluséo do azul de tripan apds
iIsolamento com colagenase tiPo IV ..o 41

Figura 4.3. Avaliacdo da viabilidade celular pelo ensaio de MTT ap0s

isolamento com colagenase tipo IV .......ccooveiieii e 41
Figura 4.4. Ensaio de LDH em hepatdcitos isolados e incubados a 37°C.............. 42
Figura 4.5. Ensaio de LDH em hepatdcitos isolados e incubados a 4°C................ 42

Figura 4.6. Hepatdcitos marcados com calceina-AM, calceina acida e iodeto de
01 0] o o Lo TSSOSO 43

Figura 4.7. Hepatocitos de rato isolados com enzima de dissociagdo Tryple
0] 1S T 1) PRSP 45

Figura 4.8. Avaliacdo da viabilidade celular por exclusdo do azul de tripan apds
1S0lamento COM TrYPIE EXPIESS LX...c.eieieiirieiiieienie st 46

Figura 4.9. Avaliacdo da viabilidade celular pelo ensaio de MTT apos

isolamento com tryple eXPress 1X . ..ot 46
Figura 4.10. Ensaio de LDH em hepatdcitos isolados e incubados a 37°C ........... 47
Figura 4.11. Ensaio de LDH em hepatdcitos isolados e incubados a 4°C.............. 48
Figura 4.12. Microscopia de fluorescéncia com calceina-AM e Pi...........ccccuee.. 48

Figura 4.13. Ensaio funcional para a producdo de albumina em hepatdcitos de
rato apos 0 iSOlameNnto € CriOPIESErVAGAD. ........cverveereeeieseerieeeeseeseeereeeee e saeeeeenes 49

xi



Figura 4.14. Anélise da viabilidade por exclusdo do azul de tripan em celulas
HepG2 apds a criopreservacdo COmM DMSO.........coceveiieieeii e

Figura 4.15. Andlise da viabilidade pelo ensaio de MTT em células HepG2 ap6s
a criopreservacdo Com DMSO.........cci it

Figura 4.16. Anélise da viabilidade por exclusdo do azul de tripan de hepatocitos
isolados apos a criopreservacao com DMSO.......cccocviieiieii i

Figura 4.17. Andlise da viabilidade pelo ensaio de MTT em Hepatocitos de rato
apos a criopreservacdo ComM DMSO........cccoviiiiecieciere e

Figura 4.18. Analise da viabilidade por exclusdo do azul de tripan e MTT de

Figura 4.19. Analise da viabilidade por exclusdo do azul de tripan e MTT de
Hepatdcitos de rato criopreservados com DMSO e Glicose durante 7, 15 ou 30

Figura 4.21. Andlise da viabilidade por exclusdo do azul de tripan de
Hepatocitos de rato criopreservados com 5%DMSO e Sacarose...........cccvveivvenenn

Figura 4.22. Analise da viabilidade pelo ensaio de MTT de Hepatdcitos de rato
criopreservados com 5%DMSO € SACAIOSE. ........ceevvverreieeiieeie e se et s

Figura 4.23. Andlise da viabilidade por exclusdo do azul de tripan de
Hepatdcitos de rato criopreservados com 5%DMSO e glicose........cocceeveivivennne.

Figura 4.24. Analise da viabilidade pelo ensaio de MTT de Hepat6citos de rato
criopreservados com 5%DMSO € glICOSE. .........coviirierieieiese e

Figura 4.25. Andlise da viabilidade por exclusdo do azul de tripan de
Hepatdcitos de rato criopreservados com 5%DMSO e trealose.........cccccevvevveiveneene.

Figura 4.26. Analise da viabilidade pelo ensaio de MTT de Hepatdcitos de rato
criopreservados com 5%DMSO € trealOSe.........cveeververeiiieiiere e e esee e

Figura 4.27. Anélise da viabilidade por exclusdo do azul de tripan de
Hepatocitos de rato criopreservados com 5%DMSO e glicerol.............cccceveeneee.

Figura 4.28. Analise da viabilidade pelo ensaio de MTT de Hepatocitos de rato
criopreservados com 5%DMSO ou glicerol...........covviieiiiii i

Figura 5.1. Resultados gerais de isolamento e criopreservacdo de hepatdcitos de

Xii

51

52

52

54

55

56

58

58

59

60

60

61

62

62



LISTA DE TABELAS E QUADROS

Tabela 1.1. Classificacdo de Insuficiéncia Hepatica Aguda Segundo O’Grady ........ 4
Tabela 1.2. Estagios da Encefalopatia Hepatica - Critérios de West Haven ............... 5
Tabela 1.3. Transplante de Hepatdcitos Humanos: Estudos clinicos em pacientes

com doengas metabolicas do figado........c.ovvveiiiiiiiiii s 17
Tabela 1.4. Transplante de Hepatdcitos Humanos para pacientes com IHA................ 18

Tabela 1.5. Trabalhos da literatura com criopreservacdo de hepatdcitos em
DIMISO ..ttt bbbttt 26

Tabela 1.6. Estratégia de tolerancia ao congelamento desenvolvida por algumas
ESPECIES B ANIMAIS. ...vvevveieeeteetieieiese e e ettt e ste s e reese e e e stesreereeseeneeneeneens 28

Tabela 3.1 Composicdo de salina tamponada com Hepes, com e sem EDTA, na
presenca ou na auséncia de calcio utilizado no isolamento de hepatocitos de rato
para Perfuso COM COIAgENASE. .........coueiviiiiiiirie et 32

Tabela 3.2. Composicdo do HBSS sem célcio e sem magnésio utilizado no
isolamento de hepatdcitos de rato para perfusdao com colagenase. (pH=7,4) .............. 32

Tabela 3.3. Composicdo do HBSS com calcio e com magnésio utilizado no

isolamento de hepatdcitos de rato para perfusdo com colagenase (pH=7,4) ............... 33
Tabela 3.4. Composicao do reagente TrypLE™ Express 1X ....cccoovienveneiceniennnnnnn. 34
Tabela 3.5. Osmolaridade das solugdes adicionadas ao meio de criopreservacao....... 35

Tabela 5.1. Contribuicdo desse trabalho para a criopreservacdo de hepatdcitos de
51O J TSRS PPRPPRUPRPRS 72

Quadro 1.1. Alguns medicamentos que podem causar lesbes hepaticas

idiossincratica @ INAUZIT @ THA . ......oooe et 7
Quadro 1. 2. Atuais e Principais indicagdes para o transplante de figado................... 9
Quadro 1.3. Critério de Clichy para indicacdo de transplante hepatico na IHA.......... 10

Quadro 1.4. Critério de King’s College para indicacdo de transplante hepatico na

xiii



LISTA DE ABREVIATURAS, SIMBOLOS E UNIDADES

(IHA) — Insuficiéncia Hepatica Aguda

(EH) — Encefalopatia Hepética

(FHF) — Faléncia Hepatica Fulminate

(TF) — Transplante de Figado

(FV) — Fator V (Cinco)

(HBsAg) — Antigeno de superficie do virus da hepatite B

(TP) — Tempo de Protrombina

(RNI) — International normalized ratio

(TFDV) — Transplante de Figado de Doador Vivo

(APHLT) — Auxiliary Partial Heterotopic Liver Transplantation
(TFD) — Transplante de Figado Dominé

(PAF) - Polineuropatia Amiloidética Familiar

(HCC) — Hepatocelular

(TFS) - Transplante de Figado Split

(ACP) - Agente Crioprotetor

(DMSO) - Dimetilsulfoxido

(Pi) — Propidium iodide (iodeto de propidio)

(LDH) — Lactato desidrogenase

(MTT) — 3-(4,5 — dimetiltiazolyl)-2,5-difenil brometo de tetrazolina

(HBSS) - Hank's buffered salt solution

Xiv



CAPITULO |
INTRODUCAO

1.1. O FIGADO HUMANO

O figado é o maior o6rgéao interno do corpo humano, correspondendo de 2 a 5% do
peso corporal e desempenha diversas funcbes de suma importancia para a manutencao da
homeostase, tais como: metabolismo de amino&cidos, carboidratos, lipidios, vitaminas;
desintoxicacdo; sintese de proteinas plasmaticas (albumina, fatores de coagulacéo);
producdo e secrecdo da bile; secrecdo de residuos enddgenos e xenobi6ticos (1, 2). E um
6rgdo glandular e esta envolvido por uma capsula, a capsula de Gilson. Esta localizado no
quadrante superior direito da cavidade abdominal abaixo do diafragma e estd protegido
pela caixa toraxica (3, 4). Esse 6rgdo apresenta dois lobos principais, o lobo lateral direto e
o lobo lateral esquerdo, e dois lobos acessorios, o lobo quadrado e o lobo caudado (4). E
um 6rgdo muito vascularizado e em repouso recebe até 30% do do sangue por minuto,
mais do que qualquer outro 6rgdo (4). Apresenta um duplo aporte sanguineo, dividido
exclusivamente entre a artéria hepatica e a veia porta. A maior parte, de 75% a 80%, do
suporte sanguineo deriva da veia porta, transportando sangue pouco oxigenado e rico em
nutrientes. A artéria hepatica recebe de 20% a 25% do suprimento de sangue, fornecendo
sangue rico em oxigénio (3, 4).

Histologicamente, o figado esta dividido em lébulos. Os l6bulos hepéticos sdo as
unidades funcionais do figado e apresentam uma arquitetura hexagonal multicelular,
formada pelos hepatdcitos e pelos sinusdides em torno de uma veia central (1, 5). L6obulos
vizinhos estdo rodeados por triades portais, compostas por ramos do ducto biliar, da veia
porta, e da artéria hepatica. A partir do hilo, em uma &rea de espessamento da capsula de
Gilsson, ha uma ramificacdo continua da artéria hepatica e da veia porta formando uma
rede de capilares chamados sinusdides (5). Citologicamente, os l6bulos hepaticos sdo
constituidos em sua grande maioria por células parenquimatosas ou hepatocitos. Tais
células estdo organizadas em corddes e sdo as principais células encontradas no figado,
correspondendo correspondendo a aproximadamente 70% das células totais. As demais
células, isto é, células endoteliais sinusoidais, células de Kupffer (macrofagos residentes),
células esteladas ou células Ito e células pit (células natural killer), constituem
aproximadamente 33% do numero de células residentes do figado (5). A estrutura do

figado e as células que o compdem estdo representadas na figura 1.1.
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Figura 1.1 Estrutura do figado. O I6bulo hepético, é a unidade funcional do figado e apresenta
uma arquitetura hexagonal multicelular formado pelos hepatdcitos e sinusdides em torno de uma
veia central. Os hepatdcitos sdo células polarizadas que interagem com outros tipos de células ndo-
parenquimatosas ao longo das extensfes sinusoidais do lébulo do hepético. Coletivamente, todos
esses componentes celulares e a estrutura hepatica contribuem para a diversidade de papéis
funcionais do figado. Modificado de Bhatia et al, 2014.

Uma das principais caracteristicas do figado é a sua notavel capacidade de
regeneracdo apos a remocao de parte do seu parénquima ou lesdo de até 70% da sua massa
total (4). Embora comumente utilizado, o termo regeneragdo é biologicamente incorreto,
uma vez que a resposta induzida pela perda de tecido hepéatico ndo é verdadeiramente
regenerativa. Esse processo é mais corretamente definido como um processo de hiperplasia
compensatdria, visto que o tecido hepatico remanescente se expande para atender as
necessidades metabdlicas do organismo. Contrariamente ao verdadeiro processo de
regeneracdo, no caso de hepatectomia parcial e algumas lesdes hepéticas induzidas
quimicamente, a reposicdo da massa hepatica ocorre pela replicacdo dos hepatdcitos
existentes sem ativacdo das células progenitoras (6).

Devido a sua posicdo anatdmica singular e complexidade funcional, o figado é
suscetivel a uma grande variedade de lesdes metabodlicas, tdxicas, microbianas,

circulatorias e neopléasicas (2). Tais lesdes podem levar a modifica¢cbes morfoldgicas e



funcionais, descaracterizando o tecido hepatico e promovendo perda funcional crénica ou
aguda (1).

1.2. INSUFICIENCIA HEPATICA AGUDA

Dentre as doencas hepaticas que acometem o figado, a insuficiéncia hepatica aguda
(IHA) destaca-se pela rapida deteriorizagdo da funcdo hepatica, com um alto indice de
mortalidade , chegando a 80% em diversas séries (7-11). E também uma sindrome clinica
complexa resultante da perda funcional subita dos hepatdcitos, em pacientes sem doenca
hepéatica pré-existente. Essa rapida perda funcional € resultado da necrose macica dos
hepatdcitos e esta associada com encefalopatia hepatica (EH), coagulopatia e ictericia (12).
Além disso, a IHA é uma sindrome na qual, além do figado, outros 6rgdos podem ser
acometidos, como o cérebro, os rins, os pulmdes, a medula, o sistema circulatorio e o
sistema imunoldgico (figura 1.2) (13). Os sinais e sintomas sdo geralmente inespecificos,
tais como: fadiga, anorexia, ndusea, dor abdominal, febre e ictericia. Estes progridem até o
desenvolvimento de encefalopatia hepatica (14, 15).

A IHA é por vezes referida como Faléncia Hepatica Fulminante (FHF), um termo
usado pela primeira vez em 1970 por Trey e Davidson (Bernal and Wendon 2014). Os
autores descrevem a IHA como uma doenca potencialmente reversivel resultante de uma
lesdo hepatica grave, com um inicio de encefalopatia dentro de 8 semanas do aparecimento
dos sintomas, na auséncia de doenca hepética cronica. Embora, as caracteristicas principais
dessa definicdo continuem relevantes até hoje, O'Grady et al, propds em 1993 uma nova
classificacdo para adultos com IHA. Nessa classificacdo, os autores apresentaram trés
grupos com base no tempo entre o inicio da ictericia e o desenvolvimento de encefalopatia,
como demonstrado na tabela 1.1. Essa classificacdo ja ganhou ampla aceitacdo nos estudos
clinicos e de pesquisa e reconhece que as complica¢des e o progndstico da IHA dependem

da taxa de evolucdo dessas alteragdes (12, 13, 16).
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Figura 1.2 Caracteristicas clinicas da IHA em diversos 6rgaos. Adaptado
de Bernal et al, 2014.

Tabela 1.1. Classificacéo de Insuficiéncia Hepatica Aguda Segundo O’Grady

Intervalo de tempo entre
desenvolvimento de

Referéncia Classificagédo ictericia e aparecimento
de encefalopatia
Insuficiéncia hepética 0-1 semanas
hiperaguda
O’Grady et al, 1993 Insuficiéncia hepatica aguda 1-4 semanas
Insuficiéncia hepatica 4-12 semanas
subaguda

Em criangas, a encefalopatia clinica pode ser ausente ou tardia no curso da doenca,

assim, a classificacdo ndo depende desse sintoma, sendo caracterizada apenas pela

presenca de coagulopatia devido a lesdo hepéatica. A designacdo aceita da IHA para

estudos clinicos e de pesquisa é que trata-se de um distarbio multisisttmico, em que o

grave comprometimento da funcdo hepatica, com ou sem encefalopatia, ocorre devido a

necrose hepatocelular em pacientes sem doenca hepatica pré-existente (13, 16).
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A hipertensdo intracraniana, maior causa de mortalidade nesses pacientes, é
secundaria ao edema cerebral, que € o centro do processo responsavel pela EH (17-19). A
manifestacdo clinica da EH evolui rapidamente, podendo vaariar desde alteragdes mentais
sutis até o coma (tabela 1.2), mantendo relacéo direta com a intensidade do edema cerebral

e com a evolucao da gravidade da insuficiéncia hepatica (20-22).

Tabela 1.2: Estagios da Encefalopatia Hepatica - Critérios de West Haven

Estagio Consciéncia Intelecto e Comportamento Achados Neuroldgicos

exame normal; testes
0 normal normal psicomotores
prejudicados

1 leve percila de reducdo na altenga_o; _ adigdo e tremor ou flapping leve
atengéo subtracdo prejudicadas

- desorientado; comportamento flapping evidente; fala

2 letargico .
inadequado arrastada
3 sonolento mas desorientacdo severa; rigidez muscular e
responsivo comportamento bizarro clonus; hiperreflexia
postura de
4 coma coma «
descerebragao

O figado tem um papel importante na sintese de quase todos os fatores da coagulacao
e de alguns inibidores da coagulacdo. As principais alteragcdes na IHA, incluem disfuncao
plaquetaria (quantitativa e qualitativa), bem como reducdo dos niveis circulantes de
fibrinogénio e dos fatores de coagulacao Il, V, VII, IX e X. Isso leva ao prolongamento no
tempo de protrombina, o qual é amplamente usado como um indicador da gravidade da
lesdo hepética (14, 15, 23).

A infeccdo, principalmente dos tratos respiratorio e urinario, desenvolve-se em 80%
dos casos de IHA e a bacteremia em 20% a 25% dos casos. Os pacientes tém um risco
substancial de sepse, causada principalmente pela disfuncdo do sistema monocitico-
fagocitario e pela diminuigdo da opsonizacdo. Os patdgenos mais comumente encontrados
sdo estafilococos, estreptococos e bacilos gram-negativos. Ja as infeccdes fungicas
ocorrem em um terco dos casos, principalmente por Candida albicans, em pacientes com
insuficiéncia renal e em antibioticoterapia prolongada (15, 23).

As complicagBes cardiovasculares, hemodinamicas e respiratorias sdo frequentes
nesses pacientes, caracterizando-se por vasodilatacdo sistémica, baixa resisténcia vascular
sistémica, hipotensdo e aumento compensatério do débito cardiaco (13). As anormalidades

metabolicas incluem insuficiéncia renal aguda, hipoglicemia, anormalidades eletroliticas e
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pancreatite. A insuficiéncia renal aguda ocorre em 50% dos casos, determinando um mau
prognostico (15, 23).

Diversas séo as etiologias envolvidas na IHA (figura 1.3), incluindo hepatites virais
(A, B e E), hepatites medicamentosas, intoxicacdo exdgena, vasculares (isquémica ou
Budd-Chiari), infiltracdo neoplésica (ex. linfoma), septicemia fulminante, doencas
hepaticas auto-imunes e genéticas, choque hepatico isquémico e cerca de 20% dos casos
permanece sem causa definida (14, 15, 23). Os principais agentes causadores de lesbes
hepéticas que levam a inducdo da IHA apresentam grandes variagcdes geograficas, porém, a
maioria dos casos esta relacionado a infecgdes virais, farmacos ou toxinas. Nos paises em
desenvolvimento, como por exemplo o Brasil, as causas virais sdo predominantes, sendo as
hepatites do tipo A, B e E responsaveis pela maioria dos casos (13). Ao contrério do que
ocorre nesses paises, nos Estados Unidos e em boa parte da Europa Ocidental a indugdo da
lesdo hepatica ocorre predominantemente pela utilizacdo de drogas (13, 15). A intoxicacao
por acetominofeno (paracetamol) é a principal causa de IHA nos Estados Unidos e no
Reino Unido, representando cerca de 40% das causas de insuficiéncia hepatica (13). A
ingestdo de doses excedentes a 10 g/dia de acetominofeno apresenta uma relacdo direta
com a inducdo de IHA. Entretanto, doses terapéuticas de 3-4 g/dia tém sido relacionadas
com hepatotoxicidade e sdo capazes de induzir lesdes hepaticas graves. Esse quadro pode
dar origem a aumentos assintomaticos nas concentracGes das transaminases hepaticas no
sangue depois de mais de 4 dias de consumo (13, 15). Os casos de intoxicagdo por
acetominofeno podem ser intencionais ou ndo, em alguns casos, a overdose pode ocorre
pela administracdo simultdnea de muitos produtos contendo paracetamol para fins
analgesicos (13, 23, 24). Além disso, pacientes com alto risco de hepatotoxicidade
associado ao uso crénico de alcool podem desenvolver hepatotoxicidade com a ingestdo de

doses terapéuticas da droga (13).
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Figura 1.3. Causas da IHA. Diversas sdo as etiologias envolvidas, incluindo hepatites virais (A, B
e E), hepatites medicamentosas, intoxicacdo exdgena, vasculares (isquémica, ou Budd-Chiari),
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Uma variedade de medicamentos (quadro 1.1) tém sido associados a lesdo hepética
aguda. A maioria dos exemplos de drogas idiossincraticas que induzem a hepatotoxicidade
ocorrem nos primeiros 6 meses apds o inicio da administracdo da droga. As classes de

drogas comumente implicadas sdo: antibiéticos, agentes anti-inflamatdrios ndo-esterdides,

anti-convulsivos e anti-epiléticos (13, 15).

Quadro 1.1 Alguns medicamentos que podem causar lesdes hepaticas idiossincraticas e

induzir a IHA
Anti-epiléticos: Estatinas:
o Fenitoina e Atorvastatina
e Valproato e Cerivastatina

o Carbamazepina

Anti-inflamatoérios néo esterdéides
¢ Diclofenaco
¢ Bronfenac
e Ibuprofeno

Antibi6ticos

¢ Nitrofurantoina
Cetoconazol
Amoxicilina e clavulanato
Trimetoprima sulfametoxazol
Minociclina

e Sinvastatina

Outras Drogas:
e Propiltiouracil
Halotano
Herbal
Amitriptilina
Nefazodona
Metrotexano
Troglitazona
Mercaptopurina ou azatioprina
Metildopa




A investigacdo criteriosa de todos o0s possiveis agentes etioldgicos € bastante
importante, embora alguns pacientes sejam classificados como de etiologia indeterminada.
Cabe ressaltar que a identificacdo da causa influencia o progndstico e o manejo da doenca
(15).

1.3. O TRANSPLANTE HEPATICO

Embora existam terapias modernas de suporte a vida disponiveis nos centros de
terapia intensiva, pacientes que desenvolvem IHA permanecem sem um tratamento
terapéutico eficaz, sendo o transplante do 6rgdo a terapia usual em estagios ndo reversiveis
da doenca (15, 25, 26).

O primeiro transplante de figado (TF) foi realizado por Thomas Starzl em 1963 e
desde entdo continua sendo o Unico mecanismo realizado com sucesso em casos de perda
da funcdo hepética. Desde a sua realizacdo até os dias atuais, muitas estratégias de
transplantes evoluiram em todo o mundo no que diz respeito as técnicas cirurgicas, a
imunossupressao, alocacdo de orgaos, selecdo dos doadores, indicacdo e contra-indicacao
para o TF, a profilaxia de infeccdes e a prevencao de doencas recorrentes. A capacitacao
técnica das equipes cirdrgicas e procedimentos bem estabelecidos, salvou inUmeras vidas
em todo o mundo (27). Como resultado, a sobrevivéncia apos o TF ¢ significativamente
melhor nos ultimos anos. Atualmente, a sobrevida média é cerca de 90% no primeiro ano
pos-transplante e 60% aos 10 anos (28). Devido ao mau prognostico, pacientes com IHA
sdo indicados para o transplante hepatico de emergéncia; entretanto, os riscos de um
transplante hepatico de emergéncia envolvendo a faléncia multipla de 6rgaos devem ser
contrabalancados com a possibilidade de sobrevida com os tratamentos de suporte. Devido
a alta mortalidade de pacientes com IHA, é necessario identificar precocemente 0s casos
irreversiveis para providenciar o orgdo e evitar que complicacdes da doenca excluam a
possibilidade de transplante (15). Diferentes critérios de selecdo para o transplante de
emergéncia sdo utilizados em todo o mundo. Embora, existam variacBes para esses
critérios, alguns aspectos comuns sdo levados em consideracdo como: a andlise da
sobrevida dos pacientes que irdo receber o enxerto; presenca de encefalopatia hepatica
grave; idade do paciente e a gravidade da disfuncdo hepatica, de acordo com os niveis de
coagulopatia e de ictericia (13)

No geral, o TF €é indicado para IHA, cirrose devido a insuficiéncia hepatica cronica,
doengas metabolicas hereditarias, para o carcinoma hepatocelular e outros tipos de cancer

hepaticos, incluindo o hepatoblastoma, hemangioendotelioma epitelioide hepatico e
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colangiocarcinoma hilar (27). As principais indicaces para 0 TF estdo apresentadas no

quadro 1.2.

Quadro 1.2. Atuais e principais indicacdes para o transplante de figado. Modificado de
Song et al, 2014.
Categoria Doenca
Insificiéncia Hepatica Aguda Hepatites agudas A e B
« Hepatotoxicidades induzidas por toxinas e
drogas

Cirrose de « Hepatite cronica pelo virus C e B
Doengas Hepaticas Cronicas « Doenca hepética alcodlica
« Hepatite auto-imune
« Doenca hepética criptogénica
« Cirrose biliar primaria e colangite
esclerosante primaria

Desordens Metabolicas « Cirrose biliar secundaria

« Deficiéncia de alfa-1 antitripsina

« Hemocromatose hereditaria

. Doenca de Wilson

. Doencgado armazenamento de glicogénio tipo
I

« Hiperoxaluria primaria tipo 1

« Hipercolesterolemia familiar homozigotica

Neoplasias Malignas . Cancer hepéatico primario: carcinoma
hepatocelular e colangiocarcinoma

« Metastatico: tumor carcindide e tumores de
ilhotas celulares

Miscelaneas « Doenca hepatica policistica
« Sindrome de Budd-Chiari

Alguns critérios para indicar o TF tém sido utilizados. Os critérios de Clichy e King'’s
College sdo os dois principais scores utilizados para selecionar 0s pacientes em casos de
IHA (27). Em 1986, Bernuau e colaboradores avaliaram um coorte de 115 pacientes com
hepatite viral B e IHA, sendo criado o critério de Clichy, que inclui: a dosagem do fator V
(FV), a idade do paciente, a auséncia de positividade do HbsAg, o nivel de alfa
fetoproteina. Sendo esses fatores preditivos independentes de sobrevida em analise
multivariada (13, 29). Atualmente, o transplante hepatico para IHA ¢ indicado segundo 0s

critérios modificados a partir dos estudos iniciais (quadro 1.3).



Quadro 1.3. Critério de Clichy para indicagdo de transplante hepatico na IHA
I. Encefalopatia com grau > 3; dosagem de F V <20% em pacientes com idade
inferior a 30 anos
Il. Encefalopatia com grau > 3; dosagem de F V <30% em pacientes com idade
superior a 30 anos

O’Grady et al, 1989 do Hospital King’s College de Londres, propuseram um
segundo critério de inclusdo para esses pacientes e definiram as seguintes variaveis com
significado progndstico: causa da doenca, idade do paciente, tempo de duracdo da ictericia,
nivel de bilirrubina, tempo de protrombina, pH arterial e creatinina (15, 23). As variaveis
que constituem o critério de King’s College estdo listadas no quadro 1.4. Ambos 0s
modelos alcangcam alta especificidade (13, 15, 27).

Quadro 1.4. Critério de King’s College para indicagdo de transplante hepatico na IHA

Paracetamol:
I- pH arterial <7,3 (independente do grau de encefalopatia) ou trés dos seguintes:

I1- Grau 3 ou 4 de encefalopatia; TP > 100 segundos (RNI > 6,5) e Creatinina > 300
pumol / L

Outras Etiologias:

I-TP > 100 segundos (RNI > 6,5) independente do grau de encefalopatia ou trés dos
seguintes:

I1-idade <10 ou > 40

I11- Etiologia:hepatite ndo-A; hepatite ndo-B; hepatite por halotano; droga
idiossincratica

IVV-Duracéo da ictericia antes da encefalopatia superior a sete dias
V-TP > 50 segundos (RNI > 3,5)

VI-Bilirrubina total > 300 pmol / L (17,5 mg/dL)

TP — Tempo de Protrombina; RNI — International normalized ratio; Modificado de O’Grady et al,
1989

O grande problema para o TF é a escassez de érgdos disponiveis, o que limita a
oferta para grande parte dos pacientes com a enfermidade aguda. Como consequéncia, um
grande numero de pacientes aguardam em listas de espera e ndo realizam o procedimento
cirurgico, contribuindo para a alta mortalidade (25). Segundo o registro da Associagdo
Brasileira de Transplantes (base de dados 2013), cerca de 55% dos pacientes listados para

receber o TF ndo realizam o procedimento cirurgico, como ilustrado na figura 1.4.
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Figura 1.4. Necessidade estimada e numero de transplantes de figado
realizados no Brasil em 2013. Fonte: Associacdo Brasileira de
transplantes. Consulta pelo site
http://www.abto.org.br/abtov03/Upload/file/RBT/2013/rbt2013-

parcial(1).pdf em 10/02/2015.

Com o objetivo de expandir o nimero de 6rgdos para o TF, e diminuir o nimero de
pacientes nas filas de espera, diversos grupos no mundo vém desenvolvendo estratégias
para preencher a lacuna entre a disponibilidade e a demanda de 6rgdos (30, 31). Tais
estratégias envolvem alguns tipos de transplantes, chamados de transplantes parciais tais
como: (1) o transplante inter-vivos; (2) o transplante split e (3) o transplante auxiliar, como
descrito a seguir (27, 31-34).

1.3.1. TRANSPLANTE INTERVIVOS

O transplante hepatico inter-vivos ou transplante de figado de doador vivo (TFDV)
utilizando como enxertos fragmentos hepaticos de doadores vivos saudaveis, surgiu como
uma opcdo de grande importancia para muitos pacientes, em especial para pacientes
pediatricos e pacientes adultos que séo desfavorecidos pelo atual sistema de alocacdo de
doadores falecidos (34, 35). Desde os primeiros transplantes de figado de doadores vivos,
no final da década de 1980, esta técnica de transplante vem sendo utilizada como uma
ferramenta bem estabelecida dentro da medicina moderna de transplantes. Enxertos de

figado para beneficiarios adultos sdo principalmente o lobo lateral direito e para receptores
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pediatricos, é principalmente utilizado o lobo lateral esquerdo do figado do doador (27, 34,
36).

A primeira tentativa do transplante inter-vivos foi realizada no Brasil, por Raia e
colaboradores em 1989 (37). O transplante foi realizado em uma crianga que néo
sobreviveu ao procedimento cirdrgico; entretanto, a tentativa de Raia estabeleceu a
viabilidade técnica do procedimento (27, 35, 37). O primeiro transplante de figado inter-
vivos bem sucedido foi realizado em 1990, na Austréalia, por Strong e colaboradores,
utilizando como enxerto segmentos do lobo lateral esquerdo (34, 36).

Orgéos de doadores vivos oferecem muitas vantagens importantes sobre 6rgios de
doadores com morte cerebral. A principal vantagem é que ela otimiza 0 momento do
transplante e os pacientes com doencas hepaticas graves saem das listas de espera. Além
disso, o procedimento de transplante pode ser programado de forma eletiva, em tempo
habil, antes de o candidato desenvolver as complicacfes da fase final da doenca hepatica,
que aumentam o risco de vida. O tempo de preservacdo externa do 6rgdo € minimo em
transplantes de doadores vivos, com isso, 0 dano isquémico ao figado é significativamente
menor. Além disso, o transplante de doador vivo aumenta a oferta de 6rgdos para
transplantes, permitindo que mais pessoas sejam beneficiadas (27, 32, 34).

A grande desvantagem para a realiza¢do de um transplante com doadores vivos é o
risco de mortalidade e a morbidade para estes doadores. Com isso, doadores voluntarios
perfeitamente saudaveis sdo expostos a possiveis danos relacionados ao procedimento
cirargico. A morbidade desses procedimentos é significativa e correlaciona-se diretamente
com a extensdo da resseccdo. Assim, tanto em termos de morbidade quanto de mortalidade,
a lobectomia direita é mais arriscada do que lobectomia esquerda (34).

Cabe ressaltar que esse procedimento € consideravelmente mais caro e que as
possibilidades de desenvolver complicagfes cirlrgicas sdo maiores do que para 0
transplante do 6rgdo inteiro. Sdo necessarias duas equipes altamente experientes de
cirurgibes. Uma para executar o procedimento no doador e a outra para realizar o
procedimento no paciente receptor (36, 38). Contudo, nos ultimos anos, a maior parte dos
problemas relacionados aos procedimentos técnicos, principalmente em adultos, vém
sendo elucidados. Como consequéncia, tém sido demonstrado uma diminuicdo da
morbidade e da mortalidade associadas a erros técnicos durante os procedimentos para esse

tipo de transplante (38).
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1.3.2. TRANSPLANTE AUXILIAR

O Transplante de figado auxiliar foi desenvolvido porque uma minoria significativa,
cerca de 25%, dos pacientes com IHA que atendem aos critérios de transplante e podem ter
uma recuperacdo morfologica e funcional completa do figado (39, 40). Esse tipo de
transplante consiste em implantar um enxerto de figado saudavel deixando todo ou uma
parte do figado nativo no paciente, tendo como principio o potencial de regenacéao
compensatdria do figado nativo e consequentemente a retirada gradual da imunossupressao
(41-43).

Teoricamente, ha dois métodos para realizar o transplante de figado auxiliar. Um
deles é o transplante parcial heterotopico de figado auxiliar (APHLT — Auxiliary Partial
Heterotopic Liver Transplantation), em que o enxerto (geralmente parcial) é colocado
abaixo do figado nativo ndo resseccionado (44). O outro método é o transplante parcial
ortotopico de figado auxiliar (APOLT - Auxiliary Partial Orthotopic Liver
Transplantation), em que o lobo lateral esquerdo ou parte do lobo lateral direito é
ressecado e substituido por um enxerto de figado parcial (41).

O transplante de figado auxiliar iniciou originalmente nos paises ocidentais, sob o
método APHLT em pacientes com doenca hepatica em estagio final, com o primeiro relato
clinico em 1965 (45). Entretanto, os resultados iniciais foram insatisfatorios, o que levou a
modificacdes nos procedimentos técnicos e em 1988 foi realizado o primeiro APOLT (44).

APHLT é tecnicamente mais facil porque hepatectomia nativa € evitada. Entretanto,
algumas desvantagens sdo relacionadas a esse método uma vez que APHLT requer a
implantacdo do enxerto sobre a veia cava infra- hepatica, uma area de maior pressdo da
veia cava, induzindo um risco de obstrucdo do fluxo venoso. Além disso, essa técnica
requer espaco suficiente no abdome, e hd competicdo pelo fluxo venoso portal entre o
enxerto e o figado nativo (46, 47). A regeneracdo hepatica apés APHLT pode ser mais
lenta do que apos APOLT, provavelmente devido a presenca total remanescente do figado
nativo necrotico, o que seria responsavel pela liberagéo de citocinas (46).

Os principais resultados relacionados a esses tipos de transplantes séo relatados para
0 APOLT visto as desvantagens ja citadas do método anterior. APOLT é uma boa
alternativa em casos de doencas metabolicas do figado que causam complicagdes extra-
hepéticas com risco de vida, tais como a doenga de Wilson, sindrome de Crigler-Najjar
tipo 1, deficiéncias enzimaticas-ciclo da uréia, e hiperoxaldria priméria tipo 1 (48-50).

Atualmente, o processo convencional realizado para APHLT ndo pode evitar o
problema de espaco, da competicao funcional e variagdo hemodinamica. Com isso,algumas
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modificagdes cirdgicas tém sido adotadas e estudadas por alguns grupos utilizando
modelos experimentais e até mesmo em humanos, com o objetivo de minimizar tais efeitos

aos pacientes apds o procedimento cirdrgico (27, 51).

1.3.3. TRANSPLANTE SPLIT

O Transplante de Figado Split (TFS) também foi desenvolvido como estratégia para
aumentar a oferta de enxertos hepaticos, através da obtencdo de dois enxertos a partir de
um anico doador falecido (52, 53). A biparticdo de um figado inteiro também apresenta
extrema importancia, principalmente para os pacientes pediatricos, mais uma vez
diminuindo a incidéncia de mortalidade em listas de espera neste grupo (52).

As primeiras experiéncias do TFS ndo deram bons resultados, especialmente em
receptores adultos e esta técnica quase foi abandonada nos anos 90 (27) . Posteriormente,
com uma melhor compreensdo da anatomia intra-hepética, o estabelecimento de critérios
de selecdo de doadores e receptores para TFS e a introducgdo da técnica de divisao do 6rgdo
in situ, a divisdo de figados entre os destinatarios de criangas e adultos ganhou tornou-se
possivel. Tal fato, provavelmente ocorreu devido a reducdo dos tempos de isquemia e taxas
de complicac@es biliares (52, 53). Geralmente, o figado é dividido para um adulto e uma
crianca e a utilizacdo de enxertos para a divisdo entre dois pacientes adultos € incomum. O
procedimento de divisdo do érgdo comumente ocorre da seguinte forma: o segmento do
lobo lateral esquerdo € utilizado como enxerto para um paciente pediatrico e o lobo lateral
direito para um receptor adulto (52).

Nesher et al em 2011 avaliaram 2.301 transplantes de figado split realizados entre
janeiro de 1995 a dezembro de 2008. As taxas de sobrevivéncia de pacientes em 1 e 5 anos
apos o TFS foram de 84% e 70%, respectivamente. Os pacientes pediatricos apresentaram
0s mesmos indices de sobrevivéncia; entretanto, para adultos, essa taxa de sobrevivéncia
foi menor (75% e 66%). A mortalidade precoce ou tardia desse tipo de transplante para tais
pacientes ndo estava relacionada com os problemas técnicos esperados devido a divisdo do

figado, mas sim a sepse, ao edema cerebral na fase aguda e a rejeigcdo cronica (53).

1.4. TERAPIAS DE SUPORTE AO TRANSPLANTE HEPATICO

Como descrito anteriormente, o Unico tratamento que tem mostrado eficacia real é o
transplante de figado, que notadamente aumenta a taxa de sobrevida em pacientes com

IHA (54), bem como em individuos com doenca hepatica crénica em fase terminal,
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principalmente cirrose (11, 55). Logo é essencial buscar métodos terapéuticos que sejam
capazes, ainda que transitoriamente, de manter os pacientes vivos com doenca hepatica
grave descompensada. Dessa forma, permitindo o prolongamento do tempo de espera pelos
transplantes de figado ou, até mesmo, uma possivel recuperacdo da funcdo hepaética,
evitando o transplante (Pares and Mas 2014).

Alternativas para o transplante hepatico seriam terapias como a plasmaferese e
terapias de purificagdo do sangue, incluindo hemodiafiltracdo e figado bioartificial (55,
56). Essas diferentes terapias de purificacdo consistem de componentes biol6gicos
(hepatdcitos frescos isolados de porco, hepatoblastoma humano ou linhagens celulares
obtidas a partir de hepatécitos humanos de figados de cadaveres ndo utilizados para o
transplante de figado) em um outro método sintético (57). Dentro desse contexto,
xenotransplantes de figado inteiro ou até mesmo de células isoladas a partir de outra
espécie, como por exemplo porcos, sdo alternativas em estudo (58). Plasmaferese € o
tratamento no qual se retira o plasma do paciente com insuficiéncia hepética e o substitui
por plasma fresco. Embora, possa ter beneficios clinicos, esse procedimento possui um alto
custo devido as grandes quantidades de plasma fresco necessérias para a realizacdo do
tratamento e o risco associado a transfusdo. Adicionalmente, o figado possui diversas
funcbes diferentes que sdo dificeis de serem substituidas por unidades funcionais
artificiais. Isso estimulou a pesquisa do figado bioartificial que utiliza tecido hepatico vivo
ou hepatocitos de porco para realizar a funcdo de sintese e detoxificagdo do figado.
Estudos clinicos verificaram que os seres humanos podem desenvolver resposta imune as
proteinas de porco, e que reacdes anafilaticas ocorrerem quando é feita perfusdo extra-
corporea usando figado de animais (56, 59, 60). Além disso, o xenotransplante utilizando
células, tecidos e Orgdos de porcos pode estar associado com a transmissdo de
microorganismos suinos para o receptor humano. Alguns desses microrganismos podem
induzir zoonoses, ou seja uma doenca infecciosa induzida por microrganismos transmitidos
a partir de uma outra espécie (61). Posteriormente, foram desenvolvidos biorreatores
extracorporeos com capilares artificiais contendo hepatécitos (62-64), os quais, no entanto,
sdo muito complexos, impedindo seu uso disseminado na clinica. De forma alternativa,
também se experimentou o uso de figado inteiro com sistema de perfusdo extra-corporea,
mas com coluna de hemoperfusdo capaz de absorver leucécitos e imunoglobulina para
evitar a reacdo hiperaguda contra o figado xenogénico (64, 65). Porém, os riscos de influxo
de proteina xenogénica no paciente e as conseqientes rea¢fes imunes (com formacéao e
deposicdo de imunocomplexos), além do potencial risco de transmissdo de zoonoses

persistiram. O método mais utilizado em estudos clinicos é a combinacdo de
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hemodiafiltracdo com a plasmaferese ou a dialise por albumina humana. A dialise de
albumina é necessaria pelo fato de a maioria das toxinas retiradas pelo figado serem néo-
hidrossoluveis e ligadas a albumina. Os métodos mais recentes dentro dessa linha sdo
conhecidos por MARS (“Molecular Adsorbents Recirculating System”) e o “Prometheus”
(66-68). Apesar de produzirem melhoras do perfil bioguimico dos pacientes, esses métodos
devem ainda ser considerados experimentais, ja que ainda ndo se comprovou que Sseu uso
reduza a mortalidade na insuficiéncia hepéatica aguda (55, 66). Assim sdo necessarios
estudos randomizados em larga escala antes de se recomendar o uso rotineiro desses
equipamentos na insuficiéncia hepatica aguda.

Um outro fator importante é que esses procedimentos sdo muito caros e com muitas

questdes a serem respondidas antes da utilizacéo na pratica clinica (55).

1.5. TERAPIA CELULAR E TRANSPLANTE HEPATOCITARIO

Os recentes avangos na engenharia de tecidos, no transplante de células e nas
tecnologias genéticas, tornam a célula viva uma importante ferramenta terapéutica no
cuidado médico clinico (69). Se bem sucedida, a longo prazo, o armazenamento de células
vivas pode ser um fator crucial para 0 sucesso dessas abordagens emergentes. Alguns
estudos voltados para terapia celular em modelos animais de doencas hepéticas destacam a
notavel capacidade de regeneracdo dos hepatécitos in vivo. Logo, o transplante dessas
células estaria desempenhando um papel importante como um mecanismo de inovacgao
terapéutica, atuando diretamente na recuperacdo tecidual em casos de perda da funcgdo
hepética. Dessa forma, o transplante de células do figado seria uma alternativa associada
ou, no minimo, uma ponte para o transplante do 6rgao. Fato esse que prolongaria o periodo
de espera desses pacientes, uma vez que gera células precursoras para o transplante e a
disponibilidade destas pode gerar um grande avango com novas perspectivas no tratamento
de doencas do figado (2, 70, 71). Assim, o transplante hepatocitario seria uma alternativa
bastante util, considerando a limitacdo dos métodos artificiais de suporte a fungdo hepética
descritos anteriormente. As alternativas terapéuticas de tratamento aos pacientes com
disfuncédo hepatica estéo representadas na figura 1.5.

Dados da literatura relataram a aplica¢do bem sucedida do transplante alogénico de
hepatocitos para doencas metabolicas herdadas, demonstrados na tabela 1.3, e IHA,
representados na tabela 1.4 (72, 73). (2, 72).
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Sistemas extracorpéreos

v' Figado Bioartificial
v' Plamafarese

Transplante de células

V' Células tronco
v' Hepatdcitos primarios

Xenotransplante

v' Células de figado de porcos
transgénicos

TRANSPLANTE HEPATICO

Figura 1.5. Alternativas terapéuticas para doencas do figado. Algumas alternativas
terapéuticas tem sido desenvolvidas e aplicadas na IHA, como as terapias de purificagdo do
sangue, incluindo plasmaferese, hemodiafiltracdo e figado bioartificial; bem como o
transplante de células, utilizando células tronco ou hepatdcitos primarios adultos. Dentro
desse contexto, xenotransplantes de figado inteiro ou até mesmo de células isoladas a partir

de outra espécie, como por exemplo porcos, sdo alternativas em estudo.

Tabela 1.3. Transplante de Hepatocitos Humanos: Estudos clinicos em pacientes com doengas metabolicas do

figado

Idade do Ne de células
Doenca ient viaveis
paciente transplnatadas

Tipo de células

transplantadas Resultado

Estudo/Referéncia
S

50% diminuigdo da
10 anos 7,5x10° F bilirrubina até 11 meses;
TF ap6s 4 anos

(74)

40% diminuicéo da
8 anos 7,5x10° F/IC bilirrubina até 6 meses; TF
em 20 meses

(75)

Diminuicdo de 32% da
9 anos 7,5x10° F bilirrubina durante algumas
semanas; TF ap6s 5 meses

(76)

Crigler-Najjar | Diminuicdo de 40% dos

18 meses 4,3x10° C niveis de bilirrubina por 7
meses; TF aos 8 meses

(77)

Diminuicéo de 30% da
8 anos 1,4x10° F bilirrubina; TF ap6s 11
meses

(78)

Diminuicéo de 25% da
1 anos 2,6x10° F/IC bilirrubina em 4 meses; TF
apos 4 meses

Diminuicdo de 35% da
9 anos 6,1x10° F/IC bilirrubina em 6 meses; fila
de espera OLT

(79)

Melhoria no controle da
18 anos 6x10° F/C glicose, niveis enzimaticos
normais

Doenga do
deposito de

(80)

glicogénio tipo |

(GSD) 47 anos 2%10° = Melhor tempo de jejum,

diminuicao de triglicérides

(81)
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até 18 meses
20% de diminuicéo no

1,1x10° colesterol, LDL, ApoB por
28 meses;
5 pacientes . Nenhum efeito;
1,3x10 F
Diminuicéo de 6% no
Hipercolesterole- colesterol, LDL, ApoB por 82
mia Familiar 1x10° 19 meses; (82)
entraenz)s 4l . Pequeno efeito;
3,2x10 F
Diminuicdo de 20% nos
1,5x10° niveis de colesterol por 7
meses
Defeitos do ciclo da uréia
Diminuicéo da amonia
OTD 5 anos 1x10° F inicialmente; morte apos 42 (83)
dias
OTD 10 horas 9x10° F/C Diminuigdo da amonia; TF (84)
em 6 meses
. 9 Diminuicdo da ambnia; TF
OoTD 2 dias 1,9x10 F/C em 6 meses (85)
Diminuicao da amonia;
oTD 14 meses 2,4x10° c aumento da ureia; melhoria (86)

fisicomotora; TF apds 6
meses

Diminuicao da amonia;
aumento da uréia com dieta
OoTD 1 dia 1,6x10° FIC normal; transplante (87)
ortotopico de figado parcial

(apolt) em 7 meses

10 semanas
OTD 3,0x10° F alguma estabilizacéo (88)
3 anos
Diminuicio da aménia;
aumento de urea; excre¢do
normal do acido orético pela
6 horas urina. Morte aos 4 meses
oTD 0,6x10%" C o . (®9
Diminuicdo da  amonia;
aumento de uréia; excregdo
9 dias normal do acido orético
pela urina. Morte aos 4
meses
N . g* Aménia Normal; aumento
Citrulinemia 36 meses 1,5x10 C de 40% de uréia (89)
. 3 meses 1,1x10° C Diminuicdo de 70% no fator
Deficiéncia do VII recombinante por 6 (85)
Fator VII 35 meses 2,2X10° F/C meses; TF apos 7 meses

*Hepatocitos isolados do mesmo doador; TF, Transplante de figado; F, Frescas; C, criopreservadas; ApoB, apolipoproteina B; OTD,
(ornithne transcarbamylase deficiency)deficiéncia de ornitina transcarbamilase; LDL, baixa densidade de lipoproteina (low density
lipoprotein)

Tabela 1.4. Transplante de Hepat6citos Humanos para pacientes com IHA
Idade do N de células viaveis

Indicacéo paciente transplnatadas Resultado Referéncia
IHA induzida 97 anos 2 8x107 TF apds 10 dias da terapia (90)
por drogas celular
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TF ap6s 2 dias da terapia (91)

26 anos 2.8x10’
celular
32 anos 1,3x10° Morte no 14°. dia
35 anos 1x10™ Morte no 20°. dia (92)
55 anos 3,9x10% Morte ap6s 6 horas
27 anos 3x107 TF ap6s 10 dias da terapia
celular
26 aNoS 1.2%10° TF ap6s 2 dias da terapia
’ celular
35 anos 5,4x10° Morte no 18°. dia (93)
9 Completa recuperado e ndo
35 anos 3,7x10 recebeu o TE
51 anos 3.9x10° TF apds 3 dias da terapia
’ celular
28 anos 1 9x107 TF apds 3 dias da terapia (90)
’ celular
28 anos 1.7x10° TF apos 10 dias da terapia
’ celular
37 anos 1,2x10° Morte apds 5 dias (91)
IHA induzida 43 anos 7 3x10° TF apos 1 dias da terapia
por virus ' celular
37 anos 8.8x10° Completa recuperado e nao (94)
' recebeu o TF
29 anos 1x10™° Morte em 18 horas
65 anos 3x107 Morte no 52°. dia (92)
54 anos 6,6x10° Morte no 7°. dia
3.5 meses 1 8x10% TF ap6s 1 dia da terapia
) ’ celular
IHA idiopética 23 anos 4. 4510%° TF no 5°. dia e Morte no (93)
’ 13°.dia
48 anos 4,5x10" Morte no 1° dia

O transplante de células pode apresentar diversas vantagens, quando comparado ao
processo cirargico. Por ser um procedimento menos invasivo, pode ser realizado em
sessdes repetidas e programadas. Ndo ha necessidade de imunossupressdo crénica, além de
transplantes para mais de um destinatario a partir de um unico doador. Contudo, 0 maior
desafio para a ampla aplicacdo clinica desses métodos € a disponibilidade de grande
quantidade, de hepatdcitos com alta viabilidade (2, 30, 90). A obtencdo dos hepatdcitos
primarios ocorre geralmente pelo método de digestdo enzimatica, a partir de uma, duas ou
trés etapas de colagenase. No entanto, o seu uso € limitado devido a escassez de
hepatdcitos que podem ser isolados e cultivados (95).

Muitas fontes de células hepéaticas tém sido propostas e investigadas como
alternativas aos hepatocitos humanos, tais como linhagens de células tumorais humanas, de
hepatdcitos humanos imortalizados e de células de figado de porco (69). Cada uma dessas
fontes apresenta problemas e contra-indicagdes para uso clinico, como riscos de
transmissdo ou transformacdo neoplésica e biocompatibilidade de tecido animal. De
maneira ideal, hepatocitos primarios humanos isolados seriam a melhor fonte de tecido

hepético para terapia celular, tendo em vista as limitacdes das fontes celulares citadas
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acima (2). Atualmente, com o objetivo de expandir a fonte de hepatocitos primarios viaveis
para terapia celular, tem sido sugerida a utilizacdo de células obtidas de 6rgéos rejeitados
para o transplante ortotopico (30, 96). A cada ano um grande nimero de figados de
doadores falecidos é rejeitado para o transplante. Os motivos incluem esteatose de alto
grau, cirrose ndo viral e morte com parada cardiaca, mas que ndo interferem no transplante
hepatocitario (30, 31, 97). Contudo, é necessario o0 desenvolvimento de um método
padronizado de isolamento de hepatOcitos que possa garantir um bom rendimento,
viabilidade e funcionalidade, assim como o processo de conservagao e a estocagem destas

células apos o isolamento (30, 31, 98).

1.6. CRIOPRESERVACAO

O sucesso da terapia celular esta diretamente relacionado com o desenvolvimento de
uma técnica eficiente de criopreservacdo, capaz de fornecer quantidade suficiente de
celulas vidveis e metabolicamente funcionais, disponiveis em bancos de células para
transplante hepatocitario de emergéncia ou programado (70, 99). A criopreservagdo é 0 uso
de temperaturas muito baixas, para preservar e manter intacta a estrutura de células vivas
de tecidos (100). Esse processo consiste na capacidade de preservacdo do metabolismo
celular, uma vez que submetidas ao armazenamento em baixas temperaturas ocorre a
inducdo da parada da atividade enzimatica, do metabolismo e da respiracdo celular
(Gordon et al. 1994).

A criopreservacao tem sido realizada com sucesso em muitas espécies de mamiferos,
incluindo camundongos, bovinos, suinos e humanos (101). Uma contribuicdo importante
da criopreservacdo é possibilitar a conservacdo de materiais biolégicos, permitindo a
criacdo de bancos de células e de tecidos congelados, que possam ter ampla aplicacdo em
estudos cientificos, além de aplicagcdes clinicas (70, 102). Na medicina reprodutiva, a
criopreservacdo de oo0citos surgiu como uma opgdo viavel para manter a fertilidade
feminina. A capacidade de preservar ovoécitos por um longo periodo sob baixas
temperaturas, permite manter a fertilidade para pacientes do sexo feminino que sofrem de
condicBes patolégicas como por exemplo: insuficiéncia prematura do ovario, cistos e
tumores ou recebem terapia anti cancer, tais como quimioterapia, radioterapia ou outra
terapia gonadotoxica (103, 104). Atualmente, na medicina regenerativa, a utilizacdo de
células-tronco humanas criopreservadas em terapias celulares é uma abordagem

terapéutica promissora. Particularmente, células-tronco hematopoiéticas, mesenquimais,
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embrionarias humanas e do corddo umbilical vém sendo utilizadas no tratamento de varias
doengas tais como: doencas cardiovasculares, diabetes, doencas imuno-moduladoras e
cancer (103, 105, 106). Embora, diversos protocolos de criopreservacdo sejam utilizados
clinicamente, crio-lesbes ocorrem durante o processo de congelamento e descongelamento
devido a formacdo de cristais de gelo, choque osmdtico e toxicidade de agentes
crioprotetores (ACP). Logo, tais lesdes, levam a perda da viabilidade e da funcéo celular
(103).

Muitos trabalhos sdo publicados na area da criobiologia para diversos tipos de
células e de tecidos, na tentativa de minimizar os danos celulares que ocorrem durante o
processo de congelamento-descongelamento e garantir sua utilizacdo na pesquisa e na
clinica (107). A complexidade da area pode ser vista nas diversas revistas especializadas
como: Cryobiology e Cryoletters.

O mecanismo preciso de lesdo durante o congelamento vem sendo amplamente
discutido e uma grande variedade de explicacdes reflete apenas o fato de que diferentes
tipos de células respondem de diferentes maneiras a diferentes protocolos. Lovelock e
colaboradores, em 1954, haviam especulado inicialmente que as lesdes celulares eram
resultantes da concentracdo de sais intracelulares. Meryman et al 1968, propuseram que 0
estresse produzido na membrana plasmatica ocorria devido a reducdo de volume,
decorrente da perda de agua para a formacdo de gelo no meio extracelular (108-110). O
fato é que muitos trabalhos tém apoiado a visdo proposta pelos autores citados acima.
Assim, as lesbes que ocorrem durante a criopreservacdo de suspensdes celulares
lentamente congeladas, ndo € somente uma consequiéncia direta da cristalizacdo de gelo,
mas também pela alta concentracdo de solutos que ocorre quando a agua é removida do
meio intracelular para formar o gelo (111). Esses estudos levaram a conclusdo de que
danos causados pelo congelamento é consequiéncia tanto da reducdo da temperatura, por si
sO0, como das mudangas na composicdo da solucdo ocasionadas pelo congelamento, ou
ambos (111).

Até o presente momento, 0 que tem sido proposto é que as alteracbes nas
membranas das células sob o estresse do congelamento podem depender do tipo de célula,
da temperatura e da natureza do soluto extracelular. Dessa forma, um conhecimento prévio
em criobiologia ndo pode ser negligenciado, a fim de desenvolver um protocolo eficaz para
cada tipo de célula ou tecido a ser utilizado (112).

Durante o processo de criopreservacdo, a temperatura vai de 37°C a -196°C. A
temperaturas inferiores a -0.6°C, a agua bioldgica, sob condi¢des isotbnicas, torna-se

termodinamicamente instavel, favorecendo o estado cristalino. Devido a grande

-21-



concentracdo de agua nos sistemas bioldgicos, cerca de 80%, a fase de transi¢cdo agua-gelo
nos biomateriais ¢ um fendmeno de importancia critica na criopreservacdo (100, 107).
Durante o congelamento, as células podem perder até 95% de &gua e a concentracdo de
eletrolitos dentro e fora da célula pode aumentar em muitas ordens de grandeza em relacdo
as condicdes isotdnicas (107).

Todas as células apresentam limites para a sua estabilidade em meios anisoténicos. A
exposicao excessiva a um meio hiperosmotico pode causar alteragcGes na permeabilidade,
na integridade e na fungdo da membrana. Em alguns casos, pode resultar na extrusdo de
componentes da membrana. Provavelmente, a forma mais comum de danos hiperosmoticos
resulta da difusdo através da membrana celular de solutos conhecidos como ndo-
penetrantes. Da mesma forma, cada tipo celular também apresenta um limite distinto de
inchaco quando exposto a uma suspensao hiposmética, seja por ruptura fisica, seja pela
perda de solutos intracelulares. Além das caracteristicas do meio, a temperatura da
suspensdo celular também é importante, podendo retardar ou acelerar a movimentacédo de
agua e eletrolitos entre a célula e 0 meio que a envolve (112).

A manutencdo da viabilidade da célula submetida ao processo de criopreservagao
depende basicamente de sua capacidade de resistir alguns tipos de lesdo: a desidratacdo, a
alteracdo osmotica e ao dano mecanico decorrente da formacéo de cristais de gelo no seu
interior (113). Durante o congelamento, a temperatura declina e a 4gua do meio se
cristaliza, o que leva ao aumento da concentracdo de solutos extracelulares. Assim, quando
a velocidade de congelamento € lenta, a célula sofre desidratacdo. Porém, quando essa
velocidade é répida, a célula ndo perde agua o suficiente, ocorrendo formacdo de gelo
intracelular, que promove danos mecanicos, podendo determinar a morte celular (112, 114)

Alteragdes celulares referentes a formacéo de cristais de gelo foram primeiramente
relatadas por Mazur em 1963, quando mostrou que a velocidade de saida da agua
intracelular estd relacionada ao aumento da concentragdo do soluto extracelular,
determinando o equilibrio osmotico. Assim, a velocidade de congelamento determinara o
grau de retracdo celular e a presenca ou a auséncia de cristais (113). A formacéo de cristais
de gelo requer pelo menos um evento inicial de nucleacdo. Em seguida, ha o aumento
progressivao de tamanho por incorporacdo de moléculas de agua livre e se expande por
toda a solugdo ou suspensdo celular na dependéncia da velocidade e da intensidade da
queda de temperatura e da composicdo do soluto. O congelamento rapido resulta na
formacgé@o de muitos pontos de nucleacdo, que surgem quase que simultaneamente, 0 que
confere a cada cristal um tamanho relativamente menor do que aquele que surge com

velocidades mais baixas de congelamento (112).
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Quando se trata de suspensdo celular, em geral a nucleacdo de gelo ocorre
primeiramente no espaco extracelular, principalmente em baixas velocidades de
congelamento. Os pontos iniciais de formacéo dos cristais de gelo recrutam moléculas de
agua e, de certa forma, “expulsam” o soluto para as por¢des ainda liquidas da solucdo, que,
por sua vez, tém os seus pontos de congelamento progressivamente reduzidos, a medida
que a concentracdo de soluto aumenta. A solu¢do mais concentrada (e também com maior
viscosidade) se localiza mais proxima das células, que, expostas ao meio hiperténico,
sofrem processo de desidratacdo. Em determinado momento, a concentracdo de solutos
torna-se tdo alta que ocorre o fendmeno da vitrificagdo, quando entdo cessa todo
movimento de agua e, consequentemente cessa 0 aumento do tamanho dos cristais de gelo.
Nos congelamentos realizados em alta velocidade pode ocorrer a formacéo de cristais de
gelo concomitantemente nos espacos intracelular e extracelular. Dependendo do tamanho
dos cristais, pode ocorrer lesdo mecanica das organelas subcelulares e da membrana celular
(107, 112).

Como resultado dos danos causados pelos efeitos da solugdo, as células de
mamiferos, independente do grau de desidratacdo, ndo sobrevivem a resfriamentos abaixo
de -20°C, a ndo ser que se utilize um agente crioprotetor (115). De acordo com Mazur et al
1970, ao adicionar um agente crioprotetor ao meio de congelamento, para temperaturas em
torno de -5°C, tanto as células como o meio circundante permanecem descongelados. Esse
efeito é causado pelo super-resfriamento decorrente do abaixamento do ponto de
congelamento da solugdo provocado pela adicdo de substancias crioprotetoras a suspensdo
celular (116). Os crioprotetores promovem o abaixamento do ponto de congelamento do
meio, conferindo um periodo maior para remocdo da agua intracelular durante o
resfriamento prévio ao congelamento da &gua, auxiliando no equilibrio osmético entre o
meio intra e extracelular. Essas substancias apresentam ainda a capacidade de interagir
com as membranas celulares, auxiliando contra o estresse provocado durante as mudancas
fisicas (114). Entretanto, além das criolesbes que ocorrem durante 0 processo de
congelamento, a citotoxicidade tempo-dependente do agente crioprotetor contribui para os
danos celulares durante e apds a criopreservagao. Apds o descongelamento, a remocao do
crioprotetor do interior da célula deve ser realizada de forma lenta, através da dilui¢do
deste. Uma vez que a reentrada brusca de agua no meio intracelular, também leva a lise das

membranas (117).
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1.6.1. AGENTES CRIOPROTETORES

Para as células sobreviverem ao processo de criopreservacao € necessaria a adi¢do de
agentes ACP durante o congelamento e o descongelamento. Em 1949, Polge e
colaboradores reportaram, pela primeira vez, a utilizagdo de um ACP, utilizando o glicerol
para a preservacao de espermatozoides de aves. Em seguida, Smith et al, demonstraram o
sucesso desse mesmo agente em hemaécias (114). O glicerol também se mostrou eficaz para
a criopreservagdo de plaquetas, sendo este um desafio particular devido a sua limitada
tolerancia a estresses osmoticos. Essa substancia ndo apresentar toxicidade para a maioria
das células, e mesmo em concentragdes muito elevadas, apresenta grande vantagem como
ACP. Além disso, essa molécula diminui a desnaturacdo das proteinas expostas a baixas
temperaturas. Contudo, a sua penetracdo nas células ocorre lentamente, o que constitui
uma limitacdo em seu emprego para a criopreservacdo de diversos tipos celulares. Dessa
forma, em alguns casos, pode ser impraticavel como crioprotetor (112).

Dez anos apo6s o relato das propriedades crioprotetoras do glicerol, Lovelock e
Bishop demonstraram que a substancia dimetilsulfoxido (DMSO) era eficaz na
criopreservar esperma bovino e atualmente € o crioprotetor mais usado para a
criopreservacao de diversos tipos celulares (118-120). O DMSO é um composto
higroscdpico polar desenvolvido originalmente como solvente para produtos quimicos. E
uma substancia de baixo peso molecular, composta por um grupo sulféxido, que é
hidrofilico, e dois grupos metila, que sdo hidrofébicos. O DMSO é convertido em
dimetilsulfona e dimetilsulfeto, eliminados por via renal e exalado pelos pulmdes,
respectivamente. Sua meia-vida € de aproximadamente 20 horas. A dimetilsulfona tem
meia-vida de 72 horas e o dimetilsulfeto é expirado em aproximadamente 24 horas, 0 que
confere odor caracteristico ao halito de pacientes apds a infusao de células hematopoéticas
progenitoreas criopreservadas em DMSO (121). A funcdo desse agente parece ser
essencialmente coligativa, ou seja, de “captura” das moléculas de agua livre, o que leva a
reducdo da quantidade de gelo formada, a diminuicdo da temperatura do ponto de
congelamento e ao aumento do ponto de vitrificagdo. Essa substancia penetra em tecidos e
células numa velocidade maior que a do glicerol a temperatura ambiente, o que constitui
vantagem significativa. No entanto, o DMSO apresenta toxicidade consideravel quando a
essa temperatura (107, 112, 121). Classicamente, a concentragéo final é de 10 % DMSO e
niveis mais altos sdo potencialmente toxicos (70).

As caracteristicas fundamentais para um ACP eficiente sdo baixo peso molecular,

alta capacidade de atravessar a membrana celular e uma baixa toxicidade. Em geral,
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agentes com rapida capacidade de penetracdo sdo mais favoraveis, porque o tempo de
exposicao ao crioprotetor antes do rapido resfriamento € curto, prevenindo assim, 0s danos
osmaticos (Kasai 1996). Os crioprotetores sdo utilizados com o objetivo de aumentar a
viscosidade da solucdo e a um maior equilibrio osmético entre solucdo e material
bioldgico. O seu baixo peso molecular tem o objetivo de impedir os efeitos nocivos nas
células referentes a formacdo de cristais de gelo intracelular que promovem danos
mecanicos e podem determinar a morte celular (103). Os ACP s&o divididos em duas
categorias: (A) intracelulares, que sdo solutos organicos responsaveis por proteger as
organelas das células durante o resfriamento e o reaquecimento. Essas correspondem a
pequenas moléculas que penetram pela membrana celular, formam pontes de hidrogénio
com moléculas de &gua intracelulares e diminuem a temperatura de congelamento,
prevenindo a formagé&o de cristais de gelo. Os mais utilizados sé&o o etilenoglicol, o DMSO,
o glicerol, o propilenoglicol, o metanol, o etanol, entre outros (103); (B) extracelulares, que
sdo as macromoléculas e os acUcares cuja funcdo é reduzir a formacdo de gelo, facilitar a
desidratacdo das células e proteger a membrana celular. Os mais utilizados sdo a lactose, a
glicose, a sacarose, a polivinilpirrolidona (PVP), o manitol, a trealose, entre outros (71,
114).

1.6.2. CRIOPRESERVACAO DE HEPATOCITOS

Os hepatdcitos sdo altamente sensiveis ao processo de congelamento, apresentando
uma reducdo significativa na funcdo e na viabilidade celular pés-descongelamento, o que
reforca a grande necessidade de uma melhoria no processo (70, 122). Alguns trabalhos
descrevem que apOs a criopreservacao de hepatocitos, sdo observados danos as
mitocdndrias, e é sabido que este tipo de dano esta relacionado com o processo inicial de
apoptose (123). Entretanto, tanto a apoptose quanto a necrose parecem ser eventos
responsdveis pela diminuicdo da viabilidade e da funcionalidade de hepatocitos
criopreservados (122, 124).

Em geral, a melhor estratégia para criopreservar hepatdcitos é a utilizacdo de um
congelamento lento e com taxas de resfriamento controladas, geralmente -1°C/min (70,
122, 125, 126). O DMSO é o crioprotetor tipicamente utilizado com uma concentracao
final de 10% (70, 126-128). Embora geralmente se use DMSO 10%, existem excec¢0es.
Chesne et al 1993 e Rialland et all 2000 utilizam uma concentracdo de 12% de DMSO,
enquanto que Coundouris et al 1993 sugerem 20,5% desse mesmo ACP (123, 129, 130).
Protocolos mais especificos de caracterizacdo da criopreservacdo de hepatdcitos sao
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descritos na literatura por Diener et al 1993. Tais autores descrevem como metodologia de
congelamento o resfriamento das células em escala gradativa, através de programas
eletronicos, em equipamentos controlados por computadores onde a temperatura pode ser
monitorada (131). Porém, essa metodologia é de custo elevado, 0 que poderia inviabilizar
seu uso corrente. Dois grupos avaliaram o processo de armazenamento de hepatdcitos tanto
em congelamento controlado eletronicamente quanto em congelamento tradicional, em que
o resfriamento ocorre também de forma lenta e gradual utilizando freezers de
armazenamento de -20°C e -80°C. N&ao foi encontrada diferenca significativa entre os
métodos (70, 99). Sendo assim, o desenvolvimento de uma estratégia de congelamento
celular mais econdmica seria de suma importancia permitindo uma grande utilidade na
clinica. Além disso, dados da literatura demonstram que a viabilidade dos hepatécitos,
apos a criopreservacdo com DMSO, apresenta uma queda em torno de 10-30%, quando
comparados as células recém isoladas (tabela 1.5). Esses trabalhos reforcam a grande
necessidade de estudos que possam melhorar essa percentagem, assim como, minimizar

todos os danos relacionados a criopreservacao de hepatdcitos recém isolados.

Tabela 1.5. Trabalhos da literatura com criopreservacao de hepatécitos em DMSO

— % da % da
o Viabilidade- L , % de o
Espécie ) viabilidade p6s-  viabilidade pés- Referéncia
Meétodo ) ) DMSO
isolamento criopreservacao

(P.J.M Rijnteset et

Humano Azul de Tripan 60-87% 55% 10%
al. 1986)
) (J.N. Lawrence et
Rato Azul de Tripan 89+5% 70£5% 20%
al. 1991)
Fautrel, Alain et
Rato Azul de Tripan 82+2% 60+£4% 32% (
al. 1997)
Humano Azul de tripan 80% 60% 10% (132)
Humano Azul de tripan 80+15% 50% 10-20% (133)
Rato Azul de Tripan 87+10% 50+8% 10% (134)
Humano Azul de Tripan 67+10% 45+6% 10% (134)
7,5%
50+8% 10% Clary T |
ary Terry et al.
Rato Azul de Tripan >50% 49+6% 12,5% y2010)y
45+4% 15%
20%
Humano Azul de Tripan 87+8% 63+8% 10% (96)
ato zul de Tripan >75% +4% b
R Azul de Tri 75% 441+4% 10% 135
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1.6.3. ANIMAIS TOLERANTES AO CONGELAMENTO

Embora, muitos tipos de células isoladas de mamiferos e de pequenos agregados de
células possam ser congelados, seguindo protocolos ja publicados e obtendo resultados
reprodutiveis, este procedimento ainda é objeto de uma investigacdo aprofundada que tem
como base nossa atual compreensao da quimica, fisica e toxicologia da criobiologia. Outra
vertente de grande importadncia como estratégia de investigacdo estaria voltada para
algumas adaptacGes naturais de tolerdncia ao congelamento que diversos organismos
desenvolvem. Tais individuos, como alguns artrépodes, peixes, anfibios, répteis e insetos
apresentam mecanismos de sobrevivéncia em condigdes ambientais extremas como
demonstrado na tabela 1.6 (136-139). A tolerancia natural ao congelamento refere-se a
presenca de gelo apenas no liquido dos espacos extracelular. A formacdo de gelo
intracelular é tdo macicamente destrutiva para a organizacdo celular que é letal para todos
0s animais. Assim, a tolerancia ao congelamento envolve a regulagdo da formagéo de gelo
extracelular acoplado a mecanismos que protegem e estabilizam o ambiente intracelular
contra o estresse da desidratacdo e da isquemia que acompanham o congelamento (140).

Ras de madeira, por exemplo, podem suportar o congelamento por pelo menos 2
semanas sem respirar, sem batimentos cardiacos ou circulagdo de sangue, e com até 65%
de sua &gua corporal total como o gelo (141). E sabido que a 4gua é essencial & existéncia
da vida. Entretanto, muitos desses organismos podem sobreviver numa atmosfera inerte,
em estado dissecado por longos periodos com até 99% de perda de 4gua, em um fenémeno
conhecido como anidrobiose. Quando a &gua torna-se novamente disponivel, eles
rapidamente incham e retomam a vida ativa. Esse fenémeno é muito semelhante aos
fendmenos que ocorrem durante a criopreservacao (119, 142). Todavia, o descongelamento
ndo é uniforme. Os 6rgdos centrais (com altos niveis crioprotetores) descongelam em
primeiro lugar, facilitando a répida retomada do batimento cardiaco e a circulagdo
sanguinea (141). Os mecanismos moleculares naturais de tolerancia ao congelamento em
vertebrados inferiores incluem: 1) o controle sobre o crescimento dos cristais de gelo no
plasma por proteinas de nucleacdo de gelo; 2) o acimulo de crioprotectores com baixo
peso molecular para minimizar a desidratacdo intracelular e estabilizar os componentes
macromoleculares, e 3) boa tolerancia a isquemias por todos os 6rgaos, que pode incluir
mecanismos de privagdo metabdlica para reduzir as necessidades energéticas do 6rgao

enquanto congelado (141).
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Como citado anteriormente, esses individuos dispdem de mecanismos para melhorar
sua sobrevivéncia em tais condicdes, variando de espécie para espécie, como ilustrado na
tabela 1.7. Tais adaptacbes podem incluir uma alta concentracdo de polidis
(particularmente glicerol e glicose), de dissacarideos (particularmente trealose) e de
compostos anticongelantes (143, 144). Esses ultimos incluem as proteinas anticongelantes
(PAC) que também sdo encontradas em muitos organismos diferentes, tais como peixes,
insetos e plantas que habitam ambientes abaixo de zero (145, 146). Essas proteinas
protegem 0s organismos contra as criolesdes e a sobrevivéncia abaixo de 0 °C através da
inibicdo o crescimento do gelo (147). Sao estruturalmente diferentes e consistem de quatro
subtipos diferentes, PAC I-1V e tipicamente apresentam grande parte da sua area de
superficie para a ligacdo com gelo (146, 147). Tais moléculas atuam baixando o ponto de
congelamento criando assim, uma histerese térmica em relacdo ao ponto de fuséo (148).

As adaptacdes que preservam a vida a temperaturas abaixo de zero, para estes
animais, ilustram os principios da criopreservacdo de 6rgaos de vertebrados e podem ter
aplicacBes importantes no desenvolvimento de tecnologia para o congelamento de células e
de 6rgdos humanos transplantaveis. Dessa forma, cabe investigar a participacdo dos
acucares envolvidos no mecanismo de tolerancia ao congelamento em animais no processo

de criopreservacao de hepatdcitos, visto a sua sensibilidade ao congelamento.

Tabela 1.6: Estratégia de tolerancia ao congelamento desenvolvida por algumas espécies de
animais.

Grupo de Animais Estratégia Quimica Referéncias
Artrépodes Glicerol, Sorbitol, Trealose Lee R.E 1991; Kelvin G. M
Glicose, Sacarose et al 2011; John G. Duman
2001; David A. Wharton
2011
Anfibios Glicose, Glicerol John G. Duman 2001;
Glicerol+ glucose, Polietilenoglicol Kelvin G. M et al 2011;

Storey K.B et all 1986;

Peixes Trealose e Glicose David A. Wharton 2011,
Lee R.E 2010
Répteis Sacarose e Glicose Kenneth B. et al, 1992
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CAPITULO I
JUSTIFICATIVA & OBJETIVOS

2.1. Justificativa

Devido a caréncia de Orgaos para o transplante de figado, e sendo este o Unico
procedimento terapéutico realizado com sucesso para a substituicdo da funcéo hepatica, é
de suma importancia o investimento em novas terapias que posam atuar paralelamente ou
como uma ponte para o procedimento cirdrgico. Tais estratégias poderiam representar
alternativas promissoras com o objetivo de diminuir a taxa de mortalidade dos pacientes
que permanecem nas filas de transplantes de figado. O transplante hepatocitario tem sido
proposto como alternativa de grande importancia na recuperacdo da funcdo hepética. A
optimizacdo das técnicas que abordam esse procedimento é de suma importancia para o
estabelecimento e a realizacdo desse procedimento. Com isso, estudos voltados para o
isolamento e 0s mecanismos de preservacdo e estocagem de células hepaticas sdo alvos

cruciais para a implementacgéo dessa abordagem terapéutica.

2.2. Objetivos
2.2.1. Objetivo Geral

Estabelecer um protocolo de criopreservacdo de hepatdcitos de rato para terapia
celular, utilizando substancias que estdo envolvidas no processo natural de
anticongelamento de alguns animais como: trealose, glicose, sacarose e glicerol. Com isso

tentar diminuir ou até mesmo remover a substancia DMSO do meio de criopreservacao.

2.2.2. Objetivos Especificos

1. Realizar isolamento de hepatdcitos de rato com indice de viabilidade acima de
80%;

2. Avaliar o potencial crioprotetor e a toxicidade dose-dependente do DMSO durante
a criopreservacéo de hepatdcitos de rato e da linhagem celular HepG2;

3. Verificar se é possivel realizar a criopreservagdo de hepatocitos a partir de uma
solugéo 5% de DMSO e ndo 10% como a maioria dos trabalhos da literatura
sugere;

4. Realizar criopreservacdo de hepatocitos de rato com diferentes solugdes

crioprotetoras incluindo solugdes com trealose, sacarose, glicose e glicerol na
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presenca ou na auséncia de DMSO e avaliar a viabilidade por azul de tripan e
MTT apds 7, 15 e 30 dias de congelamento;
5. Tracar o perfil funcional das células recém-isoladas e das células criopreservadas

nas melhores condicdes.
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CAPITULO Il
MATERIAIS E METODOS

3.1. ANIMAIS

Neste trabalho foram utilizados Ratos Wistar macho com peso entre 200 e 300
gramas procedentes do CECAL - FIOCRUZ. Os animais receberam agua e comida a
vontade. O protocolo experimental foi aprovado pela Comissdo de ética no uso de animais
— CEUA/FIOCRUZ. Termo aditivo ao certificado da licenga N° LW-43/11 (P-63/11) com
validade até 21/11/2015, e estdo de acordo com os critérios estabelecidos no “Guide for the
Care and Use of Laboratory Animals” publicado pelo “US National Institutes of Health”
(NIH Publication No. 85-23, 1996).

3.2. ISOLAMENTO DE HEPATOCITOS DE RATO - DIGESTAO ENZIMATICA COM
COLAGENASE

Para a obtencdo dos hepatdcitos de rato foram utilizados dois métodos de isolamento
celular. No primeiro método foi utilizado como enzima de dissocia¢do Colagenase tipo IV
(marca Worthington — USA). Hepatdcitos de ratos foram isolados atraves de dissociacao
enzimatica conforme método adaptado de Berry et al (1969), Seglen (1976) e Pichard et al
2006. Ratos wistar foram submetidos & eutandzia em camara de CO,, apds confirmacédo do
Obito, foi realizada uma incisdo na linha média do animal para exposi¢do do figado. Em
seguida, as visceras foram movidas cuidadosamente para fora da regido abdominal para
expor a veia porta hepatica, onde foi inserido um escalpe conectado a mangueira da bomba
de perfusdo. Uma vez feita a canulacdo, foi realizada perfusdo no érgdo com salina com
tampdo Hepes sem EDTA pH 7,4 a 10 mL/minuto a 37 C por 15 minutos ou em HBSS
sem Ca’*. Apés o 6rgdo ficar esbranquicado, uma incisdo na veia cava inferior foi feita
para permitir o efluxo do tampéao de lavagem. Em seguida, foi realizado a perfuséo de
solugéo salina com Hepes-colagenase na presenca de Ca®* 14,53 unidades/mL a 37° e
velocidade de 10 mL/minuto por 10 minutos em 2 etapas. Nessa etapa, também foi testado
o tampao HBSS-colagenase com Ca®*. Apds a etapa de digestdo, o 6rgdo foi perfundido
com salina tamponada com HEPES-EDTA a 10 mL/min por 10 minutos. Apds a perfusdo
com esse tampdo, o 6rgdo foi imediatamente retirado e colocado em placa de petri com
meio de cultura Wiliam’s (Sigma, St. Louis, MO) a 37 C e a capsula de Glisson foi
removida. Os l6bos hepaticos foram submetidos & digestdo mecénica e os hepatocitos

isolados foram recolhidos e filtrados em filtro de 100 pum. Os hepatdcitos foram
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submetidos a duas etapas de lavagem em meio William’s enriquecido, em ciclos de
centrifugacdo a 50 g por 5 minutos a 4°C. O pellet foi ressuspendido em 5 mL de meio
William’s e a suspensao foi submetida a um gradiente de densidade por gravidade de Soro
Fetal Bovino 100% (SFB) a 4°C por 30 minutos, visando aumentar a pureza e a viabilidade
celular. Apds esse periodo, a viabilidade celular foi avaliada. Cabe ressaltar que todas as
solucdes de perfusdo estavam a 37 C.

Tabela 3.1. Composicéo de salina tamponada com Hepes, com e sem EDTA, na presen¢a ou na
auséncia de calcio utilizado no isolamento de hepatdcitos de rato para perfusdo com colagenase.

Componentes Peso Concentracéo mM
Molecular (mg/L)

Sais inorganicos

Hepes * 5.9 25.0
EDTA* 146.0 0.5

Cloreto de Calcio (CaCl,) (anidros) 111.0 140.0 1.2612612
Cloreto de Potéassio (KCI) 75.0 400.0 5.3333335
Fosfato de Potassio Monobasico (KH,PO,) 136.0 60.0 0.44117647
Cloreto de Sddio (NaCl) 58.0 8000.0 137.93103
Fosfato de Sédio Dibasico (Na,HPO,) Anidros 142.0 48.0 0.33802816

Outros componentes

D-Glicose 180.0 1000.0 5.5555553

*Componentes acrescidos ou ndo a solugéo bésica.

Tabela 3.2. Composi¢do do HBSS sem calcio e sem magnésio utilizado no isolamento de
hepatocitos de rato para perfusdo com colagenase. (pH=7,4)

Componentes Peso Concentragdo mM
Molecular (mg/L)

Sais inorganicos

Cloreto de Potéassio (KCI) 75.0 400.0 5.3333335

Fosfato de Potassio Monobésico (KH,PO,) 136.0 60.0 0.44117647
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Bicarbonato de S6dio (NaHCO:s) 84.0 350.0 4.1666665
Cloreto de Sédio (NaCl) 58.0 8000.0 137.93103
Fosfato de Sédio Dibasico (Na,HPO,) Anidros 142.0 48.0 0.33802816
Outros componentes

D-Glicose 180.0 1000.0 5.5555553

Tabela 3.3. Composi¢do do HBSS com calcio e com magnésio utilizado no isolamento de
hepatdcitos de rato para perfusdo com colagenase. (pH= 7,4)

Componentes Peso Concentracago mM
Molecular (mg/L)

Sais inorganicos

Cloreto de Calcio (CaCl,) (anidros) 111.0 140.0 1.2612612
Cloreto de Magnésio (MgCl,-6H,0) 203.0 100.0 0.49261084
Sulfato de magnésio (MgS0O,-7H,0) 246.0 100.0 0.40650406
Cloreto de Potassio (KCI) 75.0 400.0 5.3333335
Fosfato de Potassio Monobasico (KH,PO,) 136.0 60.0 0.44117647
Bicarbonato de Sédio (NaHCO3) 84.0 350.0 4.1666665
Cloreto de Sédio (NaCl) 58.0 8000.0 137.93103
Fosfato de Sddio Dibasico (Na,HPO,) Anidros 142.0 48.0 0.33802816

Outros componentes

D-Glicose 180.0 1000.0 5.5555553
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3.3. ISOLAMENTO DE HEPATOCITOS DE RATO - DIGESTAO ENZIMATICA

COM TRYPLE EXPRESS

Para esse segundo processo de isolamento de hepatocitos de rato, foi utilizado o
reagente TrypLE™ Express 1X, (Gibco, Dinamarca) e, a formulagéo da solugéo TrypLE
™ esta descrita na tabela 3.4. Ratos wistar foram submetidos a eutanazia em camara de
CO,, e a primeira etapa de perfusdo para a lavagem do 6rgédo foi realizada seguindo o
protocolo descrito no item 3.2, utilizando 250 mL de meio William’s a 37°C pH 7,4 a 10
mL/minuto. Em seguida foi realizada a perfusdo com 20 mL do reagente Tryple Express
1X a 37°C com seringa de 20 mL através da veia porta hepética. Apos essa etapa, 0 6rgdo
foi imediatamente retirado e colocado em placa de petri com 3 mL de Tryple Express 1X.
Os lobos hepaticos foram submetidos a dissociagdo mecanica, sendo agitados levemente
por aproximadamente 5 minutos. Em seguida foram adicionado 5 mL de meio William’s.
Os hepatdcitos isolados foram recolhidos e filtrados em filtro de 100 pum e submetidos a
duas etapas de lavagem em meio William’s 10%SFB com ciclos de centrifugacdo a 50 g
por 5 minutos a 4°C. O pellet foi ressuspendido em 5 mL de meio William’s 10% SFB e
esta suspensao submetida a um gradiente de densidade de SFB 100% por decantacéo a 4°C
por 30 minutos. Com o objetivo de aumentar a pureza e a viabilidade celular. Apds esse
periodo a viabilidade celular foi avaliada.

Tabela 3.4. Composicdo do reagente TrypLE™ Express 1X - Gibco by Life technologies

Componentes Peso molecular  Concentracéo (mg/L) mM

Sais inorganicos

Cloreto de Potassio (KCI) 75,0 200,0 2.6666667
Fosfato de Potassio Monobasico (KH,PO,) 136,0 200,0 1.4705882
Cloreto de Soédio (NaCl) 58,0 8000,0 137.93103
Fosfato de Sodio Dibasico(Na,HPO,-7H,0) 268,0 2160,0 8,059702

Outros componentes

EDTA 416,0 457,6 1,1

rProtease Confidencial n/a
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3.4. CRIOPRESERVACAO - CONGELAMENTO E DESCONGELAMENTO DE
HEPATOCITOS

Os hepatdcitos obtidos ap6s o isolamento foram criopreservados em diferentes
crioprotetores. A tabela 3.5. descreve a concentracdo, a osmolaridade e a temperatura de
congelamento das solucdes crioprotetoras utilizadas para o congelamento de hepatécitos.
1x10° células/mL foram resuspendidas nos meios de criopreservacdo com diferentes
crioprotetores ja listados na tabela 3.5 e SFB em criotubos (Corning Incorporated, México)
com volume final de 1,0 mL. O congelamento dos hepatdcitos foi realizado de forma lenta
e gradativa segundo Tom D. R. et al (2004); porém, com algumas adaptacfes. Dessa
forma, os criotubos foram colocados imediatamente no gelo (4°C) durante 5 minutos,
depois mantidos a -20°C durante 3 horas. Em seguida, mantidos em gelo seco (-78°C) por
24 horas e por fim armazenados em nitrogénio liquido (-196°C). Ap6s o periodo de
congelamento estipulado (7, 15 ou 30 dias), os tubos de criopreservacdo contendo o0s
hepatdcitos criopreservados foram retirados do nitrogénio liquido (-196°C) e submetidos a
um descongelamento rapido a 37°C. Para isso foi utilizado um banho maria aquecido para
manter a temperatura constante de 37°C (70, 99, 149). Apo6s o descongelamento das
amostras, as células foram ressuspendias em 5 mL de meio William’s ¢ centrifugadas a
50g a 4°C por 5 minutos. Essa etapa foi realizada duas vezes para a remocdo do

crioprotetor.

Tabela 3.5. Osmolaridade das solug¢des adicionadas ao meio de criopreservacao.

Solugao DMs0 Sacarose Glicose Trealose Osmolaridade Temperatura
(%v/v) (Mol/L) (Mol/L) (Mol/L)
1 0 0 0 0 0310 mOsm/Kg 0575 m °C
2 5 0 0 0 1246 mOsm/Kg 2315m °C
3 10 0 0 0 2362 mOsm/Kg 4386m °C
4 0 0,2 0 0 0512 mOsm/Kg 951 m °C
5 0 0,3 0 0 0621 mOsm/Kg 1153 m °C
6 0 0,4 0 0 0753 mOsm/Kg 1399 m °C
7 0 0 0,2 0 0513 mOsm/Kg 953 m °C
8 0 0 0,3 0 0646 mOsm/Kg 1200m °C
9 0 0 0,4 0 0725 mOsm/Kg 1347 m °C
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10 0 0 0 0,2 0504 mOsm/Kg 936 m °C

11 0 0 0 0,3 0621 mOsm/Kg 1269 m °C

12 0 0 0 0,4 0753 mOsm/Kg 1532 m°C

*A osmolaridade foi verificada em nosso laboratério de acordo com o ponto de congelamento das
solucgdes de sacarose, glicose e de trealose que adicionamos a solucdo de criopreservacdo (SFB na
auséncia ou presenca de 5% DMSO).

3.5. VIABILIDADE CELULAR

Para avaliar a viabilidade das células recém isoladas e criopreservadas, foi utilizada a
técnica por exclusdo do azul de tripan (0,2%) (Sigma, St. Louis, MO) e contagem em
camara de Newbauer. Além disso, utilizamos a técnica do MTT (Sigma, St. Louis, MO). A
metodologia do MTT se baseia na formagao do formazan, um corante produzido a partir de
um sal de tetrazolio (MTT) pela acdo de enzimas desidrogenases, existentes no meio
intracelular figura 3.1. No experimento proposto, as células inviaveis perdem a capacidade
de gerar o formazan em fungdo da perda da atividade metabdlica. Para isso, foram
plaqueadas 1x10° células para cada poco e adicionado 25 pL de solucdo de MTT a 5
mg/mL diluido com PBS. Ap6s um periodo de 3 horas de incubacdo a 37°C, a placa foi
centrifugada a 50g por 5 minutos e o sobrenadante desprezado. Os cristais de formazam
foram solubilizados em 100 pL de DMSO (Sigma, St. Louis, MO). A leitura foi realizada
em leitor de placas EzRead 400 (Biochrom, Cambridge, UK) com comprimento de onda de

570 nm.
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Figura 3.1. Principio do ensaio de viabilidade celular. O MTT é reduzido por desidrogenases
celulares a Formazan (roxo), o que permite a analise absorbancia.

3.6. AVALIACAO DA VIABILIDADE POR MARCACAO CELULAR COM
CALCEINA ACIDA, CALCEINA-AM E IODETO DE PROPIDIO

Para avaliar a viabilidade celular, utilizamos marcadores celulares de fluorescéncia.
A calceina-AM é um composto de éster acetoximetilico (AM) permeavel a membrana
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plasmatica. Uma vez hidrolisado por esterases intracelulares inespecificas, esse composto
torna-se fluorescente e confinado no ambiente intracelular. Dessa forma, células com altos
niveis de viabilidade adquirem um forte brilho verde-fluorescente ap6s a hidrolise da
calceina-AM, enquanto células apresentando baixa ou média viabilidade possuem menor
fluorescéncia. As células mortas sdo incapazes de realizar essa tarefa e ndo se tornam
fluorescentes. Para esse ensaio, 0s hepatocitos foram incubados com 5 uM de calceina-AM
(Molecular Probes, Eugene, Oregon — USA) a 37°C durante 30 minutos. Em seguida, as
células foram lavadas em duas etapas com meio de cultura a 50g a 4°C por 5 minutos e
posterior analise em microscépio de fluorescéncia.

O fator mais importante para a avaliacdo da viabilidade celular foi verificar a
integridade da membrana plasmatica. Para esse fim, utilizamos dois diferentes compostos
fluorescentes impermedveis a membrana plasmatica: o iodeto de propidio (Pi) e a calceina
acida. O primeiro é uma molécula intercalante de bases de acidos nucleicos pareados de
668.39 Da e alcanca o ambiente intracelular ap6s um dano membranar, capaz de alterar a
permeabilidade seletiva da membrana plasmatica. Assim, 0s hepatécitos foram incubados
com 1pg/mL de Pi (Sigma, St. Louis, MO) por 5 minutos e lavadas em duas etapas com
meio de cultura a 50g 4°C por 5 minutos para posterior analise em microscépio de
fluorescéncia. Por sua vez, a calceina acida € um composto aniénico de 622.55 Da que,
semelhante ao Pi, somente atravessa a membrana plasmatica ap6s a perda da
permeabilidade seletiva. Desse modo, os hepatocitos foram incubados com 1 puM de
calceina (Sigma, St. Louis, MO) por 5 minutos a 37°C. Em seguida foram realizadas trés
lavagens com meio William’s 50g a 4°C por 5 minutos e posterior analise em microscopio

de fluorescéncia.

3.7. AVALIACAO DA VIABILIDADE CELULAR POR LIBERACAO DE LDH

A lactato desidrogenase (LDH) catalisa a conversdao do lactato em piruvato pela
oxidacdo de NADH a NAD+. O ensaio de LDH é baseado na deteccdo da enzima
citosdlica, lactato desidrogenase, que é liberada para o meio extracelular em caso de perda
da integridade da membrana em decorréncia de um processo de morte celular (150). Nesse
experimento foi utilizado um kit comercial de ensaio de LDH (Doles - Goiania, Brasil). Os
experimentos foram realizados seguindo o protocolo sugerido pelo fabricante com as
seguintes modificacdes: 1x10° células foram incubadas em placa de 96 pocos em 200 pL
de meio William’s durante 1 hora. Apos esse tempo, a placa foi centrifugada a 50g por 5

minutos a 4°C e 10 pL de sobrenadante foi recolhido para o ensaio de LDH. A leitura da
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reacao foi feita em leitor de placas EzRead 400 (Biochrom, Cambridge, UK) utilizando o

comprimento de onda de 492 nm.

3.8. AVALIACAO DA PRODUCAO DE ALBUMINA

Para avaliar a fungdo hepatica dos hepatdcitos recém isolados e criopreservados, foi
realizado teste bioquimico utilizando Kit da marca Labtest (Lagoa Santa. MG, Brasil) para
a producdo de albumina. O protocolo desse teste foi padronizado em nosso laboratério para
hepatécitos de rato. Para esses experimentos 5x10° células/poco foram colocadas em placa
de 96 pocos e o sobrenadante recolhido ap6s uma incubagao de 1 hora em meio William’s
a 37°C. A leitura da reacdo foi feita em leitor de placas SpectraMax® M5 (Molecular
devices, USA).

3.9 ANALISE ESTATISTICA

Pré-teste D agostino e Pearson foi utilizado para verificar a normalidade da nossa
amostra seguido de andlise de variancia com p0s teste Tukey para comparagdes multiplas,
em caso de distribuicdo normal. Para as distribuicdes ndo-paramétricas utilizamos o teste
Kruskal-Wallis seguido de pds teste Dunns. Os Valores foram considerados

estatisticamente significativos quando p<0,05.
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CAPITULO IV
RESULTADOS

4.1. ISOLAMENTO DE HEPATOCITOS DE RATO - METODO COM
COLAGENASE TIPO IV.

Com o intuito de padronizar o isolamento de hepatdcitos humanos, foi utilizado
nesta dissertacdo um modelo animal. Inicialmente, para isolar os hepatocitos de rato foi
utilizado como agente de dissociacdo enzimatica a enzima colagenase tipo IV. Esse
procedimento € bem descrito na literatura, porém controverso com relacdo as etapas de
colagenase utilizadas.

Foram utilizadas como controle das reacdes a linhagem celular HepG2, que foi
isolada de carcinoma hepatocelular humano, que apresenta um perfil metabdlico
semelhante aos hepatdcitos isolados do figado e é rotineiramente utilizada em ensaios in
vitro (4).

Hepatdcitos de rato foram isolados e a viabilidade tanto ap6s o isolamento quanto
apos o gradiente de SFB a 100% , foi avaliada utilizando as metodologias de exclusédo do
azul de tripan e ensaio de MTT. De acordo com os resultados obtidos, a maioria das células
isoladas por digestdo enzimatica com colagenase apresentam uma marcacao positiva para o
corante azul de tripan, apds uma ou duas etapas de perfusdo. Para tentar elucidar essa
questdo utilizamos diferentes tampfes ja descritos anteriormente e concentracfes da
enzima, assim como diferentes velocidades de perfusdo (2,5 mL/minuto; 5 mL/minuto; 10
mL/minuto e 15 mL/min). Entretanto, em nenhuma dessas condi¢des foi possivel diminuir
ou abolir a captacdo do corante azul de tripan pelas células. Contudo, observamos uma
diferenca na intensidade de captacdo pelo corante azul de tripan. Algumas células
apresentam uma marcacdo total (bem azulada) pelo corante, apds observacdo em
microscopia. Tais células foram classificadas como mortas, uma vez que nao foi possivel
distinguir o ndcleo do citoplasma. Porém, a maioria dos hepatocitos isolados apresentou
uma fraca marcagdo pelo corante azul de tripan, o que nos permitiu distinguir nicleo do
citoplasma. Para essa fraca marcacdo consideramos 0s hepatOcitos como viaveis como
ilustrado na figura 4.1. Dessa forma, os graficos apresentados para os ensaios de exclusédo
do azul de tripan para hepatocitos isolados por digestdo enzimatica com colagenase, sao
classificadas como viaveis as células fracamente marcadas pelo corante, figura 4.2. Tal
procedimento foi adotado devido ao fato de que tais células mesmo com uma fraca

marcagdo positiva para o corante apresentaram atividade metabdlica, observada pelo
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ensaio de MTT como observado na figura 4.3. Os resultados obtidos indicam que pela
técnica de exclusdo do azul de tripan ndo é possivel mensurar a viabilidade de hepatocitos
obtidos pela digestdo com colagenase. Apds a submissdo por 30 min em gradiente de SFB,
a viabilidade celular pelo ensaio de MTT foi superior as obtidas logo apds o isolamento
celular, 81 +1,1% vs. 72 £ 3,3%, respectivamente. O resultado indica que o gradiente de
SFB 100% utilizado na técnica é capaz de enriquecer a amostra em células viaveis em
aproximadamente 10%, visto que as células mortas ndo sedimentaram. Além disso, foi
avaliado por ensaio de LDH que ndo houve grande perda da integridade da membrana
celular ap6s o isolamento dos hepatécitos como ilustrado na figura 4.4. Entretanto, quando
mantidas em cultura a 37°C houve um aumento significativo da liberacdo de LDH no
meio, de forma tempo-dependente. Esses valores foram superiores &s células mantidas a
4°C, como ilustrado nas figura 4.5. Assim, as células mantidas a 4°C mantém a viabilidade
e a integridade de membrana por aproximadamente 6 horas ap6s o isolamento. Dessa
forma, seria fundamental realizar a terapia celular em modelos animais com células frescas
nesse intervalo de tempo, se mantidas a essa temperatura. Caso contrario, a
criopreservacao é a Unica metodologia a ser aplicada para a manutencdo da integridade

celular por um tempo prolongado.
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Figura 4.1. Microscopia dos hepatdcitos frescos. A) Células sem azul de tripan. B) hepatdcitos marcados
fracamente com corante azul de tripan. C) Células mortas positivas para o0 azul de tripan. As setas indicam a
diferenca na marcagdo com o corante, demonstrando um padréo diferenciado de marcacgdo positiva para o azul de
tripan. Imagem representativa de 4 experimentos realizados independentes. Barra 50 puM.
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Figura 4.2. Avaliacao da viabilidade celular por exclusdo do azul de tripan ap6s isolamento
com colagenase tipo IV. A viabilidade esta representada pela porcentagem de células marcadas ou
ndo pelo corante de azul de tripan. Os dados foram comparados ao grupo controle (células HepG2)
mantidas em cultura. Gréafico representativo de 3 experimentos independentes realizados em
triplicatas (média e desvio padrdo). Valores *p<0,05 apresentam diferencas significativas e #
p>0,05 ndo apresentam diferenca significativa, ***p<0,0001. (Estatistica realizada pelo método
One-Way ANOVA e pos-teste de Tukey)
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Figura 4.3. Avaliagdo da viabilidade celular pelo ensaio de MTT ap6s isolamento com
colagenase tipo 1V. Apos o isolamento pelo método de digestdo enziméatica com colagenase,
hepatdcitos (1x10° células/pogo) foram plaqueados e a viabilidade foi avaliada pela técnica de
MTT. Os dados foram normalizados e comparados em funcdo do grupo controle, células HepG2
mantidas em cultura, e o0s dados expressos como porcentagem de viabilidade. Gréfico
representativo de 3 experimentos independentes realizados em triplicatas (média e desvio padrao).
Valores p<0,05 apresentam diferencas significativas. *p<0,01 e ***p<0,0001. (Estatistica realizada
pelo método One-Way ANOVA e pos-teste de Tukey).
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Figura 4.4. Ensaio de LDH em hepatocitos isolados e incubados a 37°C. Ap6s o isolamento
pelo método de colagenase, hepatdcitos (1x10° células/pogo) foram colocados em placa de 96
pogos e incubados a 37°C por 1, 3, 6 e 24 horas e 0 sobrenadante recolhido nestes intervalos de
tempo para o0 ensaio de deteccdo de LDH no meio extracelular. Os dados foram comparados em
fungdo do controle positivo, Triton 0,01%, percentual méximo de morte. Grafico representativo de
6 experimentos independentes realizados em triplicatas (média e desvio padréo). Valores *p<0,05
apresentam diferencas significativas. #>p0,05 ndo apresenta diferenca significativa ***p<0,0001.
(Estatistica realizada pelo método Kruskal-Wallis e pds-teste de Dunns)
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Figura 4.5. Ensaio de LDH em hepatdcitos isolados e incubados a 4°C. Apo6s o isolamento pelo
com colagenase, hepatdcitos (1x10° células/pogo) foram colocados em placa de 96 pocos e
incubados a 4°C por 1, 3, 6 e 24 horas e 0 sobrenadante recolhido para o ensaio de detecgdo de
LDH. Os dados foram comparados em funcdo do controle positivo, Triton 0,01%, percentual
maximo de morte. Gréafico representativo de 6 experimentos independentes realizados em
triplicatas (média e desvio padrdo). Valores p<0,05 apresentam diferencas significativas
***p<(0,0001. (Estatistica realizada pelo método One-Way ANOVA e pds-teste de Tukey).
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Embora os hepatocitos tenham apresentado uma marcacdo positiva para o corante
azul de tripan, estas células apresentaram a capacidade metabdlica de converter o MTT em
formazan e integridade de membrana visto pela baixa liberacdo de LDH no meio
extracelular. Adicionalmente, fomos investigar possiveis danos a membrana plasmatica
utilizando corantes fluorescentes vitais. Para esse experimento utilizamos corantes com
diferentes pesos moleculares e com propriedades distintas de captacdo pela célula de
acordo com a sua integridade. A figura 4.6 B, hepatdcitos marcados em verde apds
incubagdo com o corante calceina-AM e em C e E ndo apresenta nenhuma marcacao para
0S corantes pi e calceina acida, respectivamente. Vale ressaltar que esses ultimos apenas
sdo capazes de atravessar a membrana plasmatica e fluorescer caso haja uma perda da
permeabilidade de membrana. Ap6s 0s ensaios de marcacdo com os corantes citados,
podemos sugerir que as células isoladas por digestdo enzimética com colagenase tipo 1V
apresentam integridade de membrana e que essa marcagdo fraca para o corante azul de
tripan parece ser inespecifica Uma vez que, utilizamos corantes com diferentes pesos
moleculares e nenhum deles indicaram danos irreversiveis a membrana celular. Ficou claro
que hepatdcitos isolados com colagenase tipo IV apresentam uma marcagdo positiva para o
corante azul de tripan porém, isso ndo inviabiliza a sua utilizacdo para fins experimentais.
Essa afirmacdo esta baseada nos resultados de MTT, LDH e marcacdo com diferentes

corantes vitais vistos neste trabalho.

Hepatdcitos marcados com Hepatécitos marcados com

Hepatdcitos Calceina-AM lodeto de Propidio

Hepatécitos marcados Hepatdcitos marcados

Hepatdcitos com Calceina Acida com lodeto de Propidio

Figura 4.6. Avaliacdo da viabilidade por marcacédo com calceina-AM, calceina acida e iodeto
de propidio. Em A e D hepat6citos no campo claro. Apos o isolamento de hepatdcitos com
colagenase, as células foram incubadas com calceina-AM (A), ou com de calceina 4cida (E) ou
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com iodeto de propidio (C e F) em seguida as células foram lavadas em 3 etapas de centrifugacgéo a
50g, 4°C por 5 minutos. As amostras foramobservadas em microscopio de fluorescéncia. Imagens
representativas de 4 experimentos realizados independentes. Barra 100 pm.

4.2. ISOLAMENTO DE HEPATOCITOS DE RATO - METODO COM
REAGENTE TRYPLE EXPRESS 1X

Ao isolar hepatdcitos de rato com a enzima colagenase verificamos uma marcacao
para o corante azul de tripan. Entretanto, ndo sabemos até 0 momento o motivo para que
esse artefato ocorra. Dessa forma, realizamos a perfusdo com outro agente capaz de
realizar a dissociacdo enzimatica, o reagente Tryple Express 1X , visando diminuir ou
abolir tal efeito. O reagente Tryple express 1X é uma enzima recombinante derivada de
fermentacdo microbiana e € utilizado para a dissocia¢do de linhagens celulares aderentes
ao substrato. Atua de forma semelhante a tripsina de porco, entretanto esse reagente ndo é
de origem animal. Diferente das células isoladas com colagenase, hepatocitos isolados pelo
método com o reagente Tryple Express ndo apresentaram nenhuma marcagdo para 0
corante azul de tripan, exceto para as células aparentemente mortas (totalmente marcadas
com o corante) como ilustrado na figura 4.7. Além disso, foram observadas diversas
células refringentes a luz do microscépio, o que ndo foi possivel demosntrar pela técnica
anterior. As células dissociadas do figado e a viabilidade celular foi quantificada através da
técnica de exclusdo de azul de tripan e MTT, e comprovou-se que esse método para
dissociacdo de células a partir do tecido hepéatico, € uma excelente alternativa
metodoldgica para isolar células viaveis.

A figura 4.8 ilustra os dados de viabilidade celular avaliados pela técnica de azul de
tripan. Podemos observar que células isoladas com o Tryple express ap0s o gradiente SFB
ndo apresentaram diferengas significativas na viabilidade quando comparadas as células de
linhagem HepG2, 88,2+1,78 vs. 91,4+1,72, respectivamente. Os hepatdcitos obtidos logo
apos o isolamento celular apresentaram uma viabilidade de 76,6+4,8. Isto sugere mais uma
vez que o gradiente de densidade de SFB é capaz de concentrar um ndmero maior de

hepatdcitos viaveis em aproximadamente 11%.
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Figura 4.7. Hepatdcitos de rato isolados com enzima de dissociacao Tryple Express 1X. Em A), B), C), D) e E)
sdo mostradas células apds o isolamento e viabilidade por exclusdo do azul de tripan. F) Hepatdcitos incubados por 3
minutos com 0,01% de triton, como controle total de morte. As fotos representam 5 experimentos independentes.
Imagens representativas de 6 experimentos realizados independentes. Barra 100 uM.

Como a grande maioria das células isoladas por colagenase apresentaram marcacao
positiva para o corante azul de tripan, ndo foi possivel comparar a viabilidade por esse
método entre os dois tipos de isolamentos realizados. Podemos apenas sugerir que 0
isolamento com Tryple express apresentaram dados favordveis e superiores ao método
anterior avaliados pelas demais técnicas utilizadas. Nos ensaios de MTT, figura 4.9, foi
observado um aumento no metabolismo celular dos hepat6citos primarios recém isolados
guando comparados a linhagem controle. Embora a viabilidade por exclusdo do azul de
tripan para células HepG2 seja alta, o metabolismo destas células pode ser inferior as
recém isoladas. Levando em consideracdo que uma linhagem celular com um ndmero
indefinido de passagens e submetidas a dissociacdo enzimatica com tripsina por ser célula
e aderente ao substrato, pode diminuir a capacidade metabdlica dessas células e

conseqiientemente a sua eficacia no metabolismo do MTT em formazan.
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Figura 4.8. Avaliacao da viabilidade celular por exclusdo do azul de tripan apds isolamento
com Tryple express 1x. A viabilidade de hepatdcitos recém isolados e apds o gradiente de SFB a
100%, pelo método de digestdo enzimatica com tryple express 1X, foi avaliada por exclusdo do
azul de tripan. A viabilidade esta representada pela porcentagem de células marcadas ou nao pelo
corante de azul de tripan. Os dados foram comparados ao grupo controle (células HepG2) mantidas
em cultura. Gréfico representativo de 3 experimentos independentes realizados em triplicatas
(média e desvio padrdo). Valores **p<0,05 apresentam diferencas significativas e # p>0,05 ndo
apresentam diferenca significativa, ***p<0,0001. (Estatistica realizada pelo método One-Way
ANOVA e pés-teste de Tukey)
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Figura 4.9. Avaliacdo da viabilidade celular pelo ensaio de MTT apds isolamento com tryple
express 1X. Apds o isolamento pelo método de digestdo enzimética com tryple express 1X,
hepatdcitos (10° células/poco) foram colocados em placa de 96 pocos e incubadas a 37°C por 3
horas com reagente MTT e absorbancia verificada a 570 nm. Os dados foram normalizados e
comparados em fungdo do grupo controle (células HepG2) e os dados expressos como porcentagem
de viabilidade. Grafico representativo de 3 experimentos independentes realizados em triplicatas
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(média e desvio padrdo). Valores p<0,05 apresentam diferencas significativas. ***p<0,0001.
**p<0,001 (Estatistica realizada pelo método One-Way ANOVA e pos-teste de Tukey).

Os ensaios de LDH para os hepatdcitos isolados por dissociacdo com Tryple Express,
ilustrados nas figuras 4.10 e 4.11, demonstraram que as taxas de liberacdo da molécula
LDH para o meio extracelular é inferior aquelas isoladas pelo protocolo anterior. Tal efeito
foi observado tanto para as células mantidas em cultura a 37°C, quanto para as células a
4°C. Hepatécitos isolados por colagenase apresentaram um aumento significativo na
deteccdo de LDH a partir de 3 horas a 37°C, enquanto a 4°C foi necessario um intervalo
maior, 6 horas. Hepatdcitos dissociados por Tryple Express apresentaram dados
satisfatorios para a deteccdo da molécula de LDH quando comparados ao protocolo
anterior. A 37°C a porcentagem de LDH no meio extracelular comeca a aumentar
significativamente a partir de 6 horas e somente a partir de 24 horas a 4°C.

Apos verificar que o isolamento de hepatdcitos com Tryple Express nos fornecia
células integras e sem marcacdo para o corante azul de tripan, repetimos 0s ensaios de
viabilidade com os corantes vitais também realizados anteriormente para o outro método
de isolamento. Como ilustrado na figura 4.12, também comprovamos a integridade de
membrana pela fluorescéncia do corante calceina-AM e auséncia de fluorescéncia para 0s

corantes Pi e calceina acida.
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Figura 4.10. Ensaio de LDH em hepatdcitos isolados e incubados a 37°C. Apds o isolamento
pelo método com tryple express1X, hepatécitos (1x10° células/pogo) foram plagueados para
anélise de LDH no sobrenadante em diferentes intervalos de tempo a 37°C como indicado no eixo
X. Os dados foram comparados em funcdo do controle positivo, ou seja, percentual maximo de
morte células incubadas por 3 minutos com triton 0,01%. Grafico representativo de 3 experimentos
independentes realizados em triplicatas (média e desvio padrdo). Valores p<0,05 apresentam
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diferencas significativas ***p<0,0001. (Estatistica realizada pelo método One-Way ANOVA e pds-
teste de Tukey).
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Figura 4.11. Ensaio de LDH em hepatdcitos isolados e incubados a 4°C. Ap6s o isolamento
pelo método com tryple express1X, hepatécitos (1x10° células/pogo) foram plaqueados para
analise de LDH no sobrenadante em diferentes intervalos de tempo a 4°C. Os dados foram
comparados em funcdo do controle positivo, ou seja, percentual maximo de morte células
incubadas por 3 minutos com triton 0,01%. Gréfico representativo de 3 experimentos
independentes realizados em triplicatas (média e desvio padrdo). Valores p<0,05 apresentam
diferencas significativas ***p<0,0001. (Estatistica realizada pelo método One-Way ANOVA e pds-
teste de Tukey).

50 um

Figura 4.12. Microscopia de fluorescéncia com calceina-AM e com Pi das células isoladas com tryple
express. A) e D) células no campo claro. B) e E) células com marcacdo para o corante calceina-AM,
demonstrando a viabilidade dos hepat6citos isolados. C) e F) auséncia de marcacao para o corante Pi. Imagens
representativas de 6 experimentos realizados independentes. Barra 50 pM e 100 pM.
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Para a analise funcional das células, foi realizado ensaio de producdo de albumina
ilustrado na figura 4.13 A producdo padrdo de albumina é de 3,75+0,09 g/dL e os
hepatocitos isolados apresentaram uma producdo normal de albumina com 3,12+0,06 g/dL.
Hepatocitos criopreservados apresentaram uma queda na producao de albumina, 1,96+0,15
g/dL e 2,19+0,05 para células criopreservadas com 5% DMSO e 0,2M de Trealose na
auséncia do DMSO, respectivamente. De acordo com esse resultado, hepatdcitos
criopreservados em trealose na auséncia de DMSO apresentaram capacidade funcional

superior as células criopreservadas com 5% de DMSO.
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Figura 4.13. Ensaio funcional para a producéo de albumina em hepatocitos de rato apds o
isolamento com tryple express e criopreservacdo. 5x10° células/pogo foram incubadas a 37°C
durante 1 hora. Apoés esse periodo foi recolhido o sobrenadante para andlise da produgdo de
albumina. Também foram analisados sobrenadantes de hepatdcitos criopreservados durante 7 dias
em nitrogénio liquido em solugdo de SFB com 5%DMSO e células criopreservadas em uma
solucdo de SFB com 0,2M de trealose na auséncia de DMSO. Os dados foram comparados em
relacdo ao padrdo de producdo do Kit. Gréafico representativo de 2 experimentos independentes
realizados em triplicatas (média e desvio padrdo). Valores p<0,05 apresentam diferencas
significativas. *p<0,01 ***p<0,0001. (Estatistica realizada pelo método One-Way ANOVA e pds-
teste de Tukey).
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4.3. AVALIACAO DO POTENCIAL CRIOPROTETOR E TOXICIDADE DOSE-
DEPENDENTE DO DMSO DURANTE A CRIOPRESERVACAO DA LINHAGEM
CELULAR HEPG2 E DE HEPATOCITOS DE RATO ISOLADOS COM
COLAGENASE.

O objetivo principal desta dissertacdo é desenvolver um protocolo de criopreservagéo
para hepatocitos de rato que possa garantir melhores condicdes as células, sendo capaz de
minimizar os danos aos quais estas sdo submetidos durante o congelamento. Visto que em
ambos os mecanismos de isolamento os hepatdcitos de rato obtidos parecem vidveis e com
membrana plasmatica integra, fomos testar condi¢cdes de criopreservacdo. Inicialmente,
avaliamos a capacidade crioprotetora do DMSO em células de linhagem HepG2 e em
hepatdcitos isolados com colagenase. O DMSO é o crioprotetor mais utilizado atualmente
nos protocolos de congelamento de diversos tipos celulares, porém, é sabido que esse ACP
é tdxico para as células a temperatura ambiente e ha uma relacdo dose-dependente desse
efeito. A concentracdo sugerida para a criopreservacdo de hepatocitos de diferentes
espécies é preferencialmente de 10% e com o objetivo de diminuir esse efeito, buscamos
uma concentracdo menor de DMSO do que aquela sugerida na literatura, capaz de
promover um potencial crioprotetor satisfatério.

Nossoa resultados indicaram que a solucdo de 5% DMSO, confere um papel
crioprotetor superior a concentracdo de 10% de DMSO, 83+2% e 77+1,8%,
respectivamente por excluséo do azul de tripan e 85+3,5% vs.77+3,6%, respectivamente
pela da técnica de MTT em células da linhagem HepG2. Dados ilustrados nas figuras 4.14
e 4.15.

O potencial crioprotetor do DMSO em hepatdcitos de rato foi avaliado pela técnica
de exclusdo do azul de tripan porém, pelo artefato conferido por essa técnica ap6s o
isolamento com colagenase, nao foi possivel utilizar o azul de tripan como referéncia para
a viabilidade (figura 4.16). Entretanto, pela técnida de MTT ficou clara a diferenca entre as
concentragfes de DMSO e seu potencial crioprotetor para hepatocitos de rato apos a
criopreservacao. A figura 4.17, sugere pela da técnica de MTT que a concentracdo de 5%
DMSO (79,73+2,2% de viabilidade), apresenta um potencial crioprotetor superior as
células criopreservadas em 10% DMSO, (71+2,8% de células viaveis). De forma
semelhante a linhagem HepG2, hepatdcitos primarios podem ser criopreservados a uma
concentracdo menor aquela sugerida pela literatura. A utilizacdo da linhagem celular
HepG2, nos permitiu demonstrar e validar a técnica de exclusdo do azul de tripan e o

ensaio de MTT como metodologias para avaliar a viabilidade celular. Embora nédo tenha
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sido possivel validar ambas as técnicas para hepatdcitos primarios isolados com
colagenase, demonstramos que 0s valores sdo correspondentes para todos 0S grupos

analisados por azul de tripan e MTT em linhagem HepG2.
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Figura 4.14. Andlise da viabilidade por exclusdo do azul de tripan em células HepG2 apéds a
criopreservacdo com DMSO. 1x10° células foram criopreservadas durante 7 dias em nitrogénio
liquido em diferentes concentracbes de DMSO para analise do potencial crioprotetor e toxicidade
do DMSO em células HepG2 por azul de tripan. Grafico representativo de 3 experimentos
independentes e um pool de 3 amostras realizados em triplicatas (média e desvio padrdo). Valores
de p<0,05 apresentam diferencas significativas ***p<0,0001. (Estatistica realizada pelo método
One-Way ANOVA e pos-teste de Tukey)
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Figura 4.15. Anélise da viabilidade pelo ensaio de MTT em células HepG2 apos a

criopreservacdo com DMSO. 1x10° células foram criopreservadas durante 7 dias em nitrogénio

liquido em diferentes concentragcbes de DMSO para anélise do potencial crioprotetor e toxicidade

do DMSO em células HepG2. A viabilidade foi avaliada pelo ensaio de MTT. Os dados foram

normalizados e comparados em fungdo do grupo controle, células HepG2 mantidas em cultura e os
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dados expressos como porcentagem de viabilidade. Gréafico representativo de 3 experimentos
independentes e um pool de 3 amostras realizados em triplicatas (média e desvio padrdo). Valores
p<0,05 apresentam diferencas significativas.** p <0,001 e ***p<0,0001. (Estatistica realizada pelo
método One-Way ANOVA e pos-teste de Tukey).
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Figura 4.16. Andlise da viabilidade por exclusdo do azul de tripan de hepat6citos isolados
com colagenase apés a criopreservacdo com DMSO. 1x10° células foram criopreservadas
durante 7 dias em nitrogénio liquido em diferentes concentragdes de DMSO para andlise do
potencial crioprotetor e toxicidade do DMSO em hepatdcitos de rato. Os dados foram comparados
em funcdo do controle, células HepG2 mantidas em cultura. Gréfico representativo de 3
experimentos independentes e um pool de 3 amostras realizados em triplicatas (média e desvio
padrdo). Valores de # p>0,05 ndo apresentam diferenca significativa. p<0,05 apresentam diferencas
significativas ***p<0,0001. Estatistica realizada pelo método One-Way ANOVA e pos-teste de
Tukey).
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Figura 4.17. Analise da viabilidade pelo ensaio de MTT em hepat6citos de rato isolados com
colagenase ap6s a criopreservacdo com DMSO. 1x10° células foram criopreservadas durante 7
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dias em nitrogénio liquido em diferentes concentragdes de DMSO para analise do potencial
crioprotetor e toxicidade do DMSO. A viabilidade foi avaliada pelo ensaio de MTT. Os dados
foram normalizados e comparados em funcdo ao grupo controle, células HepG2 mantidas em
cultura e os dados expressos como porcentagem de viabilidade. Gréfico representativo de 3
experimentos independentes e um pool de 3 amostras realizados em triplicatas (média e desvio
padrdo). Valores p<0,05 apresentam diferencas significativas. ***p<0,0001. (Estatistica realizada
pelo método One-Way ANOVA e pos-teste de Tukey).

4.4. Avaliacdo do processo de criopreservacdo de hepatocitos de rato
durante 7, 15 e 30 dias com diferentes crioprotetores na presenca ou
auséncia de DMSO - Isolamento com colagenase tipo 1V

O fato dos hepatdcitos captarem o azul de tripan ap6s o isolamento com colagenase
tipo IV ndo nos impediu de prosseguir com os experimentos de congelamento, uma vez
que os dados apresentados nos ensaios de MTT, liberagcdo de LDH e marcacao celular com
corantes vitais mostraram que as células isoladas apresentam atividade metabdlica e
integridade de membrana aceitaveis. Além disso, 0 nosso objetivo foi observar se essa
marcacao caracteristica do processo de isolamento poderia afetar de forma significativa a
viabilidade dos hepatdcitos apds o descongelamento.

Apbs o isolamento, hepatdcitos de rato foram criopreservados de acordo com o
protocolo descrito anteriormente. Para isso, 1x10° células/mL foram criopreservadas em
diferentes concentracdes de crioprotetores classificados como naturais. Esses
crioprotetores (sacarose, glicose, trealose e glicerol) sdo encontrados em animais que
desenvolveram toleréncia ao congelamento quando submetidos a temperaturas abaixo de
zero (tabela 1.7). Hepatocitos sdo altamente sensiveis ao processo de congelamento e por
esta razdo optamos por selecionar tais compostos, para de minimizar as criolesfes e
possiveis efeitos toxicos. Para a solucdo de criopreservacdo foram utilizadas solugdes com
0,2 M; 0,3 M ou 0,4 M de sacarose (figura 4.18), de glicose (figura 4.19) ou de trealose
(figura 4.20), na auséncia ou na presenca do DMSO.

Em todos os experimentos foi visto que o método por exclusdo do azul de tripan para
células isoladas com colagenase ndo é a melhor técnica para avaliar a viabilidade de
hepatdcitos de primarios de rato como observado anteriormente. A marcagdo pelo corante
mantém o mesmo perfil das células obtidas ap6s o isolamento, ou seja, uma fraca marcacéo
pelo corante por todo o citoplasma e uma coloragdo mais azulada no ndcleo. Mais uma vez
ficou claro que os hepatocitos marcados apresentam atividade metabdlica observada nos

ensaios de MTT, o que nos permitiu verificar diferencas significativas entre os grupos de
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criopreservacao analisados. De acordo com os resultados de sacarose e glicose, ndo foi

possivel atingir um potencial crioprotetor suérior a concentracdo de 5% de DMSO.

Entretanto, células criopreservadas com 0,2 M de trealose na auséncia de DMSO

apresentaram viabilidade superior quando comparadas aos diferentes grupos avaliados.

Foram avaliados diferentes tempos de congelamento, 7, 15 e 30 dias e ndo houve diferenca

significativa entre os tempos de criopreservacao.
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Figura 4.18. Andlise da viabilidade por exclusdo do azul de tripan e MTT de Hepatdcitos de rato
criopreservados com DMSO e Sacarose durante 7, 15 ou 30 dias. Apdés o isolamento com colagenase,
1x10°élulas/mL foram criopreservadas em diferentes concentragbes de sacarose na presenca ou auséncia de
DMSO Apo6s 7, 15 ou 30 dias de congelamento os criotubos foram descongelados a 37°C e a viabilidade foi
analisada por exclusdo do azul de tripan (A, C e E). Os dados foram comparados com o grupo controle,
hepatdcitos recém isolados (células frescas) e expressos como porcentagem de viabilidade. As figuras B, D e E
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representam os ensaios de MTT. Os dados foram comparados em funcdo do grupo controle, linhagem HepG2
(células frescas) e expressos como porcentagem de viabilidade. Para os ensaios, o gréfico representativo de um
pool de 3 criotubos de 3 experimentos independentes realizados em triplicatas (média e desvio padrdo). Valores
p<0,05 apresentam diferencas significativas. *p<0,01. (Estatistica realizada pelo método One-Way ANOVA e

pos-teste de Tukey).
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Figura 4.19. Andlise da viabilidade por exclusdo do azul de tripan e MTT de Hepatdcitos de rato
criopreservados com DMSO e Glicose durante 7, 15 ou 30 dias. Apés o isolamento com colagenase,
1x10°¢élulas/mL foram criopreservadas em diferentes concentragdes de glicose na presenca ou auséncia de
DMSO . Apo6s 7, 15 ou 30 dias de congelamento os criotubos foram descongelados a 37°C e a viabilidade foi
analisada por exclusdo do azul de tripan (A, C e E). Os dados foram comparados com o grupo controle,
hepatdcitos recém isolados (células frescas) e expressos como porcentagem de viabilidade. As figuras B, D e E
representam os ensaios de MTT. Os dados foram comparados em fungdo do grupo controle, linhagem HepG2
(células frescas) e expressos como porcentagem de viabilidade. Para os ensaios, o gréfico representativo de um
pool de 3 criotubos de 3 experimentos independentes realizados em triplicatas (média e desvio padrdo). Valores
p<0,05 apresentam diferencas significativas. *p<0,01. (Estatistica realizada pelo método One-Way ANOVA e
pos-teste de Tukey).
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Figura 4.20. Analise da viabilidade por exclusdo do azul de tripan e MTT de Hepatécitos de rato
criopreservados com DMSO e Trealose durante 7, 15 ou 30 dias. Apds o isolamento com colagenase,
1x10°células/mL foram criopreservadas em diferentes concentragdes de trealose na presenca ou auséncia de
DMSO . Apo6s 7, 15 ou 30 dias de congelamento os criotubos foram descongelados a 37°C e a viabilidade foi
analisada por exclusdo do azul de tripan (A, C e E). Os dados foram comparados com o grupo controle,
hepatdcitos recem isolados (células frescas) e expressos como porcentagem de viabilidade. As figuras B, D e E
representam os ensaios de MTT. Os dados foram comparados em fungdo do grupo controle, linhagem HepG2
(células frescas) e expressos como porcentagem de viabilidade. Para os ensaios, o grafico representativo de um
pool de 3 criotubos de 3 experimentos independentes realizados em triplicatas (média e desvio padrdo).
Valores p<0,05 apresentam diferencas significativas. *p<0,01. (Estatistica realizada pelo método One-Way
ANOVA e pés-teste de Tukey).
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46. AVALIACAO DO PROCESSO DE CRIOPRESERVACAO DE
HEPATOCITOS DE RATO DURANTE 7 DIAS COM DIFERENTES
CRIOPROTETORES NA PRESENCA OU NA AUSENCIA DE DMSO -
ISOLAMENTO COM TRYPLE EXPRESS 1X.

Foi avaliada a viabilidade de hepatocitos isolados por tryple express 1x por exclusdo
do azul de tripan e pelo método de MTT e para 0 grupo com potencial crioprotetor superior
a 5% DMSO avaliamos a liberacdo de LDH no meio extracelular. O efeito do processo de
criopreservacao sobre as células hepéticas foi avaliado por um periodo de congelamento de
7dias. Esse intervalo de tempo foi escolhido porque os experimentos anteriores com
hepatocitos isolados com colagenase ndo apresentaram diferencas significativas entre os
intervalos de tempo determinados. Para a solucdo de criopreservacao, foram utilizadas
solugdes com 0,2 M; 0,3 M ou 0,4 M de sacarose, de glicose ou de trealose, na auséncia ou
na presenca de 5% de DMSO. Além disso, avaliamos o potencial crioprotetor do glicerol.
Entretanto, esse composto ndo apresenta toxicidade para as células e poderd ser uma
opcéo de possiveis combinacBes entre as demais substancias citadas. As figuras 4.21. a
4.26, correspondem aos resultados obtidos na criopreservacdo com com sacarose, com
glicose e com trealose. Os resultados correspondem a 3 experimentos independentes em
triplicata e para cada grupo foi feito um pool com 3 tudos de células criopreservadas. Os
dados de criopreservacdo demonstraram que hepatdcitos de rato criopreservados com 0,2
M de trealose na auséncia de DMSO, utilizando uma velocidade lenta e gradativa de
congelamento, apresentaram um potencial crioprotetor superior a qualquer outra solugédo
avaliada. Assim como observado nos hepatdcitos isolados por colagenase. As amostras
foram comparadas ao controle, hepatécitos recém isolados (células frescas). O glicerol ndo
apresentou propriedades crioprotetoras superiores ao DMSO para hepatdcitos de rato.
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e Criopreservacdo com 0,2 M: 0,3 M e 0,4 M de Sacarose
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Figura 4.21. Andlise da viabilidade por exclusdo do azul de tripan de Hepatdcitos de rato
criopreservados com 5%DMSO e com Sacarose. Apds o isolamento, 1x10°élulas/mL foram
criopreservadas durante 7 dias em nitrogénio liquido em diferentes concentracfes de sacarose na
presenca ou auséncia de 5% de DMSO. Apos o descongelamento, a viabilidade celular foi avaliada
por exclusdo do azul de tripan. Os dados foram comparados em fungdo do grupo controle,
hepatdcitos recém isolados (células frescas) e expressos como porcentagem de viabilidade. Gréafico
representativo de um pool de 3 criotubos de 3 experimentos independentes realizados em triplicatas
(média e desvio padrdo). Valores p<0,05 apresentam diferencas significativas. ***p<0,0001
(Estatistica realizada pelo método One-Way ANOVA e pés-teste de Tukey).
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Figura 4.22. Andlise da viabilidade pelo ensaio de MTT de Hepatocitos de rato

criopreservados com 5%DMSO e com Sacarose. Apds o isolamento, 1x10°células/mL foram

criopreservadas em diferentes concentracfes de sacarose na presenca ou auséncia de 5% de DMSO

Apbs o descongelamento, a viabilidade celular foi avaliada por ensaio de MTT. Os dados foram

comparados normalizados e comparados como grupo controle, hepatdcitos recém isolados (células
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frescas) e expressos como porcentagem de viabilidade. Gréfico representativo de um pool de 3
criotubos de 3 experimentos independentes realizados em triplicatas (média e desvio padréo).
Valores p<0,05 apresentam diferencas significativas. *p<0,01. ***p<0,0001. # p>0,05 (Estatistica
realizada pelo método One-Way ANOVA e pos-teste de Tukey).

Criopreservacdo com 0,2 M; 0,3 M e 0,4 M de Glicose
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Figura 4.23. Analise da viabilidade por exclusédo do azul de tripan de hepatdcitos de rato
criopreservados com 5%DMSO e com glicose. Ap6s o isolamento, 1x10°células/mL foram
criopreservadas durante 7 dias em nitrogénio liquido em diferentes concentracbes de glicose na
presencga ou auséncia de 5% de DMSO. Apos o descongelamento, a viabilidade celular foi avaliada
por exclusdo do azul de tripan. Os dados foram comparados em fungdo do grupo controle,
hepatdcitos recém isolados (células frescas) e expressos como porcentagem de viabilidade. Gréafico
representativo de um pool de 3 criotubos de 3 experimentos independentes realizados em triplicatas
(média e desvio padrdo). Valores p<0,05 apresentam diferencgas significativas. ***p<0,0001.
(Estatistica realizada pelo método One-Way ANOVA e pés-teste de Tukey).
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Figura 4.24. Analise da viabilidade pelo ensaio de MTT de Hepatécitos de rato
criopreservados com 5%DMSO e com glicose. Ap6s o isolamento, 1x10°células/mL foram
criopreservadas em diferentes concentraces de glicose na presenca ou auséncia de 5% de DMSO
Apbs o descongelamento, a viabilidade celular foi avaliada por ensaio de MTT. Os dados foram
comparados normalizados e comparados como grupo controle, hepatdcitos recém isolados (células
frescas) e expressos como porcentagem de viabilidade. Gréfico representativo de um pool de 3
criotubos de 3 experimentos independentes realizados em triplicatas (média e desvio padréo).
Valores p<0,05 apresentam diferencas significativas. ***p<0,0001. (Estatistica realizada pelo
método One-Way ANOVA e pos-teste de Tukey).
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Figura 4.25. Andlise da viabilidade por exclusdo do azul de tripan de Hepatdcitos de rato
criopreservados com 5%DMSO e trealose. Apos 7 dias de congelamento os criotubos foram
descongelados a 37°C e a viabilidade foi analisada por exclusdo do azul de tripan. Os dados foram
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comparados em funcéo do grupo controle, hepatécitos recém isolados (células frescas) e expressos
como porcentagem de viabilidade. Grafico representativo de um pool de 3 criotubos de 3
experimentos independentes realizados em triplicatas (média e desvio padrdo). Valores p<0,05
apresentam diferencas significativas. *p<0,01. ***p<0,0001. Para os valores de # p>0,05 néo
apresentam diferencas significativas (Estatistica realizada pelo método One-Way ANOVA e p0s-
teste de Tukey).
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Figura 4.26. Analise da viabilidade pelo ensaio de MTT de Hepatécitos de rato
criopreservados com 5%DMSO e trealose. Apds 7 dias de congelamento os criotubos foram
descongelados a 37°C e a viabilidade analisada pelo ensaio de MTT. Os dados foram normalizados
e comparados em relacdo ao grupo controle hepatécitos recém isolados (células frescas), e
expressos como porcentagem de viabilidade. Gréfico representativo de um pool de 3 criotubos de 3
experimentos independentes realizados em triplicatas (média e desvio padrdo). Valores p<0,05
apresentam diferencas significativas. ***p<0,0001. **p<0,001 (Estatistica realizada pelo método
One-Way ANOVA e pos-teste de Tukey).
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e Criopreservacdo com Glicerol
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Figura 4.27. Andlise da viabilidade por exclusdo do azul de tripan de Hepatdcitos de rato
criopreservados com 5%DMSO e glicerol. Ap6s o isolamento, 1x10°élulas/mL foram
criopreservadas em diferentes concentragdes de glicerol. Apés 7 dias de congelamento os criotubos
foram descongelados a 37°C e a viabilidade foi analisada por exclusdo do azul de tripan. Os dados
foram comparados com grupo 5%DMSO, e expressos como porcentagem de viabilidade. Grafico
representativo de um pool de 3 criotubos de 3 experimentos independentes realizados em triplicatas
(média e desvio padrdo). Valores p<0,05 apresentam diferencas significativas. # p>0,05 nao
apresentam diferencgas significativas.***p<0,0001. (Estatistica realizada pelo método One-Way
ANOVA e pos-teste de Tukey).
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Figura 4.28. Andlise da viabilidade pelo ensaio de MTT de Hepatocitos de rato
criopreservados com 5%DMSO ou glicerol. Apés o isolamento, 1x10°células/mL foram
criopreservadas em diferentes concentragcdes de glicerol. Apés 7 dias de congelamento os criotubos
foram descongelados a 37°C e a viabilidade analisada pelo ensaio de MTT. Os dados foram
normalizados e comparados em relacdo ao grupo controle hepatdcitos recém isolados (células
frescas), e expressos como porcentagem de viabilidade. Gréfico representativo de um pool de 3
criotubos de 3 experimentos independentes realizados em triplicatas (média e desvio padrdo).
Valores p<0,05 apresentam diferencas significativas. # p>0,05 ndo apresentam diferencgas
significativas.***p<0,0001. (Estatistica realizada pelo método One-Way ANOVA e pos-teste de
Tukey).
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CAPITULO V
DISCUSSAO

5. DISCUSSAO

A IHA é uma sindrome clinica grave, complexa e com alta mortalidade. Essa
mortalidade se mantém elevada principalmente devido & escassez de 0Orgdos para o
transplante ortotdpico, a Unica medida terapéutica realizada com sucesso em casos de
perda da funcdo hepatica (7, 16, 28). Dessa forma, é de suma importancia investir no
conhecimento e no aprimoramento de novas fontes alternativas ao tratamento de pacientes
com doencas terminais do figado, a fim de minimizar o nimero de pacientes que morrem
nas listas de espera. O transplante hepatocitario pode ser uma alternativa substancial
importancia como tratamento a esses pacientes. Podendo atuar paralelamente ao
transplante do 6rgdo ou até mesmo levar a recuperagdo espontanea da lesdo hepatica (70).
Entretanto, ainda ha uma dificuldade no isolamento e estocagem de quantidade com
qualidade dos hepatdcitos obtidos de tecidos hepaticos. Sendo assim, a combinacdo da
optimizacdo de protocolos de isolamento e congelamento de células sdo etapas cruciais
para o desenvolvimento dessa terapia em larga escala. A criagdo de bancos de células
hepéaticas permitira a disponibilizacdo de hepat6citos para o transplante celular de
emergéncia ou programado. Contudo, essa pratica dependera principalmente do
aprimoramentos dessas técnicas (72, 122).

Visando futuramente isolar hepatocitos humanos de figados rejeitados para o
transplante e consequentemente a criopreservacdo destas células para terapia celular em
para modelos de IHA, este trabalho teve como objetivo principal a optimizacdo do
protocolo de isolamento de hepatdcitos de ratos e do processo de criopreservacdo. Durante
0 isolamento de hepatocitos humanos, o estresse oxidativo e a morte celular iniciam logo
apos a resseccdo hepatica (151, 152). A condicdo clinica dos doadores, o grau de
esteatose, os tempos de isquemia fria e quente afetam diretamente a qualidade dos
hepatdcitos (125, 135). Uma vez que os hepatdcitos ja apresentam uma queda na qualidade
antes mesmo do isolamento celular, é de grande importéncia a caracterizacdo prévia dos
protocolos de isolamento e congelamento de células do figado que possam garantir o
minimo de perda na viabilidade e na capacidade funcional destas células durante estes
processos.

A técnica de isolamento de hepatdcitos, que foi originalmente desenvolvida para

isolar células de rato, comecou em meados dos anos de 1960, quando Howard et al. 1967

-63 -



isolaram hepatocitos de rato, utilizando uma combinacdo de técnica mecanica com
digestdo enzimatica. Subsequentemente modificada por Berry e colaboradores em 1969 e
Seglen et al. 1976 ficou estabelecida a técnica de perfusdo com colagenase em duas etapas
e que atualmente é amplamente utilizada com algumas modificacbes por diversos
laboratérios do mundo. Esse procedimento foi modificado por varios laboratérios para o
isolamento de hepatocitos a partir de varias espécies de animais, incluindo o ser humano.
Alguns autores utilizam até trés etapas com colagenase como mecanismo de dissociacdo
enzimética (153-155). Contudo, a enzima colagenase, de origem bacteriana, atua como
protease para dissociar o parénquima hepatico em células individuais. Algumas dessas
proteases podem causar uma reacdo enzimatica indesejavel afetando diretamente a
qualidade e quantidade de células viaveis ou até mesmo serem citotoxicas (153, 156).
Associado a isso, apds a desagregacdo das células do parénquima hepatico, os hepatdcitos
sdo obtidos por dissociacdo mecanica, nas filtacbes e nas etapas de baixa centrifugacao.
Dessa forma, o estresse realizado durante o processo de isolamento poderia gerar uma
perda transitoria na integridade da membrana plasmatica e diminuir a qualidade das células
apos o isolamento.

Este trabalho forneceu evidéncias que o isolamento de hepatdcitos de rato com a
enzima colagenase do tipo IV permitiu a captacdo do corante azul de tripan pelas células
apos o isolamento, dessa forma nédo foi possivel mensurar a viabilidade celular por essa
técnica. E sabido que os testes de viabilidade utilizando azul de tripan confiam na sua
capacidade de serem excluidos a partir de células vivas, em um processo dependente de
energia com gasto de ATP. As células mortas ou células necroticas que tém a integridade
da membrana plasmatica comprometida permitem a entrada do corante no citoplasma,
adquirindo a cor azulada. A quantidade de células mortas ou células em processo de morte
podem, entdo, ser contada manualmente, usando cémara de Newbauer e microscopia de
imagem (157). De forma alternativa, o azul tripan pode ser solubilizado e a absorbancia
medida entre 580 e 610 nm (150).

Nossas imagens de microscopia apresentaram dois perfis de coloracéo para o corante
azul de tripan em hepatdcitos isolados com colagenase tipo IV: (1) células totalmente
marcadas pelo corante, tanto o nicleo quanto o citoplasma, em que ambos captaram o
corante na mesma intensidade de coloragdo azul o que nos impedindo de diferenciar os
dois componentes celulares e (2) células com o nucleo e o citoplasma apresentando
diferentes intensidades de coloragdo azul. Nesses casos, 0 nucleo apresentou uma forte
marcagdo para 0 corante enquanto o citoplasma permaneceu fracamente marcado de azul.

Esse fendmeno pode ser explicado pelo fato de que o azul de tripan é um acido fraco e com
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isso, apresenta afinidade aumentada por proteinas basicas. Dessa forma, a absorcdo pelo
nucleo das células é geralmente maior, devido a presenca de histonas, produzindo uma
marcagdo azul de maior intensidade nesta organela, enquanto o citoplasma permanece
levemente marcado (150, 157).

De acordo com o que foi descrito, poderiamos classificar hepatocitos isolados pelo
método com colagenase tipo 1V, como células mortas ou em processo de morte celular,
uma vez que ha captacdo do corante azul tripan e perda da capacidade de bombea-lo para o
meio externo. Entretanto, para comprovar se essas células estavam de fato inviaveis,
utilizamos outras técnicas para verificar a viabilidade celular. Foram realizadas marcacdes
com corantes vitais e ensaios adicionais de viabilidade como MTT e de liberacdo de LDH.
A técnica de MTT é uma reacgdo do tipo redox, em que células metabolicamente viaveis
reduzem o sal tetrazdlio em derivados de formazam. Parte dessa reacdo € realizada por
enzimas desidrogenases da cadeia respiratoria mitocondrial e a maior parte da reducéo do
MTT ocorre em sitios extramitocondriais, envolvendo mecanismos dependentes de
nucleotideos de piridina NADH e NADPH (157, 158). Os ensaios de MTT apresentados
indicaram que células marcadas com o azul de tripan apresentam capacidade de reduzir o
sal tetrazolio em formazan. Embora, essa capacidade seja inferior aquela detectada em
linhagem celular HepG2, os resultados normalizados e convertidos em porcentagem de
viabilidade indicaram que essas células apresentam uma viabilidade de cerca de 80%. A
técnica de MTT realizada para hepatocitos de rato isolados pode ser validada pelos
experimentos realizados para linhagem celular HepG2 criopreservadas com diferentes
concentracdes de DMSO, ilustrados nas figuras 15 e 16. Os dados obtidos pelo ensaio de
MTT corroboram aqueles encontrados para a técnica de exclusdo do azul de tripan, o que
nos permite sugerir e validar ambos ensaios para avaliar a viabilidade celular. Além disso,
diversos trabalhos na literatura utilizam essa técnica como forma de avaliar a
citotoxicidade, a proliferacéo e a viabilidade celular (157, 159, 160)

O ensaio de LDH é baseado na liberacdo da Lactato Desidrogenase, uma enzima
citosolica, de células que tiveram sua membrana plasmética rompida apds um dano celular.
Os hepatdcitos isolados pelo método com colagenase tipo 1V, que apresentaram marcagao
positiva heterogénea para o corante azul de tripam, foram submetidos ao ensaio de LDH
para verificar possiveis danos a membrana plasmatica. Os resultados apresentados para
este ensaio apresentaram uma liberacdo significativa de LDH apenas apds 6 horas de
incubagéo a 37°C e apo0s 24 horas de incubagdo a 4°C, aproximadamente 66% e 43%,
respectivamente. O método de exclusdo do azul de tripan foi comparado com o ensaio de
LDH, produzindo estimativas de sobrevivéncia semelhantes segundo trabalho publicado
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por Uliasz e colaboradores (150). No trabalho citado, os autores determinaram a morte
celular neuronal por exclusdo do azul de tripan através da absorbancia do corante por
espectrofotometria a 590 nm. Quando comparado com o0 ensaio de lactato desidrogenase
ndo apresentou diferencas estatisticas nos niveis de morte celular pela liberacdo de LDH
em relacdo a marcacdo com o corante (150). De forma semelhante, a captacdo do corante
azul de tripan e o ensaio de liberacdo de LDH foram avaliados em hepatdcitos primarios
em suspensdo e em monocamadas de cultura primaria. Esses dados sugerem que o
processo de contagem de células utilizando o corante azul de tripan foi menos sensivel
quando comparado ao ensaio de liberacdo de LDH. As células em suspensdao ndo
apresentaram valores correspondentes para os métodos aplicados. Porém, quando avaliados
em células mantidas em cultura, esses valores foram semelhantes, indicando que o ensaio
de LDH é uma alternativa menos subjetiva com relacdo ao procedimento de contagem de
células e pode ser aplicavel para células em suspensédo ou aderentes (161).

Além disso, os hepatocitos foram marcados com corantes fluorescentes que nos
permitiram afirmar que esta marcacao positiva para o corante azul de tripan é inespecifica.
Os hepatdcitos isolados a partir da dissociagdo com colagenase foram submetidos a
marcacdo com os corantes fluorescentes: (1) calceina-AM, que confere uma fluorescéncia
verde as células viaveis; (2) calceina &cida que confere uma fluorescéncia verde as células
que perderam a integridade de membrana e (3) iodeto de propidio, permeavel apenas ap6s
a perda da integridade de membrana e confere ao nucleo das células uma fluorescéncia
vermelha. Ao analisar as marcagdes desses hepatdcitos, observamos que para todos os
testes com os corantes fluorescentes as células estdo viaveis e com integridade de
membrana, visto que fluorescem na presenca da calceina-AM. Entretanto, ndo sdo capazes
de permitir a entrada dos demais corantes.

Alguns trabalhos abordam a vantagem ou a desvantagem no uso da técnica de azul
de tripan quando comparada com outras técnicas vitais. P. Gain et al (2014) ao comparar a
técnica de exclusdo por azul de tripan com a técnica de tanel, demonstrou que a exclusdo
do azul de tripan € um método inviavel para analisar viabilidade/morte de células de cornea
humanas para enxerto. Em oposicdo a isso, Sandra Sanfilippo et al (2011) sugere que tanto
a técnica por exclusdo do azul de tripan quanto calceina/AM sdo metodologias aplicaveis
na avaliacdo da viabilidade de foliculos ovarianos humanos para transplante.

As desvantagens relacionadas ao metodo de contagem por exclus@o do azul de tripan
incluem as caracteristicas subjetivas de todos os procedimentos de contagem visual de
células como a necessidade do controle e padronizacdo da concentracdo do corante, a
manutencdo do pH, a duragdo do tempo de coloragdo e erro amostral (150, 161). Além
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disso, a possibilidade de falso positivo ndo pode ser descartada, pois proteinas
extracelulares podem influenciar a leitura do ensaio. Jingru Hu et al., 1994 avaliou a
citotoxicidade de pepitideos B-amildides em neurdnios comparando os ensaios de LDH, de
captacdo de fluoresceina e de azul de tripan. Nesse caso, foi observada uma mortalidade
celular falsamente maior pelo ensaio de azul de tripan, interpretado como consequéncia do
acumulo de peptideos B- amildides nas membranas celulares o que facilitaria a retencéo de
azul de tripan (162). Contudo, ao que diz respeito a vantagem desse método podemos
destacar a rapidez e praticidade, assim como pode ser usado em um laboratério simples e
em hospitais com baixo custo.

Células isoladas com colagenase permitem a captacdo do azul de tripan no interior da
célula e que por algum motivo, estas células perderam a capacidade de bombear o corante
para 0 meio extracelular. Inicialmente levantamos a hipdtese de que as condigdes de
estresse as quais 0s hepatocitos sdo submetidos, poderiam estar induzindo a abertura de
canais idnicos de alta condutancia e aumentando a permeabilidade da membrana celular. E
sabido que os canais idnicos P2XRs sdo modulados por diversos fatores e moléculas, como
mudancas de pH, de temperatura, espécies de oxigénio reativo, monoxido de carbono,
alcool, além das proteinas kinases, entre outros (163-165). Com isso, as condicGes a que
essas células sdo submetidas durante as etapas de isolamento poderiam estar induzindo a
abertura de um canal idnico especifico e permitindo a passagem desse corante. O receptor
P2X7, por exemplo, um membro da familia P2X, seria um possivel candidato a permitir a
entrada do corante azul de tripan. Esse receptor, quando exposto a altas concentragdes de
ATP, abre um poro gue permite a passagem de céations e de anions de alto peso molecular.
Esses poros permitem que moléculas de até 900 Da passem pela membrana da célula,
como os corantes fluorescentes Brometo de Etidio e Lucifer Yellow (166, 167). Porém, se o
receptor P2X7 estivesse envolvido no processo de entrada do azul de tripan, deveriamos
observar concomitantemente a entrada do corante Pi nas células, o que nédo foi observado
nos experimentos de fluorescéncia.

A familia de transportadores ABC representa a maior familia de proteinas
transmembranares e compreende 49 transportadores que estdo subdivididos em sete
subfamilias (168, 169). Os membros da familia ABC apresentam um cassete de ligagdo ao
ATP sendo chamadas de ATP binding-cassete, e geralmente usam a energia da hidrélise
do ATP para o transporte de varios substratos, tais como aminodcidos, esteroides,
proteinas, fosfolipidios e diferentes ions e anions (170). Alguns desses transportadores
também estdo envolvidos no fendmeno de resisténcia a maultiplas drogas em células

tumorais, por extrusdo de drogas anticancer, para fora da célula e resisténcia celular ao
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estresse oxidativo (168-170). Transportadores ABC atuam tanto para transportar diferentes
solutos para dentro da célula, como para transportar outros produtos para fora. Dessa
forma, poderiam estar envolvidos no transporte do corante azul de tripan para dentro da
célula ou no processo de exclusdo do mesmo para o meio extracelular. Hossein Ardehali e
colaboradores demonstraram que a diminuicdo da expressdo de mRNA do transportador
mABC1, um membro da familia ABC envolvido da resisténcia ao estresse oxidativo,
promove um aumento do numero de células coradas pelo azul de tripan. Indicando que o
baixo funcionamento do transportador resulta no aumento significativo de células
marcadas com azul de tripan, em comparacdo as células com expressdao normal para o
transportador (170). Poderiamos entdo levantar a hipotese que hepatdcitos de rato isolados
com colagenase apresentam uma captacdo basal do corante azul de tripan e por alguma
modificacdo na expressdo ou na sequéncia dessas proteinas transportadoras estaria
perdendo a capacidade de bombear o corante para fora da célula. Assim, apesar das células
estarem positivas para o corante azul de tripan, elas permanecem viaveis, com capacidade
metabdlica e com integridade de membrana. Contudo, é preciso realizar experimentos que
possam dar base para essa hipétese.

Com o objetivo de minimizar os possiveis danos as células durante o processo de
isolamento de hepatdcitos com colagenase, optamos por testar um outro reagente de
dissociac@o enzimatica. O reagente TrypLE ™ Express 1X ¢ uma enzima recombinante,
utilizada para dissociar varios tipos de células aderentes de mamiferos (171, 172). E uma
enzima alternativa a tripsina de origem animal, que promove a clivagem de ligagdes
peptidicas na regido C-terminal da lisina e da arginina, mas com uma maior especificidade
do que preparacdes de tripsina de origem animal. Uma das razdes para a substituicdo da
tripsina de origem animal pela tripsina recombinante em aplicagdes farmacéuticas e na
medicina alternativa por exemplo, é o fato de que proteinas derivadas de animais podem
ser uma fonte de virus de mamiferos (171, 173). Mesmo que haja uma etapa de inativacdo
viral, para a maioria dos processos de purificacdo de biofarmacos, alguns virus de origem
bovina ou suina podem ser resistentes ao protocolo de purificagdo. Além disso, algumas
vacinas de virus vivos ndo podem ser submetidas a um passo de inativacdo viral. A
contaminagdo de duas vacinas pediatricas aprovadas contra o rotavirus, com sequéncias de
DNA viral suino, foi posteriormente atribuida a utilizagdo de tripsina nos bancos de células
usadas para a fabricacdo das vacinas. Uma vez que esse virus suino ndo é conhecido por
ser infeccioso para 0s seres humanos, as vacinas permanecem no mercado (174).

As enzimas alternativas a tripsina de origem animal da linha TrypLE ™ sdo produtos

da Life Technologies. Esses produtos sdo baseados em um tipo de tripsina utilizando
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enzima de Fusarium oxysporum, originalmente chamado rProtease (Gibco). Os fabricantes
afirmam que as enzimas da linha TrypLE ™ apresentam vantagens sobre a tripsina suina,
como a estabilidade & temperatura ambiente e o fato de ndo ser necessario utilizar um
inibidor de protease para extinguir a atividade do TrypLE, ap6s dissociar a célula do
substrato (Howard, 2014).

Essa outra metodologia de isolamento de hepatocitos de rato, utilizando o TrypLE
™ Express 1X, nos permitiu isolar células do figado com alta viabilidade, refringentes ao
microscopio e negativas para o corante azul de tripan como demonstrado na figura 4.14. A
marcacdo com corantes fluorescentes confirmou a integridade da membrana. Alem disso,
demonstramos valores de D.O para o ensaio de MTT superiores para as células isoladas
com TrypLE ™ Express 1X. Com base nos dados apresentados neste trabalho, sugerimos o
reagente TrypLE ™ Express 1X como enzima de dissociagdo para a obtengdo de células
viaveis em protocolos de isolamento de hepatdcitos de rato.

Trabalhos sugerem a utilizacdo de outra enzima recombinante substituinte da
tripsina, a TrypZean™, fabricado pela empresa Sigma-Aldrich no processo de isolamento
de células epiteliais multipotentes de membrana amnidtica placentéria e de células-tronco
derivadas do estroma da medula 6ssea humana (175, 176). Carvalho et al.,, 2011
recomendam adotar as enzimas TrypZean™ or TrypLE Express™ na obtencdo de
linhagens de células-tronco derivadas do estroma do tecido adiposo (173).

Além da otimizacdo do processo de isolamento celular, a criopreservacdo ¢ uma
etapa crucial para o desenvolvimento de terapias com células vivas, uma vez que permite a
preservacdo celular por tempo indeterminado e a disponibilidade de células suficientes
para o transplante. Além disso, o desenvolvimento de técnicas eficazes de criopreservacao
para a criacdo de bancos de células hepaticas é fundamental para a aplicacdo e expansao
desse procedimento terapéutico. Tendo em vista que o processo de congelamento leva a
diminuicdo da viabilidade e da funcdo celular é preciso melhorar os protocolos de
criopreservagao para que possam minimizar tais efeitos.

Varios protocolos de criopreservacdo de hepatocitos sdo atualmente descritos na
literatura. Entretanto, ainda ndo ha um consenso de um protocolo bem estabelecido (125,
126, 135, 177). Hepatdcitos sdo muito sensiveis as lesbes do processo de congelamento e
descongelamento, suas funcdo normalmente s&o prejudicadas ou perdidas durante a
criopreservacao (156).

Aclcares como sacarose e trealose tém sido utilizados como estratégias de
criopreservacao para diversos tipos celulares, como leveduras e células vegetais, visto que

sdo capazes de interagir com a membrana plasmatica minimizando os danos osmoticos e
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fisicos gerados durante o congelamento. Outro fator bastante importancia no uso desses
compostos associados a solucdo de criopreservacdo € o fato de estarem presentes em
grandes concentracGes em animais submetidos a temperaturas extremamente baixas, um
fendbmeno que ocorre de forma natural como estratégia de sobrevivéncia. Curiosamente,
alguns individuos chegam a perder cerca de 99% de agua e sobrevivem a longos periodos
em estado de dissecacdo devido a sua capacidade de acumular osmolitos, principalmente
trealose (142, 178). De forma semelhante as funcGes propostas da trealose no processo de
anidrobiose em animais, a presenca do acglcar durante o congelamento pode auxiliar na
protecdo das membranas e das proteinas, atuando na estabilidade das estruturas celulares
ou até mesmo auxiliando no processo de vitrificacdo (179). Associado a isso, ao adicionar
crioprotetores ndo-toxicos, como 0s compostos descritos na tabela 1.7 ao meio de
criopreservacao, é possivel reduzir a concentracdo de compostos toxicos como o DMSO,
que podem contribuir para a perda da viabilidade ap6s o descongelamento (180).

Diversos mecanismos sdo responsaveis pelos danos a hepatdcitos durante o processo
de congelamento e de descongelamento, como o stress oxidativo, a lesdo mecénica pela
formacdo de cristais de gelo, a lesdo osmotica e a activacdo da caspase-3 com apoptose
(181, 182). Para minimizar tais problemas, diversas alternativas tém sido propostas e
estudadas. Tais estratégias envolvem a adicdo de dissacarideos, de inibidores de caspases e
de antioxidantes ao meio de criopreservacdo, visando diminuir os efeitos das crio-lesdes
(120, 135, 183, 184). Além disso, a adi¢do e remocao destes ACP sdo processos complexos
associados com o chogue osmético prejudicial para as células. Por isso a grande
importancia de desenvolver meios livres de ACP ou na presenca CPAS ndo toxicos para a
criopreservacao e armazenamento de varios tipo de células (180).

De forma semelhante ao que ocorre em hepatdcitos, a principal causa para a perda da
viabilidade com células-tronco embrionarias humanas apds o congelamento lento é a
apoptose induzida pelo processo de congelacdo-descongelagdo (185). Os autores
descrevem que a apoptose é induzida por ativacdo tanto de caspase-8, através a via
extrinseca, e caspase-9, através da via intrinseca, durante a criopreservacao (185). Dados
pré-clinicos também sugerem que a ativacdo de caspases durante 0S processos de
congelamento e descongelamento podem induzir a apoptose e, consequentemente,
contribuir para criolesdo em enxertos para transplante (186). Portanto, 0 uso de inibidores
de caspases em combinacdo com outros agentes crioprotetores ndo toxicos, como a trealose
podem atuar de forma protetora as células durante o armazenamento a longo prazo de
células vivas, 0 que é critico para 0 sucesso das estratégias de engenharia de tecidos (180,
186). A adi¢do do dissacarideo, trealose associado ao antioxidante (catalase) e inibidor de
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caspase (ZVAD-fmk) em solugdes de criopreservacdo de celulas tronco derivadas do
fluido amnidtico, reduzem a concentracdo padrdo de 10% (v/v) de DMSO para 5% (v/v)
ou 2,5% (v/v) (180).

Rodrigues et al (2008) sugere que a adicdo de dissacarideos, como trealose a solucdo
de criopreservacdo, possibilita a diminui¢do da concentragdo de DMSO para um volume
final de 2,5% e de 5% com sacarose em células hematopoéticas. Hepatdcitos humanos
criopreservados em solugdo com 10% de DMSO associado & 0,2 M de trealose
apresentaram um aumento na viabilidade em torno de 15% quando comparadas ao grupo
controle sem trealose (62,9 £13 vs 46,9 £11%), respectivamente (187). Além disso, a
trealose parece ter um efeito ndo somente protetor quando adicionado a solucdo de
criopreservagao, como também um efeito preventivo as criolesdes. Stokich et al.
demonstraram que células HepG2 quando submetidas a uma pré-incubacdo de 24 horas
com 100 mM de trealose antes do congelamento em 10% de DMSO, apresenta um
aumento de 400% na viabilidade celular ap6s o descongelamento. Dessa forma, a trealose
parece estar diretamente relacionada com a protecdo de células submetidas ao
congelamento em baixas temperaturas, auxiliando na manutencdo da viabilidade e até
mesmo na funcionalidade celular ap6s o descongelamento. Assim como a trealose, outros
acucares parecem estar envolvidos nesse processo de protecdo as lesdes durante a
criopreservacao. Aghdai et al., 2013 apresentou dados favoraveis quanto a utilizacdo da
frutose no meio de criopreservacao de hepatdcitos de rato e em linhagem HepG2. A
justificativa para isso segundo o grupo, é que a frutose pode proteger as células contra a
apoptose através da formacdo de nicotinamida-adenina-dinucleotideofosfato (NADPH)
para reestabelecer os niveis de glutationa (GSH). Esse evento reduz a geracdo de espécies
reativas de oxigénio refletindo diretamente na viabilidade das células (135). A incubacao
de hepatdcitos de rato com glicose (100-300 mM), frutose (100-300 mM) ou &cido o-
lipdico antes do congelamento melhora a viabilidade, a eficiéncia de fixacdo das células
em cultura e a reducdo de LDH pos-descongelamento (188). A frutose também tem sido
sugerida como possivel aditivo a solucao de digestdo enzimatica no processo de isolamento
de hepatocitos como mecanismo preventivo as lesdes geradas durante a obtencdo das
células. A adigdo desse substrato possibilitaria a recuperacdo de energia dos hepatdcitos
apos o estresse por isquemia e reperfusdo durante o isolamento das células a partir de
amostras de tecidos (30, 188).

Esse trabalho avaliou o potencial crioprotetor de aglcares envolvidos no processo de
anidrobiose em animais, como a sacarose, a glicose, a trealose e o glicerol. Entretanto,

dentre as solucOes de acucares avaliadas, apenas a solucdo de trealose 0,2 M na auséncia
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de DMSO apresentou um potencial crioprotetor superior a solucdo de DMSO a 5%. Esse
resultado merece destaque, visto que estudos com infuséo de células tronco hematopoéticas
criopreservadas em DMSO descrevem diversos efeitos associados a este crioprotetor, em
pacientes submetidos ao transplante. Tais efeitos envolvem sedacdo, vomito, hipertensao,
bradicardia, hemolise intravascular, choque anafilatico e hiperosmolalidade. Descrevem
ainda, que esses efeitos sdo mais evidentes em criancas, devido ao baixo peso corporal
associado ao potencial toxico dose dependente (119, 189). Com isso, a solucdo de 0,2 M de
trealose na auséncia do DMSO é um dado importante para a terapia celular com células
hepaticas, frente aos efeitos colaterais ja apresentados e a toxicidade do DMSO. Embora o
tempo de criopreservacdo tenha sido curto (7 dias) demonstramos que esse feito se repete
até 1 més de criopreservacdo. Porém, pretendemos analisar tempos maiores de
congelamento como, por exemplo, de 6 meses a 1 ano, visto que as amostras estdo
criopreservadas em nosso laboratorio. As contribuicbes desse trabalho para a
criopreservacao de hepatdcitos de rato podem ser observadas na tabela 5.1 e na figura 5.1.
Durante toda a apresentacdo deste trabalho ficou claro a grande necessidade de
caracterizar e de desenvolver com qualidade todos os procedimentos envolvidos desde a
obtencdo de hepatdcitos, sejam de rato, ou humanos, até o descongelamento das células. A
criacdo de bancos de células bem estruturados esta relacionada diretamente com o avanco
de tecnologias e terapias utilizando células e tecidos. A disponibilizacdo desses materiais
em centrais de distribuicdo permitira o desenvolvimento e o tratamento para diversas
doencas que sejam relacionadas a perda da fungdo hepatica ou doencas degenerativas. Para
que a aplicacdo dessas abordagens emergentes se torne possivel na clinica é fundamental a
manutencdo da qualidade com quantidade desses materiais, para que possam atender a um

namero ilimitado de pacientes.

Tabela 5.1. Contribuicdo deste trabalho para a criopreservacao de hepatocitos de rato.

_ %Viabilidade
Hepatdcitos _ MTT
Azul de tripan

Recém isolados (Frescos) 90,6+2,7% 100%
Criopreservados em
75,9£2,% 76,23
5%DMSO
Criopreservados com
0% de DMSO + 0,2M de 84,5+1,9% 82,8+2,1
Trealose
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Figura 5.1. Resultados gerais de isolamento e criopreservacdo de hepatdcitos de rato. Neste
trabalho sugerimos a utilizacdode uma enzima alternativa a tripsina como agente de dissociacao das
células do paréncquima hepatico. O reagente Tryple Express 1X permitiu a obtengéo de hepatdcitos
ndo marcados para o corante azul de tripan e apresentou dados favoraveis quanto a viabilidade
analisada por outras técnicas. Ap0s esse processo, ficou claro que a criopreservacao celular com
0,2M de trealose atingiu um potencial crioprotetor superior as células criopreservadas na presenca
do ACP DMSO. Assim, sugerimos um novo protocolo de isolamento e de criopreservacdo de
hepatdcitos de rato para terapia celular.
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CAPITULO VI
CONCLUSOES

Esse trabalho apresentou resultados positivos quanto ao processo de isolamento de
hepatdcitos de rato com uma enzima alternativa a colagenase, classicamente utilizada na
dissociacdo do parénquima hepatico. Ficou claro que a enzima colagenase promove um
artefato durante o processo de isolamento que ndo nos permitiu avaliar a viabilidade por
exclusdo do azul de tripan. A explicacdo para tal evento ainda permanece em aberto. Para
que possamos sugerir uma possivel explicacdo, serd necessario investigarmos
experimentalmente algumas hipoteses. Entretanto, esse artefato que ocorreu com o azul de
tripan ndo inviabiliza as células quanto ao metabolismo celular avaliado pelo ensaio de
MTT e a integridade de membrana demonstrada pela detectacio de LDH no meio
extracelular. Neste trabalho sugerimos a utilizacdo de uma enzima alternativa a tripsina
como agente de dissociacdo das células do paréncquima hepatico. O reagente Tryple
Express 1X permitiu a obtencdo de hepatdcitos ndo marcados para o corante azul de tripan
e apresentou dados favoraveis quanto a viabilidade analisada por outras técnicas. Apos
esse processo, demonstramos que a presenca de 0,2 M de tralose e a auséncia do DMSO na
solugéo de congelamento foi capaz de aumentar a viabilidade celular em aproximadamente
8%, quando comparada as células criopreservadas em 5% de DMSO. O resultado obtido é
de grande importancia para terapia celular, pois demonstramos que foi possivel
criopreservar hepatocitos de rato na auséncia do DMSO, que pode ser tdxico. Embora, 0s
dados tenham sido obtidos em células de rato, podemos analisar e testar futuramente esse
protocolo para células humanas ou células de porcos transgénicos. A Auséncia do DMSO
no meio de criopreservacdo € de grande importancia em tratamentos com transplantes de
células, permitindo a infusdo de hepatdcitos em pacientes com doencas do figado sem
expor tais individuos ao potencial toxico e aos efeitos colaterais dessa substancia. Assim,
sugerimos um novo protocolo de isolamento e de criopreservacdo de hepatocitos de rato
para estudos de terapia celular de doencas hepéticas, metabolismo de drogas e
xenotransplantes.

Com isso, futuramente iremos realizar os protocolos de isolamento e criopreservagédo
padronizados neste trabalho para amostras de tecidos humanos, visando avangos futuros na

terapia celular para pacientes com doencas hepéticas.
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