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INSTITUTO OSWALDO CRUZ 

 

PADRONIZAÇÃO DAS CONDIÇÕES DE CRIOPRESERVAÇÃO DE 

HEPATÓCITOS DE RATO PARA TERAPIA CELULAR 

 

 RESUMO       

 DISSERTAÇÃO DE MESTRADO 

Liana Monteiro da Fonseca Cardoso 

A insuficiência hepática aguda (IHA) é uma síndrome clínica grave e complexa, que 

se destaca pela súbita perda funcional dos hepatócitos. O transplante hepático ainda é a 

única opção terapêutica definitiva para a substituição da função hepática. Infelizmente, há 

grande limitação de doadores, o 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 

hepatocitário pode melhorar a qualidade de vida até o dia do transplante ou mesmo levar à 

recuperação do paciente. Contudo, o maior desafio para o uso clínico é a disponibilidade 

de hepatócitos em boas condições para o transplante e a criopreservação é um fator 

essencial a esta demanda, uma vez que torna possível o armazenamento de hepatócitos em 

grande escala. No entanto, hepatócitos são altamente suscetíveis ao processo de 

congelamento. Dessa forma, este estudo tem como objetivo desenvolver um protocolo de 

criopreservação de hepatócitos, utilizando substâncias naturais que possam minimizar as 

criolesões. Hepatócitos de ratos foram isolados por dois métodos de dissociação 

enzimática. A viabilidade celular foi analisada por exclusão do azul de tripan, calceína-

AM, iodeto de propídio e pelo método de MTT antes e após a criopreservação. Hepatócitos 

recém isolados utilizando a enzima colagenase não nos permitiu medir a viabilidade pela 

técnica de exclusão do azul de tripan. Entretanto, tais células apresentaram atividade 

metabólica, confirmada pelo ensaio de MTT. O isolamento de hepatócitos de rato com o 

reagente de digestão Tryple Express mostrou ser eficaz no processo de isolamento das 

células hepáticas e nos permitiu avaliar a viabilidade em todos os métodos propostos. Além 

disso, demonstramos que hepatócitos podem ser criopreservados em DMSO a 5%, metade 

da concentração sugerida pela literatura. Células criopreservadas com 0,2 M de trealose, na 

ausência de DMSO, apresentaram maior viabilidade quando comparadas àquelas 

submetidas a apenas 5% de DMSO, demonstrando que a trealose é um potencial agente 

crioprotetor.  
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INSTITUTO OSWALDO CRUZ 

 

STANDARDIZATION OF CONDITIONS RAT HEPATOCYTES 

CRYOPRESERVATION FOR CELL THERAPY 

 

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

(HBSS) - Hank's buffered salt solution 
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CAPÍTULO I  

INTRODUÇÃO  

 

1.1.  O FÍGADO HUMANO 

O fígado é o maior órgão interno do corpo humano, correspondendo de 2 a 5% do 

peso corporal e desempenha diversas funções de suma importância para a manutenção da 

homeostase, tais como: metabolismo de aminoácidos, carboidratos, lipídios, vitaminas; 

desintoxicação; síntese de proteínas plasmáticas (albumina, fatores de coagulação); 

produção e secreção da bile; secreção de resíduos endógenos e xenobióticos (1, 2).  É um 

órgão glandular e está envolvido por uma cápsula, a cápsula de Gilson. Está localizado no 

quadrante superior direito da cavidade abdominal abaixo do diafragma e está protegido 

pela caixa toráxica (3, 4). Esse órgão apresenta dois lobos principais, o lobo lateral direto e 

o lobo lateral esquerdo, e dois lobos acessórios, o lobo quadrado e o lobo caudado (4). É 

um órgão muito vascularizado e em repouso recebe até 30% do do sangue por minuto, 

mais do que qualquer outro órgão (4). Apresenta um duplo aporte sanguíneo, dividido 

exclusivamente entre a artéria hepática e a veia porta. A maior parte, de 75% a 80%, do 

suporte sanguíneo deriva da veia porta, transportando sangue pouco oxigenado e rico em 

nutrientes. A artéria hepática recebe de 20% a 25% do suprimento de sangue, fornecendo 

sangue rico em oxigênio (3, 4).  

Histologicamente, o fígado está dividido em lóbulos. Os lóbulos hepáticos são as 

unidades funcionais do fígado e apresentam uma arquitetura hexagonal multicelular, 

formada pelos hepatócitos e pelos sinusóides em torno de uma veia central (1, 5). Lóbulos 

vizinhos estão rodeados por tríades portais, compostas por ramos do ducto biliar, da veia 

porta, e da artéria hepática. A partir do hilo, em uma área de espessamento da cápsula de 

Gilsson, há uma ramificação contínua da artéria hepática e da veia porta formando uma 

rede de capilares chamados sinusóides (5). Citologicamente, os lóbulos hepáticos são 

constituídos em sua grande maioria por células parenquimatosas ou hepatócitos. Tais 

células estão organizadas em cordões e são as principais células encontradas no fígado, 

correspondendo correspondendo a aproximadamente 70% das células totais. As demais 

células, isto é, células endoteliais sinusoidais, células de Kupffer (macrófagos residentes), 

células esteladas ou células Ito e células pit (células natural killer), constituem 

aproximadamente 33% do número de células residentes do fígado (5). A estrutura do 

fígado e as células que o compõem estão representadas na figura 1.1. 
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Figura 1.1 Estrutura do fígado. O lóbulo hepático, é a unidade funcional do fígado e apresenta 

uma arquitetura hexagonal multicelular formado pelos hepatócitos e sinusóides em torno de uma 

veia central. Os hepatócitos são células polarizadas que interagem com outros tipos de células não-

parenquimatosas ao longo das extensões sinusoidais do lóbulo do hepático. Coletivamente, todos 

esses componentes celulares e a estrutura hepática contribuem para a diversidade de papéis 

funcionais do fígado. Modificado de Bhatia et al, 2014. 

 

Uma das principais características do fígado é a sua notável capacidade  de 

regeneração após a remoção de parte do seu parênquima ou lesão de até 70% da sua massa 

total (4). Embora comumente utilizado, o termo regeneração é biologicamente incorreto, 

uma vez que a resposta induzida pela perda de tecido hepático não é verdadeiramente 

regenerativa. Esse processo é mais corretamente definido como um processo de hiperplasia 

compensatória, visto que o tecido hepático remanescente se expande para atender as 

necessidades metabólicas do organismo. Contrariamente ao verdadeiro processo de 

regeneração, no caso de hepatectomia parcial e algumas lesões hepáticas induzidas 

quimicamente, a reposição da massa hepática ocorre pela replicação dos hepatócitos 

existentes sem ativação das células progenitoras (6). 

Devido à sua posição anatômica singular e complexidade funcional, o fígado é 

suscetível a uma grande variedade de lesões metabólicas, tóxicas, microbianas, 

circulatórias e neoplásicas (2). Tais lesões podem levar a modificações morfológicas e 
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funcionais, descaracterizando o tecido hepático e promovendo perda funcional crônica ou 

aguda (1). 

 

1.2.  INSUFICIÊNCIA HEPÁTICA AGUDA 

 

Dentre as doenças hepáticas que acometem o fígado, a insuficiência hepática aguda 

(IHA) destaca-se pela rápida deteriorização da função hepática, com um alto índice de 

mortalidade , chegando a 80% em diversas séries (7-11). É também uma síndrome clínica 

complexa resultante da perda funcional súbita dos hepatócitos, em pacientes sem doença 

hepática pré-existente. Essa rápida perda funcional é resultado da necrose maciça dos 

hepatócitos e está associada com encefalopatia hepática (EH), coagulopatia e icterícia (12). 

Além disso, a IHA é uma síndrome na qual, além do fígado, outros órgãos podem ser 

acometidos, como o cérebro, os rins, os pulmões, a medula, o sistema circulatório e o 

sistema imunológico (figura 1.2) (13). Os sinais e sintomas são geralmente inespecíficos, 

tais como: fadiga, anorexia, náusea, dor abdominal, febre e icterícia. Estes progridem até o 

desenvolvimento de encefalopatia hepática (14, 15).   

A IHA é por vezes referida como Falência Hepática 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 doença potencialmente reversível resultante de uma 

lesão hepática grave, com um início de encefalopatia dentro de 8 semanas do aparecimento 

dos sintomas, na ausência de doença hepática crônica. Embora, as características principais 

dessa definição continuem relevantes até hoje, O'Grady et al, propôs em 1993 uma nova 

classificação para adultos com IHA. Nessa classificação, os autores apresentaram três 

grupos com base no tempo entre o início da icterícia e o desenvolvimento de encefalopatia, 

como demonstrado na tabela 1.1. Essa classificação já ganhou ampla aceitação nos estudos 

clínicos e de pesquisa e reconhece que  as complicações e o prognóstico da IHA dependem 

da taxa de evolução dessas alterações (12, 13, 16). 
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Figura 1.2 Características clínicas da IHA em diversos órgãos. Adaptado 

de Bernal et al, 2014. 

 

 

Tabela 1.1. Classificação de Insuficiência Hepática Aguda Segundo O’Grady 

 

 

 

Referência 

 

 

 

Classificação 

Intervalo de tempo entre 

desenvolvimento de 

icterícia e aparecimento 

de encefalopatia 

 

 

 

O’Grady et al, 1993 

 

Insuficiência hepática 

 hiperaguda 

        0-1 semanas 

Insuficiência hepática aguda 1-4 semanas 

 

Insuficiência hepática 

subaguda 

4-12 semanas 

 

 

 

Em crianças, a encefalopatia clínica pode ser ausente ou tardia no curso da doença, 

assim, a classificação não depende desse sintoma, sendo caracterizada apenas pela 

presença de coagulopatia devido à lesão hepática. A designação aceita da IHA para  

estudos clínicos e de pesquisa é que trata-se de um distúrbio multisistêmico, em que o 

grave comprometimento da função hepática, com ou sem encefalopatia, ocorre devido à 

necrose hepatocelular em pacientes sem doença hepática pré-existente (13, 16).  
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A hipertensão intracraniana, maior causa de mortalidade nesses pacientes, é 

secundária ao edema cerebral, que é o centro do processo responsável pela EH (17-19). A 

manifestação clínica da EH evolui rapidamente, podendo vaariar desde alterações mentais 

sutis até o coma (tabela 1.2), mantendo relação direta com a intensidade do edema cerebral 

e com a evolução da gravidade da insuficiência hepática (20-22). 

 

Tabela 1.2: Estágios da Encefalopatia Hepática - Critérios de West Haven 

Estágio Consciência Intelecto e Comportamento Achados Neurológicos 

0 normal normal 

exame normal; testes 

psicomotores 

prejudicados 

1 
leve perda de 

atenção 

redução na atenção;      adição e 

subtração prejudicadas 
tremor ou flapping leve 

2 letárgico 
desorientado; comportamento 

inadequado 

flapping evidente; fala 

arrastada 

3 
sonolento mas 

responsivo 

desorientação severa; 

comportamento bizarro 

rigidez muscular e 

clonus; hiperreflexia 

4 coma coma 
postura de 

descerebração 

 

O fígado tem um papel importante na síntese de quase todos os fatores da coagulação 

e de alguns inibidores da coagulação. As principais alterações na IHA, incluem disfunção 

plaquetária (quantitativa e qualitativa), bem como redução dos níveis circulantes de 

fibrinogênio e dos fatores de coagulação II, V, VII, IX e X. Isso leva ao prolongamento no 

tempo de protrombina, o qual é amplamente usado como um indicador da gravidade da 

lesão hepática (14, 15, 23).  

A infecção, principalmente dos tratos respiratório e urinário, desenvolve-se em 80% 

dos casos de IHA e a bacteremia em 20% a 25% dos casos. Os pacientes têm um risco 

substancial de sepse, causada principalmente pela disfunção do sistema monocítico-

fagocitário e pela diminuição da opsonização. Os patógenos mais comumente encontrados 

são estafilococos, estreptococos e bacilos gram-negativos. Já as infecções fúngicas 

ocorrem em um terço dos casos, principalmente por Candida albicans, em pacientes com 

insuficiência renal e em antibioticoterapia prolongada (15, 23).  

As complicações cardiovasculares, hemodinâmicas e respiratórias são frequentes 

nesses pacientes, caracterizando-se por vasodilatação sistêmica, baixa resistência vascular 

sistêmica, hipotensão e aumento compensatório do débito cardíaco (13). As anormalidades 

metabólicas incluem insuficiência renal aguda, hipoglicemia, anormalidades eletrolíticas e 
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pancreatite. A insuficiência renal aguda ocorre em 50% dos casos, determinando um mau 

prognóstico (15, 23). 

Diversas são as etiologias envolvidas na IHA (figura 1.3), incluindo hepatites virais 

(A, B e E), hepatites medicamentosas, intoxicação exógena, vasculares (isquêmica ou 

Budd-Chiari), infiltração neoplásica (ex. linfoma), septicemia fulminante, doenças 

hepáticas auto-imunes e genéticas, choque hepático isquêmico e cerca de 20% dos casos 

permanece sem causa definida (14, 15, 23). Os principais agentes causadores de lesões 

hepáticas que levam à indução da IHA apresentam grandes variações geográficas, porém, a 

maioria dos casos está relacionado a infecções virais, fármacos ou toxinas. Nos países em 

desenvolvimento, como por exemplo o Brasil, as causas virais são predominantes, sendo as 

hepatites do tipo A, B e E responsáveis pela maioria dos casos (13). Ao contrário do que 

ocorre nesses países,  nos Estados Unidos e em boa parte da Europa Ocidental a indução da 

lesão hepática ocorre predominantemente pela utilização de drogas (13, 15). A intoxicação 

por acetominofeno (paracetamol) é a principal causa de IHA nos Estados Unidos e no 

Reino Unido, representando cerca de 40% das causas de insuficiência hepática (13). A 

ingestão de doses excedentes a 10 g/dia de acetominofeno apresenta uma relação direta 

com a indução de IHA. Entretanto, doses terapêuticas de 3-4 g/dia têm sido relacionadas 

com hepatotoxicidade e são capazes de induzir lesões hepáticas graves. Esse quadro pode 

dar origem a aumentos assintomáticos nas concentrações das transaminases hepáticas no 

sangue depois de mais de 4 dias de consumo (13, 15). Os casos de intoxicação por 

acetominofeno podem ser intencionais ou não, em alguns casos, a overdose pode ocorre 

pela administração simultânea de muitos produtos contendo paracetamol para fins 

analgésicos (13, 23, 24). Além disso, pacientes com alto risco de hepatotoxicidade 

associado ao uso crônico de álcool podem desenvolver hepatotoxicidade com a ingestão de 

doses terapêuticas da droga (13).  
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Figura 1.3. Causas da IHA. Diversas são as etiologias envolvidas, incluindo hepatites virais (A, B 

e E), hepatites medicamentosas, intoxicação exógena, vasculares (isquêmica, ou Budd-Chiari), 

infiltração neoplásica (ex. linfoma), septicemia fulminante, doenças hepáticas auto-imunes e 

genéticas, choque hepático isquêmico e cerca de 20% das causas permanecem sem etiologia 

definida 

 

Uma variedade de medicamentos (quadro 1.1) têm sido associados à lesão hepática 

aguda. A maioria dos exemplos de drogas idiossincráticas que induzem a hepatotoxicidade 

ocorrem nos primeiros 6 meses após o início da administração da droga. As classes de 

drogas comumente implicadas são: antibióticos, agentes anti-inflamatórios não-esteróides, 

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

 

Quadro 1.1 Alguns medicamentos que podem causar lesões hepáticas idiossincráticas e 

induzir a IHA 

Anti-epiléticos: 

 Fenitoína 

 Valproato 

 Carbamazepina 

 

Anti-inflamatórios não esteróides 

 Diclofenaco 

 Bronfenac 

 Ibuprofeno 

 

Antibióticos 

 Nitrofurantoína 

 Cetoconazol 

 Amoxicilina e clavulanato 

 Trimetoprima sulfametoxazol 

 Minociclina 

 

Estatinas: 

 Atorvastatina 

 Cerivastatina 

 Sinvastatina 

 

Outras Drogas: 

 Propiltiouracil       

 Halotano 

 Herbal 

 Amitriptilina 

 Nefazodona 

 Metrotexano 

 Troglitazona 

 Mercaptopurina ou azatioprina 

 Metildopa 
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A investigação criteriosa de todos os possíveis agentes etiológicos é bastante 

importante, embora alguns pacientes sejam classificados como de etiologia indeterminada.  

Cabe ressaltar que a identificação da causa influencia o prognóstico e o manejo da doença 

(15).  

 

 

 

1.3.  O TRANSPLANTE HEPÁTICO 
 

Embora existam terapias modernas de suporte à vida disponíveis nos centros de 

terapia intensiva, pacientes que desenvolvem IHA permanecem sem um tratamento 

terapêutico eficaz, sendo o transplante do órgão a terapia usual em estágios não reversíveis 

da doença (15, 25, 26).  

O primeiro transplante de fígado (TF) foi realizado por Thomas Starzl em 1963 e  

desde então continua sendo o único mecanismo realizado com sucesso em casos de perda 

da função hepática. Desde a sua realização até os dias atuais, muitas estratégias de 

transplantes evoluíram em todo o mundo no que diz respeito às técnicas cirúrgicas, a 

imunossupressão, alocação de órgãos, seleção dos doadores, indicação e contra-indicação 

para o TF, a profilaxia de infecções e a prevenção de doenças recorrentes. A  capacitação 

técnica das equipes cirúrgicas e procedimentos bem estabelecidos, salvou inúmeras vidas 

em todo o mundo (27). Como resultado, a sobrevivência após o TF é significativamente 

melhor nos últimos anos. Atualmente, a sobrevida média é cerca de 90% no primeiro ano 

pós-transplante e 60% aos 10 anos (28). Devido ao mau prognóstico, pacientes com IHA 

são indicados para o transplante hepático de emergência; entretanto, os riscos de um 

transplante hepático de emergência envolvendo a falência múltipla de órgãos devem ser 

contrabalançados com a possibilidade de sobrevida com os tratamentos de suporte. Devido 

à alta mortalidade de pacientes com IHA, é necessário identificar precocemente os casos 

irreversíveis para providenciar o órgão e evitar que complicações da doença excluam a 

possibilidade de transplante (15). Diferentes critérios de seleção para o transplante de 

emergência são utilizados em todo o mundo. Embora, existam variações para esses 

critérios, alguns aspectos comuns são levados em consideração como: a análise da 

sobrevida dos pacientes que irão receber o enxerto; presença de encefalopatia hepática 

grave; idade do paciente e a gravidade da disfunção hepática, de acordo com os níveis de 

coagulopatia e de icterícia (13) 

No geral, o TF é indicado para IHA, cirrose devido à insuficiência hepática crônica, 

doenças metabólicas hereditárias, para o carcinoma hepatocelular e outros tipos de câncer 

hepáticos, incluindo o hepatoblastoma, hemangioendotelioma epitelioíde hepático e 



 

 - 9 -   
 

colangiocarcinoma hilar (27). As principais indicações para o TF estão apresentadas no 

quadro 1.2. 

 

Quadro 1.2. Atuais e principais indicações para o transplante de fígado. Modificado de 

Song et al, 2014. 

Categoria Doença 

Insificiência Hepática Aguda  Hepatites agudas A e B 

 Hepatotoxicidades induzidas por toxinas e 

drogas 

 

Cirrose de 

Doenças Hepáticas Crônicas 

 Hepatite crônica pelo vírus C e B 

 Doença hepática alcoólica 

 Hepatite auto-imune 

 Doença hepática criptogênica 

 Cirrose biliar primária e colangite 

esclerosante primária 

 

Desordens Metabólicas  Cirrose biliar secundária 

 Deficiência de alfa-1 antitripsina 

 Hemocromatose hereditária 

 Doença de Wilson 

 Doençado armazenamento de glicogênio tipo 

I 

 Hiperoxaluria primaria tipo 1 

 Hipercolesterolemia familiar homozigótica 

 

Neoplasias Malignas  Câncer hepático primário: carcinoma 

hepatocelular e colangiocarcinoma 

 Metastático: tumor carcinóide e tumores de 

ilhotas celulares  

 

Miscelâneas  Doença hepática policística 

 Síndrome de Budd-Chiari 

 

 

Alguns critérios para indicar o TF têm sido utilizados. Os critérios de Clichy e King’s 

College são os dois principais scores utilizados para selecionar os 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 ausência de positividade do HbsAg, o nível de alfa 

fetoproteína. Sendo esses fatores preditivos independentes de sobrevida em análise 

multivariada (13, 29). Atualmente, o transplante hepático para IHA é indicado segundo os 

critérios modificados a partir dos estudos iniciais (quadro 1.3). 
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Quadro 1.3. Critério de Clichy para indicação de transplante hepático na IHA 

I. Encefalopatia com grau  ≥ 3; dosagem de F V < 20% em pacientes com idade 

inferior a 30 anos 

II. 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 inclusão para esses pacientes e definiram as seguintes variáveis com 

significado prognóstico: causa da doença, idade do paciente, tempo de duração da icterícia, 

nível de bilirrubina, tempo de protrombina, pH arterial e creatinina (15, 23). As variáveis 

que constituem o critério de King’s College estão listadas no quadro 1.4. Ambos os 

modelos alcançam alta especificidade (13, 15, 27). 

 

 

Quadro 1.4. Critério de King’s College para indicação de transplante hepático na IHA 

 

Paracetamol: 

 

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

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

µmol / L  

 

Outras Etiologias:  

 

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

seguintes: 
 

II-idade < 10 ou  > 40  
 

III- Etiologia:hepatite não-A; hepatite não-B; hepatite por halotano; droga 

idiossincrática 
 

IV-Duração da icterícia antes da encefalopatia superior a sete dias 
 

V-TP > 50 segundos (RNI > 3,5) 

VI-Bilirrubina total > 300 µmol / 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 órgãos disponíveis, o que limita a 

oferta para grande parte dos pacientes com a enfermidade aguda. Como consequência, um 

grande número de pacientes aguardam em listas de espera e não realizam o procedimento 

cirúrgico, contribuindo para a alta mortalidade (25). Segundo o registro da Associação 

Brasileira de Transplantes (base de dados 2013), cerca de 55% dos pacientes listados para 

receber o TF não realizam o procedimento cirúrgico, como ilustrado na figura 1.4.  
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Figura 1.4. Necessidade estimada e número de transplantes de fígado 

realizados no Brasil em 2013. Fonte: Associação 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 número de órgãos para o TF, e diminuir o número de 

pacientes nas filas de espera, diversos grupos no mundo vêm desenvolvendo estratégias 

para preencher a lacuna entre a disponibilidade e a demanda de órgãos (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 hepático inter-vivos ou transplante de fígado de doador vivo (TFDV) 

utilizando como enxertos fragmentos hepáticos de doadores vivos saudáveis, surgiu como 

uma opção de grande importância para muitos pacientes, em especial para pacientes 

pediátricos e pacientes adultos que são desfavorecidos pelo atual sistema de alocação de 

doadores falecidos (34, 35). Desde os primeiros transplantes de fígado 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 

fígado para beneficiários adultos são principalmente o lobo lateral direito e para receptores 

http://www.abto.org.br/abtov03/Upload/file/RBT/2013/rbt2013-parcial(1).pdf
http://www.abto.org.br/abtov03/Upload/file/RBT/2013/rbt2013-parcial(1).pdf
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pediátricos, é principalmente utilizado o lobo lateral esquerdo do fígado 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 criança que não 

sobreviveu ao procedimento cirúrgico; entretanto, a tentativa de Raia estabeleceu a 

viabilidade técnica do procedimento (27, 35, 37). O primeiro transplante de fígado inter-

vivos bem sucedido foi realizado em 1990, na Austrália, por Strong e colaboradores, 

utilizando como enxerto segmentos do lobo lateral esquerdo (34, 36). 

Órgãos de doadores vivos oferecem muitas vantagens importantes sobre órgãos de 

doadores com morte cerebral. A principal vantagem é que ela otimiza o momento do 

transplante e os pacientes com doenças hepáticas graves saem das listas de espera. Além 

disso, o procedimento de transplante pode ser programado de forma eletiva, em tempo 

hábil, antes de o candidato desenvolver as complicações da fase final da doença hepática, 

que aumentam o risco de vida. O tempo de preservação externa do órgão é mínimo em 

transplantes de doadores vivos, com isso, o dano isquêmico ao fígado é significativamente 

menor. Além disso, o transplante de doador vivo aumenta a oferta de órgãos para 

transplantes, permitindo que mais pessoas sejam beneficiadas (27, 32, 34). 

A grande desvantagem para a realização de um transplante com doadores vivos é o 

risco de mortalidade e a morbidade para estes doadores. Com isso, doadores voluntários 

perfeitamente saudáveis são expostos a possíveis danos relacionados ao procedimento 

cirúrgico. A morbidade desses procedimentos é significativa e correlaciona-se diretamente 

com a extensão da ressecção. 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 é consideravelmente mais caro e que as 

possibilidades de desenvolver complicações cirúrgicas são maiores do que para o 

transplante do órgão inteiro. São necessárias duas equipes altamente experientes de 

cirurgiões. Uma para executar o procedimento no doador e a outra para realizar o 

procedimento no paciente receptor (36, 38). Contudo, nos últimos anos, a maior parte dos 

problemas relacionados aos procedimentos técnicos, principalmente em adultos, vêm 

sendo elucidados. Como conseqüência, têm sido demonstrado uma diminuição 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 fígado auxiliar foi desenvolvido porque uma minoria significativa, 

cerca de 25%, dos pacientes com IHA que atendem aos critérios de transplante e podem ter 

uma recuperação morfológica e funcional completa do fígado (39, 40). Esse tipo de 

transplante consiste em implantar um enxerto de fígado saudável deixando todo ou uma 

parte do fígado nativo no paciente, tendo como princípio o potencial de regenação 

compensatória do fígado nativo e consequentemente a retirada gradual da imunossupressão 

(41-43). 

 Teoricamente, há dois métodos para realizar o transplante de fígado auxiliar. Um 

deles é o transplante parcial heterotópico de fígado auxiliar (APHLT – Auxiliary Partial 

Heterotopic Liver Transplantation), em que o enxerto (geralmente parcial) é colocado 

abaixo do fígado nativo não resseccionado (44). O outro método é o transplante parcial 

ortotópico de fígado auxiliar (APOLT - Auxiliary Partial Orthotopic Liver 

Transplantation), em que o lobo lateral esquerdo ou parte do lobo lateral direito é 

ressecado e substituído por um enxerto de fígado parcial (41).  

O transplante de fígado auxiliar iniciou originalmente nos países ocidentais, sob o 

método APHLT em pacientes com doença hepática em estágio final, com o primeiro relato 

clínico em 1965 (45). Entretanto, os resultados iniciais foram insatisfatórios, o que levou à 

modificações nos procedimentos técnicos e em 1988 foi realizado o primeiro APOLT (44). 

APHLT é tecnicamente mais fácil porque hepatectomia nativa é evitada. Entretanto, 

algumas desvantagens são relacionadas a esse método uma vez que APHLT requer a 

implantação do enxerto sobre a veia cava infra- hepática, uma área de maior pressão da 

veia cava, induzindo um risco de obstrução do fluxo venoso. Além disso, essa técnica 

requer espaço suficiente no abdome, e há competição pelo fluxo venoso portal entre o 

enxerto e o fígado nativo (46, 47). A regeneração hepática após APHLT pode ser mais 

lenta do que após APOLT, provavelmente devido à presença total remanescente do fígado 

nativo necrótico, o que seria responsável pela liberação de citocinas (46).  

Os principais resultados relacionados a esses tipos de transplantes são relatados para 

o APOLT visto as desvantagens já citadas do método anterior. APOLT é uma boa 

alternativa em casos de doenças metabólicas do fígado que causam complicações extra-

hepáticas com risco de vida, tais como a doença de Wilson, síndrome de Crigler-Najjar 

tipo 1, deficiências enzimáticas-ciclo da uréia, e hiperoxalúria primária tipo 1 (48-50). 

Atualmente, o processo convencional realizado para APHLT não pode evitar o 

problema de espaço, da competição funcional e variação hemodinâmica. Com isso,algumas 
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modificações cirúgicas têm sido adotadas e estudadas por alguns grupos utilizando 

modelos experimentais e até mesmo em humanos, com o objetivo de minimizar tais efeitos 

aos pacientes após o procedimento cirúrgico (27, 51).  

 

1.3.3. TRANSPLANTE SPLIT 

O Transplante de Fígado Split (TFS) também foi desenvolvido como estratégia para 

aumentar a oferta de enxertos hepáticos, através da obtenção de dois enxertos a partir de 

um único doador falecido (52, 53). A bipartição de um fígado inteiro também apresenta 

extrema importância, principalmente para os pacientes pediátricos, mais uma vez 

diminuindo a incidência de mortalidade em listas de espera neste grupo (52). 

As primeiras experiências do TFS não deram bons resultados, especialmente em 

receptores adultos e esta técnica quase foi abandonada nos anos 90 (27) . Posteriormente, 

com uma melhor compreensão da anatomia intra-hepática, o estabelecimento de critérios 

de seleção de doadores e receptores para TFS e a introdução da técnica de divisão do órgão 

in situ, a divisão de fígados entre os destinatários de crianças e adultos ganhou tornou-se 

possível. Tal fato, provavelmente ocorreu devido à redução dos tempos de isquemia e taxas 

de complicações biliares (52, 53). Geralmente, o fígado é dividido para um adulto e uma 

criança e a utilização de enxertos para a divisão entre dois pacientes adultos é incomum. O 

procedimento de divisão do órgão comumente ocorre da seguinte forma: o segmento do 

lobo lateral esquerdo é utilizado como enxerto para um paciente pediátrico e o lobo lateral 

direito para um receptor adulto (52). 

Nesher et al em 2011 avaliaram 2.301 transplantes de fígado split realizados entre 

janeiro de 1995 a dezembro de 2008. As taxas de sobrevivência de pacientes em 1 e 5 anos 

após o TFS foram de 84% e 70%, respectivamente. Os pacientes pediátricos apresentaram 

os mesmos índices de  sobrevivência; entretanto, para adultos, essa taxa de sobrevivência 

foi menor (75% e 66%). A mortalidade precoce ou tardia desse tipo de transplante para tais 

pacientes não estava relacionada com os problemas técnicos esperados devido à divisão do 

fígado, mas sim à sepse, ao edema cerebral na fase aguda e à rejeição crônica (53). 

 

1.4. TERAPIAS DE SUPORTE AO TRANSPLANTE HEPÁTICO 

 
 

Como descrito anteriormente, o único tratamento que tem mostrado eficácia real é o 

transplante de fígado, que notadamente aumenta a taxa de sobrevida em pacientes com 

IHA (54), bem como em indivíduos com doença hepática crônica em fase terminal, 
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principalmente cirrose (11, 55). Logo é essencial buscar métodos terapêuticos que sejam 

capazes, ainda que transitoriamente, de manter os pacientes vivos com doença hepática 

grave descompensada. Dessa forma, permitindo o prolongamento do tempo de espera pelos 

transplantes de fígado ou, até mesmo, uma possível recuperação da função hepática, 

evitando o transplante (Pares and Mas 2014). 

Alternativas para o transplante hepático seriam terapias como a plasmaferese e 

terapias de purificação do sangue, incluindo hemodiafiltração e fígado bioartificial (55, 

56). Essas diferentes terapias de purificação consistem de componentes biológicos 

(hepatócitos frescos isolados de porco, hepatoblastoma humano ou linhagens celulares 

obtidas a partir de hepatócitos humanos de fígados de cadáveres não utilizados para o 

transplante de fígado) em um outro método sintético (57). Dentro desse contexto, 

xenotransplantes de fígado inteiro ou até mesmo de células isoladas a partir de outra 

espécie, como por exemplo porcos, são alternativas em estudo  (58). Plasmaferese é o 

tratamento no qual se retira o plasma do paciente com insuficiência hepática e o substitui 

por plasma fresco. Embora, possa ter benefícios clínicos, esse procedimento possui um alto 

custo devido às grandes quantidades de plasma fresco necessárias para a realização do 

tratamento e o risco associado à transfusão. Adicionalmente, o fígado possui diversas 

funções diferentes que são difíceis de serem substituídas por unidades funcionais 

artificiais. Isso estimulou a pesquisa do fígado bioartificial que utiliza tecido hepático vivo 

ou hepatócitos de porco para realizar a função de síntese e detoxificação do fígado. 

Estudos clínicos verificaram que os seres humanos podem desenvolver resposta imune às 

proteínas de porco, e que reações anafiláticas ocorrerem quando é feita perfusão extra-

corpórea usando fígado de animais (56, 59, 60). Além disso, o xenotransplante utilizando 

células, tecidos e órgãos de porcos pode estar associado com a transmissão de 

microorganismos suínos para o receptor humano. Alguns desses microrganismos podem 

induzir zoonoses, ou seja uma doença infecciosa induzida por microrganismos transmitidos 

a partir de uma outra espécie (61). Posteriormente, foram desenvolvidos biorreatores 

extracorpóreos com capilares artificiais contendo hepatócitos (62-64), os quais, no entanto, 

são muito complexos, impedindo seu uso disseminado na clínica. De forma alternativa, 

também se experimentou o uso de fígado inteiro com sistema de perfusão extra-corpórea, 

mas com coluna de hemoperfusão capaz de absorver leucócitos e imunoglobulina para 

evitar a reação hiperaguda contra o fígado xenogênico (64, 65). Porém, os riscos de influxo 

de proteína xenogênica no paciente e as conseqüentes reações imunes (com formação e 

deposição de imunocomplexos), além do potencial risco de transmissão de zoonoses 

persistiram. O método mais utilizado em estudos clínicos é a combinação de 
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hemodiafiltração com a plasmaferese ou a diálise por albumina humana. A diálise de 

albumina é necessária pelo fato de a maioria das toxinas retiradas pelo fígado serem não-

hidrossolúveis e ligadas à albumina. Os métodos mais recentes dentro dessa linha são 

conhecidos por MARS (“Molecular Adsorbents Recirculating System”) e o “Prometheus” 

(66-68). Apesar de produzirem melhoras do perfil bioquímico dos pacientes, esses métodos 

devem ainda ser considerados experimentais, já que ainda não se comprovou que seu uso 

reduza a mortalidade na insuficiência hepática aguda (55, 66). Assim são necessários 

estudos randomizados em larga escala antes de se recomendar o uso rotineiro desses 

equipamentos na insuficiência hepática aguda. 

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

questões a serem respondidas antes da utilização na prática clínica (55).  

 

1.5.  TERAPIA CELULAR E TRANSPLANTE HEPATOCITÁRIO 

Os recentes avanços na engenharia de tecidos, no transplante de células e nas 

tecnologias genéticas, tornam a célula viva uma importante ferramenta terapêutica no 

cuidado médico clínico (69). Se bem sucedida, a longo prazo, o armazenamento de células 

vivas pode ser um fator crucial para o sucesso dessas abordagens emergentes. Alguns 

estudos voltados para terapia celular em modelos animais de doenças hepáticas destacam a 

notável capacidade de regeneração dos hepatócitos in vivo. Logo, o transplante dessas 

células estaria desempenhando um papel importante como um mecanismo de inovação 

terapêutica, atuando diretamente na recuperação tecidual em casos de perda da função 

hepática. Dessa forma, o transplante de células do fígado seria uma alternativa associada 

ou, no mínimo, uma ponte para o transplante do órgão. Fato esse que prolongaria o período 

de espera desses pacientes, uma vez que gera células precursoras para o transplante e a 

disponibilidade destas pode gerar um grande avanço com novas perspectivas no tratamento 

de doenças do fígado (2, 70, 71). Assim, o transplante hepatocitário seria uma alternativa 

bastante útil, considerando a limitação dos métodos artificiais de suporte à função hepática 

descritos anteriormente. As alternativas terapêuticas de tratamento aos pacientes com 

disfunção hepática estão representadas na figura 1.5. 

Dados da literatura relataram a aplicação bem sucedida do transplante alogênico de 

hepatócitos para doenças metabólicas herdadas, demonstrados na tabela 1.3, e IHA, 

representados na tabela 1.4 (72, 73). (2, 72).  
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Figura 1.5. Alternativas terapêuticas para doenças do fígado. Algumas alternativas 

terapêuticas tem sido desenvolvidas e aplicadas na IHA, como as terapias de purificação do 

sangue, incluindo plasmaferese, hemodiafiltração e fígado bioartificial; bem como o 

transplante de células, utilizando células tronco ou hepatócitos primários adultos. Dentro 

desse contexto, xenotransplantes de fígado inteiro ou até mesmo de células isoladas a partir 

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

 

Tabela 1.3. Transplante de Hepatócitos Humanos:  Estudos clínicos em pacientes com doenças metabólicas do 

fígado 

Doença 
Idade do 

paciente 

N° de células 

viáveis 

transplnatadas 

Tipo de células 

transplantadas 
Resultado 

Estudo/Referência

s 

Crigler-Najjar I 

 

 

 

10 anos 7,5x10
9
 F 

50% diminuição da 

bilirrubina até 11 meses;  

TF após 4 anos  

(74) 

8 anos 7,5x10
9
 F/C 

40% diminuição da 

bilirrubina até 6 meses; TF 

em 20 meses 

(75) 

9 anos 7,5x10
9
 F 

Diminuição de 32% da 

bilirrubina durante algumas 

semanas; TF após 5 meses 

(76) 

18 meses 4,3x10
9
 C 

Diminuição de 40% dos 

níveis de bilirrubina por 7 

meses; TF aos 8 meses 

(77) 

8 anos 1,4x10
9
 F 

Diminuição de 30% da 

bilirrubina; TF após 11 

meses 

(78) 

1 anos 2,6x10
9
 F/C 

Diminuição de 25% da 

bilirrubina em 4 meses; TF 

após 4 meses 
(79) 

9 anos 6,1x10
9
 F/C 

Diminuição de 35% da 

bilirrubina em 6 meses; fila 

de espera OLT 

Doença do 

depósito de 

glicogênio tipo I 

(GSD) 

18 anos 6x10
9
 F/C 

Melhoria no controle da 

glicose, níveis enzimáticos 

normais 

(80) 

47 anos 2x10
9
 F 

Melhor tempo de jejum, 

diminuição de triglicérides 
(81) 
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até 18 meses 

Hipercolesterole-

mia Familiar 

5 pacientes  

 

 

 

 

entre 7 e 41 

anos 

1,1x10
9
 

 

 

1,3x10
9
 

 

 

1x10
9 

 

 

3,2x10
9
 

 

1,5x10
9
 

 

F 

 

 

 

 

 

F 

20% de diminuição no 

colesterol, LDL, ApoB por 

28 meses; 

Nenhum efeito; 

 

Diminuição de 6% no 

colesterol, LDL, ApoB por 

19 meses; 

 

Pequeno efeito; 

 

Diminuição de 20% nos 

níveis de colesterol por 7 

meses 

(82) 

Defeitos do ciclo da uréia 

OTD 5 anos 1x10
9
 F 

Diminuição da amônia 

inicialmente; morte após 42 

dias 

(83) 

OTD 10 horas 9x10
9
 F/C 

Diminuição da amônia; TF 

em 6 meses 
(84) 

OTD 2 dias 1,9x10
9
 F/C 

Diminuição da amônia; TF 

em 6 meses 
(85) 

OTD 14 meses 2,4x10
9
 C 

Diminuição da amônia; 

aumento da ureia; melhoria 

fisicomotora; TF após 6 

meses 

(86) 

OTD 1 dia 1,6x10
9
 F/C 

Diminuição da amônia; 

aumento da uréia com dieta 

normal; transplante 

ortotópico de fígado parcial 

(apolt) em 7 meses 

(87) 

OTD 

10 semanas 

 

3 anos 

3,0x10
9
 F alguma estabilização (88) 

OTD 

 

6 horas 

 

 

 

9 dias 

0,6x10
9*

 C 

Diminuição da amônia; 

aumento de urea; excreção 

normal do ácido orótico pela 

urina. Morte aos 4 meses 

 

Diminuição da amônia; 

aumento de uréia; excreção 

normal do ácido orótico  

pela urina. Morte aos 4 

meses 

 

 

 

 

(89) 

Citrulinemia 36 meses 1,5x10
9*

 C 
Amônia Normal; aumento 

de 40% de uréia 
(89) 

Deficiência do 

Fator VII  

3 meses 

 

35 meses  

1,1x10
9 

 

2,2X10
9
 

C 

 

F/C 

Diminuição de 70%  no fator 

VII recombinante por  6 

meses; TF após 7 meses 
(85) 

*Hepatocitos isolados do mesmo doador; TF, Transplante de fígado; F, Frescas; C, criopreservadas; ApoB, apolipoproteina B; OTD, 

(ornithne transcarbamylase deficiency)deficiência de ornitina transcarbamilase; LDL, baixa densidade de lipoproteína (low density 

lipoprotein) 

 

 

Tabela 1.4. Transplante de Hepatócitos Humanos para pacientes com IHA 

Indicação 
Idade do 

paciente 

N° de células viáveis 

transplnatadas 
Resultado Referência 

IHA induzida 

 por drogas 
27 anos 2.8x10

7
 

TF após 10 dias da terapia 

celular 

(90) 
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26 anos 2.8x10
7
 

TF após 2 dias da terapia 

celular 

(91) 

32 anos 1,3x10
9
 Morte no 14º. dia 

(92) 35 anos 1x10
10

 Morte no 20º. dia 

55 anos 3,9x10
10

 Morte após 6 horas 

27 anos 3x10
7
 

TF após 10 dias da terapia 

celular 

(93) 

26 anos 1,2x10
9
 

TF após 2 dias da terapia 

celular 

35 anos 5,4x10
9
 Morte no 18º. dia 

35 anos 3,7x10
9
 

Completa recuperado e não 

recebeu o TF 

51 anos 3,9x10
9
 

TF após 3 dias da terapia 

celular 

IHA induzida 

 por vírus 

28 anos 1,9x10
7
 

TF após 3 dias da terapia 

celular 

(90) 

28 anos 1,7x10
8
 

TF após 10 dias da terapia 

celular 

(91) 37 anos 1,2x10
8
 Morte após 5 dias 

43 anos 7,3x10
8
 

TF após 1 dias da terapia 

celular 

37 anos 8,8x10
8
 

Completa recuperado e não 

recebeu o TF 

(94) 

29 anos 1x10
10

 Morte em 18 horas 

(92) 65 anos 3x10
10

 Morte no 52º. dia 

54 anos  6,6x10
9
 Morte no 7º. dia 

IHA idiopática 

3.5 meses 1,8x10
10

 
TF após 1 dia da terapia 

celular 

(93) 
23 anos 4,4x10

10
 

TF no 5°. dia e Morte no 

13°.dia  

48 anos 4,5x10
10

 Morte no 1° dia 

 

O transplante de células pode apresentar diversas vantagens, quando comparado ao 

processo cirúrgico. Por ser um procedimento menos invasivo, pode ser realizado em 

sessões repetidas e programadas. Não há necessidade de imunossupressão crônica, além de 

transplantes para mais de um destinatário a partir de um único doador. Contudo, o maior 

desafio para a ampla aplicação clínica desses métodos é a disponibilidade de grande 

quantidade, de hepatócitos com alta viabilidade (2, 30, 90).  A obtenção dos hepatócitos 

primários ocorre geralmente pelo método de digestão enzimática, a partir de uma, duas ou 

três etapas de colagenase. No entanto, o seu uso é limitado devido à escassez de 

hepatócitos que podem ser isolados e cultivados (95). 

Muitas fontes de células hepáticas têm sido propostas e investigadas como 

alternativas aos hepatócitos humanos, tais como linhagens de células tumorais humanas, de 

hepatócitos humanos imortalizados e de células de fígado de porco (69). Cada uma dessas 

fontes apresenta problemas e contra-indicações para uso clínico, como riscos de 

transmissão ou transformação neoplásica e biocompatibilidade de tecido animal. De 

maneira ideal, hepatócitos primários humanos isolados seriam a melhor fonte de tecido 

hepático para terapia celular, tendo em vista as limitações das fontes celulares citadas 
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acima (2). Atualmente, com o objetivo de expandir a fonte de hepatócitos primários viáveis 

para terapia celular, tem sido sugerida a utilização de células obtidas de órgãos rejeitados 

para o transplante ortotópico (30, 96). A cada ano um grande número de fígados de 

doadores falecidos é rejeitado para o transplante. Os motivos incluem esteatose de alto 

grau, cirrose não viral e morte com parada cardíaca, mas que não interferem no transplante 

hepatocitário (30, 31, 97). Contudo, é necessário o desenvolvimento de um método 

padronizado de isolamento de hepatócitos que possa garantir um bom rendimento, 

viabilidade e funcionalidade, assim como o processo de conservação e a estocagem destas 

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

 

 

1.6.  CRIOPRESERVAÇÃO 

 

O sucesso da terapia celular está diretamente relacionado com o desenvolvimento de 

uma técnica eficiente de criopreservação, capaz de fornecer quantidade suficiente de 

células viáveis e metabolicamente funcionais, disponíveis em bancos de células para 

transplante hepatocitário de emergência ou programado (70, 99). A criopreservação é o uso 

de temperaturas muito baixas, para preservar e manter intacta a estrutura de células vivas 

de tecidos (100). Esse processo consiste na capacidade de preservação do metabolismo 

celular, uma vez que submetidas ao armazenamento em baixas temperaturas ocorre a 

indução da parada da atividade enzimática, do metabolismo e da respiração celular 

(Gordon et al. 1994). 

A criopreservação tem sido realizada com sucesso em muitas espécies de mamíferos, 

incluindo camundongos, bovinos, suínos e humanos (101). Uma contribuição importante 

da criopreservação é possibilitar a conservação de materiais biológicos, permitindo a 

criação de bancos de células e de tecidos congelados, que possam ter ampla aplicação em 

estudos científicos, além de aplicações clínicas (70, 102). Na medicina reprodutiva, a 

criopreservação de oócitos surgiu como uma opção viável para manter a fertilidade 

feminina. A capacidade de preservar ovócitos por um longo período sob baixas 

temperaturas, permite manter a fertilidade para pacientes do sexo feminino que sofrem de 

condições patológicas como por exemplo: insuficiência prematura do ovário, cistos e 

tumores ou recebem terapia anti câncer, tais como quimioterapia, radioterapia ou outra 

terapia gonadotóxica (103, 104). Atualmente, na medicina regenerativa, a utilização de 

células-tronco humanas criopreservadas em terapias celulares é uma abordagem 

terapêutica promissora. Particularmente, células-tronco hematopoiéticas, mesenquimais, 
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embrionárias humanas e do cordão umbilical vêm sendo utilizadas no tratamento de várias 

doenças tais como: doenças cardiovasculares, diabetes, doenças imuno-moduladoras e 

câncer (103, 105, 106). Embora, diversos protocolos de criopreservação sejam utilizados 

clinicamente, crio-lesões ocorrem durante o processo de congelamento e descongelamento 

devido à formação de cristais de gelo, choque osmótico e toxicidade de agentes 

crioprotetores (ACP). Logo, tais lesões, levam à perda da viabilidade e da função celular 

(103). 

Muitos trabalhos são publicados na área 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 utilização na pesquisa e na 

clínica (107). A complexidade da área pode ser vista nas diversas revistas especializadas 

como: Cryobiology e Cryoletters. 

O mecanismo preciso de lesão durante o congelamento vem sendo amplamente 

discutido e uma grande variedade de explicações 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 lesões celulares eram 

resultantes da concentração de sais intracelulares. Meryman et al 1968, propuseram que o 

estresse produzido na membrana plasmática ocorria devido à redução de volume, 

decorrente da perda de água para a formação de gelo no meio extracelular (108-110). O 

fato é que muitos trabalhos têm apoiado a visão proposta pelos autores citados acima.  

Assim, as lesões que ocorrem durante a criopreservação de suspensões celulares 

lentamente congeladas, não é somente uma conseqüência direta da cristalização de gelo, 

mas também pela alta concentração de solutos que ocorre quando a água é removida do 

meio intracelular para formar o gelo (111). Esses estudos levaram à conclusão de que 

danos causados pelo congelamento é conseqüência tanto da redução da temperatura, por si 

só, como das mudanças na composição da solução ocasionadas pelo congelamento, ou 

ambos (111). 

 Até o presente momento, o que tem sido proposto é que as alterações 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 não 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 criopreservação, a temperatura vai de 37°C a -196°C. A 

temperaturas inferiores a -0.6°C, a água biológica, sob condições isotônicas, torna-se 

termodinamicamente instável, favorecendo o estado cristalino. Devido à grande 
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concentração de água nos sistemas biológicos, cerca de 80%, a fase de transição água-gelo 

nos biomateriais é um fenômeno de importância crítica na criopreservação (100, 107). 

Durante o congelamento, as células podem perder até 95% de água e a concentração de 

eletrólitos dentro e fora da célula pode aumentar em muitas ordens de grandeza em relação 

às condições isotônicas (107).  

Todas as células apresentam limites para a sua estabilidade em meios anisotônicos. A 

exposição excessiva a um meio hiperosmótico pode causar alterações na permeabilidade, 

na integridade e na função da membrana. Em alguns casos, pode resultar na extrusão de 

componentes da membrana. Provavelmente, a forma mais comum de danos hiperosmóticos 

resulta da difusão através da membrana celular de solutos conhecidos como não-

penetrantes. Da mesma forma, cada tipo celular também apresenta um limite distinto de 

inchaço quando exposto a uma suspensão hiposmótica, seja por ruptura física, seja pela 

perda de solutos intracelulares. Além das características do meio, a temperatura da 

suspensão celular também é importante, podendo retardar ou acelerar a movimentação de 

água e eletrólitos entre a célula e o meio que a envolve (112).  

A manutenção da viabilidade da célula submetida ao processo de criopreservação 

depende basicamente de sua capacidade de resistir alguns tipos de lesão: à desidratação, à 

alteração osmótica e ao dano mecânico decorrente da formação de cristais de gelo no seu 

interior (113). Durante o congelamento, a temperatura declina e a água do meio se 

cristaliza, o que leva ao aumento da concentração de solutos extracelulares. Assim, quando 

a velocidade de congelamento é lenta, a célula sofre desidratação. Porém, quando essa 

velocidade é rápida, a célula não perde água o suficiente, ocorrendo formação de gelo 

intracelular, que promove danos mecânicos, podendo determinar a morte celular (112, 114) 

Alterações celulares referentes à formação de cristais de gelo foram primeiramente 

relatadas por Mazur em 1963, quando mostrou que a velocidade de saída da água 

intracelular está relacionada ao aumento da concentração do soluto extracelular, 

determinando o equilíbrio osmótico. Assim, a velocidade de congelamento determinará o 

grau de retração celular e a presença ou a ausência de cristais (113). A formação de cristais 

de gelo requer pelo menos um evento inicial de nucleação. Em seguida, há o aumento 

progressivao de tamanho por incorporação de moléculas de água livre e se expande por 

toda a solução ou suspensão celular na dependência da velocidade e da intensidade da 

queda de temperatura e da composição do soluto. O congelamento rápido resulta na 

formação de muitos pontos de nucleação, que surgem quase que simultaneamente, o 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 suspensão celular, em geral a nucleação de gelo ocorre 

primeiramente no espaço extracelular, principalmente em baixas velocidades de 

congelamento. Os pontos iniciais de formação dos cristais de gelo recrutam moléculas de 

água e, de certa forma, “expulsam” o soluto para as porções ainda líquidas da solução, que, 

por sua vez, têm os seus pontos de congelamento progressivamente reduzidos, à medida 

que a concentração de soluto aumenta. A solução mais concentrada (e também com maior 

viscosidade) se localiza mais próxima das células, que, expostas ao meio hipertônico, 

sofrem processo de desidratação. Em determinado momento, a concentração de solutos 

torna-se tão alta que ocorre o fenômeno da vitrificação, quando então cessa todo 

movimento de água e, consequentemente cessa o aumento do tamanho dos cristais de gelo. 

Nos congelamentos realizados em alta velocidade pode ocorrer a formação de cristais de 

gelo concomitantemente nos espaços intracelular e extracelular. Dependendo do tamanho 

dos cristais, pode ocorrer lesão mecânica das organelas subcelulares e da membrana celular 

(107, 112). 

Como resultado dos danos causados pelos efeitos da solução, as células de  

mamíferos, independente do grau de desidratação, não sobrevivem a resfriamentos abaixo 

de -20°C, a não 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 solução provocado pela adição de substâncias crioprotetoras à suspensão 

celular (116). Os crioprotetores promovem o abaixamento do ponto de congelamento do 

meio, conferindo um período maior para remoção da água intracelular durante o 

resfriamento prévio ao congelamento da água, auxiliando no equilíbrio osmótico entre o 

meio intra e extracelular. Essas substâncias apresentam ainda a capacidade de interagir 

com as membranas celulares, auxiliando contra o estresse provocado durante as mudanças 

físicas (114). Entretanto, além das criolesões que ocorrem durante o processo de 

congelamento, a  citotoxicidade tempo-dependente do agente crioprotetor contribui para os 

danos celulares durante e após a criopreservação. Após o descongelamento, a remoção do 

crioprotetor do interior da célula deve ser realizada de forma lenta, através da diluição 

deste. Uma vez que a reentrada brusca de água no meio intracelular, também leva à lise das 

membranas (117).  
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1.6.1. AGENTES CRIOPROTETORES 

 

Para as células sobreviverem ao processo de criopreservação é necessária a adição de 

agentes ACP durante o congelamento e o descongelamento. Em 1949, Polge e 

colaboradores reportaram, pela primeira vez, a utilização de um ACP, utilizando o glicerol 

para a preservação de espermatozóides de aves. Em seguida, Smith et al, demonstraram o 

sucesso desse mesmo agente em hemácias (114). O glicerol também se mostrou eficaz para 

a criopreservação de plaquetas, sendo este um desafio particular devido à sua limitada 

tolerância a estresses osmóticos. Essa substância não apresentar toxicidade para a maioria 

das células, e mesmo em concentrações muito elevadas, apresenta grande vantagem como 

ACP. Além disso, essa molécula diminui a desnaturação das proteínas expostas a baixas 

temperaturas. Contudo, a sua penetração nas células ocorre lentamente, o que constitui 

uma limitação em seu emprego para a criopreservação de diversos tipos celulares. Dessa 

forma, em alguns casos, pode ser impraticável como crioprotetor (112).  

Dez anos após o relato das propriedades crioprotetoras do glicerol, Lovelock e 

Bishop demonstraram que a substância dimetilsulfóxido (DMSO) era eficaz na 

criopreservar esperma bovino e atualmente é o crioprotetor mais usado para a 

criopreservação de diversos tipos celulares (118-120). O DMSO é um composto 

higroscópico polar desenvolvido originalmente como solvente para produtos químicos. É 

uma substância de baixo peso molecular, composta por um grupo sulfóxido, que é 

hidrofílico, e dois grupos metila, que são hidrofóbicos. O DMSO é convertido em 

dimetilsulfona e dimetilsulfeto, eliminados por via renal e exalado pelos pulmões, 

respectivamente. Sua meia-vida é de aproximadamente 20 horas. A dimetilsulfona tem 

meia-vida de 72 horas e o dimetilsulfeto é expirado em aproximadamente 24 horas, o que 

confere odor característico ao hálito de pacientes após a infusão de células hematopoéticas 

progenitoreas criopreservadas em DMSO (121). A função desse agente parece ser 

essencialmente coligativa, ou seja, de “captura” das moléculas de água livre, o que leva à 

redução da quantidade de gelo formada, à diminuição da temperatura do ponto de 

congelamento e ao aumento do ponto de vitrificação. Essa substância penetra em tecidos e 

células numa velocidade maior que a do glicerol à temperatura ambiente, o que constitui 

vantagem significativa. No entanto, o DMSO apresenta toxicidade considerável quando a 

essa temperatura (107, 112, 121). Classicamente, a concentração final é de 10 % DMSO e 

níveis mais altos são potencialmente tóxicos (70). 

As características fundamentais para um ACP eficiente são baixo peso molecular, 

alta capacidade de atravessar a membrana celular e uma baixa toxicidade. Em geral, 
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agentes com rápida capacidade de penetração são mais favoráveis, porque o tempo de 

exposição ao crioprotetor antes do rápido resfriamento é curto, prevenindo assim, os danos 

osmóticos (Kasai 1996). Os crioprotetores são utilizados com o objetivo de aumentar a 

viscosidade da solução e a um maior equilíbrio osmótico entre solução e material 

biológico. O seu baixo peso molecular tem o objetivo de impedir os efeitos nocivos nas 

células referentes à formação de cristais de gelo intracelular que promovem danos 

mecânicos e podem determinar a morte celular (103). Os ACP são divididos em duas 

categorias: (A) intracelulares, que são solutos orgânicos responsáveis 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 hidrogênio 

com moléculas de água intracelulares e diminuem a temperatura de congelamento, 

prevenindo a formação de cristais de gelo. Os mais utilizados são o etilenoglicol, o DMSO, 

o glicerol, o propilenoglicol, o metanol, o etanol, entre outros (103); (B) extracelulares, que 

são as macromoléculas e os açúcares cuja função é reduzir a formação de gelo, facilitar a 

desidratação das células e proteger a membrana celular. Os mais utilizados são a lactose, a 

glicose, a sacarose, a polivinilpirrolidona (PVP), o manitol, a trealose, entre outros (71, 

114).  

 

1.6.2. CRIOPRESERVAÇÃO DE HEPATÓCITOS 

 

Os hepatócitos são altamente sensíveis ao processo de congelamento, apresentando 

uma redução significativa na função e na viabilidade celular pós-descongelamento, o que 

reforça a grande necessidade de uma melhoria no processo (70, 122). Alguns trabalhos 

descrevem que após a criopreservação de hepatócitos, são observados danos às 

mitocôndrias, e é sabido que este tipo de dano está relacionado com o processo inicial de 

apoptose (123). Entretanto, tanto a apoptose quanto a necrose parecem ser eventos 

responsáveis pela diminuição da viabilidade e da funcionalidade de hepatócitos 

criopreservados (122, 124). 

Em geral, a melhor estratégia para criopreservar hepatócitos é a utilização 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 concentração 

final de 10% (70, 126-128). Embora geralmente se use DMSO 10%, existem exceções. 

Chesne et al 1993 e Rialland et all 2000 utilizam uma concentração de 12% de DMSO, 

enquanto que Coundouris et al 1993 sugerem 20,5% desse mesmo ACP (123, 129, 130). 

Protocolos mais específicos de caracterização da criopreservação de hepatócitos são 
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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 

eletrônicos, em equipamentos controlados por computadores onde a temperatura pode ser 

monitorada (131). Porém, essa metodologia é de custo elevado, o que poderia inviabilizar 

seu uso corrente. Dois grupos avaliaram o processo de armazenamento de hepatócitos 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. Não foi encontrada diferença significativa entre os 

métodos (70, 99). Sendo assim, o desenvolvimento de uma estratégia de congelamento 

celular mais econômica seria de suma importância permitindo uma grande utilidade na 

clínica. Além disso, dados da literatura demonstram que a viabilidade dos hepatócitos, 

após a criopreservação com DMSO, apresenta uma queda em torno de 10-30%, quando 

comparados às células recém isoladas (tabela 1.5). Esses trabalhos reforçam a grande 

necessidade de estudos que possam melhorar essa percentagem, assim como, minimizar 

todos os danos relacionados à criopreservação de hepatócitos recém isolados. 

 

 

Tabela 1.5. Trabalhos da literatura com criopreservação de hepatócitos em DMSO 

 Espécie 
Viabilidade-

Método 

% da 

viabilidade pós-

isolamento 

% da 

viabilidade pós-

criopreservação 

% de 

DMSO 
Referência 

Humano Azul de Tripan 60-87% 55% 10% 
(P.J.M Rijnteset et 

al. 1986) 

Rato Azul de Tripan 89±5% 70±5% 20% 
(J.N. Lawrence et 

al. 1991) 

Rato Azul de Tripan 82±2% 60±4% 32% 
(Fautrel, Alain et 

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) 

Rato Azul de Tripan >50% 

 

50±8% 

49±6% 

45±4% 

 

7,5% 

10% 

12,5% 

15% 

20% 

(Clary Terry et al. 

2010) 

Humano Azul de Tripan 87±8% 63±8% 10% (96) 

Rato Azul de Tripan >75% 44±4% 10% (135) 
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1.6.3. ANIMAIS TOLERANTES AO CONGELAMENTO 

 

Embora, muitos tipos de células isoladas de mamíferos e de pequenos agregados de 

células possam ser congelados, seguindo protocolos já publicados e obtendo resultados 

reprodutíveis, este procedimento ainda é objeto de uma investigação aprofundada que tem 

como base nossa atual compreensão da química, física e toxicologia da criobiologia. Outra 

vertente de grande importância como estratégia de investigação estaria voltada para 

algumas adaptações naturais de tolerância ao congelamento que diversos organismos 

desenvolvem. Tais indivíduos, como alguns artrópodes, peixes, anfíbios, répteis e insetos  

apresentam mecanismos de sobrevivência em condições ambientais extremas como 

demonstrado na tabela 1.6 (136-139). A tolerância natural ao congelamento refere-se à 

presença de gelo apenas no líquido dos espaços extracelular. A formação de gelo 

intracelular é tão maciçamente destrutiva para a organização celular que é letal para todos 

os animais. Assim, a tolerância ao congelamento envolve a regulação da formação de gelo 

extracelular acoplado à mecanismos que protegem e estabilizam o ambiente intracelular 

contra o estresse da desidratação e da isquemia que acompanham o congelamento (140). 

Rãs de madeira, por exemplo, podem suportar o congelamento por pelo menos 2 

semanas sem respirar, sem batimentos cardíacos ou circulação de sangue, e com até 65% 

de sua água corporal total como o gelo (141). É sabido que a água é essencial á existência 

da vida. Entretanto, muitos desses organismos podem sobreviver numa atmosfera inerte, 

em estado dissecado por longos períodos com até 99% de perda de água, em um fenômeno 

conhecido como anidrobiose. Quando a água torna-se novamente disponível, eles 

rapidamente incham e retomam a vida ativa. Esse fenômeno é muito semelhante aos 

fenômenos que ocorrem durante a criopreservação (119, 142). Todavia, o descongelamento 

não é uniforme. Os órgãos centrais (com altos níveis crioprotetores) descongelam em 

primeiro lugar, facilitando a rápida retomada do batimento cardíaco e a circulação 

sanguínea (141). Os mecanismos moleculares naturais de tolerância ao congelamento em 

vertebrados inferiores incluem: 1) o controle sobre o crescimento dos cristais de gelo no 

plasma por proteínas de nucleação de gelo; 2) o acúmulo de crioprotectores com baixo 

peso molecular para minimizar a desidratação intracelular e estabilizar os componentes 

macromoleculares, e 3) boa tolerância a isquemias por todos os órgãos, que pode incluir 

mecanismos de privação metabólica para reduzir as necessidades energéticas do órgão 

enquanto congelado (141). 
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Como citado anteriormente, esses indivíduos dispõem de mecanismos para melhorar 

sua sobrevivência em tais condições, variando de espécie para espécie, como ilustrado na 

tabela 1.7. Tais adaptações podem incluir uma alta concentração de polióis 

(particularmente glicerol e glicose), de dissacarídeos (particularmente trealose) e de 

compostos anticongelantes (143, 144).  Esses últimos incluem as proteínas anticongelantes 

(PAC) que também são encontradas em muitos organismos diferentes, tais como peixes, 

insetos e plantas que habitam ambientes abaixo de zero (145, 146). Essas proteínas 

protegem os organismos contra as criolesões e a sobrevivência abaixo de 0 °C através da 

inibição o crescimento do gelo (147). São estruturalmente diferentes e consistem de quatro 

subtipos diferentes, PAC I-IV e tipicamente apresentam grande parte da sua área de 

superfície para a ligação com gelo (146, 147). Tais moléculas atuam baixando o ponto de 

congelamento criando assim, uma histerese térmica em relação ao ponto de fusão (148). 

As adaptações que preservam a vida a temperaturas abaixo de zero, para estes 

animais, ilustram os princípios da criopreservação de órgãos de vertebrados e podem ter 

aplicações importantes no desenvolvimento de tecnologia para o congelamento de células e 

de órgãos humanos transplantáveis. Dessa forma, cabe investigar a participação dos 

açúcares envolvidos no mecanismo de tolerância ao congelamento em animais no processo 

de criopreservação de hepatócitos, visto a sua sensibilidade ao congelamento. 

 

Tabela 1.6: Estratégia de tolerância  ao congelamento desenvolvida por algumas espécies de 

animais. 

 

Grupo de Animais Estratégia Química Referências 

Artrópodes Glicerol, Sorbitol,Trealose 

Glicose, Sacarose 

Lee R.E 1991; Kelvin G. M 

et al 2011; John G. Duman 

2001; David A. Wharton 

2011 

Anfíbios Glicose, Glicerol 

Glicerol+ glucose, Polietilenoglicol 

John G. Duman 2001; 

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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CAPÍTULO II 

 JUSTIFICATIVA & OBJETIVOS  

 

2.1.  Justificativa 

Devido à carência de órgãos para o transplante de fígado, e sendo este o único 

procedimento terapêutico realizado com sucesso para a substituição da função hepática, é 

de suma importância o investimento em novas terapias que posam atuar paralelamente ou 

como uma ponte para o procedimento cirúrgico. Tais estratégias poderiam representar 

alternativas promissoras com o objetivo de diminuir a taxa de mortalidade dos pacientes 

que permanecem nas filas de transplantes de fígado. O transplante hepatocitário tem sido 

proposto como alternativa de grande importância na recuperação da função hepática. A 

optimização das técnicas que abordam esse procedimento é de suma importância para o 

estabelecimento e a realização desse procedimento. Com isso, estudos voltados para o 

isolamento e os mecanismos de preservação e estocagem de células hepáticas são alvos 

cruciais para a implementação dessa abordagem terapêutica. 

 

2.2. Objetivos 
 

2.2.1. Objetivo Geral 

 

Estabelecer um protocolo de criopreservação de hepatócitos de rato para terapia 

celular, utilizando substâncias que estão envolvidas no processo natural de 

anticongelamento de alguns animais como: trealose, glicose, sacarose e glicerol. Com isso 

tentar diminuir ou até mesmo remover a substância DMSO do meio de criopreservação. 

 

2.2.2. Objetivos Específicos 

 

1. Realizar isolamento de hepatócitos de rato com índice de viabilidade acima de 

80%; 

2. Avaliar o potencial crioprotetor e a toxicidade dose-dependente do DMSO durante 

a criopreservação de hepatócitos de rato e da linhagem celular HepG2; 

3. Verificar se é possível realizar a criopreservação de hepatócitos a partir de uma 

solução 5% de DMSO e não 10% como a maioria dos trabalhos da literatura 

sugere; 

4. Realizar criopreservação de hepatócitos de rato com diferentes soluções 

crioprotetoras incluindo soluções com trealose, sacarose, glicose e glicerol na 



 

 - 30 -   
 

presença ou na ausência de DMSO e avaliar a viabilidade por azul de tripan e 

MTT após 7, 15 e 30 dias de congelamento; 

5. Traçar o perfil funcional das células recém-isoladas e das células criopreservadas 

nas melhores condições. 
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CAPÍTULO III 

MATERIAIS E MÉTODOS 

______________________________________________________________ 

3.1.  ANIMAIS 

Neste trabalho foram utilizados Ratos Wistar macho com peso entre 200 e 300 

gramas procedentes do CECAL - FIOCRUZ. Os animais receberam água e comida à 

vontade. O protocolo experimental foi aprovado pela Comissão de ética no uso de animais 

– CEUA/FIOCRUZ. Termo aditivo ao certificado da licença Nº LW-43/11 (P-63/11) com 

validade até 21/11/2015, e estão 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 HEPATÓCITOS DE RATO – DIGESTÃO ENZIMÁTICA COM 

COLAGENASE 

Para a obtenção dos hepatócitos de rato foram utilizados dois métodos de isolamento 

celular. No primeiro método foi utilizado como enzima de dissociação Colagenase tipo IV 

(marca Worthington – USA). Hepatócitos de ratos foram isolados através de dissociação 

enzimática conforme método adaptado de Berry et al (1969), Seglen (1976) e Pichard et al 

2006. Ratos wistar foram submetidos à eutanázia em câmara de CO2, após confirmação do 

óbito, foi realizada uma incisão na linha média do animal para exposição do fígado. Em 

seguida, as vísceras foram movidas cuidadosamente para fora da região abdominal para 

expor a veia porta hepática, onde foi inserido um escalpe conectado à mangueira da bomba 

de perfusão. Uma vez feita a canulação, foi realizada perfusão no órgão com salina com 

tampão Hepes sem EDTA pH 7,4 a 10 mL/minuto a 37
°
C por 15 minutos ou em HBSS 

sem Ca
2+

.
 
Após o órgão ficar esbranquiçado, uma incisão na veia cava inferior foi  feita 

para permitir o efluxo do tampão de lavagem. Em seguida, foi realizado a perfusão de 

solução salina com Hepes-colagenase na presença de Ca
2+ 

14,53 unidades/mL a 37
0
 e 

velocidade de 10 mL/minuto por 10 minutos em 2 etapas. Nessa etapa, também foi testado 

o tampão HBSS-colagenase com Ca
2+

.  Após a etapa de digestão, o órgão foi perfundido 

com salina tamponada com HEPES-EDTA a 10 mL/min por 10 minutos. Após a perfusão 

com esse tampão, o órgão foi imediatamente retirado e colocado em placa de petri com 

meio de cultura Wiliam’s (Sigma, St. Louis, MO) a 37
°
C e a cápsula de Glisson foi 

removida. Os lóbos hepáticos foram submetidos á digestão mecânica e os hepatócitos 

isolados foram recolhidos e filtrados em filtro de 100 µm. Os hepatócitos foram 
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submetidos a duas etapas de lavagem em meio William’s enriquecido, em ciclos de 

centrifugação a 50 g por 5 minutos a 4°C. O pellet foi ressuspendido em 5 mL de meio 

William’s e a suspensão 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. Após esse período, a viabilidade celular foi avaliada. Cabe ressaltar que todas as 

soluções de perfusão estavam a 37
°
C. 

Tabela 3.1. Composição de salina tamponada com Hepes, com e sem EDTA, na presença ou na 

ausência de cálcio utilizado no isolamento de hepatócitos de rato para perfusão com colagenase. 

Componentes Peso 

Molecular 

Concentração 

(mg/L) 

mM 

Sais inorgânicos 

Hepes *  5.9 25.0 

EDTA*  146.0 0.5 

Cloreto de Cálcio (CaCl2) (anidros) 111.0 140.0 1.2612612 

Cloreto de Potássio (KCl) 75.0 400.0 5.3333335 

Fosfato de Potássio Monobásico (KH2PO4) 136.0 60.0 0.44117647 

Cloreto de Sódio (NaCl) 58.0 8000.0 137.93103 

Fosfato de Sódio Dibásico (Na2HPO4) Anidros 142.0 48.0 0.33802816 

Outros componentes 

D-Glicose  180.0 1000.0 5.5555553 

*Componentes acrescidos ou não à solução básica. 

Tabela 3.2. Composição do HBSS sem cálcio e sem  magnésio utilizado no isolamento de 

hepatócitos de rato para perfusão com colagenase. (pH= 7,4) 

Componentes Peso 

Molecular 

Concentração 

(mg/L) 

mM 

Sais inorgânicos 

Cloreto de Potássio (KCl) 75.0 400.0 5.3333335 

Fosfato de Potássio Monobásico (KH2PO4) 136.0 60.0 0.44117647 
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Bicarbonato de Sódio (NaHCO3) 84.0 350.0 4.1666665 

Cloreto de Sódio (NaCl) 58.0 8000.0 137.93103 

Fosfato de Sódio Dibásico (Na2HPO4) Anidros 142.0 48.0 0.33802816 

Outros componentes 

D-Glicose  180.0 1000.0 5.5555553 

 

Tabela 3.3. Composição do HBSS com cálcio e com magnésio utilizado no isolamento de 

hepatócitos de rato para perfusão com colagenase. (pH= 7,4) 

Componentes Peso 

Molecular 

Concentração 

(mg/L) 

mM 

Sais inorgânicos 

Cloreto de Cálcio (CaCl2) (anidros) 111.0 140.0 1.2612612 

Cloreto de Magnésio (MgCl2-6H2O) 203.0 100.0 0.49261084 

Sulfato de magnésio (MgSO4-7H2O) 246.0 100.0 0.40650406 

Cloreto de Potássio (KCl) 75.0 400.0 5.3333335 

Fosfato de Potássio Monobásico (KH2PO4) 136.0 60.0 0.44117647 

Bicarbonato de Sódio (NaHCO3) 84.0 350.0 4.1666665 

Cloreto de Sódio (NaCl) 58.0 8000.0 137.93103 

Fosfato de Sódio Dibásico (Na2HPO4) 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 HEPATÓCITOS DE RATO – DIGESTÃO ENZIMÁTICA 

COM TRYPLE EXPRESS 

Para esse segundo processo de isolamento de hepatócitos de rato, foi utilizado o 

reagente TrypLE™ Express 1X, (Gibco, Dinamarca) e, a formulação da solução TrypLE 

™ está descrita na tabela 3.4. Ratos wistar foram submetidos à eutanázia em câmara de 

CO2, e a primeira etapa de perfusão para a lavagem do órgão foi realizada seguindo o 

protocolo descrito no ítem 3.2, utilizando 250 mL de meio William’s a 37°C pH 7,4 a 10 

mL/minuto. Em seguida foi realizada a perfusão com 20 mL do reagente Tryple Express 

1X a 37
0
C com seringa de 20 mL através da veia porta hepática. Após essa etapa, o órgão 

foi imediatamente retirado e colocado em placa de petri com 3 mL de Tryple Express 1X. 

Os lóbos hepáticos foram submetidos à dissociação mecânica, sendo agitados levemente 

por aproximadamente 5 minutos. Em seguida foram  adicionado 5 mL de meio William’s.  

Os hepatócitos isolados foram recolhidos e filtrados em filtro de 100 µm e submetidos a 

duas etapas de lavagem em meio William’s 10%SFB com ciclos de centrifugação a 50 g 

por 5 minutos a 4ºC. O pellet foi ressuspendido em 5 mL de meio William’s 10% SFB e 

esta suspensão submetida a um gradiente de densidade de SFB 100% por decantação a 4°C 

por 30 minutos. Com o objetivo de  aumentar a pureza e a viabilidade celular. Após esse 

período a viabilidade celular foi avaliada. 

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

Componentes Peso molecular Concentração (mg/L) mM 

Sais inorgânicos 

Cloreto de Potássio (KCl) 75,0 200,0 2.6666667 

Fosfato de Potássio Monobásico (KH2PO4) 136,0 200,0 1.4705882 

Cloreto de Sódio (NaCl) 58,0 8000,0 137.93103 

Fosfato de Sódio Dibásico(Na2HPO4-7H2O) 268,0 2160,0 8,059702 

Outros componentes 

EDTA 416,0 457,6 1,1 

rProtease  Confidencial n/a 

 



 

 - 35 -   
 

3.4. CRIOPRESERVAÇÃO – CONGELAMENTO E DESCONGELAMENTO DE 

HEPATÓCITOS 

Os hepatócitos obtidos após o isolamento foram criopreservados em diferentes 

crioprotetores. A tabela 3.5. descreve a concentração, a osmolaridade e a temperatura de 

congelamento das soluções crioprotetoras utilizadas para o congelamento de hepatócitos. 

1x10
6
 células/mL foram resuspendidas nos meios de criopreservação com diferentes 

crioprotetores já listados na tabela 3.5 e SFB em criotubos (Corning Incorporated, México) 

com volume final de 1,0 mL. O congelamento dos hepatócitos foi realizado de forma lenta 

e gradativa segundo Tom D. R. et al (2004); porém, com algumas adaptações. 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 nitrogênio líquido (-196°C). Após o período de 

congelamento estipulado (7, 15 ou 30 dias), os tubos de criopreservação contendo os 

hepatócitos criopreservados foram retirados do nitrogênio líquido (-196°C) e submetidos a 

um descongelamento rápido a 37°C. Para isso foi utilizado um banho maria aquecido para 

manter a temperatura constante de  37°C (70, 99, 149). Após o descongelamento das 

amostras, as células foram ressuspendias em 5 mL de meio William’s e centrifugadas a 

50g a 4°C por 5 minutos. Essa etapa foi realizada duas vezes para a remoção do 

crioprotetor.  

Tabela 3.5. Osmolaridade das soluções adicionadas ao meio de criopreservação.  

Solução 
DMSO 

(%v/v) 

Sacarose 

(Mol/L) 

Glicose 

(Mol/L) 
Trealose 
(Mol/L) 

Osmolaridade Temperatura 

1 0 0 0 0 0310 mOsm/Kg 0575 m °C 

2 5 0 0 0 1246 mOsm/Kg 2315 m °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 laboratório de acordo com o ponto de congelamento das 

soluções de sacarose, glicose e de trealose que adicionamos à solução de criopreservação (SFB na 

ausência ou presença de 5% DMSO). 

 

3.5. VIABILIDADE CELULAR 

Para avaliar a viabilidade das células recém isoladas e criopreservadas, foi utilizada a 

técnica por exclusão do azul de tripan (0,2%) (Sigma, St. Louis, MO) e contagem em 

câmara de Newbauer. Além disso, utilizamos a técnica do MTT (Sigma, St. Louis, MO). A 

metodologia do MTT se baseia na formação do formazan, um corante produzido a partir de 

um sal de tetrazólio (MTT) pela ação de enzimas desidrogenases, existentes no meio 

intracelular  figura 3.1. No experimento proposto, as células inviáveis perdem a capacidade 

de gerar o  formazan em função da perda da atividade metabólica. Para isso, foram 

plaqueadas 1x10
5 

células para cada poço e adicionado 25 µL de solução de MTT a 5 

mg/mL diluído com PBS. Após um período de 3 horas de incubação a 37°C, a placa foi 

centrifugada a 50g por 5 minutos e o sobrenadante desprezado. Os cristais de formazam 

foram solubilizados em 100 µL 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. 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 3.1. Princípio do ensaio de viabilidade celular. O MTT é reduzido por desidrogenases 

celulares a Formazan (roxo), o que permite a análise absorbância. 

 

3.6. AVALIAÇÃO DA VIABILIDADE POR MARCAÇÃO CELULAR COM 

CALCEÍNA ÁCIDA, CALCEÍNA-AM E IODETO DE PROPÍDIO 

 

Para avaliar a viabilidade celular, utilizamos marcadores celulares de fluorescência.  

A calceína-AM é um composto de éster acetoximetílico (AM) permeável à membrana 

Sal de tetrazólio Formazam 
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plasmática. Uma vez hidrolisado por esterases intracelulares inespecíficas, esse composto 

torna-se fluorescente e confinado no ambiente intracelular. Dessa forma, células com altos 

níveis de viabilidade adquirem um forte brilho verde-fluorescente após a hidrólise da 

calceína-AM, enquanto células apresentando baixa ou média viabilidade possuem menor 

fluorescência. As células mortas são incapazes de realizar essa tarefa e não se tornam 

fluorescentes. Para esse ensaio, os hepatócitos foram incubados com 5 µM de calceína-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 análise em microscópio de fluorescência. 

O fator mais importante para a avaliação da viabilidade celular foi verificar a 

integridade da membrana plasmática. Para esse fim, utilizamos dois diferentes compostos 

fluorescentes impermeáveis à membrana plasmática: o iodeto de propídio (Pi) e a calceína 

ácida. O primeiro é uma molécula intercalante de bases de ácidos nucleicos pareados de 

668.39 Da e alcança o ambiente intracelular após um dano membranar, capaz de alterar a 

permeabilidade seletiva da membrana plasmática. Assim, os hepatócitos foram incubados 

com 1µg/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 análise em microscópio de 

fluorescência. Por sua vez, a calceína ácida é um composto aniônico de 622.55 Da que, 

semelhante ao Pi, somente atravessa a membrana plasmática após a perda da 

permeabilidade seletiva. Desse modo, os hepatócitos foram incubados com 1 μM de 

calceína (Sigma, St. Louis, MO) por 5 minutos a 37°C. Em seguida foram realizadas três 

lavagens com meio William’s 50g a 4°C por 5 minutos e posterior análise em microscópio 

de fluorescência. 

     

3.7. AVALIAÇÃO DA VIABILIDADE CELULAR POR LIBERAÇÃO DE LDH 

 

A lactato desidrogenase (LDH) catalisa a conversão do lactato em piruvato pela 

oxidação de NADH a NAD+. O ensaio de LDH é baseado na detecção da enzima 

citosólica, lactato desidrogenase, que é liberada para o meio extracelular em caso de perda 

da integridade da membrana em decorrência de um processo de morte celular (150). Nesse 

experimento foi utilizado um kit comercial de ensaio de LDH (Doles - Goiânia, Brasil). Os 

experimentos foram realizados seguindo o protocolo sugerido pelo fabricante com as 

seguintes modificações: 1x10
5 

células foram incubadas em placa de 96 poços em 200 µL 

de meio William’s durante 1 hora. Após esse tempo, a placa foi centrifugada a 50g por 5 

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

comprimento de onda de 492 nm. 

 

3.8. AVALIAÇÃO DA PRODUÇÃO DE ALBUMINA 

Para avaliar a função hepática dos hepatócitos recém isolados e criopreservados, foi 

realizado teste bioquímico utilizando Kit da marca Labtest (Lagoa Santa. MG, Brasil) para 

a produção de albumina. O protocolo desse teste foi padronizado em nosso laboratório para 

hepatócitos de rato. Para esses experimentos 5x10
5 

células/poço foram colocadas em placa 

de 96 poços e o sobrenadante recolhido após uma incubação de 1 hora em meio William’s 

a 37°C. A leitura da reação foi feita em leitor de placas SpectraMax
®
 M5  (Molecular 

devices, USA). 

 

3.9 ANÁLISE ESTATÍSTICA 

Pré-teste D´agostino e Pearson foi utilizado para verificar a normalidade da nossa 

amostra seguido de análise de variância com pós teste Tukey para comparações múltiplas, 

em caso de distribuição normal. Para as distribuições não-paramétricas utilizamos o teste 

Kruskal-Wallis seguido de pós teste Dunns. Os Valores foram considerados 

estatisticamente significativos quando p<0,05. 
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CAPÍTULO IV 

RESULTADOS 

 

4.1. ISOLAMENTO DE HEPATÓCITOS DE RATO – MÉTODO COM 

COLAGENASE TIPO IV. 

 

 Com o intuito de padronizar o isolamento de hepatócitos humanos, foi utilizado 

nesta dissertação um modelo animal. Inicialmente, para isolar os hepatócitos de rato foi 

utilizado como agente de dissociação enzimática a enzima colagenase tipo IV. Esse 

procedimento é bem descrito na literatura, porém controverso com relação às etapas de 

colagenase utilizadas. 

Foram utilizadas como controle das reações a linhagem celular HepG2, que foi 

isolada de carcinoma hepatocelular humano, que apresenta um perfil metabólico 

semelhante aos hepatócitos isolados do fígado e é rotineiramente utilizada em ensaios  in 

vitro (4).  

Hepatócitos de rato foram isolados e a viabilidade tanto após o isolamento quanto 

após o gradiente de SFB a 100% , foi avaliada utilizando as metodologias de exclusão do 

azul de tripan e ensaio de MTT. De acordo com os resultados obtidos, a maioria das células 

isoladas por digestão enzimática com colagenase apresentam uma marcação positiva para o 

corante azul de tripan,  após uma ou duas etapas de perfusão. Para tentar elucidar essa 

questão utilizamos diferentes tampões já descritos anteriormente e concentrações da 

enzima, assim como diferentes velocidades de perfusão (2,5 mL/minuto; 5 mL/minuto; 10 

mL/minuto e 15 mL/min). Entretanto, em nenhuma dessas condições foi possível diminuir 

ou abolir a captação do corante azul de tripan pelas células. Contudo, observamos uma 

diferença na intensidade de captação pelo corante azul de tripan. Algumas células 

apresentam uma marcação total (bem azulada) pelo corante, após observação em 

microscopia. Tais células foram classificadas como mortas, uma vez que não foi possível 

distinguir o núcleo do citoplasma. Porém, a maioria dos hepatócitos isolados apresentou 

uma fraca marcação pelo corante azul de tripan, o que nos permitiu distinguir núcleo do 

citoplasma. Para essa fraca marcação consideramos os hepatócitos como viáveis como 

ilustrado na figura 4.1. Dessa forma, os gráficos apresentados para os ensaios de exclusão 

do azul de tripan para hepatócitos isolados por digestão enzimática com colagenase, são 

classificadas como viáveis as células fracamente marcadas pelo corante, figura 4.2. Tal 

procedimento foi adotado devido ao fato de que tais células mesmo com uma fraca 

marcação positiva para o corante apresentaram atividade metabólica, observada pelo 
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ensaio de MTT como observado na figura 4.3. Os resultados obtidos indicam que pela 

técnica de exclusão do azul de tripan não é possível mensurar a viabilidade de hepatócitos 

obtidos pela digestão com colagenase. Após a submissão por 30 min em gradiente de SFB, 

a viabilidade celular pelo ensaio de MTT foi superior às obtidas logo após 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 viáveis em 

aproximadamente 10%, visto que as células mortas não sedimentaram. Além disso, foi 

avaliado por ensaio de LDH que não houve grande perda da integridade da membrana 

celular após o isolamento dos hepatócitos como ilustrado na figura 4.4. Entretanto, quando 

mantidas em cultura a 37°C houve um aumento significativo da liberação de LDH no 

meio, de forma tempo-dependente. Esses valores foram superiores ás células mantidas a 

4°C, como ilustrado nas figura 4.5. Assim, as células mantidas a 4°C mantêm a viabilidade 

e a integridade de membrana por aproximadamente 6 horas após 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 contrário, a 

criopreservação é a única metodologia a ser aplicada para a manutenção da integridade 

celular por um tempo prolongado. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 4.1. Microscopia dos hepatócitos frescos. A) Células sem azul de tripan. B) hepatócitos marcados 

fracamente com corante azul de tripan. C) Células mortas positivas para o azul de tripan. As setas indicam a 

diferença na marcação com o corante, demonstrando um padrão diferenciado de marcação positiva para o azul de 

tripan. Imagem representativa de 4 experimentos realizados independentes. Barra 50 µM. 
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Figura 4.2. Avaliação da viabilidade celular por exclusão do azul de tripan após isolamento 

com colagenase tipo IV. A viabilidade está representada pela porcentagem de células marcadas ou 

não pelo corante de azul de tripan. Os dados foram comparados ao grupo controle (células HepG2) 

mantidas em cultura. Gráfico representativo de 3 experimentos independentes realizados em 

triplicatas (média e desvio padrão). Valores *p<0,05 apresentam diferenças significativas e # 

p>0,05 não apresentam diferença significativa, ***p<0,0001. (Estatística realizada pelo método 

One-Way ANOVA e pós-teste de Tukey) 
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Figura 4.3. Avaliação da viabilidade celular pelo ensaio de MTT após isolamento com 

colagenase tipo IV. Após o isolamento pelo método de digestão enzimática com colagenase, 

hepatócitos (1x10
5
 células/poço)  foram plaqueados e a viabilidade foi avaliada pela técnica de 

MTT. Os dados foram normalizados e comparados em função do grupo controle, células HepG2 

mantidas em cultura, e os dados expressos como porcentagem de viabilidade. Gráfico 

representativo de 3 experimentos independentes realizados em triplicatas (média e desvio padrão). 

Valores p<0,05 apresentam diferenças significativas. *p<0,01 e ***p<0,0001. (Estatística realizada 

pelo método One-Way ANOVA e pós-teste de Tukey). 
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Figura 4.4. Ensaio de LDH em hepatócitos isolados e incubados a 37°C. Após o isolamento 

pelo método de colagenase, hepatócitos (1x10
5
 células/poço)  foram colocados em placa de 96 

poços e incubados a 37°C por 1, 3, 6 e 24 horas e o sobrenadante recolhido nestes intervalos de 

tempo para o ensaio de detecção de LDH no meio extracelular. Os dados foram comparados em 

função do controle positivo, Triton 0,01%, percentual máximo de morte. Gráfico representativo de 

6 experimentos independentes realizados em triplicatas (média e desvio padrão). Valores *p<0,05 

apresentam diferenças significativas. #>p0,05 não apresenta diferença significativa ***p<0,0001. 

(Estatística realizada pelo método Kruskal-Wallis e pós-teste de Dunns) 

 

1 
H
ora

3 
H
ora

s

6 
H
ora

s 

24
 H

ora
s

Trit
on 0

,0
1%

0

20

40

60

80

100

***
***

***

***

%
 L

D
H

 

Figura 4.5. Ensaio de LDH em hepatócitos isolados e incubados a 4°C. Após o isolamento pelo 

com colagenase, hepatócitos (1x10
5
 células/poço)  foram colocados em placa de 96 poços e 

incubados a 4°C por 1, 3, 6 e 24 horas e o sobrenadante recolhido para o ensaio de detecção de 

LDH. Os dados foram comparados em função do controle positivo, Triton 0,01%, percentual 

máximo de morte. Gráfico representativo de 6 experimentos independentes realizados em 

triplicatas (média e desvio padrão). Valores p<0,05 apresentam diferenças significativas 

***p<0,0001. (Estatística realizada pelo método One-Way ANOVA e pós-teste de Tukey). 
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Embora os hepatócitos tenham apresentado uma marcação positiva para o corante 

azul de tripan, estas células apresentaram a capacidade metabólica de converter o MTT em 

formazan e integridade de membrana visto pela baixa liberação de LDH no meio 

extracelular. Adicionalmente, fomos investigar possíveis danos à membrana plasmática 

utilizando corantes fluorescentes vitais. Para esse experimento utilizamos corantes com 

diferentes pesos moleculares e com propriedades distintas de captação pela célula de 

acordo com a sua integridade. A figura 4.6 B, hepatócitos marcados em verde após 

incubação com o corante calceína-AM e em C e E não apresenta nenhuma marcação para 

os corantes pi e calceína ácida, respectivamente. Vale ressaltar que esses últimos apenas 

são capazes de atravessar a membrana plasmática e fluorescer caso haja uma perda da 

permeabilidade de membrana. Após os ensaios de marcação com os corantes citados, 

podemos sugerir que as células isoladas por digestão enzimática com colagenase tipo IV 

apresentam integridade de membrana e que essa marcação fraca para o corante azul de 

tripan parece ser inespecífica Uma vez que, utilizamos corantes com diferentes pesos 

moleculares e nenhum deles indicaram danos irreversíveis à membrana celular. Ficou claro 

que hepatócitos isolados com colagenase tipo IV apresentam uma marcação positiva para o 

corante azul de tripan porém, isso não inviabiliza a sua utilização para fins experimentais. 

Essa afirmação está baseada nos resultados de MTT, LDH e marcação com diferentes 

corantes vitais vistos neste trabalho.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 4.6. Avaliação da viabilidade por marcação com calceína-AM, calceína ácida e iodeto 

de propídio. Em A e D hepatócitos no campo claro. Após o isolamento de hepatócitos com 

colagenase, as células foram incubadas com calceína-AM (A), ou com de calceína ácida (E) ou 
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com iodeto de propídio (C e F) em seguida as células foram lavadas em 3 etapas de centrifugação a 

50g, 4°C por 5 minutos. As amostras foramobservadas em microscópio de fluorescência. Imagens 

representativas de 4 experimentos realizados independentes. Barra 100 µm. 

 

 

 

4.2. ISOLAMENTO DE HEPATÓCITOS DE RATO – MÉTODO COM 

REAGENTE TRYPLE EXPRESS 1X 

 

 

Ao isolar hepatócitos de rato com a enzima colagenase verificamos uma marcação 

para o corante azul de tripan. Entretanto, não sabemos até o momento o motivo para que 

esse artefato ocorra. Dessa forma, realizamos a perfusão com outro agente capaz de 

realizar a dissociação enzimática, o reagente Tryple Express 1X , visando diminuir ou 

abolir tal efeito. O reagente Tryple express 1X é uma enzima recombinante derivada de 

fermentação microbiana e é utilizado para a dissociação de linhagens celulares aderentes 

ao substrato. Atua de forma semelhante à tripsina de porco, entretanto esse reagente não é 

de origem animal. Diferente das células isoladas com colagenase, hepatócitos isolados pelo 

método com o reagente Tryple Express não apresentaram nenhuma marcação para o 

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 à luz do microscópio, o que não foi possível demosntrar pela técnica 

anterior. As células dissociadas do fígado e a viabilidade celular foi quantificada através da 

técnica de exclusão de azul de tripan e MTT, e comprovou-se que esse método para 

dissociação de células a partir do tecido hepático, é uma excelente alternativa 

metodológica para isolar células viáveis.  

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 após o gradiente SFB 

não apresentaram diferenças significativas na viabilidade quando comparadas às células de 

linhagem HepG2, 88,2±1,78 vs. 91,4±1,72, respectivamente. Os hepatócitos obtidos logo 

após 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 número maior de 

hepatócitos viáveis em aproximadamente 11%. 
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Figura 4.7. Hepatócitos de rato isolados com enzima de dissociação Tryple Express 1X. Em A), B), C), D) e E) 

são mostradas células após o isolamento e viabilidade por exclusão do azul de tripan. F) Hepatócitos 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 µM. 

 

 

Como a grande maioria das células isoladas por colagenase apresentaram marcação 

positiva para o corante azul de tripan, não foi possível comparar a viabilidade por esse 

método entre os dois tipos de isolamentos realizados. Podemos apenas sugerir que o 

isolamento com Tryple express apresentaram dados favoráveis 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 hepatócitos primários recém isolados 

quando comparados à linhagem controle. Embora a viabilidade por exclusão do azul de 

tripan para células HepG2 seja alta, o metabolismo destas células pode ser inferior às 

recém isoladas. Levando em consideração que uma linhagem celular com um número 

indefinido de passagens e submetidas à dissociação enzimática com tripsina por ser célula 

e aderente ao substrato, pode diminuir a capacidade metabólica dessas células e 

conseqüentemente a sua eficácia no metabolismo do MTT em formazan.  
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Figura 4.8. Avaliação da viabilidade celular por exclusão do azul de tripan após isolamento 

com Tryple express 1x. A viabilidade de hepatócitos recém isolados e após o gradiente de SFB a 

100%, pelo método de digestão enzimática com tryple express 1X, foi avaliada por exclusão do 

azul de tripan. A viabilidade está representada pela porcentagem de células marcadas ou não pelo 

corante de azul de tripan. Os dados foram comparados ao grupo controle (células HepG2) mantidas 

em cultura. Gráfico representativo de 3 experimentos independentes realizados em triplicatas 

(média e desvio padrão). Valores **p<0,05 apresentam diferenças significativas e  # p>0,05 não 

apresentam diferença significativa, ***p<0,0001. (Estatística realizada pelo método One-Way 

ANOVA e pós-teste de Tukey) 
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Figura 4.9. Avaliação da viabilidade celular pelo ensaio de MTT após isolamento com tryple 

express 1X. Após o isolamento pelo método de digestão enzimática com tryple express 1X, 

hepatócitos (10
5
 células/poço)  foram colocados em placa de 96 poços e incubadas a 37°C por 3 

horas com reagente MTT e absorbância verificada a 570 nm. Os dados foram normalizados e 

comparados em função do grupo controle (células HepG2) e os dados expressos como porcentagem 

de viabilidade. Gráfico representativo de 3 experimentos independentes realizados em triplicatas 
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(média e desvio padrão). Valores p<0,05 apresentam diferenças significativas. ***p<0,0001. 

**p<0,001 (Estatística realizada pelo método One-Way ANOVA e pós-teste de Tukey). 

 

 

Os ensaios de LDH para os hepatócitos isolados por dissociação com Tryple Express, 

ilustrados nas figuras 4.10 e 4.11, demonstraram que as taxas de liberação da molécula 

LDH para o meio extracelular é inferior àquelas 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. Hepatócitos isolados por colagenase apresentaram um aumento significativo na 

detecção de LDH a partir de 3 horas a 37°C, enquanto a 4°C foi necessário um intervalo 

maior, 6 horas. Hepatócitos dissociados por Tryple Express apresentaram dados 

satisfatórios para a detecção da molécula de LDH quando comparados ao protocolo 

anterior. A 37°C a porcentagem de LDH no meio extracelular começa a aumentar 

significativamente a partir de 6 horas e somente a partir de 24 horas a 4°C.  

Após verificar que o  isolamento de  hepatócitos com Tryple Express nos fornecia 

células íntegras e sem marcação para o corante azul de tripan, repetimos os 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 fluorescência do corante calceína-AM e ausência de fluorescência para os 

corantes Pi e calceína ácida. 
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Figura 4.10. Ensaio de LDH em hepatócitos isolados e incubados a 37°C. Após o isolamento 

pelo método com tryple express1X, hepatócitos (1x10
5
 células/poço)  foram plaqueados para 

análise de LDH no sobrenadante em diferentes intervalos de tempo a 37°C como indicado no eixo 

X. Os dados foram comparados em função do controle positivo, ou seja, percentual máximo de 

morte células incubadas por 3 minutos com triton 0,01%. Gráfico representativo de 3 experimentos 

independentes realizados em triplicatas (média e desvio padrão). Valores p<0,05 apresentam 
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diferenças significativas ***p<0,0001. (Estatística realizada pelo método One-Way ANOVA e pós-

teste de Tukey). 
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Figura 4.11. Ensaio de LDH em hepatócitos isolados e incubados a 4°C. Após o isolamento 

pelo método com tryple express1X, hepatócitos (1x10
5
 células/poço)  foram plaqueados para 

análise de LDH no sobrenadante em diferentes intervalos de tempo a 4°C. Os dados foram 

comparados em função do controle positivo, ou seja, percentual máximo de morte células 

incubadas por 3 minutos com triton 0,01%. Gráfico representativo de 3 experimentos 

independentes realizados em triplicatas (média e desvio padrão). Valores p<0,05 apresentam 

diferenças significativas ***p<0,0001. (Estatística realizada pelo método One-Way ANOVA e pós-

teste de Tukey). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 4.12. Microscopia de fluorescência com calceína-AM e com Pi das células isoladas com tryple 

express. A) e D) células no campo claro. B) e E) células com marcação para o corante calceína-AM, 

demonstrando a viabilidade dos hepatócitos isolados. C) e F) ausência de marcação para o corante Pi. Imagens 

representativas de 6 experimentos realizados independentes. Barra 50 µM e 100 µM. 
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Para a análise funcional das células, foi realizado ensaio de produção de albumina 

ilustrado na figura 4.13 A produção padrão de albumina é de 3,75±0,09 g/dL e os 

hepatócitos isolados apresentaram uma produção normal de albumina com 3,12±0,06 g/dL. 

Hepatócitos criopreservados apresentaram uma queda na produção 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 

ausência do DMSO, respectivamente. De acordo com esse resultado, hepatócitos 

criopreservados em trealose na ausência de DMSO apresentaram capacidade funcional 

superior às células criopreservadas com 5% de DMSO. 
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Figura 4.13. Ensaio funcional para a produção de albumina em hepatócitos de rato após o 

isolamento com tryple express e criopreservação. 5x10
5
 células/poço foram incubadas a 37°C 

durante 1 hora. Após esse período foi recolhido o sobrenadante para análise da produção de 

albumina. Também foram analisados sobrenadantes de hepatócitos criopreservados durante 7 dias 

em nitrogênio líquido em solução de SFB com 5%DMSO e células criopreservadas em uma 

solução de SFB com 0,2M de trealose na ausência de DMSO.  Os dados foram comparados em 

relação ao padrão de produção do Kit. Gráfico representativo de 2 experimentos independentes 

realizados em triplicatas (média e desvio padrão). Valores p<0,05 apresentam diferenças 

significativas. *p<0,01 ***p<0,0001. (Estatística realizada pelo método One-Way ANOVA e pós-

teste de Tukey). 
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4.3. AVALIAÇÃO DO POTENCIAL CRIOPROTETOR E TOXICIDADE DOSE-

DEPENDENTE DO DMSO DURANTE A CRIOPRESERVAÇÃO DA LINHAGEM 

CELULAR HEPG2 E DE HEPATÓCITOS DE RATO ISOLADOS COM 

COLAGENASE. 

 

O objetivo principal desta dissertação é desenvolver um protocolo de criopreservação 

para hepatócitos de rato que possa garantir melhores condições às células, sendo capaz de 

minimizar os danos aos quais estas são submetidos durante o congelamento. Visto que em 

ambos os mecanismos de isolamento os hepatócitos de rato obtidos parecem viáveis e com 

membrana plasmática íntegra, fomos testar condições de criopreservação. Inicialmente, 

avaliamos a capacidade crioprotetora do DMSO em células de linhagem HepG2 e em 

hepatócitos 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 tóxico para as células a temperatura ambiente e há uma relação dose-dependente desse 

efeito. A concentração sugerida para a criopreservação de hepatócitos de diferentes 

espécies é preferencialmente de 10% e com o objetivo de diminuir esse efeito, buscamos 

uma concentração menor de DMSO do que àquela sugerida na literatura, capaz de 

promover um potencial crioprotetor satisfatório.  

Nossoa resultados indicaram que a solução de 5% DMSO, confere um papel 

crioprotetor superior à concentração de 10% de DMSO, 83±2% e 77±1,8%, 

respectivamente por exclusão 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 hepatócitos de rato foi avaliado pela técnica 

de exclusão do azul de tripan porém, pelo artefato conferido por essa técnica após o 

isolamento com colagenase, não foi possível utilizar o azul de tripan como referência para 

a viabilidade (figura 4.16). Entretanto, pela técnida de MTT ficou clara a diferença entre as 

concentrações de DMSO e seu potencial crioprotetor para hepatócitos de rato após a 

criopreservação. A figura 4.17, sugere pela da técnica de MTT que a concentração de 5% 

DMSO (79,73±2,2% de viabilidade), apresenta  um potencial crioprotetor superior às 

células criopreservadas em 10% DMSO, (71±2,8% de células viáveis). De forma 

semelhante à linhagem HepG2, hepatócitos primários podem ser criopreservados a uma 

concentração menor àquela sugerida pela literatura. A utilização da linhagem celular 

HepG2, nos permitiu demonstrar e validar a técnica de exclusão do azul de tripan e o 

ensaio de MTT como metodologias para avaliar a viabilidade celular. Embora não tenha 
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sido possível validar ambas as técnicas para hepatócitos primários isolados com 

colagenase, demonstramos que os valores são correspondentes para todos os grupos 

analisados por azul de tripan e MTT em linhagem HepG2.  
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Figura 4.14. Análise da viabilidade por exclusão do azul de tripan em células HepG2 após a 

criopreservação com DMSO. 1x10
6
 células foram criopreservadas durante 7 dias em nitrogênio 

líquido em diferentes concentrações de DMSO para análise do potencial crioprotetor e toxicidade 

do DMSO em células HepG2 por azul de tripan. Gráfico representativo de 3 experimentos 

independentes e um pool de 3 amostras realizados em triplicatas (média e desvio padrão). Valores 

de p<0,05 apresentam diferenças significativas ***p<0,0001. (Estatística realizada pelo método 

One-Way ANOVA e pós-teste de Tukey) 
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Figura 4.15. Análise da viabilidade pelo ensaio de MTT em células HepG2 após a 

criopreservação com DMSO. 1x10
6
 células foram criopreservadas durante 7 dias em nitrogênio 

líquido em diferentes concentrações de DMSO para análise 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 função do grupo controle, células HepG2 mantidas em cultura e os 
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dados expressos como porcentagem de viabilidade. Gráfico representativo de 3 experimentos 

independentes e um pool de 3 amostras realizados em triplicatas (média e desvio padrão). Valores 

p<0,05 apresentam diferenças significativas.** p <0,001 e ***p<0,0001. (Estatística realizada pelo 

método One-Way ANOVA e pós-teste de Tukey). 
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Figura 4.16. Análise da viabilidade por exclusão do azul de tripan de hepatócitos isolados 

com colagenase após a criopreservação com DMSO. 1x10
6
 células foram criopreservadas 

durante 7 dias em nitrogênio líquido em diferentes concentrações de DMSO para análise do 

potencial crioprotetor e toxicidade do DMSO em hepatócitos de rato. Os dados foram comparados 

em função do controle, células HepG2 mantidas em cultura. Gráfico representativo de 3 

experimentos independentes e um pool de 3 amostras realizados em triplicatas (média e desvio 

padrão). Valores de # p>0,05 não apresentam diferença significativa. p<0,05 apresentam diferenças 

significativas ***p<0,0001. Estatística realizada pelo método One-Way ANOVA e pós-teste de 

Tukey). 
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Figura 4.17. Análise da viabilidade pelo ensaio de MTT em hepatócitos de rato isolados com 

colagenase após a criopreservação com DMSO. 1x10
6
 células foram criopreservadas durante 7 
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dias em nitrogênio líquido em diferentes concentrações de DMSO para análise do potencial 

crioprotetor e toxicidade do DMSO. A viabilidade foi avaliada pelo ensaio de MTT. Os dados 

foram normalizados e comparados em função ao grupo controle, células HepG2 mantidas em 

cultura e os dados expressos como porcentagem de viabilidade. Gráfico representativo de 3 

experimentos independentes e um pool de 3 amostras realizados em triplicatas (média e desvio 

padrão). Valores p<0,05 apresentam diferenças significativas. ***p<0,0001. (Estatística realizada 

pelo método One-Way ANOVA e pós-teste de Tukey).  

 

 

4.4. Avaliação do processo de criopreservação de hepatócitos de rato 

durante 7, 15 e 30 dias com diferentes crioprotetores na presença ou 

ausência de DMSO – Isolamento com colagenase tipo IV 

 

 

O fato dos hepatócitos captarem o azul de tripan após o isolamento com colagenase 

tipo IV não nos impediu de prosseguir com os experimentos de congelamento, uma vez 

que os dados apresentados nos ensaios de MTT, liberação de LDH e marcação celular com 

corantes vitais mostraram que as células isoladas apresentam atividade metabólica e 

integridade de membrana aceitáveis. Além disso, o nosso objetivo foi observar se essa 

marcação característica do processo de isolamento poderia afetar de forma significativa a 

viabilidade dos hepatócitos após o descongelamento.  

Após o isolamento, hepatócitos de rato foram criopreservados de acordo com o 

protocolo descrito anteriormente. Para isso, 1x10
6
 células/mL foram criopreservadas em 

diferentes concentrações de crioprotetores classificados como naturais. Esses 

crioprotetores (sacarose, glicose, trealose e glicerol) são encontrados em animais que 

desenvolveram tolerância ao congelamento quando submetidos a temperaturas abaixo de 

zero (tabela 1.7). Hepatócitos são altamente sensíveis ao processo de congelamento e por 

esta razão optamos por selecionar tais compostos, para de minimizar as criolesões e 

possíveis efeitos tóxicos. Para a solução de criopreservação  foram utilizadas soluções 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 ausência ou na presença do DMSO.  

Em todos os experimentos foi visto que o método por exclusão do azul de tripan para 

células isoladas com colagenase não é a melhor técnica para avaliar a viabilidade de 

hepatócitos de primários de rato como observado anteriormente. A marcação pelo corante 

mantém o mesmo perfil das células obtidas após o isolamento, ou seja, uma fraca marcação 

pelo corante por todo o citoplasma e uma coloração mais azulada no núcleo. Mais uma vez 

ficou claro que os hepatócitos marcados apresentam atividade metabólica observada nos 

ensaios de MTT, o que nos permitiu verificar diferenças significativas entre os grupos de 
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criopreservação analisados. De acordo com os resultados de sacarose e glicose, não foi 

possível atingir um potencial crioprotetor suérior à concentração de 5% de DMSO. 

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

apresentaram viabilidade superior quando comparadas aos diferentes grupos avaliados. 

Foram avaliados diferentes tempos de congelamento, 7, 15 e 30 dias e não houve diferença 

significativa entre os tempos de criopreservação.  

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 4.18. Análise da viabilidade por exclusão do azul de tripan e MTT de Hepatócitos de rato 

criopreservados com DMSO e Sacarose durante 7, 15 ou 30 dias. Após o isolamento com colagenase, 

1x10
6
células/mL foram criopreservadas em diferentes concentrações de sacarose na presença ou ausência de 

DMSO Após 7, 15 ou 30 dias de congelamento os criotubos foram descongelados a 37°C e a viabilidade foi 

analisada por exclusão do azul de tripan (A, C e E). Os dados foram comparados com o grupo controle, 

hepatócitos recém isolados (células frescas) e expressos como porcentagem de viabilidade. As figuras B, D e E 

A B 

C D 

E F 
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representam os ensaios de MTT. Os dados foram comparados em função do grupo controle, linhagem HepG2 

(células frescas) e expressos como porcentagem de viabilidade. Para os ensaios, o gráfico representativo de um 

pool de 3 criotubos de 3 experimentos independentes realizados em triplicatas (média e desvio padrão). Valores 

p<0,05 apresentam diferenças significativas. *p<0,01. (Estatística realizada pelo método One-Way ANOVA e 

pós-teste de Tukey). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 4.19. Análise da viabilidade por exclusão do azul de tripan e MTT de Hepatócitos de rato 

criopreservados com DMSO e Glicose durante 7, 15 ou 30 dias. Após o isolamento com colagenase, 

1x10
6
células/mL foram criopreservadas em diferentes concentrações de glicose na presença ou ausência de 

DMSO . Após 7, 15 ou 30 dias de congelamento os criotubos foram descongelados a 37°C e a viabilidade foi 

analisada por exclusão do azul de tripan (A, C e E). Os dados foram comparados com o grupo controle, 

hepatócitos 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 função do grupo controle, linhagem HepG2 

(células frescas) e expressos como porcentagem de viabilidade. Para os ensaios, o gráfico representativo de um 

pool de 3 criotubos de 3 experimentos independentes realizados em triplicatas (média e desvio padrão). Valores 

p<0,05 apresentam diferenças significativas. *p<0,01. (Estatística realizada pelo método One-Way ANOVA e 

pós-teste de Tukey). 
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Figura 4.20. Análise da viabilidade por exclusão do azul de tripan e MTT de Hepatócitos de rato 

criopreservados com DMSO e Trealose durante 7, 15 ou 30 dias. Após o isolamento com colagenase, 

1x10
6
células/mL foram criopreservadas em diferentes concentrações de trealose na presença ou ausência de 

DMSO . Após 7, 15 ou 30 dias de congelamento os criotubos foram descongelados a 37°C e a viabilidade foi 

analisada por exclusão do azul de tripan (A, C e E). Os dados foram comparados com o grupo controle, 

hepatócitos 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 função do grupo controle, linhagem HepG2 

(células frescas) e expressos como porcentagem de viabilidade. Para os ensaios, o gráfico representativo de um 

pool de 3 criotubos de 3 experimentos independentes realizados em triplicatas (média e desvio padrão). 

Valores p<0,05 apresentam diferenças significativas. *p<0,01. (Estatística realizada pelo método One-Way 

ANOVA e pós-teste de Tukey). 
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4.6. AVALIAÇÃO DO PROCESSO DE CRIOPRESERVAÇÃO DE 

HEPATÓCITOS DE RATO DURANTE 7 DIAS COM DIFERENTES 

CRIOPROTETORES NA PRESENÇA OU NA AUSÊNCIA DE DMSO – 

ISOLAMENTO COM TRYPLE EXPRESS 1X. 

 

 
Foi avaliada a viabilidade de hepatócitos isolados por tryple express 1x por exclusão 

do azul de tripan e pelo método de MTT e para o grupo com potencial crioprotetor superior 

à 5% DMSO avaliamos a liberação de LDH no meio extracelular. O efeito do processo de 

criopreservação sobre as células hepáticas foi avaliado por um período de congelamento de 

7dias. Esse intervalo de tempo foi escolhido porque os experimentos anteriores com 

hepatócitos isolados com colagenase não apresentaram diferenças significativas entre os 

intervalos de tempo determinados. Para a solução de criopreservação, foram utilizadas 

soluções com 0,2 M; 0,3 M ou 0,4 M de sacarose, de glicose ou de trealose, na ausência ou 

na presença de 5% de DMSO. Além disso, avaliamos o potencial crioprotetor do glicerol. 

Entretanto, esse composto não apresenta toxicidade para as células e poderá  ser uma 

opção de possíveis combinações entre as demais substâncias citadas. As figuras 4.21. a 

4.26, correspondem aos resultados obtidos na criopreservação 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 criopreservação demonstraram que hepatócitos de rato criopreservados com 0,2 

M de trealose na ausência de DMSO, utilizando uma velocidade lenta e gradativa de 

congelamento, apresentaram um potencial crioprotetor superior a qualquer outra solução 

avaliada. Assim como observado nos hepatócitos isolados por colagenase. As amostras 

foram comparadas ao controle, hepatócitos recém isolados (células frescas). O glicerol não 

apresentou propriedades crioprotetoras superiores ao DMSO para hepatócitos de rato. 
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 Criopreservação com 0,2 M; 0,3 M e 0,4 M de Sacarose 
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Figura 4.21. Análise da viabilidade por exclusão do azul de tripan de Hepatócitos de rato 

criopreservados com 5%DMSO e com Sacarose. Após o isolamento, 1x10
6
células/mL foram 

criopreservadas durante 7 dias em nitrogênio líquido em diferentes concentrações de sacarose na 

presença ou ausência de 5% de DMSO. Após o descongelamento, a viabilidade celular foi avaliada 

por exclusão do azul de tripan. Os dados foram comparados em função do grupo controle, 

hepatócitos recém isolados (células frescas) e expressos como porcentagem de viabilidade. Gráfico 

representativo de um pool de 3 criotubos de 3 experimentos independentes realizados em triplicatas 

(média e desvio padrão). Valores p<0,05 apresentam diferenças significativas. ***p<0,0001 

(Estatística realizada pelo método One-Way ANOVA e pós-teste de Tukey). 
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Figura 4.22. Análise da viabilidade pelo ensaio de MTT de Hepatócitos de rato 

criopreservados com 5%DMSO e com Sacarose. Após o isolamento, 1x10
6
células/mL foram 

criopreservadas em diferentes concentrações de sacarose na presença ou ausência de 5% de DMSO 

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

comparados normalizados e comparados como grupo controle, hepatócitos recém isolados (células 
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frescas) e expressos como porcentagem de viabilidade. Gráfico representativo de um pool de 3 

criotubos de 3 experimentos independentes realizados em triplicatas (média e desvio padrão). 

Valores p<0,05 apresentam diferenças significativas. *p<0,01. ***p<0,0001. # p>0,05 (Estatística 

realizada pelo método One-Way ANOVA e pós-teste de Tukey). 

 

 

Criopreservação com 0,2 M; 0,3 M e 0,4 M de Glicose 
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Figura 4.23. Análise da viabilidade por exclusão do azul de tripan de hepatócitos de rato 

criopreservados com 5%DMSO e com glicose. Após o isolamento, 1x10
6
células/mL foram 

criopreservadas durante 7 dias em nitrogênio líquido em diferentes concentrações de glicose na 

presença ou ausência de 5% de DMSO. Após o descongelamento, a viabilidade celular foi avaliada 

por exclusão do azul de tripan. Os dados foram comparados em função do grupo controle, 

hepatócitos recém isolados (células frescas) e expressos como porcentagem de viabilidade. Gráfico 

representativo de um pool de 3 criotubos de 3 experimentos independentes realizados em triplicatas 

(média e desvio padrão). Valores p<0,05 apresentam diferenças significativas. ***p<0,0001. 

(Estatística realizada pelo método One-Way ANOVA e pós-teste de Tukey). 
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Figura 4.24. Análise da viabilidade pelo ensaio de MTT de Hepatócitos de rato 

criopreservados com 5%DMSO e com glicose. Após o isolamento, 1x10
6
células/mL foram 

criopreservadas em diferentes concentrações de glicose na presença ou ausência de 5% de DMSO 

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

comparados normalizados e comparados como grupo controle, hepatócitos recém isolados (células 

frescas) e expressos como porcentagem de viabilidade. Gráfico representativo de um pool de 3 

criotubos de 3 experimentos independentes realizados em triplicatas (média e desvio padrão). 

Valores p<0,05 apresentam diferenças significativas. ***p<0,0001. (Estatística realizada pelo 

método One-Way ANOVA e pós-teste de Tukey). 

 

 

 

 Criopreservação com 0,2 M; 0,3 M e 0,4 M de Trealose
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Figura 4.25. Análise da viabilidade por exclusão do azul de tripan de Hepatócitos de rato 

criopreservados com 5%DMSO e trealose. Após 7 dias de congelamento os criotubos foram 

descongelados a 37°C e a viabilidade foi analisada por exclusão do azul de tripan. Os dados foram 
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comparados em função do grupo controle, hepatócitos recém isolados (células frescas) e expressos 

como porcentagem de viabilidade. Gráfico representativo de um pool de 3 criotubos de 3 

experimentos independentes realizados em triplicatas (média e desvio padrão). Valores p<0,05 

apresentam diferenças significativas. *p<0,01. ***p<0,0001. Para os valores de # p>0,05 não 

apresentam diferenças significativas (Estatística realizada pelo método One-Way ANOVA e pós-

teste de Tukey). 
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Figura 4.26. Análise da viabilidade pelo ensaio de MTT de Hepatócitos de rato 

criopreservados com 5%DMSO e trealose. Após 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 relação ao grupo controle hepatócitos recém isolados (células frescas), e 

expressos como porcentagem de viabilidade. Gráfico representativo de um pool de 3 criotubos de 3 

experimentos independentes realizados em triplicatas (média e desvio padrão). Valores p<0,05 

apresentam diferenças significativas. ***p<0,0001. **p<0,001 (Estatística realizada pelo método 

One-Way ANOVA e pós-teste de Tukey). 
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 Criopreservação com Glicerol 
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Figura 4.27. Análise da viabilidade por exclusão do azul de tripan de Hepatócitos de rato 

criopreservados com 5%DMSO e glicerol. Após o isolamento, 1x10
6
células/mL foram 

criopreservadas em diferentes concentrações de glicerol. Após 7 dias de congelamento os criotubos 

foram descongelados a 37°C e a viabilidade foi analisada por exclusão do azul de tripan. Os dados 

foram comparados com grupo 5%DMSO, e expressos como porcentagem de viabilidade. Gráfico 

representativo de um pool de 3 criotubos de 3 experimentos independentes realizados em triplicatas 

(média e desvio padrão). Valores p<0,05 apresentam diferenças significativas. # p>0,05 não 

apresentam diferenças significativas.***p<0,0001. (Estatística realizada pelo método One-Way 

ANOVA e pós-teste de Tukey). 
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Figura 4.28. Análise da viabilidade pelo ensaio de MTT de Hepatócitos de rato 

criopreservados com 5%DMSO ou glicerol. Após o isolamento, 1x10
6
células/mL foram 

criopreservadas em diferentes concentrações de glicerol. Após 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 relação ao grupo controle hepatócitos recém isolados (células 

frescas), e expressos como porcentagem de viabilidade. Gráfico representativo de um pool de 3 

criotubos de 3 experimentos independentes realizados em triplicatas (média e desvio padrão). 

Valores p<0,05 apresentam diferenças significativas. # p>0,05 não apresentam diferenças 

significativas.***p<0,0001. (Estatística realizada pelo método One-Way ANOVA e pós-teste de 

Tukey). 
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CAPÍTULO V 

DISCUSSÃO 

 

5. DISCUSSÃO 

 

A IHA é uma síndrome clínica grave, complexa e com alta mortalidade. Essa 

mortalidade se mantém elevada principalmente devido à escassez de órgãos para o 

transplante ortotópico, a única medida terapêutica realizada com sucesso em casos de 

perda da função hepática (7, 16, 28). Dessa forma, é de suma importância investir no 

conhecimento e no aprimoramento de novas fontes alternativas ao tratamento de pacientes 

com doenças terminais do fígado, a fim de minimizar o número de pacientes que morrem 

nas listas de espera. O transplante hepatocitário pode ser uma alternativa substancial 

importância como tratamento a esses pacientes. Podendo atuar paralelamente ao 

transplante do órgão ou até mesmo levar a recuperação espontânea da lesão hepática (70). 

Entretanto, ainda há uma dificuldade no isolamento e estocagem de quantidade com 

qualidade dos hepatócitos obtidos de tecidos hepáticos. Sendo assim, a combinação da 

optimização de protocolos de isolamento e congelamento de células são etapas cruciais 

para o desenvolvimento dessa terapia em larga escala. A criação de bancos de células 

hepáticas permitirá a disponibilização de hepatócitos para o transplante celular de 

emergência ou programado. Contudo, essa prática dependerá principalmente do 

aprimoramentos dessas técnicas (72, 122). 

Visando futuramente isolar hepatócitos humanos de fígados rejeitados para o 

transplante e consequentemente a criopreservação destas células para terapia celular em 

para modelos de IHA, este trabalho teve como objetivo principal a optimização do 

protocolo de isolamento de hepatócitos  de ratos e do processo de criopreservação. Durante 

o isolamento de hepatócitos humanos, o estresse oxidativo e a morte celular iniciam logo 

após a ressecção hepática (151, 152). A  condição clínica dos doadores, o grau de 

esteatose, os tempos de isquemia fria e quente afetam diretamente  a qualidade dos 

hepatócitos (125, 135). Uma vez que os hepatócitos já apresentam uma queda na qualidade 

antes mesmo do isolamento celular, é de grande importância a caracterização prévia dos 

protocolos de isolamento e congelamento de células do fígado que possam garantir o 

mínimo de perda na viabilidade e na capacidade funcional destas células durante estes 

processos. 

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

isolar células de rato, começou em meados dos anos de 1960, quando Howard et al. 1967 
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isolaram hepatócitos de rato, utilizando uma combinação de técnica mecânica com 

digestão enzimática. Subsequentemente modificada por Berry e colaboradores em 1969 e 

Seglen et al. 1976 ficou estabelecida a técnica de perfusão com colagenase em duas etapas 

e que atualmente é amplamente utilizada com algumas modificações por diversos 

laboratórios do mundo. Esse procedimento foi modificado por vários laboratórios para o 

isolamento de hepatócitos a partir de várias espécies de animais, incluindo o ser humano. 

Alguns autores utilizam até três etapas com colagenase como mecanismo de dissociação 

enzimática (153-155). Contudo, a enzima colagenase, de origem bacteriana, atua como 

protease para dissociar o parênquima hepático em células individuais. Algumas dessas 

proteases podem causar uma reação enzimática indesejável afetando diretamente a 

qualidade e quantidade de células viáveis ou até mesmo serem citotóxicas (153, 156). 

Associado a isso, após a desagregação das células do parênquima hepático, os hepatócitos 

são obtidos por dissociação mecânica, nas filtações e nas etapas de baixa centrifugação. 

Dessa forma, o estresse realizado durante o processo de isolamento poderia gerar uma 

perda transitória na integridade da membrana plasmática e diminuir a qualidade das células 

após o isolamento. 

Este trabalho forneceu evidências que o isolamento de hepatócitos de rato com a 

enzima colagenase do tipo IV permitiu a captação do corante azul de tripan pelas células 

após o isolamento, dessa forma não foi possível  mensurar a viabilidade celular por essa 

técnica. É sabido que os testes de viabilidade utilizando azul de tripan confiam na sua 

capacidade de serem excluídos a partir de células vivas, em um processo dependente de 

energia com gasto de ATP. As células mortas ou células necróticas que têm a integridade 

da membrana plasmática comprometida permitem a entrada do corante no citoplasma, 

adquirindo a cor azulada. A quantidade de células mortas ou células em processo de morte 

podem, então, ser contada manualmente, usando  câmara de Newbauer e microscopia de 

imagem (157). De forma alternativa, o azul tripan pode ser solubilizado e a absorbância 

medida entre 580 e 610 nm (150).  

Nossas imagens de microscopia apresentaram dois perfis de coloração para o corante 

azul de tripan em hepatócitos isolados com colagenase tipo IV: (1) células totalmente 

marcadas pelo corante, tanto o núcleo quanto o citoplasma, em que ambos captaram o 

corante na mesma intensidade de coloração azul o que nos impedindo de diferenciar os 

dois componentes celulares e (2) células com o núcleo e o citoplasma apresentando 

diferentes intensidades de coloração azul. Nesses casos, o núcleo apresentou uma forte 

marcação para o corante enquanto o citoplasma permaneceu fracamente marcado de azul. 

Esse fenômeno pode ser explicado pelo fato de que o azul de tripan é um ácido fraco e com 
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isso, apresenta afinidade aumentada por proteínas básicas. Dessa forma, a absorção pelo 

núcleo das células é geralmente maior, devido à presença de histonas, produzindo uma 

marcação azul de maior intensidade nesta organela, enquanto o citoplasma permanece 

levemente marcado (150, 157). 

De acordo com o que foi descrito, poderíamos classificar hepatócitos isolados pelo 

método com colagenase tipo IV, como células mortas ou em processo de morte celular, 

uma vez que há captação do corante azul tripan e perda da capacidade de bombeá-lo para o 

meio externo. Entretanto, para comprovar se essas células estavam de fato inviáveis, 

utilizamos outras técnicas para verificar a viabilidade celular. Foram realizadas marcações 

com corantes vitais e ensaios adicionais de viabilidade como MTT e de liberação de LDH. 

A técnica de MTT é uma reação do tipo redox, em que células metabolicamente viáveis 

reduzem o sal tetrazólio em derivados de formazam. Parte dessa reação é realizada por 

enzimas desidrogenases da cadeia respiratória mitocondrial e a maior parte da redução do 

MTT ocorre em sítios extramitocondriais, envolvendo mecanismos dependentes de 

nucleotídeos 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 tetrazólio em formazan. Embora, essa capacidade seja inferior àquela 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 hepatócitos de rato isolados pode ser validada pelos 

experimentos realizados para linhagem celular HepG2 criopreservadas com diferentes 

concentrações de DMSO, ilustrados nas figuras 15 e 16. Os dados obtidos pelo ensaio de 

MTT corroboram  àqueles encontrados para a técnica de exclusão 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 proliferação e a viabilidade celular (157, 159, 160) 

O ensaio de LDH é baseado na liberação da Lactato Desidrogenase, uma enzima 

citosólica, de células que tiveram sua membrana plasmática rompida após um dano celular. 

Os hepatócitos isolados pelo método com colagenase tipo IV, que apresentaram marcação 

positiva heterogênea para o corante azul de tripam, foram submetidos ao ensaio de LDH 

para verificar possíveis danos à membrana plasmática. Os resultados apresentados para 

este ensaio apresentaram uma liberação significativa de LDH apenas após 6 horas de 

incubação a 37°C e após 24 horas de incubação a 4°C, aproximadamente 66% e 43%, 

respectivamente. O método de exclusão do azul de tripan foi comparado com o ensaio de 

LDH, produzindo estimativas de sobrevivência semelhantes segundo trabalho publicado 
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por Uliasz e colaboradores (150). No trabalho citado, os autores determinaram a morte 

celular neuronal por exclusão do azul de tripan através da absorbância do corante por 

espectrofotometria a 590 nm. Quando comparado com o ensaio de lactato desidrogenase 

não apresentou diferenças estatísticas nos níveis de morte celular pela liberação de LDH 

em relação à marcação com o corante (150). De forma semelhante, a captação do corante 

azul de tripan e o ensaio de liberação de LDH foram avaliados em hepatócitos primários 

em suspensão e em monocamadas de cultura primária. Esses dados sugerem que o 

processo de contagem de células utilizando o corante azul de tripan foi menos sensível 

quando comparado ao ensaio de liberação de LDH. As células em suspensão não 

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 relação ao procedimento de contagem de 

células e pode ser aplicável para células em suspensão ou aderentes (161).  

Além disso, os hepatócitos foram marcados com corantes fluorescentes que nos 

permitiram afirmar que esta marcação positiva para o corante azul de tripan é inespecífica. 

Os hepatócitos isolados a partir da dissociação com colagenase foram submetidos à 

marcação com os corantes fluorescentes: (1) calceína-AM, que confere uma fluorescência 

verde às células viáveis; (2) calceína ácida que confere uma fluorescência verde às células 

que perderam a integridade de membrana e (3) iodeto de propídio, permeável apenas após 

a perda da integridade de membrana e confere ao núcleo das células uma fluorescência 

vermelha. Ao analisar as marcações desses hepatócitos, observamos que para todos os 

testes com os corantes fluorescentes as células estão viáveis e com integridade de 

membrana, visto que fluorescem na presença da calceína-AM. Entretanto,  não são 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 exclusão por azul de tripan com a técnica de túnel, demonstrou que a exclusão 

do azul de tripan é um método inviável para analisar viabilidade/morte de células de córnea 

humanas para enxerto. Em oposição a isso, Sandra Sanfilippo et al (2011) sugere que tanto 

a técnica por exclusão do azul de tripan quanto calceína/AM são metodologias aplicáveis 

na avaliação da viabilidade de folículos ovarianos humanos para transplante.  

As desvantagens relacionadas ao método de contagem por exclusão do azul de tripan 

incluem as características subjetivas de todos os procedimentos de contagem visual de 

células como a necessidade do controle e padronização da concentração do corante, a 

manutenção do pH, a duração do tempo de coloração e erro amostral (150, 161). Além 
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disso, a possibilidade de falso positivo não pode ser descartada, pois proteínas 

extracelulares podem influenciar a leitura do ensaio. Jingru Hu et al., 1994 avaliou a 

citotoxicidade de pepitídeos β-amilóides em neurônios comparando os ensaios de LDH, de 

captação de fluoresceína e de azul de tripan. Nesse caso, foi observada uma mortalidade 

celular falsamente maior pelo ensaio de azul de tripan, interpretado como consequência do 

acúmulo de peptídeos β- amilóides nas membranas celulares o que facilitaria a retenção de 

azul de tripan (162). Contudo, ao que diz respeito à vantagem desse método podemos 

destacar a rapidez e praticidade, assim como pode ser usado em um laboratório simples e 

em hospitais com baixo custo. 

Células isoladas com colagenase permitem a captação do azul de tripan no interior da 

célula e que por algum motivo, estas células perderam a capacidade de bombear o corante 

para o meio extracelular. Inicialmente levantamos a hipótese de que as condições de 

estresse às quais os hepatócitos são submetidos, poderiam estar induzindo a abertura de 

canais iônicos de alta condutância e aumentando a permeabilidade da membrana celular. É 

sabido que os canais iônicos P2XRs são modulados por diversos fatores e moléculas, como 

mudanças de pH, de temperatura,  espécies de oxigênio reativo, monóxido de carbono, 

alcool, além das proteínas kinases, entre outros (163-165). Com isso, as condições a que 

essas células são submetidas durante as etapas de isolamento poderiam estar induzindo a 

abertura de um canal iônico específico e permitindo a passagem desse corante. O receptor 

P2X7, por exemplo, um membro da família P2X, seria um possível candidato a permitir a 

entrada do corante azul de tripan. Esse receptor, quando exposto a altas concentrações de 

ATP, abre um poro que permite a passagem de cátions e de ânions de alto peso molecular. 

Esses poros permitem que moléculas de até 900 Da passem pela membrana da célula, 

como os corantes fluorescentes Brometo de Etídio e Lucifer Yellow (166, 167). Porém, se o 

receptor P2X7 estivesse envolvido no processo de entrada do azul de tripan, deveríamos 

observar concomitantemente a entrada do corante Pi nas células, o que não foi observado 

nos experimentos de fluorescência.  

 A família de transportadores ABC representa a maior família de proteínas 

transmembranares e compreende 49 transportadores que estão subdivididos em sete 

subfamílias (168, 169). Os membros da família ABC apresentam um cassete de ligação ao 

ATP sendo chamadas de  ATP binding-cassete, e geralmente usam a energia da hidrólise 

do ATP para o transporte de vários substratos, tais como aminoácidos, esteróides, 

proteínas, fosfolipídios e diferentes íons e ânions (170). Alguns desses transportadores 

também estão envolvidos no fenômeno de resistência a múltiplas drogas em células 

tumorais, por extrusão de drogas anticâncer, para fora da célula e resistência 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 exclusão do mesmo para o meio extracelular. Hossein Ardehali e 

colaboradores demonstraram que a diminuição da expressão de mRNA do transportador 

mABC1, um membro da família ABC envolvido da resistência ao estresse oxidativo, 

promove um aumento do número 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 comparação às células com expressão normal para o 

transportador (170). Poderíamos então levantar a hipótese que hepatócitos de rato isolados 

com colagenase apresentam uma captação basal do corante azul de tripan e por alguma 

modificação na expressão ou na sequência dessas proteínas 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 viáveis, com capacidade 

metabólica e com integridade de membrana. Contudo, é preciso realizar experimentos que 

possam dar base para essa hipótese. 

Com o objetivo de minimizar os possíveis danos às células durante o processo de 

isolamento de hepatócitos com colagenase, optamos por testar um outro reagente de 

dissociação enzimática. O reagente TrypLE ™ Express 1X é uma enzima recombinante, 

utilizada para dissociar vários tipos de células aderentes de mamíferos (171, 172). É uma 

enzima alternativa à tripsina de origem animal, que promove a clivagem de ligações 

peptídicas na região C-terminal da lisina e da arginina, mas com uma maior especificidade 

do que preparações de tripsina de origem animal. Uma das razões para a substituição da 

tripsina de origem animal pela tripsina recombinante em aplicações farmacêuticas e na 

medicina alternativa por exemplo, é o fato de que proteínas derivadas de animais podem 

ser uma fonte de vírus de mamíferos (171, 173). Mesmo que haja uma etapa de inativação 

viral, para a maioria dos processos de purificação de biofármacos, alguns vírus de origem 

bovina ou suína podem ser resistentes ao protocolo de purificação. Além disso, algumas 

vacinas de vírus vivos não podem ser submetidas a um passo de inativação viral. A 

contaminação de duas vacinas pediátricas aprovadas contra o rotavírus, com sequências de 

DNA viral suíno, foi posteriormente atribuída à utilização de tripsina nos bancos de células 

usadas para a fabricação das vacinas. Uma vez que esse vírus suíno não é conhecido por 

ser infeccioso para os seres humanos, as vacinas permanecem no mercado (174).  

As enzimas alternativas à tripsina de origem animal da linha TrypLE ™ são produtos 

da Life Technologies. Esses produtos são 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 suína, 

como a estabilidade à temperatura ambiente e o fato de não ser necessário utilizar um 

inibidor de protease para extinguir a atividade do TrypLE, após dissociar a célula do 

substrato (Howard, 2014). 

 Essa outra metodologia de isolamento de hepatócitos de rato, utilizando o TrypLE 

™ Express 1X, nos permitiu isolar células do fígado com alta viabilidade, refringentes ao 

microscópio e negativas para o corante azul de tripan como demonstrado na figura 4.14. A 

marcação com corantes fluorescentes confirmou a integridade da membrana. Além 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 dissociação para a obtenção de células 

viáveis em protocolos de isolamento de hepatócitos de rato. 

Trabalhos sugerem a utilização de outra enzima recombinante substituinte da 

tripsina, a TrypZean™, fabricado pela empresa Sigma-Aldrich no processo de isolamento 

de células epiteliais multipotentes de membrana amniótica placentária e de  células-tronco 

derivadas do estroma da medula óssea humana (175, 176). Carvalho et al., 2011 

recomendam adotar as enzimas TrypZean™ or TrypLE Express™ na obtenção de 

linhagens de células-tronco derivadas do estroma do tecido adiposo (173).  

Além da otimização do processo de isolamento celular, a criopreservação é uma 

etapa crucial para o desenvolvimento de terapias com células vivas, uma vez que permite a 

preservação celular por tempo indeterminado e a disponibilidade de células suficientes 

para o transplante. Além disso, o desenvolvimento de técnicas eficazes de criopreservação 

para a criação de bancos de células hepáticas é fundamental para a aplicação e expansão 

desse procedimento terapêutico. Tendo em vista que o processo de congelamento leva à 

diminuição da viabilidade e da função celular é preciso melhorar os protocolos de 

criopreservação para que possam minimizar tais efeitos.  

Vários protocolos de criopreservação de hepatócitos são atualmente descritos na 

literatura. Entretanto, ainda não há um consenso de um protocolo bem estabelecido (125, 

126, 135, 177). Hepatócitos são muito sensíveis às lesões do processo de congelamento e 

descongelamento, suas função normalmente são prejudicadas ou perdidas durante a 

criopreservação (156).  

Açúcares como sacarose e trealose têm sido utilizados como estratégias de 

criopreservação para diversos tipos celulares, como leveduras e células vegetais, visto que 

são capazes de interagir com a membrana plasmática minimizando os danos osmóticos e 
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físicos gerados durante o congelamento. Outro fator bastante importância no uso desses 

compostos associados à solução de criopreservação é o fato de estarem presentes em 

grandes concentrações em animais submetidos a temperaturas extremamente baixas, um 

fenômeno que ocorre de forma natural como estratégia de sobrevivência. Curiosamente, 

alguns indivíduos chegam a perder cerca de 99% de água e sobrevivem a longos períodos 

em estado de dissecação devido a sua capacidade de acumular osmolitos, principalmente 

trealose (142, 178). De forma semelhante às funções propostas da trealose no processo de 

anidrobiose em animais, a presença do açúcar durante o congelamento pode auxiliar na 

proteção das membranas e das proteínas, atuando na estabilidade das estruturas celulares 

ou até mesmo auxiliando no processo de vitrificação (179). Associado a isso, ao adicionar 

crioprotetores não-tóxicos, como os compostos descritos na tabela 1.7 ao meio de 

criopreservação, é possível reduzir a concentração de compostos tóxicos como o DMSO, 

que podem contribuir para a perda da viabilidade após o descongelamento (180). 

Diversos mecanismos são responsáveis pelos danos a hepatócitos durante o processo 

de congelamento e de descongelamento, como o stress oxidativo, a lesão mecânica pela 

formação de cristais de gelo, a lesão osmótica e a activação da caspase-3 com apoptose 

(181, 182). Para minimizar tais problemas, diversas alternativas têm sido propostas e 

estudadas. Tais estratégias envolvem a adição de dissacarídeos, de inibidores de caspases e 

de antioxidantes ao meio de criopreservação, visando diminuir os efeitos das crio-lesões 

(120, 135, 183, 184). Além disso, a adição e remoção destes ACP são processos complexos 

associados com o choque osmótico prejudicial para as células. Por isso a grande 

importância de desenvolver meios livres de ACP ou na presença CPAs não tóxicos para a 

criopreservação e armazenamento de vários tipo de células (180). 

De forma semelhante ao que ocorre em hepatócitos, a principal causa para a perda da 

viabilidade com células-tronco embrionárias humanas após o congelamento lento é a 

apoptose induzida pelo processo de congelação-descongelação (185). Os autores 

descrevem que a apoptose é induzida por ativação tanto de caspase-8, através a via 

extrínseca, e caspase-9, através da via intrínseca, durante a criopreservação (185). Dados 

pré-clínicos também sugerem que a ativação de caspases durante os processos de 

congelamento e descongelamento podem induzir a apoptose e, consequentemente, 

contribuir para criolesão em enxertos para transplante (186). Portanto, o uso de inibidores 

de caspases em combinação com outros agentes crioprotetores não tóxicos, como a trealose 

podem atuar de forma protetora às células durante o armazenamento a longo prazo de 

células vivas, o que é crítico para o sucesso das estratégias de engenharia de tecidos (180, 

186). A adição do dissacarídeo, trealose associado ao antioxidante (catalase) e inibidor de 
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caspase (ZVAD-fmk) em soluções de criopreservação de células tronco derivadas do 

fluido amniótico, reduzem a concentração padrão de 10% (v/v) de DMSO para  5% (v/v) 

ou 2,5% (v/v)  (180). 

Rodrigues et al (2008) sugere que a adição de dissacarídeos, como trealose à solução 

de criopreservação, possibilita a diminuição da concentração de DMSO para um volume 

final de 2,5% e de 5% com sacarose em células hematopoéticas. Hepatócitos humanos 

criopreservados em solução com 10% de DMSO associado à 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 não somente protetor quando adicionado à solução de 

criopreservação, como também um efeito preventivo às criolesões. Stokich et al. 

demonstraram que células HepG2 quando submetidas a uma  pré-incubação de 24 horas 

com 100 mM de trealose antes do congelamento em 10% de DMSO, apresenta um 

aumento de 400% na viabilidade celular após o descongelamento. Dessa forma, a trealose 

parece estar diretamente relacionada com a proteção de células submetidas ao 

congelamento em baixas temperaturas, auxiliando na manutenção da viabilidade e até 

mesmo na funcionalidade celular após o descongelamento. Assim como a trealose, outros 

açúcares parecem estar envolvidos nesse processo de proteção às lesões durante a 

criopreservação. Aghdai et al., 2013 apresentou dados favoráveis quanto à utilização da 

frutose no meio de criopreservação de hepatócitos 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 formação de nicotinamida-adenina-dinucleotídeofosfato (NADPH) 

para reestabelecer os níveis de glutationa (GSH). Esse evento reduz a geração de espécies 

reativas de oxigênio refletindo diretamente na viabilidade das células (135). A incubação 

de hepatócitos de rato com glicose (100-300 mM), frutose (100-300 mM)  ou ácido α-

lipóico antes do congelamento melhora a viabilidade, a eficiência de fixação das células 

em cultura e a redução de LDH pós-descongelamento (188). A frutose também tem sido 

sugerida como possível aditivo à solução de digestão enzimática no processo de isolamento 

de hepatócitos como mecanismo preventivo às lesões geradas durante a obtenção das 

células. A adição desse substrato possibilitaria a recuperação de energia dos hepatócitos 

após o estresse por isquemia e reperfusão durante o isolamento das células a partir de 

amostras de tecidos (30, 188). 

Esse trabalho avaliou o potencial crioprotetor de açúcares envolvidos no processo de 

anidrobiose em animais, como a sacarose, a glicose, a trealose e o glicerol. Entretanto, 

dentre as soluções de açúcares avaliadas, apenas a solução de trealose 0,2 M na ausência 
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de DMSO apresentou um potencial crioprotetor superior à solução de DMSO a 5%. Esse 

resultado merece destaque, visto que estudos com infusão de células tronco hematopoéticas 

criopreservadas em DMSO descrevem diversos efeitos associados a este crioprotetor, em 

pacientes submetidos ao transplante. Tais efeitos envolvem sedação, vômito, hipertensão, 

bradicardia, hemólise intravascular, choque anafilático e hiperosmolalidade. Descrevem 

ainda, que esses efeitos são mais evidentes em crianças, devido ao baixo peso corporal 

associado ao potencial tóxico dose dependente (119, 189). Com isso, a solução de 0,2 M de 

trealose na ausência do DMSO é um dado importante para a terapia celular com células 

hepáticas, frente aos efeitos colaterais já apresentados e a toxicidade do DMSO. Embora o 

tempo de criopreservação tenha sido curto (7 dias) demonstramos que esse feito se repete 

até 1 mês de criopreservação. Porém, pretendemos analisar tempos maiores de 

congelamento como, por exemplo, de 6 meses a 1 ano, visto que as amostras estão 

criopreservadas em nosso laboratório. As contribuições desse trabalho para a 

criopreservação de hepatócitos de rato podem ser observadas na tabela 5.1 e na figura 5.1. 

Durante toda a apresentação deste trabalho ficou claro a grande necessidade de 

caracterizar e de desenvolver com qualidade todos os procedimentos envolvidos desde a 

obtenção de hepatócitos, sejam de rato, ou humanos,  até o descongelamento das células. A 

criação de bancos de células bem estruturados está relacionada diretamente com o avanço 

de tecnologias e terapias utilizando células e tecidos. A disponibilização desses materiais 

em centrais de distribuição permitirá o desenvolvimento e o tratamento para diversas 

doenças que sejam relacionadas à perda da função hepática ou doenças degenerativas. Para 

que a aplicação dessas abordagens emergentes se torne possível na clínica é fundamental a 

manutenção da qualidade com quantidade desses materiais, para que possam atender a um 

número ilimitado de pacientes.  

 

Tabela 5.1. Contribuição deste trabalho para a criopreservação de hepatócitos de rato. 

Hepatócitos 
%Viabilidade 

Azul de tripan 
MTT 

Recém isolados (Frescos) 90,6±2,7% 100% 

Criopreservados em 

5%DMSO 
75,9±2,% 76,2±3 

Criopreservados com 

0% de DMSO + 0,2M de 

Trealose 

84,5±1,9% 82,8±2,1 
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Figura 5.1. Resultados gerais de isolamento e criopreservação de hepatócitos de rato. Neste 

trabalho sugerimos a utilizaçãode uma enzima alternativa à tripsina como agente de dissociação das 

células do parêncquima hepático. O reagente Tryple Express 1X permitiu a obtenção de hepatócitos 

não marcados para o corante azul de tripan e apresentou dados favoráveis quanto à viabilidade 

analisada por outras técnicas. Após esse processo, ficou claro que a criopreservação celular com 

0,2M de trealose atingiu um potencial crioprotetor superior às células criopreservadas na presença 

do ACP DMSO. Assim, sugerimos um novo protocolo de isolamento e de criopreservação de 

hepatócitos de rato para terapia celular. 
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CAPÍTULO VI 

CONCLUSÕES 

 

 

Esse trabalho apresentou resultados positivos quanto ao processo de isolamento de 

hepatócitos de rato com uma enzima alternativa à colagenase, classicamente utilizada na 

dissociação do parênquima hepático. Ficou claro que a enzima colagenase promove um 

artefato durante o processo de isolamento que não nos permitiu avaliar a viabilidade por 

exclusão do azul de tripan. A explicação para tal evento ainda permanece em aberto. Para 

que possamos sugerir uma possível explicação, será necessário investigarmos 

experimentalmente algumas hipóteses. Entretanto, esse artefato que ocorreu com o azul de 

tripan não inviabiliza as células quanto ao metabolismo celular avaliado pelo ensaio de 

MTT e a integridade de membrana demonstrada pela detectação de LDH no meio 

extracelular. Neste trabalho sugerimos a utilização de uma enzima alternativa à tripsina 

como agente de dissociação das células do parêncquima hepático. O reagente Tryple 

Express 1X permitiu a obtenção de hepatócitos não marcados para o corante azul de tripan 

e apresentou dados favoráveis quanto à viabilidade analisada por outras técnicas. Após 

esse processo, demonstramos que a presença de 0,2 M de tralose e a ausência do DMSO na 

solução de congelamento foi capaz de aumentar a viabilidade celular em aproximadamente 

8%, quando comparada às células criopreservadas em 5% de DMSO. O resultado obtido é 

de grande importância para terapia celular, pois demonstramos que foi possível 

criopreservar hepatócitos de rato na ausência do DMSO, que pode ser tóxico. Embora, os 

dados tenham sido obtidos em células de rato, podemos analisar e testar futuramente esse 

protocolo para células humanas ou células de porcos transgênicos. A Ausência do DMSO 

no meio de criopreservação é de grande importância em tratamentos com transplantes de 

células, permitindo a infusão de hepatócitos em pacientes com doenças do fígado sem 

expor tais indivíduos ao potencial tóxico e aos efeitos colaterais dessa substância. Assim, 

sugerimos um novo protocolo de isolamento e de criopreservação de hepatócitos de rato 

para estudos de terapia celular de doenças hepáticas, metabolismo de drogas e 

xenotransplantes.  

Com isso, futuramente iremos realizar os protocolos de isolamento e criopreservação 

padronizados neste trabalho para amostras de tecidos humanos, visando avanços futuros na 

terapia celular para pacientes com doenças hepáticas. 
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