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INSTITUTO OSWALDO CRUZ 

Transplante Hepatocitário: Uma Alternativa Terapêutica para a 

Insuficiência Hepática Aguda 

 RESUMO       

 TESE DE DOUTORADO 

Liana Monteiro da Fonseca Cardoso 

Dentre as doenças hepáticas que acometem o fígado, a insuficiência hepática aguda 
(IHA) destaca-se pela rápida perda da função hepática, com um alto índice de 
mortalidade que, em alguns estudos clínicos, pode chegar a 80%. A causa mais 
comum de IHA no Brasil é a hepatite viral, seguida pela hepatite medicamentosa e 
intoxicação exógena. Embora existam terapias visando o tratamento de IHA, o 
transplante hepático ainda é a única opção terapêutica definitiva para pacientes com 
doença hepática terminal. No entanto, a escassez de órgãos para o transplante impõe 
limitação ao número de pacientes beneficiados. Consequentemente, um grande 
número de pacientes permanece nas filas de espera, contribuindo para elevar o índice 
de mortalidade. Alguns procedimentos para estender o número de pacientes 
beneficiados com transplantes têm sido realizados, dentre eles podemos citar o 
transplante inter-vivo e o transplante hepático dominó. Vale ressaltar que, tais 
alternativas ainda são insatisfatórias quando relacionadas com o número de pacientes 
que precisam do transplante. Assim, a proposta do transplante hepatocitário pode 
melhorar a qualidade de vida até o transplante ou mesmo levar à recuperação 
espontânea do paciente. Contudo, o maior desafio para a ampla aplicação clínica 
desse método é a disponibilidade de quantidade, com qualidade suficiente das células do 
fígado para o transplante. Uma possível solução seria a utilização de fígados 
rejeitados para o transplante, associado à otimização dos processos de isolamento, e 
de criopreservação de hepatócitos provenientes desses órgãos. Nesse contexto, o 
presente trabalho propõe uma caracterização geral, em modelo experimental, de 
protocolo para terapia celular baseada na coleta de populações de células hepáticas 
de órgãos rejeitados para o transplante ortotópico, associado à otimização da 
criopreservação para a criação de bancos de células com vistas ao futuro tratamento 
de IHA. Para isso, neste trabalho, desenvolvemos um modelo químico de IHA 
utilizando uma dose única de 400 mg/Kg de acetaminofeno i.p. E um modelo de 
macroesteatose, doadores de células submetidos a uma dieta deficiente em metionina 
e colina. Nossos resultados demonstraram que é possível realizar a separação entre 
os hepatócitos com altos níveis de esteatose das células com pouca ou nenhuma 
vesícula lipídica utilizando dois processos de centrifugação. Além disso, a terapia 
celular com a infusão de hepatócitos, apresentaram um leve aumento na sobrevida, 
com diminuição das enzimas hepáticas AST e ALT além do aumento da produção de 
albumina quando comparado ao grupo dos animais que não foram submetidos à 
terapia celular. Para a otimização da criopreservação, utilizamos algoritmos de 
machine learning como ferramenta de previsão às melhores condições de 
congelamento para hepatócitos murinos.  
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INSTITUTO OSWALDO CRUZ 

HEPATOCYTE TRANSPLANTATION: A THERAPEUTIC ALTERNATIVE FOR 

ACUTE LIVER FAILURE 

ABSTRACT 

DOCTORAL THESIS  

Liana Monteiro da Fonseca Cardoso 

Among the liver diseases that affect the liver, acute liver failure (ALF) stands out for the 
rapid loss of liver function, with a high mortality rate that can reach 80% in some clinical 
studies. The most common cause of ALF in Brazil is viral hepatitis, followed by drug 
hepatitis and exogenous intoxication. Although there are therapies aimed at treating 
HAI, liver transplantation is still the only definitive therapeutic option for patients with 
terminal liver disease. However, the shortage of organs for transplantation imposes 
limitations on the number of patients benefited. Consequently, a large number of 
patients remain in the queues, contributing to increase the mortality rate. Some 
procedures to extend the number of transplant recipients have been performed, 
including inter-vivo transplantation and domino liver transplantation. It is noteworthy 
that such alternatives are still unsatisfactory when related to the number of patients 
who need the transplant. Thus, the proposed hepatocyte transplant can improve the 
quality of life until transplantation or even lead to spontaneous recovery of the patient. 
However, the biggest challenge for the wide clinical application of this method is the 
availability of sufficient quality of liver cells for transplantation. A possible solution 
would be the use of rejected livers for transplantation, associated with the optimization 
of isolation processes, and cryopreservation of hepatocytes from these organs. In this 
context, the present work proposes a general characterization, in an experimental 
model, of a protocol for cell therapy based on the collection of liver cell populations 
from rejected organs for orthotopic transplantation, associated with the optimization of 
cryopreservation for the creation of cell banks aiming at future treatment for ALF. 
Therefore, in this work, we developed a chemical model of ALF using a single dose of 
400 mg/kg of acetaminophen i.p. It is a macrosteatosis model, donors of cells 
undergoing a methionine and choline deficient diet. Our results demonstrated that it is 
possible to separate hepatocytes with high levels of steatosis from cells with little or no 
lipid vesicle using two centrifugation processes. In addition, cell therapy with 
hepatocyte infusion showed a slight increase in survival, with decreased liver enzymes 
AST and ALT in addition to increased albumin production when compared to the group 
of animals that did not undergo cell therapy. For the optimization of cryopreservation, 
we used machine learning algorithms as a tool to predict the best freezing conditions 
for murine hepatocytes. 
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Introdução 

 
2 

1.1. O FÍGADO HUMANO 

O fígado é um órgão que executa um conjunto complexo de mais de 500 

funções, desempenhando um papel fundamental na manutenção da homeostase 

corporal. Esse órgão é responsável pelo metabolismo, síntese, armazenamento e 

redistribuição de nutrientes, incluindo o metabolismo de carboidratos, lipídios, 

aminoácidos e vitaminas (1, 2). Além disso, o fígado realiza a síntese de proteínas 

do complemento e de fase aguda, produção de albumina, bilirrubina, enzimas 

microssomais e citoplasmáticas, lipoproteínas e ácidos biliares bem como a 

produção dos fatores de coagulação. É o principal órgão desintoxicante do corpo, 

removendo os xenobióticos pela conversão metabólica e excreção biliar  (3). 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 encontra-se protegido pela caixa toráxica (figura 1.1 A) e mantém a 

sua posição anatômica através de ligamentos (4, 5). São eles: o ligamento 

falciforme que liga o fígado à parede abdominal anterior e os ligamentos coronário 

anterior e posterior, que o sustentam na face inferior do diafragma (figura 1.1 B). 

Embora não sejam verdadeiros ligamentos, esses anexos são avasculares e 

estão em continuidade com a cápsula de Glison ou o equivalente ao peritônio 

visceral do fígado. 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 (6, 7). É um órgão muito vascularizado e em repouso recebe até 30% de 

sangue total por minuto, mais do que qualquer outro órgão. Assim, o volume total 

de sangue no corpo humano circula pelo fígado aproximadamente 360 vezes por 

dia (5). O fígado 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. Este sangue origina-se do estômago, em todo percurso do trato 

gastrointestinal, do reto e do baço, e contém grandes concentrações de antígenos 

de componentes dietéticos e produtos de bactérias intestinais, tal como a 

endotoxina lipopolissacarídeo (LPS). A artéria hepática recebe de 20% a 25% do 

suprimento de sangue, fornecendo sangue rico em oxigênio. O sangue que deixa 

o fígado é drenado para a veia cava inferior através das veias hepáticas (4, 5).  
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Figura 1.1 Localização anatômica e aparência externa do fígado humano. Em A, a figura ilustra a 

relação anatômica do fígado com outros órgãos como, a vesícula biliar, o estômago, o pâncreas e o 

intestino. Em B, visão anterior do fígado ilustrando o ligamento falciforme, na superfície do diafragma, 

que divide o fígado em lobo direito e esquerdo; o ligamento coronário que sustenta o órgão na face 

inferior do diafragma; o ligamento redondo, que é o resíduo ocluso da veia umbilical fetal. Na letra C, 

a visão posterior do fígado ilustrando os quatro lobos, são eles: lobo esquerdo e direiro, lobo caudado 

e lobo quadrado. Além disso, a tríade portal, formada por ramos da veia porta hepática, artéria 

hepática, da e do ducto biliar. As figuras foram criadas e modificadas com imagens disponíveis na 

internet. 

 

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

são as unidades estruturais e funcionais do fígado e apresentam uma arquitetura 

hexagonal multicelular, formada por cordões de hepatócitos orientados em 

direção à veia centrolobular (ou veia central), separados por capilares sanguíneos 

fenestrados denominados sinusóides, como ilustrado na figura 1.2 A e B (2, 8).  

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 

(8, 9). Os sinusóides podem ser considerados como uma rede de capilares 
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envolvidos por células endoteliais fenestradas e dessa forma, são projetados para 

permitir a transição facilitada de moléculas e mediadores celulares entre os 

sinusóides e os hepatócitos. Além disso, são povoados por macrófagos 

residentes, as células de Kupffer (CK). Existe ainda um pequeno espaço entre o 

revestimento de células endoteliais e a membrana apical dos hepatócitos 

denominada Espaço de Disse, como representado na figura 1.2 C e 1.3 (10). 

 

 

Figura 1.2. Estrutura do fígado. (A,B) O fígado exibe uma estrutura hexagonal que consiste 

em unidades repetidas de tecidos funcionais, os lóbulos hepáticos. Dentro de um lóbulo, o 

sangue oxigenado entra através dos ramos da artéria hepática e da veia porta e flui em vasos 

sinusoidais especializados em direção à veia central. A bile, que é produzida e excretada pelos 

hepatócitos, flui na direção contrária em direção ao ducto biliar intra-hepático. (B) 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. (C) em maior aumento, a região que compreende os hepatócitos e 

o lúmem sinusoidal, ilustrando os outros tipos celulares encontrados nos sinusóides e no 

espaço de disse. Ao lado, na letra D, um corte histológica corado em HE ilustrando a veia 
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central (C), rodeada pelos cordões de hepatócitos (H) e a tríade portal, representada pela veia 

porta hepática (VP), pelo canalículo biliar (CB) e pela artéria hepática (AH).  Figura criada com 

imagens disponíveis na internet. 

 

Em 1954, Rappaport e colaboradores descreveram as unidades funcionais 

do parênquima hepático como ácinos hepáticos (os lóbulos hepáticos), regiões 

ricas em hepatócitos. Os ácinos são divididos em três zonas ou regiões: zona I – 

zona periportal, mais próxima aos ramos portais; zona II - zona intermediaria; 

zona III – zona próxima á veia central também conhecida como a zona 

perivenosa, pericentral ou centrilobular (9). Na unidade acinar, a microcirculação 

hepática é realizada por capilares sanguíneos terminais da veia porta e da artéria 

hepática, os quais são responsáveis por conduzir o suprimento sanguíneo aos 

cordões hepatocitários, sinusóides, células estreladas (ou células de ito), linfócitos 

e células Natural Killer (NK) até a veia centrolobular, como representados 

esquematicamente A falência na circulação sanguínea intra-hepática esta 

relacionada, de maneira geral, a uma extensa área de lesão tecidual causada por 

substancias hepatotóxicas, infecções virais, isquemia e lesão por reperfusão (10, 

11).  

 

Figura 1.3. Ilustração microanatômica da localização das células do fígado no lóbulo 

hepático em condição saudável: cordões de hepatócitos; células endoteliais sinusoidais; 
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células de kupffer e células estreladas. Além disso, o esquema mostra o espaço de Disse 

que separa os hepatócitos dos sinusóides do fígado. O endotélio dos sinusóides hepáticos 

é descontinuado (fenestrado) formado por uma camada de células endoteliais sinusoidais 

hepáticas. Essas células agem como células de limpeza e formam uma barreira física de 

filtragem entre o sangue sinusoidal e o plasma (12). As células de Kupffer são macrófagos 

residentes, que estão ligados à camada de células endoteliais sinusoidais. Por fim, as 

células estreladas hepáticas estão localizadas no espaço subendotelial de do espeço de 

Disse e desempenham um papel vital na fibrogênese. Modificado de Bogdanos et al. 2014.  

 

O fígado apresenta uma grande diversidade celular e o principal tipo de 

célula hepática responsável pela maioria dessas funções supracitadas é a célula 

parenquimatosa, ou hepatócito, que constitui aproximadamente 80% das células 

do fígado. Os outros 20% da população celular compreendem as células não 

parenquimatosas, que incluem as células endoteliais (LSECs), as células de 

Kupffer (CKs), os linfócitos residentes e as células estreladas (HSCs ou células de 

Ito) (figura 1.4) (11).  

 

 

Figura 1.4. Composição celular do fígado. Os números indicam a frequência estimada de cada 

população em relação ao número total de células parenquimatosas e não parenquimatosas no 

fígado. O principal tipo de célula que compõe o fígado são as células parenquimatosas ou 

hepatócitos. Esse tipo celular representa cerca de 80% da população total de células hepáticas. 

Os outros 20% compreendem as células não parenquimatosas, que incluem células endoteliais, 

células kupffer, leucócitos e células estreladas (ou células de Ito). Modificado de Bogdanos et 

al.2013. 
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As células endoteliais compõem a maioria das células não parenquimais e 

revestem os vasos circulatórios intra-hepáticos, ou sinusóides, que fornecem uma 

grande área de superfície para a absorção de nutrientes. LSECs expressam 

moléculas que podem promover a captação de antígenos, incluindo o receptor de 

manose e moléculas de apresentação de antígenos, incluindo o Complexo 

Principal de Histocompatibilidade (HLA) de classe I e II e as moléculas 

coestimuladoras CD40, CD80 e CD86 (4, 9).  As Células de Kupffer, os 

macrófagos residentes do fígado, desempenham um papel crítico na resposta 

imune inata, sua localização no sinusóide hepático permite que elas fagocitem 

eficientemente os patógenos que entram na circulação portal ou arterial. Elas 

desempenham, dessa forma, um importante papel anti-inflamatório, impedindo 

que essas substâncias imunorreativas derivadas do intestino atravessem para os 

sinusóides hepáticos (7). Os linfócitos fazem parte do sistema imunológico que 

reside no fígado e assim, auxiliam a resistir á infecções. São encontrados 

espalhados por todo o parênquima, bem como nos tratos portais. Em média, um 

fígado humano contém uma população de aproximadamente 1010 células linfóides, 

que incluem as subpopulações de células linfóides do sistema imune inato 

(células NK e NKT) e adaptativo (células T e B). As células estreladas hepáticas 

têm várias funções, incluindo o armazenamento de vitamina A e produção da 

matriz extracelular. Em condições normais, controlam o fluxo sanguíneo através 

do sistema sinusoidal, enquanto em condições patológicas e após a exposição a 

vários estímulos inflamatórios parecem diferenciar-se em miofibroblastos. Eles 

então secretam inibidores das metaloproteinases da matriz tecidual, depositam 

colágeno e geram tecido fibroso levando à fibrose hepática (13, 14). Cabe 

ressaltar que todos esses tipos celulares, ilustradas na figura 1.5, são ativados 

por lesão hepática (15). 
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Figura 1.5. Células que compõe o fígado. Incluindo hepatócitos (HEP), células epiteliais 

sinusoidais hepáticas (LSEC), células de Kupffer (KC), células estreladas hepáticas (HSC) e 

sub-populações de células linfóides. NK, naturais Killer; NKT, células T naturais Killer; DC, 

célula dendríca; Treg, célula T regulatórias. 

 

Essa gama de funções altamente metabólicas desempenhadas pelo fígado 

bem como sua localização anatômica singular geram um conjunto diversificado de 

injúrias metabólicas, tóxicas, microbianas, inflamatórias e neoplásicas ás células 

hepáticas e resultam em lesões e doenças no fígado (figura 1.6). Assim, levando 

á alterações morfológicas e funcionais descaracterizando o tecido hepático e 

promovendo perda funcional crônica ou aguda. Além disso, uma característica 

comum dessas lesões é a ativação da morte celular por diversos mecanismos 

(p.ex. apoptose ou necrose) das células hepáticas, em especial os hepatócitos 

(16). Recentemente, uma nova forma de necrose “programada” (necroptose) tem 

sido descrita. Porém, o papel da necroptose no fígado ainda não foi muito 

explorado. A morte celular por necrose no fígado está geralmente associada à 

lesão aguda como, por exemplo, lesões por isquemia e reperfusão. A morte 

maciça por necrose dos hepatócitos leva à perda da função hepática, gerando um 

quadro de Insuficiência Hepática Aguda (IHA) (2, 16). 
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Figura 1.6. Diversos tipos de lesões às células hepáticas. Devido à sua gama de funções, 

principalmente metabólicas, e localização anatômica singular, o fígado é exposto a uma infinidade de 

toxinas e xenobióticos, incluindo medicamentos e álcool, bem como a infecção por vírus 

hepatotrópicos e, portanto, é altamente suscetível a lesões teciduais. 

 

 
1.1.1. Imunidade e tolerância imunológica no fígado 

 

Órgãos como o timo, linfonodos e baço são órgãos linfóides "clássicos". No 

entanto, outros órgãos, como o intestino e o fígado, consistem de células cuja 

função primária pode não ser imunológica, mas ainda assim podem realizar 

tarefas imunes essenciais (3).  

O fígado humano recebe aproximadamente 1,5 litros de sangue a cada 

minuto do trato gastrointestinal pela veia porta e da circulação sistêmica pela 

artéria hepática. Esse suprimento de sangue carrega uma carga massiva 

antigênica proveniente da dieta, aos quais o sistema imune hepático precisa 

permanecer tolerante. Ao mesmo tempo, o sistema imune hepático precisa ser 

capaz de responder a uma variedade de vírus, bactérias e parasitas, além de 

células metastáticas que frequentemente chegam de outros locais do corpo para 

o fígado (3, 17). A necessidade de regulação da imunidade, ou tolerância, no 

fígado é fornecida por uma abundância de células imunossupressoras, citocinas e 

ligantes no fígado, garantindo que produtos patogênicos (como o 

lipopolissacarídeo bacteriano) e antígenos que são encontrados no fígado não 

sejam capazes de estimular respostas imunes. A perda da tolerância hepática 
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conduz a fenômenos autoagressivos que, se não forem controlados por 

populações linfóides reguladoras, podem levar à indução de doenças hepáticas 

autoimunes (18, 19). O fígado humano tem uma população de linfócitos 

normalmente residente no trato portal, mas também espalhados pelo parênquima 

(20-22).  

Esse papel do sistema imune hepático predominantemente tolerogênico foi 

mostrado pela primeira vez em 1969 por Calne e colaboradores após descobrirem 

que os aloenxertos de fígado suíno com antígenos incompatíveis com o complexo 

principal de histocompatibilidade (MHC) foram frequentemente aceitos na 

ausência de imunossupressão (23). Em camundongos, os aloenxertos hepáticos 

são aceitos indefinidamente através das barreiras do MHC sem terapia 

imunossupressora (24).  Essa 'tolerância operacional' também ocorre na clínica, 

em aproximadamente 20% receptores de aloenxerto de fígado humano que 

tiveram todos os agentes imunossupressores intencionalmente retirados (25-27). 

Parece que o fígado, por sua vez, adquiriu mecanismos especializados de 

tolerância imunológica e com isso obteve a capacidade de evitar a superativação 

da resposta imune inata e adaptativa. 

As células hepáticas não parenquimais responsáveis pelas propriedades 

tolerogênicas do fígado são as células dendríticas residentes (DCs), células 

endoteliais sinusoidais hepáticas (LSECs), células de Kupffer (CKs), bem como as 

células estreladas hepáticas (HSCs), também conhecidas como células Ito. Essas 

células medeiam a imunossupressão pela produção de citocinas antiinflamatórias, 

como IL-10 (interleucina 10) e TGF-beta (fator de crescimento transformador), 

bem como pela expressão do co-estimulador negativo para ativação de células T, 

o PD-L1 (ligante-1 de morte celular programado). Finalmente, os hepatócitos 

também contribuem para a tolerância no fígado por baixa expressão de moléculas 

de MHC de classe II, e altos níveis da molécula inibidora PD-L1 (28).  
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1.2. ANATOMIA E COMPOSIÇÃO DO FÍGADO DE CAMUNDONGOS 

 

Nesta Tese, trabalhamos com dois modelos experimentais de camundongos 

para testar a nossa hipótese do transplante hepatocitário. Dessa forma, 

descreveremos brevemente a anatomia do fígado de camundongo. 

Os pesos dos fígados de roedores variam de acordo com a espécie e a 

linhagem, mas tipicamente estão na faixa de 2 a 3 g (3 a 5% do peso corporal) em 

camundongos e 4 a 5g (2 a 3% do peso corporal) em ratos. Em relação à 

porcentagem da massa corporal total, o fígado de camundongos é mais 

proeminente do que o de ratos ou humanos. Assim, a maior proporção do volume 

da cavidade abdominal em camundongos é ocupada pelo fígado. Em roedores, o 

fígado abrange a maior parte ou toda a região subdiafragmática como ilustrado na 

figura 1.7 A em camundongos, enquanto que, em humanos, é restrito ao 

quadrante abdominal superior direito, como demonstrado anteriormente na figura 

1.1 A. O fígado do camundongo compreende quatro lobos: lobo direito, lobo 

esquerdo, lobo mediano e lobo caudado (figura 1.7 B). A literatura mais antiga 

designa lobos direito e esquerdo como lateral direito e lateral esquerdo, mas 

essas nomenclaturas redundantes são omitidas nas classificações mais recentes. 

Em roedores, o lobo direito tem um septo transversal que quase o divide, levando 

à subclassificação por alguns dos lobos direito (anterior) e caudal direito 

(posterior). O lobo mediano encontra-se mais ventralmente e é o primeiro 

encontrado quando a cavidade abdominal é visualizada a partir do aspecto ventral 

usual. No camundongo, tem duas asas piriformes simétricas conectadas por um 

estreito istmo central abaixo, que se projeta para o saco ventral cego da vesícula 

biliar (Fig. 1.7 B). O lobo esquerdo é o maior e é um local frequente de 

amostragem para histologia e outras análises. O lobo caudado é pequeno e tem 

dois segmentos distintos em forma de orelha (29).  

Para manter sua posição anatômica como em humanos, o fígado de 

camundongo também apresenta ligamentos. Entretanto, os ligamentos 

abdominais que atravessam e distintamente delineiam os lobos do fígado humano 

não são tão evidentes em roedores (29).  Na superfície dorsal, o lobo mediano 

esquerdo e o lobo esquerdo são fixados no diafragma pelo ligamento coronário e 

pelo ligamento triangular, respectivamente. De acordo com a literatura, os 

camundongos não apresentam ligamentos para estabilizar o lobo mediano e 
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lateral direito. Entretanto, permanecem bem fixados e estabilizados pelos 

ligamentos existentes.  No lado direito, apenas o processo caudado é fixado no 

rim direito pelo ligamento hepatorenal ventralmente, possuem o ligamento 

falciforme e o ligamento redondo (ligamento teres) também encontrados em 

humanos (30). 

 

Figura 1.7. Posição anatômica e anatomia do fígado de camundongoo. (A) O fígado de 
camundongo abrange todo o espaço subdiafragmático do abdome e não possui ligamentos superficiais 
proeminentes. (B) visão anterior e posterior do fígado em camundongos, ilustrando os quatro lobos 
hepáticos (esquerdo, direito, mediano e caudado), a vesícula biliar e o istmo central do lobo mediano. 
Imagem modificada de Arlin B. Rogers, Renee Z. Dintzis 2018. 

 

Estudos utilizando microscopias de luz e eletrônica e de técnicas de 

imunocitoquímica quantitativa demonstraram que a organização histológica geral 

do fígado de camundongos é semelhante ao fígado de outras espécies de 

mamíferos, incluindo o homem (31). A arquitetura hepática desses animais é bem 

definida, com a presença de tríades portais (espaços porta) e veias centro 
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lobulares, fornecendo evidências da estrutura lobular em camundongos, no qual 

as células hepáticas estão dispostas em placas ou cordões e podem ser vistas 

irradiando das regiões das veias centrais e estendendo-se para as áreas portais 

(figuras 1.8 A e B). Os cordões de hepatócitos são separados por capilares 

sinusoidais, que por sua vez, se estendem até as veias centrais. A formação e 

organização dos canalículos biliares adjacentes aos hepatócitos são semelhantes 

a outros mamíferos, incluindo o homem, os quais se ramificam por todo 

parênquima hepático, constituindo as zonas portais (31). 

 

 

Figura 1.8. Cortes histológicos da organização celular do fígado de camundongos. A 

imagem representa fotomicrografias de tecido de fígado de camundongo destacando sua 

semelhança com outras espécies de mamíferos, incluindo o homem. A: Imagem de campo claro 

de uma secção corada com H&E mostrando a arquitetura normal do fígado e componentes dos 

lóbulos hepáticos, com área portal (AP), destacando a veia porta hepática (vp) rodeada pelos 

cordões de hepatócitos (h). B: Outra seção corada com H&E ilustrando a veia central (vc) e os 

cordões de hepatócitos (h). Essas fotos foram obtidas de fígados de camundongos controle deste 

trabalho e corroboram com as imagens publicadas no trabalho de Janie L. Baratta e colaboradores 

em 2009 intitulado: “Cellular Organization of Normal Mouse Liver: A Histological, Quantitative 

Immunocytochemical, and Fine Structural Analysis”. Barra 100 µM 

 

Em camundongos, a população celular também é semelhante a outras 

espécies de mamíferos, composta por células parenquimatosas e não 

parenquimatosas. Entretanto, com diferenças significativas no número percentual 

de células encontradas no parênquima hepático (31). A composição celular do 

fígado murino segue as seguintes proporções: aproximadamente 52% de células 

parenquimatosas representadas pelos hepatócitos e o total de células não 

parenquimatosas compreendem aproximadamente 18% de células de Kuffer; 22% 

de células endoteliais e 8% de células Ito ou células estreladas (30, 31). A artéria 



Introdução 

 
14 

hepática nos murinos surge a partir da aorta abdominal antes da artéria 

mesentérica. A veia porta drena o sangue a partir do trato gastrointestinal e do 

baço para o fígado, dividindo-se em ramo direito, que fornece o suprimento 

sanguíneo ao lobo caudado, e lobo lateral direito. O ramo esquerdo da veia porta 

irriga os lobos mediano e lateral esquerdo (30). Dessa forma, a semelhança na 

organização e na composição celular do fígado de camundongos à de outras 

espécies de mamíferos, ratificam a utilização do modelo murinho em estudos 

laboratoriais de estrutura e função hepática (31). 

 

 

1.3. INSUFICIÊNCIA HEPÁTICA AGUDA (IHA) 

 

A Insuficiência Hepática Aguda (IHA) é uma síndrome clínica, grave e 

complexa potencialmente fatal, resultante da perda funcional súbita dos 

hepatócitos, em pacientes sem doença hepática pré-existente. Essa rápida perda 

funcional é resultado da morte maciça dos hepatócitos e está associada com 

encefalopatia hepática (EH) (qualquer grau de alteração mental), coagulopatia e 

icterícia (32). Tipicamente, o intervalo entre o início dos sintomas e o início da 

encefalopatia é de 1 a 2 semanas, mas alguns casos evoluem mais lentamente, 

até 6 meses, podendo ainda ser incluídos na definição. Com uma incidência de 

menos de 10 casos por milhão de pessoas por ano no mundo desenvolvido, a IHA 

é mais comum em adultos saudáveis por volta dos 30 anos e apresenta desafios 

no manejo clínico com óbito ocorrendo em até a metade dos casos  (33). 

A IHA está relacionada com uma taxa de mortalidade extremamente alta, 

muitas vezes superior a 80% em alguns casos. Dessa forma, é importante 

identificar sua causa, pois algumas formas podem ser tratadas ou resolvidas 

espontaneamente, como por exemplo, intoxicação por acetaminofeno. As causas 

mais comuns de morte são a falência de múltipla de órgãos, hemorragia, infecção 

e edema cerebral, sendo este último uma característica praticamente exclusiva 

para IHA (34, 35). Clinicamente, os achados predominantes são o aparecimento 

de fadiga e icterícia, aumento transitório das concentrações séricas de ALT 

(alanina aminotransferase), ou TGP (transaminase glutâmico pirúvica) e AST 

(aspartato aminotransferase), também chamada de TGO (Transaminase 

glutâmico-oxalacética), seguido de progressivo aumento da bilirrubina sérica, 
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distúrbios da coagulação e alteração de consciência (encefalopatia hepática), 

levando ao coma e edema cerebral. Histologicamente, a arquitetura do fígado 

está intacta, exceto pela perda ou necrose dos hepatócitos. 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 como demonstrado no esquema 1.9. (33, 35). 

 

 

Figura 1.9. Características clínicas da IHA em diversos órgãos. 
Adaptado de Bernal et al, 2014. 

 

Atualmente, existem algumas definições clássicas para a IHA. O termo 

original “insuficiência hepática fulminante”, definido como “lesão hepática grave”, 

potencialmente reversível e com o início da encefalopatia hepática em 8 semanas 

após o aparecimento dos primeiros sintomas na ausência de doença hepática 

pré-existente”, permanece relevante até hoje (36). Definições mais modernas 
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reconhecem fenótipos distintos da doença e quantificam o intervalo entre o início 

da icterícia e o desenvolvimento da encefalopatia, como ilustrado na figura 1.10. 

Esse intervalo fornece indícios para a causa da doença, prováveis complicações, 

e prognóstico apenas com assistência médica de suporte (37-39). Em casos 

hiperagudos, esse intervalo é de uma semana ou menos, e a causa é geralmente 

toxicidade por acetaminofeno ou infecção viral. Casos de evolução mais lenta, 

aguda ou subaguda, podem ser confundidos com doença hepática crônica e 

muitas vezes resultam de lesão hepática induzida por reações idiossincráticas a 

fármacos ou causas indeterminadas. Pacientes com causas subagudas e agudas, 

apesar de ter coagulopatia e encefalopatia menos acentuadas, têm um resultado 

consistentemente pior apenas com cuidados médicos do que aqueles em quem a 

doença tem um início mais rápido (33). Dentre as classificações apresentadas, A 

classificação mais utilizada atualmente foi a descrita por hepatologistas do King’s 

College Hospital em 1993. A vantagem dessa classificação está relacionada à sua 

associação com a incidência de edema cerebral e ao prognóstico sem o 

transplante hepático (tabela 1.1) (38). 

 

 

Figura 1.10. Sistemas de Classificação para Insuficiência 

Hepática Aguda. Os dados são de O'Grady et al., (38) Bernuau et 

al. (40) e Mochida et al. (39). Sistema japonês, o período de início 

tardio é de 8 a 24 semanas. 
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Tabela 1.1 Relação da incidência de edema cerebral nos pacientes com IHA e do 

prognóstico (sem transplante hepático) desses pacientes de acordo com a classificação do 

King’s College Hospital (38). 

 Hiperaguda Aguda Subaguda 

Edema Cerebral comum comum raro 

Prognóstico moderado ruim ruim 

 

Diversas são as etiologias relaciona à IHA, que diferem de acordo com a 

região geográfica. A IHA é muito menos comum no mundo desenvolvido do que 

nos países em desenvolvimento, onde as infecções virais (hepatite A, B e E) são 

as causas predominantes com taxas de mortalidade acima de 50% nos países em 

desenvolvimento (41, 42). Medidas de saúde pública (por exemplo, vacinação e 

melhores condições de saneamento) estão entre os fatores que resultam na 

redução da incidência dessas infecções nos Estados Unidos e grande parte da 

Europa Ocidental, onde a lesão hepática induzida por drogas é a causa mais 

comum de IHA (33). Nos Estados Unidos e no Reino Unido, as overdoses por 

APAP (acetaminofeno) são atualmente de 45% a 60% dos casos de IHA. A 

ingestão de doses excedentes a 8 g/dia de acetaminofeno 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 (43). Ainda em países desenvolvidos, a hepatite viral e reações a 

drogas idiossincráticas representam de 10% a 12% dos casos (44, 45). Por outro 

lado, os países do Pacífico Asiático têm uma incidência maior de IHA devido aos 

vírus da hepatite, especificamente o vírus da hepatite E (HEV) na Índia e 

Paquistão, e o vírus da hepatite B (HBV) no Japão, Hong Kong, Tailândia, bem 

como Austrália, com menos casos de overdose de APAP observados. A causa 

mais comum no Brasil é a hepatite viral, seguida pela hepatite medicamentosa e 

intoxicação exógena (34, 46).  

Dentre outras etiologias estão reações idiossincráticas de drogas, ingestão 

de toxinas e distúrbios metabólicos. Além dessas etiologias conhecidas, as 

causas indeterminadas da falência hepática são responsáveis por uma grande 

proporção de casos de IHA apesar da triagem sistemática para detectar vírus 
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raros, insuficiência hepática induzida por drogas ou toxinas, e outras causas 

menos comuns, como a doença de Wilson, hepatite isquêmica, Síndrome de 

Budd-Chiari, síndrome de Reye e malignidade. Estabelecer a causa da falência 

hepática é importante por três razões: (1) iniciar o tratamento específico 

rapidamente, (2) descartar e/ou abordar as contraindicações ao transplante 

hepático e (3) para determinar o prognóstico (44, 46). 

A avaliação prognóstica precoce da IHA é difícil; porém, de extrema 

importância na determinação da terapia, especialmente para selecionar os 

pacientes com maior probabilidade de se beneficiarem no momento em que o 

transplante de fígado ainda é viável (47). Nos últimos anos, modelos de 

prognósticos como "Model for End-Stage Liver Disease" (MELD) e King's College 

Hospital (KCH), têm sido utilizados como ferramenta clínica para determinar a 

necessidade de encaminhar pacientes com IHA para a fila de transplantes e 

centros especializados (48). O prognóstico é pautado no quadro clínico, nos 

resultados de exames de sangue (tempo de protombina, PH sanguíneo, 

creatinina, dentre outros), idade (<10 ou >40), estado nutricional, distúrbios 

imunológicos, neurológicos e na identificação da etiologia (48). A identificação de 

sinais clínicos de encefalopatia hepática em diferentes graus é crucial, pois está 

diretamente correlacionada com as taxas de morbidade e mortalidade (49).  

Independentemente da causa, o caminho final mais comum é notavelmente 

semelhante: o agravamento do coma associado á propensão ao sangramento, 

infecção e insuficiência renal levam a uma baixa sobrevida global sem o 

transplante (50). 

O critério inglês ou do King’s College, classifica os pacientes em IHA por 

paracetamol e IHA de outras etiologias (51). Como a intoxicação por paracetamol 

é uma etiologia muito rara no Brasil, citaremos em seguida, apenas os critérios 

utilizados para pacientes de outras etiologias. Quando a coagulopatia avaliada 

laboratorialmente pela atividade de protrombina exibe um valor de INR (razão 

normalizada internacional) acima de 6, o paciente já apresenta indicação de 

transplante, desde que apresente encefalopatia e a doença hepática aguda. Além 

disso, os pacientes que apresentam pelo menos 3 dos critérios abaixo também 

recebem indicação de transplante de urgência: idade menor que 11 e maior que 

40 anos; etiologia desfavorável (não- HBA e não-HBV); bilirrubina acima de 
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17mg/dL; INR maior que 3,5; intervalo entre surgimento de icterícia e 

encefalopatia acima de 7 dias (51). 

O escore MELD, que pode ser traduzido como modelo para doença hepática 

terminal, foi criado com objetivo de tentar prever o prognóstico de pacientes que 

seriam submetidos à colocação de um shunt porto-sistêmico intra-hepático por via 

transjugular (Transjugular Intrahepatic Portosystemic Shunt-TIPS) (52), mas 

posteriormente foi validado para estabelecer o prognóstico dos pacientes com 

insuficiência hepática crônica em lista de espera de transplante de fígado e o 

resultado da mortalidade pós-transplante nesses pacientes (53). Uma modificação 

do MELD foi desenvolvida para atender as necessidades dos candidatos 

pediátricos ao transplante fígado (o sistema de pontuação pediátrica em estágio 

final da doença hepática), incorporando albumina sérica e falha no crescimento. O 

escore MELD é calculado a partir da fórmula abaixo (quadro 1.1) e se baseia em 

3 resultados de exames laboratoriais simples: a creatinina sérica, a bilirrubina e a 

atividade de protrombina (INR). 

 

Quadro 1.1. Fórmula para calcular o índice MELD 

 

MELD = 9.57 loge creatinina (mg/dL) + 3.78 loge bilirrubina (mg/dL) + 11.20 loge INR + 6.42 

 

 

Uma vez que se indica o transplante hepático de urgência, o paciente tem 

prioridade sobre os outros pacientes da lista de transplante,  mas devido à 

escassez de doadores com morte encefálica, o paciente pode permanecer 

esperando pelo enxerto por vários dias. Não é raro, que o paciente já esteja muito 

grave clinicamente no momento que o enxerto torna-se disponível e, nesses 

casos, a chance de sucesso do transplante é muito pequena (53, 54). 

Embora existam terapias modernas de suporte à vida disponíveis nos 

centros de terapia intensiva, algumas ainda em fase experimental, pacientes que 

desenvolvem IHA permanecem sem um tratamento terapêutico eficaz, sendo o 

transplante do órgão a terapia usual em estágios não reversíveis da doença (54). 

O que motiva cada vez mais a busca por estudos voltados para alternativas 

terapêuticas que possam atuar paralelamente ao transplante de fígado. 
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1.4. O TRANSPLANTE HEPÁTICO 

 

O primeiro transplante de fígado humano (TF) foi realizado por Thomas 

Starzl em 1963 (Denver-EUA) (55) e desde então continua a ser a única terapia 

realizada com sucesso para recuperação da função hepática. Após esse período, 

muitas estratégias foram desenvolvidas em todo o mundo, como técnicas 

cirúrgicas, agentes imunossupressores, alocação de órgãos, seleção de 

doadores, indicações e contraindicações, profilaxia de infecções e prevenção de 

doenças recorrentes (56). Como resultado, a sobrevivência após a TF aumentou 

significativamente nos últimos anos. Atualmente, a sobrevida média é de cerca de 

90% no primeiro ano pós-transplante, 60% aos 10 anos pós-transplante (57, 58). 

O principal problema em relação ao TF é o número reduzido de enxertos 

disponíveis. Por este motivo, esta opção não pode ser oferecida para a maioria 

dos pacientes com distúrbios hepáticos agudos. Consequentemente, um grande 

número de pacientes permanece em filas de espera e não realizam o 

procedimento cirúrgico. Essa escassez de órgãos para o transplante hepático tem 

sido associada a muitos fatores, dentre eles estão o alto custo e a limitação de 

equipes com o treinamento adequado para realizar o procedimento (54, 59, 60). O 

cuidado crítico aos pacientes com doenças hepáticas terminais é fundamental 

para sua sobrevivência e as decisões devem ser tomadas de forma decisiva, às 

vezes, com informações inadequadas tendo em vista o difícil prognóstico e a 

ausência de terapias de suporte. Com isso, a experiência é útil, mas as equipes 

clínicas experientes são ainda mais raras do que a doença: poucos hepatologistas 

ou especialistas têm experiência adequada para pacientes com IHA (34, 50). 

Além disso, tem sido relatado na literatura que a distância entre o órgão e o 

receptor também atua diretamente na disponibilidade de alocação de fígados 

transplantáveis. Isso ocorre devido ao curto período de tempo em que um órgão 

pode permanecer viável fora do corpo vivo. Dessa forma, não somente a 

compatibilidade de fatores médicos, mas a questão da localização geográfica 

influencia de forma significativa para a escassez de órgãos contribuindo para a 

alta mortalidade em casos de falência hepática aguda (61).  

Ainda que o Brasil ocupe o segundo lugar no ranking mundial de 

transplantes de fígado, ficando abaixo apenas dos Estados Unidos da América 

(EUA), de acordo com dados da Associação Brasileira de Transplantes de Órgãos 



Introdução 

 
21 

(ABTO - 2017), cerca de 60% dos pacientes que necessitam realizar o 

procedimento cirúrgico permanecem nas filas de espera como ilustrado na figura 

1.11. Essa estatística também não é muito diferente nos EUA, estima-se que 

cerca de 16.000 pessoas estão na lista de espera para o transplante de fígado e 

apenas 38% deles realizarão o transplante hepático (62). Dessa forma, a 

ausência de órgãos para o transplante é um problema de questão mundial. Fator 

esse que reforça a grande necessidade de investimento ao desenvolvimento de 

novas terapias que possam atuar paralelamente ao transplante do órgão e salvar 

vidas. 

 

 

 

Figura 1.11. O gráfico ilustra o número de pacientes que 

necessitam realizar o transplante de fígado, em azul, e o 

número de transplantes que foram realizados, em 

vermelho. Abaixo podemos observar os números relativos 

dessa demanda. Os dados publicados pela Associação 

Brasileira de Transplante de Órgãos (ABTO-2017) estimam que 

cerca de 60% dos pacientes que necessitam realizar o 

transplante hepático permanecem nas filas de espera 

contribuindo assim, para o aumento da mortalidade em casos 

de perda da função hepática. Consulta pelo site 

http://www.abto.org.br/abtov03/Upload/file/RBT/2017/rbt-

imprensa-leitura-compressed.pdf em 29/01/2019. 

http://www.abto.org.br/abtov03/Upload/file/RBT/2017/rbt-imprensa-leitura-compressed.pdf%20em%2029/01/2019
http://www.abto.org.br/abtov03/Upload/file/RBT/2017/rbt-imprensa-leitura-compressed.pdf%20em%2029/01/2019
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Muitas estratégias cirúrgicas foram sendo desenvolvidas visando aumentar a 

disponibilidade de órgãos para TF (63, 64). Tais estratégias envolvem o 

transplante hepático de doador vivo - THDV (Living Donor Liver Transplant LDLT), 

transplante hepático dividido - THD (Split Liver Transplant - SLT), transplante de 

fígado dominó - TFD (Domino Liver Transplantation - DLT) e o transplante de 

fígado auxiliar - TFA (Auxiliary Liver Transplantation – ALT) (56, 65-69). 

Entretanto, os números de pacientes nas filas de espera que não recebem o 

transplante ainda são insatisfatórios. 

 

 

1.4.1. Estratégias cirúrgicas ao transplante de fígado  

 

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 (5). Essa capacidade natural regenerativa das células do 

parênquima hepático é significativa; cerca de 30% do fígado residual são 

suficientes para regeneração dentro de algumas semanas em roedores e alguns 

meses em humanos (3). Embora comumente utilizado, o termo regeneração é 

biologicamente incorreto, uma vez que a resposta induzida pela perda de tecido 

hepático não é verdadeiramente regenerativa. Ao contrário da regeneração 

anatômica verdadeira, o fígado em expansão não recupera sua estrutura 

anatômica macroscópica. Assim, 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 (70). 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 (71). Essa notável capacidade regenerativa 

do fígado permitiu a idealização de técnicas cirúrgicas que pudessem utilizar 

doadores vivos, como por exemplo, o transplante intervivos. 

O transplante hepático intervivos 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 
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desfavorecidos pelo atual sistema de alocação de doadores falecidos (72, 73). 

Desde os primeiros transplantes de fígado de doadores vivos, no final da década 

de 1980, essa 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 pediátricos, principalmente utilizado o lobo lateral esquerdo do fígado 

do doador (72, 74, 75).  

A primeira tentativa do transplante intervivos foi realizada no Brasil, por Raia 

e colaboradores em 1989 (76), cujo principal objetivo foi tentar diminuir a 

discrepância entre o número de pacientes esperando por um transplante hepático 

e o número de doadores falecidos disponíveis para transplante (76). O primeiro 

transplante de fígado intervivos bem sucedido foi realizado em 1990, na Austrália, 

por Strong e colaboradores, utilizando como enxerto segmentos do lobo lateral 

esquerdo (72, 74). 

Órgãos de doadores vivos oferecem muitas vantagens importantes sobre 

órgãos de doadores com morte cerebral. A principal vantagem é que há 

otimização do 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 do 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 órgão é 

significativamente menor. Além disso, o transplante de doador vivo aumenta a 

oferta de órgãos para transplantes, permitindo que mais pessoas sejam 

beneficiadas (65, 72, 75). 

A grande desvantagem para a realização de um transplante com doadores 

vivos é o risco de mortalidade e morbidade para esses 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 (72).  

Cabe ressaltar que esse procedimento é consideravelmente mais caro e que 

as possibilidades de desenvolver complicações cirúrgicas são maiores do que 
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para o transplante do órgão inteiro. São necessárias duas equipes altamente 

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

o procedimento no paciente receptor (74, 77). Contudo, nos últimos anos, a maior 

parte dos problemas relacionados aos procedimentos técnicos, principalmente em 

adultos, vem sendo elucidados. Como consequência, tem sido demonstrado uma 

diminuição da morbidade e da mortalidade associadas a erros técnicos durante os 

procedimentos para esse tipo de transplante (77). 

Outras estratégias cirúrgicas ao transplante de fígado envolvem: (1) o 

Transplante de Fígado Split - TFS (Split Liver Transplant - SLT), medida em que 

torna possível realizar o transplante de fígado através da obtenção de dois 

enxertos a partir de um único doador falecido (66, 78). 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 (66). 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 (66, 78); (2) o Transplante de Fígado Auxiliar (TFA), (Auxiliary Liver 

Transplantation – ALT), foi desenvolvido porque uma minoria significativa, cerca 

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

ter uma recuperação morfológica e funcional completa do fígado (51, 79). Esse 

tipo de transplante consiste em implantar um enxerto de fígado saudável deixando 

todo ou apenas uma parte do fígado nativo no paciente. O princípio para a 

realização desse procedimento parte do potencial de regeneração compensatória 

do fígado nativo e consequentemente a retirada gradual da imunossupressão (80-

82). Teoricamente, há dois métodos para realizar o TFA. 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 (83). 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 (80); e (3) o Transplante 

de Fígado Dominó (TFD) - (Domino Liver Transplantation - DLT), esse tipo de 

transplante foi originalmente proposto para suprir a limitada oferta de órgãos 

utilizando como fonte doadora pacientes com Polineuropatia Amiloidótica Familiar 

(PAF) e é 1responsável por mais de 16% dos transplantes de fígado realizados 
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em Portugal (68) e atualmente, é realizado com mais frequência em Portugal, 

Suécia e Japão, áreas em que a incidência da doença é maior (84, 85). A PAF é 

uma doença sistêmica autossômica dominante, caracterizada por progressiva 

neuropatia motora sensorial associada com disfunção vegetativa e cardiomiopatia 

relacionada à mutação do gene da transtirretina (TTR), e ocorre geralmente em 

adultos durante a terceira década de vida. Mutantes de TTR são responsáveis por 

desestabilizar a estrutura tetramérica TTR nativa levando á deposição extracelular 

de fibras amilóides tóxicas, especialmente no sistema nervoso periférico (68, 84). 

O fígado produz cerca 90% da TTR; entretanto, apesar de ter sofrido uma 

alteração genética o fígado de pacientes com PAF mantém as funções hepáticas 

e morfologias normais, exceto para a produção TTR mutante. Nesse caso, a ideia 

de usar tais enxertos é que se acreditava que levariam de 20-30 anos até que os 

primeiros sintomas PAF pudessem aparecer nos pacientes receptores do 

transplante dominó. Assim, essa abordagem deve ser realizada apenas em 

pacientes idosos com idade aproximada de 60 anos (68, 86, 87). O TFD pode 

beneficiar mais de um receptor com doença hepática em estágio terminal. Nesse 

tipo de transplante sequencial fígados de pacientes com PAF ou doenças 

metabólicas não são viáveis para esses indivíduos; no entanto, eles podem ser 

transplantados em um ou mais pacientes com doença hepática aguda em listas 

de espera para transplante ortotópico. Os pacientes com PAF são ao mesmo 

tempo doadores e receptores porque dependem de transplantes hepáticos de um 

doador falecido conforme esquematizado na figura 1.11. Embora o TFD seja mais 

frequentemente realizado em pacientes doadores com PAF, alguns trabalhos 

sugerem o uso de enxertos de pacientes com uma variedade de distúrbios 

metabólicos (88-90). Atualmente, o DLT é indicado para doenças metabólicas 

hereditárias, como hipercolesterolemia familiar, hiperoxalúria primária, doença da 

urina do xarope de bordô e porfiria aguda intermitente (67, 84, 91). Em casos 

raros, o TFD pode ser realizado, transplantando os órgãos de pacientes com 

vários distúrbios metabólicos em receptores idosos cuja sobrevida projetada 

impede a espera prolongada na lista de transplantes (88). O grande problema 

para realização clínica desse tipo de transplante, é que embora com uma 

incidência baixa, cerca de 3%, as manifestações precoces da doença do fígado 

doador têm sido relatadas (56) (2-3 anos após o transplante, nos casos de PAF). 

Dessa forma, é preciso ter cautela na utilização de enxertos de fígado dominó. No 
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entanto, esses enxertos são uma boa opção para alguns receptores que, de outra 

forma, poderiam experimentar longos períodos de espera para o transplante de 

fígado, como os receptores de carcinoma hepatocelular (92).  

 

 

Figura 1.12. Transplante de fígado dominó (TFD). Esse tipo de transplante 

sequencial foi idealizado com o intuito de minimizar a escassez de órgãos para o 

transplante. Contribuindo assim, para a diminuição de pacientes que aguardam nas 

filas de espera pelo transplante de fígado. A idéia central desse tipo de transplante é 

que pacientes com doenças metabólicas, que obrigatoriamente, dependem do 

transplante de fígado de um doador falecido, possam ser ao mesmo tempo doadores 

para pacientes em estágio agudo de doenças hepáticas.  

 

 

1.4.2 Estratégias terapêuticas experimentais de suporte ao transplante 

hepático. 

 

As estratégias terapêuticas mais antigas utilizadas no tratamento da IHA são 

a transfusão sanguínea (93, 94) e a hemodiálise (95), na tentativa de remover as 

toxinas presentes no sangue. No entanto, essas terapias não se mostraram 

eficazes quando realizadas diversas vezes, por períodos prolongados, 

favorecendo a ocorrência de infecções secundárias, hemorragias e culminando no 

óbito do paciente em poucos dias (96-98). Os avanços tecnológicos permitiram o 
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desenvolvimento de novas estratégias terapêuticas para IHA, classificadas como 

dispositivos extracorpóreos de suporte ao fígado, com a finalidade de mimetizar 

as principais funções do órgão (99). Desse modo, poderia ser possível prolongar 

o tempo de espera dos pacientes até o transplante ou até mesmo permitir uma 

recuperação espontânea da lesão hepática sem a necessidade do transplante.  

Os dispositivos hepáticos extracorpóreos destinam-se principalmente a 

fornecer apoio temporário a pacientes com IHA. As primeiras tentativas de 

desenvolver tecnologias de suportes extracorpóreos basearam-se em 

mecanismos não biológicos, como hemodiálise, hemoperfusão, hemodiabsorção, 

e plasmaférese (98). Configurações mais recentes de sistemas de suporte 

artificiais e não biológicos focaram-se na eliminação de toxinas ligadas a albumina 

utilizando um método denominado diálise com albumina. Esses dispositivos, 

como o Sistema Recirculante de Adsorção Molecular (MARS; Gambro, Suécia) e 

a plataforma Prometheus (Fresenius Medical Care, Alemanha) mostraram-se 

eficazes para a redução da bilirrubina plasmática, ácidos biliares e outras 

moléculas ligadas à albumina (100, 101). Embora alguns relatos apontem para a 

utilidade dessas abordagens, como tratamentos aos pacientes que aguardam o 

transplante (102, 103), e benefícios sobre a função de alguns órgãos, não foram 

comprovadas melhorias no quadro geral dos pacientes associadas ao aumento da 

sobrevida livres de transplante (104, 105). Consequentemente, sugerindo que 

testes adicionais com ensaios clínicos controlados são necessários para avaliar 

completamente sua eficácia. 

Tendo em vista a ampla gama de funções executadas pelo fígado bem como 

as limitações dos dispositivos exclusivamente artificiais, grande parte dos estudos 

em torno de terapias de suporte à perda da função hepática gravitou em direção a 

alternativas utilizando células, em vez de unicamente baseadas em dispositivos 

sem a inclusão de um componente biológico (2). Por conseguinte, para 

proporcionar um conjunto mais completo de funções sintéticas e bioquímicas, que 

não existem em sistemas de suporte estritamente artificiais, esforços 

consideráveis têm sido feitos no desenvolvimento de dispositivos de fígado 

bioartificial (BAL) contendo células hepáticas. Após os estudos iniciais, como o 

trabalho de Matsumura et al. em 1987 (106) uma ampla gama de projetos de 

dispositivos de BAL foram relatados e destacaram a importância de vários 

critérios no desenvolvimento de um dispositivo eficaz. Esses incluem questões de 
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obtenção de células, manutenção da viabilidade celular e das funções hepáticas, 

transporte de massa bidirecional suficiente e escalabilidade para níveis 

terapêuticos. Entretanto, o fornecimento de células hepáticas é um desafio 

fundamental para todas as terapias que utilizam células do fígado. Como 

resultado, fontes xenogênicas (principalmente suínas) ou linhagens celulares de 

hepatócitos humanos transformadas/imortalizadas formaram a base para a 

maioria dos dispositivos de BAL (que incluem aproximadamente 1 × 1010 células) 

testados na clínica até o momento (107-109). No entanto, a perda funcional dos 

hepatócitos em linhagens celulares transformadas (110) e nas células 

criopreservadas, bem como o risco potencial de infecções com os retrovírus 

endógenos suínos dificultaram as tentativas de demonstrar sua eficácia. Mais 

recentemente, estudos começaram a incorporar células primárias do fígado, 

explorando os avanços na criopreservação, aquisição de células fetais e 

diferenciação de células-tronco (111-113). Cabe ressaltar, que outro fator 

importante é que esses procedimentos são muito caros e com muitas questões a 

serem respondidas antes da utilização na prática clínica (114).  

Nos cenários clínicos de lesão hepática apresentados acima, há uma 

variedade de casos em que o transplante de hepatócitos, seja no contexto de um 

dispositivo extracorpóreo, um enxerto de engenharia tecidual, seja como células 

individualmente enxertadas, pode oferecer uma alternativa clínica associada ao 

transplante ortotópico de fígado (2, 115, 116). Algumas estratégias ao transplante 

de fígado bem como as terapias alternativas de suporte ao transplante hepático 

estão ilustradas na figura 1.13. 
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Figura 1.13. Transplante de órgãos e terapias alternativas utilizando células hepáticas. 

Atualmente, o transplante hepático é a única terapia demonstrada para melhorar a sobrevida 

em pacientes com insuficiência hepática. Devido ao número limitado de fígados adequados 

para o transplante, procedimentos cirúrgicos avançados, incluindo transplantes de fígado 

parcial e doador parcial, foram realizados clinicamente. Além disso, uma gama diversificada de 

terapias baseadas em células está atualmente sendo explorada para tratar doenças do fígado 

e IHA. Estes incluem o transplante de várias populações de células adultas (hepatócitos 

primários) e derivadas de células-tronco, o desenvolvimento de dispositivos hepáticos 

bioartificiais extracorpóreos e a implantação de tecidos manipulados. Modificado de Bhatia et 

al. 2014. 

 

 

1.5. TERAPIA CELULAR – TRANSPLANTE DE HEPATÓCITOS 

 

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 (117). Se bem-sucedida, a longo prazo, o 

armazenamento de células vivas pode ser um fator crucial para o sucesso dessas 

abordagens emergentes. Tendo em vista as limitações dos dispositivos 

bioartificiais de suporte à função hepática bem como das fontes celulares 

alternativas aos hepatócitos primários, o transplante celular com hepatócitos 

primários humanos parece ser uma alternativa terapêutica promissora no 
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tratamento em casos de perda da função hepática (118, 119). 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 hepatocitário (TH) 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 a capacidade de sobrevida do 

paciente durante a espera pela doação promovendo um grande avanço com novas 

perspectivas no tratamento de doenças do fígado, (117, 118, 120, 121).  

Desde o desenvolvimento de técnicas para isolamento de hepatócitos 

individuais por digestão com colagenase (122), pesquisadores vêm investigando 

se o transplante de hepatócitos poderia ser usado para tratar doenças do fígado, 

primeiro em animais experimentais e depois em pacientes (118, 119, 123). O 

primeiro transplante de hepatócitos foi realizado em 1976, em modelo animal para 

a síndrome de Crigler-Najjar tipo I em ratos Gunn com hiperbilirrubinemia (124). 

As observações pré-clínicas motivaram o primeiro transplante de hepatócitos em 

10 pacientes com cirrose hepática em 1992 no Japão, porém com a incerteza de 

resultados (125). Desde então, foram publicados relatórios de mais de 100 

pacientes com doenças do fígado tratadas pelo TH em todo o mundo (126), 

alguns deles listados na tabela 1.2. e no artigo 1. Com isso, o TH surge como 

uma opção terapêutica atrativa, particularmente para deficiências metabólicas 

herdadas, uma vez que nesses casos há a necessidade de substituição de uma 

única função. Como o transplante de hepatócitos envolve classicamente a infusão 

simples de células isoladas no fígado através da veia porta, essa forma de terapia 

é muito menos invasiva do que o transplante hepático ortotópico não envolvendo 

uma cirurgia complexa e pode ser realizada com segurança em pacientes 

gravemente enfermos. O TH apresenta ainda, outras vantagens frente ao 

transplante do órgão inteiro (tabela 1.3): é menos dispendioso; pode ser realizado 

repetidamente, se necessário; células isoladas de fígados de doadores podem ser 

criopreservadas estando disponíveis imediatamente quando necessário; o fígado 

nativo permanece no local servindo como um back-up em caso de falha do 

enxerto celular e permitindo regeneração potencial em pacientes com IHA, bem 

https://www.google.com/search?rlz=1C1NHXL_pt-BRBR818BR818&q=Gunn+hiperbilirrubinemia&spell=1&sa=X&ved=0ahUKEwiLzbzJ56TgAhV1EbkGHQ8gBGEQBQgpKAA
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como possível alvo para futura terapia gênica em pacientes com distúrbios 

metabólicos hepáticos (127). 

 

Tabela 1.2. Lista de doenças hepáticas humanas tratadas com transplante de 

hepatócitos. 

Doença                                                                              Referências 

Doenças metabólicas do fígado 

 Alfa1-antitripsina                                                             (128) 

 Síndrome de Crigler-Najjar tipo I                                    (129-131) 

 Hipercolesterolemia familiar                                           (132) 

 Deficiência de fator VII                                                   (132-134) 

 Doenças de armazenamento de glicogênio                   (135, 136) 

 Doença de Refsum Infantil                                             (137) 

 Oxalose primária                                                            (138) 

 Fenilcetonúria                                                                (139, 140) 

 Defeitos no ciclo da uréia                                              (140-143) 

Insuficiência hepática aguda 

 Droga                                                                             (119) 

 Viral                                                                                (119) 

 Idiopático                                                                        (144) 

 Envenenamento por cogumelos                                    (145) 

 Esteatose hepática aguda da gravidez                          (146) 

 

 

Tabela 1.3. Vantagens da terapia celular frente ao transplante de fígado 

Fator Transplante de células Transplante de órgão 

Custo Baixo custo Alto custo  

Complexidade 
Administração simples via 

cateteres intravasculares 

Cirurgia complexa 

Disponibilidade para 

pacientes 

Disponibilidade em larga escala Disponibilidade limitada 

Invasividade 
Invasividade mínima Altamente invasivo 

(procedimento cirúrgico) 

Ocorrência 
Sessões repetidas/múltiplos 

destinatários 
Geralmente um paciente 
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Na presença de uma arquitetura normal do fígado do paciente, parte da 

fração das células transplantadas deve atravessar o endotélio para integrar com o 

fígado hospedeiro, proporcionando considerável potencial restaurador (147-149). 

Como o fígado nativo não é removido, os hepatócitos transplantados precisam 

apenas substituir a atividade enzimática defeituosa ou a função suficiente para 

superar a disfunção hepática. Tipicamente, o número de células doadoras que 

podem ser seguramente transplantadas para o fígado doente a qualquer 

momento através da veia porta é relativamente pequeno, geralmente menos de 

1% da massa hepática (150). O transplante com uma densidade celular maior 

leva a hipertensão portal grave ou translocação de células do fígado para a 

circulação sistêmica, levando à embolização de células para os pulmões. Outros 

locais de transplante também foram explorados em modelos animais, incluindo o 

mesentério, o baço, a cápsula renal e por via intraperitoneal, que permitem um 

volume maior de células (151). O baço, em particular, tem sido utilizado com 

sucesso em animais (152, 153) e no transplante em humano, podendo ser 

acessado por injeção direta na artéria esplênica com um cateter inserido através 

da artéria femoral; no entanto, em vista do número de células imunologicamente 

ativas localizadas no baço, a rejeição ou a destruição das células não nativas 

precisam ser consideradas (154). Para driblar o sistema imunológico, trabalhos na 

literatura têm sugerido o encapsulamento celular utilizando biopolímeros como, 

por exemplo, o alginato de sódio antes do implante na cavidade abdominal (155). 

A estrutura das microesferas formadas é porosa permitindo a transferência de 

substratos e proteção do sistema imunológico (156). Nesse contexto, a 

sobrevivência e a persistência das células nos locais ectópicos parece depender 

minimamente da disponibilidade de nutrientes através dos leitos vasculares locais. 

O esquema 1.14 representa algumas possíveis vias de administração dos 

hepatócitos para terapia celular. 
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Figura 1.14. Locais para infusão de hepatócitos. Na terapia celular com 

hepatócitos, estudos definiram os componentes críticos para o repovoamento 

ótimo por células transplantadas. Tais componentes inclui seu isolamento, 

caracterização e armazenamento antes ao enxerto no fígado (ou locais extra-

hepáticos). Isso requer uma rota ideal de transplante que possa garantir a 

entrega máxima de células favorecendo melhor o enxerto. Além disso, as 

células transplantadas devem sobreviver ao longo do tempo para conferir 

benefício terapêutico sendo portanto, capaz de reverter total ou parcialmente 

a lesão. Já foram relatados na literatura diversos locais para a infusão de 

células para tratar doenças do fígado tanto em modelo experimental quanto 

em humanos, representados em amarelo (157). Modificado de Alwahsh et al 

2018. 

 

Na IHA, 40% dos pacientes com sintomas avançados se recuperam 

espontaneamente apenas com tratamento de suporte clínico  (2, 158). Como não 

há meios eficazes para distinguir quais os pacientes conseguirão sobrevier à 

perda da função hepática sem o transplante daqueles que não sobreviverão, o 

tratamento com hepatócitos transplantados poderia evitar a necessidade de 

realizar um transplante de órgão em pacientes que poderiam se recuperar 

espontaneamente (2).  

Numerosos estudos realizados em modelos animais nos últimos 30 anos 

indicam que o transplante de hepatócitos adultos pode reverter a IHA é capaz de 

corrigir várias deficiências metabólicas do fígado (150). Embora, ensaios clínicos 

com transplante de hepatócitos tenham demonstrado total segurança do 



Introdução 

 
34 

procedimento a longo prazo, apenas a correção parcial do distúrbio metabólico foi 

alcançada. Além disso, o grau em que hepatócitos doadores restauraram a 

falência hepática não foi adequada para contornar a necessidade da substituição 

do órgão. A gravidade da disfunção hepática requer que os hepatócitos 

transplantados funcionem imediatamente, mas a falta de um modelo de doença 

clinicamente relevante significa que o número de células que precisariam enxertar 

para reverter imediatamente a função hepática permanece de certa forma 

desconhecido. Concluindo assim que, o acompanhamento de mais estudos 

clínicos devem ser realizados (134, 159, 160).  

Muitas fontes de células hepáticas têm sido propostas e investigadas como 

uma alternativa aos hepatócitos humanos isolados, tais como linhagens de 

células tumorais de origem humana, hepatócitos humanos imortalizadas e células 

de fígado de porco. Cada uma dessas fontes apresenta problemas e contra 

indicações relativas ao seu uso clínico, tais como riscos de transmissão ou 

transformação neoplásica, biossegurança e biocompatibilidade de tecido animal. 

Idealmente, células primárias de hepatócitos humanos isoladas seriam a melhor 

fonte de tecido hepático para terapia celular (161, 162). As principais 

desvantagens são 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 dessas 

células (63). Com o objetivo de aumentar as fontes de células primárias humanas, 

tem sido sugerido na literatura a utilização de órgãos rejeitados para o transplante 

ortotópico e de frações de órgãos remanescentes de transplantes pediátricos 

como uma possível solução para a escassez de células para o transplante (63, 

123). A cada ano um número substancial de fígados de doadores falecidos é 

rejeitado para o transplante, tais causas incluem esteatose de alto grau e cirrose 

não viral. Estes órgãos vêm sendo alvos de estudos e fontes de grande 

importância para a obtenção de células de fígado para o transplante celular. 

Baccarani et al, demonstraram que hepatócitos isolados de fígados com cirrose 

não viral, macroesteatose e normais têm funções metabólicas comparáveis 

quando mantidas em cultura (63). Além disso, a análise microscópica revelou 

morfologia normal das células e hepatócitos formando agregados. Curiosamente, 

foram observadas diferenças em termos de rendimento celular, viabilidade e 

atividade in vitro entre os hepatócitos isolados de fígados com esteatose e 
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segmentos hepáticos normais, sugerindo que modificações no protocolo 

tradicional devem ser feitas para o isolamento de células a partir de fígados 

rejeitados. Outros estudos sugerem que células obtidas de fígados com até 40% 

de esteatose hepática, com tempo de isquemia inferior a 15 horas e de doadores 

com morte por parada cardíaca, apresentam capacidade metabólica e funcional 

normais e poderiam ser utilizadas para o transplante celular (163).  

Recentemente, nosso grupo publicou uma revisão conceituando o transplante 

dominó hepatocitário, tema deste trabalho, como uma técnica para o transplante 

celular utilizando essas fontes que seriam descartadas. Nesse conceito, 

utilizamos a proposta do transplante de fígado dominó como base para a nossa 

ideia central. Com isso, sugerimos a utilização de órgãos inviáveis para o 

transplante de fígado, mas que representam grande importância para o 

isolamento de células viáveis. Essas células então poderiam ser criopreservadas 

com qualidade em bancos de células e disponibilizadas para o tratamento de 

diversos pacientes com doenças hepáticas agudas e metabólicas, conceito 

esquematizado na figura 1.15 (164).  

A criopreservação dos hepatócitos representa, portanto, um passo essencial 

para o sucesso do transplante celular. Com isso, é possível criar bancos de 

células hepáticas, disponibilizando-as em grande escala para o tratamento de 

diversos pacientes com doenças do fígado. Essa técnica ainda enfrenta muitos 

obstáculos e esforços atualmente se concentram em melhorar a técnica para 

permitir a validação de seu uso clínico (120). Pesquisas estão em andamento 

para identificar maneiras de melhorar a viabilidade e a qualidade dos hepatócitos 

após a criopreservação (165, 166). 
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Figura 1.15. Transplante Dominó Hepatocitário (TDH). A cada ano um grande número de 

fígados de doadores cadavéricos são rejeitados para o transplante. As causas incluem alto 

grau de esteatose, cirrose não viral e morte por parada cardíaca. Esses órgãos rejeitados 

para transplante ortotópico são objeto de estudos e fontes de grande importância para a 

obtenção de células hepáticas para transplante celular. O isolamento de hepatócitos com 

qualidade destes órgãos associados á optimização da técnica de criopreservação permitirão 

o desenvolvimento de um banco de células do fígado que estarão disponíveis para 

tratamento de um grande número de pacientes com ALF e doenças metabólicas do fígado. 

 

 

1.6. CRIOPRESERVAÇÃO  

 

A única técnica capaz de fornecer quantidade suficiente de células que 

permita realizar o transplante celular para o tratamento de emergência ou 

programado é a criopreservação (120, 167). Contudo, a criopreservação tem 

efeitos prejudiciais sobre a viabilidade e função metabólica dos hepatócitos após 

o descongelamento o que muitas vezes inviabiliza sua utilização para uso clínico 

(168, 169). A criopreservação é um processo que preserva organelas, células, 

tecidos ou quaisquer outros materiais biológicos vivos resfriando as amostras a 

temperaturas muito baixas por um longo período de tempo. Esse processo 

consiste na capacidade de preservação do metabolismo celular, uma vez que 

submetidas ao armazenamento a baixas temperaturas ocorre a indução da 

parada da atividade enzimática, do metabolismo e da respiração celular (170). 
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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 (120, 171). Diversas células de mamíferos, incluindo 

camundongos, bovinos, suínos e humanos, não podem ser armazenadas 

simplesmente por resfriamento ou congelamento por um longo período sem um 

componente que possa minimizar os efeitos deletérios do congelamento e 

descongelamento (172). Isso porque a formação de cristais de gelo, choque 

osmótico e danos na membrana durante o congelamento e descongelamento 

levam à morte celular. O maior obstáculo para as células superarem as baixas 

temperaturas é a transição de fase água-gelo (170, 173). Durante o processo de 

criopreservação, a temperatura vai de 37°C a -196°C. Em temperaturas inferiores 

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

termodinamicamente instável, favorecendo o estado cristalino. Devido à grande 

concentração de água nos sistemas biológicos, cerca de 80%, a fase de transição 

água-gelo em biomateriais é um fenômeno de importância crítica na 

criopreservação (170, 174). 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 

(174).  

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 (175). 

Dessa forma, a taxa de velocidade do congelamento também é de grande 

importância no processo de criopreservação e pode levar à perda da viabilidade e 

consequentemente a morte celular. Durante o congelamento, a temperatura 
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declina e a água do meio se cristaliza, promovendo o aumento da concentração 

de solutos extracelulares como consequência das alterações osmóticas. Dessa 

forma, 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, como ilustrado na figura 1.16 (175, 176).  

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 

(ACP) (177). 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 da redução do ponto de 

congelamento da solução provocado pela adição de substâncias crioprotetoras à 

suspensão celular (173). Os ACPs promovem a diminuição 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, no processo de nucleação e 

crescimento de cristais de gelo, bem como a proteção à membrana plasmática 

quando expostas a baixas temperaturas (178). E com isso, evitar as reações 

físico-químicas e biofísicas que alteram a taxa de sobrevivência das células 

durante a criopreservação (176). Entretanto, além das criolesões que ocorrem 

durante o processo de congelamento, a citotoxicidade tempo-dependente do ACP 

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 de sua diluição. Uma vez que a reentrada 

brusca de água no meio intracelular, também leva à lise das membranas (179). 

Alguns desses ACPs estão listados na tabela 1.4. bem como sua aplicação (172). 
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Figura 1.16. Etapas de criopreservação celular. Quando as células são 

criopreservadas por congelamento, o gelo se forma inicialmente no meio extracelular e 

as células podem sofrer desidratação intracelular dependente da taxa de resfriamento 

devido à desidratação osmótica. Quanto mais lenta a taxa de resfriamento, a água 

intracelular tende a sair da célula por osmose devido à crescente osmolaridade do 

ambiente extracelular, fenômeno que podemos chamar de “efeito solução”. Quando o 

congelamento ocorre de forma rápida, a célula não perde água suficiente para o meio 

externo. Dessa forma, cristais intracelulares são formados gerando lesão mecânica à 

membrana celular, a formação de gelo intracelular geralmente leva à morte celular ao 

reaquecer. A viabilidade celular máxima é geralmente obtida com taxa de resfriamento 

intermediário que equilibra a desidratação osmótica e o risco de formação de gelo 

intracelular. Os efeitos deletérios da criopreservação podem ser evitados ao se adicionar 

um agente crioprotetor ao meio de criopreservação. O descongelamento da suspensão 

celular deve ser realizado de forma rápida para evitar a exposição das células à 

toxicidade dos crioprotetores. 

 

Em 1949, Polge e colaboradores reportaram, pela primeira vez, a utilização 

de um ACP, utilizando o glicerol para a preservação de espermatozóides de aves 

(180). Um ano depois, Smith et al, ampliaram o sucesso do uso do glicerol como 

agente crioprotetor em hemácias (176). A partir de então ficou claro a 

necessidade de utilizar um ACP como mecanismo para minimizar os efeitos do 

congelamento. O glicerol também se mostrou eficaz para a criopreservação de 

plaquetas, sendo este um desafio particular devido à sua limitada tolerância ao 

estresse osmótico. Essa substância não apresenta toxicidade para a maioria das 
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células, e mesmo em concentrações muito elevadas, apresenta grande vantagem 

como ACP. Além disso, essa molécula é capaz de diminuir a desnaturação das 

proteínas expostas a baixas temperaturas. Contudo, a sua capacidade de 

penetração nas células ocorre lentamente, o que constitui uma limitação para sua 

utilização na criopreservação de diversos tipos celulares. Dessa forma, em alguns 

casos, pode ser impraticável como crioprotetor (175).  

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

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

criopreservação de esperma bovino e atualmente é o crioprotetor mais usado no 

processo de congelamento de diversos tipos celulares (178, 181, 182). O DMSO é 

um composto higroscópico polar desenvolvido originalmente como solvente para 

produtos químicos. Trata-se de 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 (183). A função desse agente parece 

ser essencialmente coligativa, ou seja, de “captura” das moléculas de água livre, o 

que leva à redução da formação de gelo, 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 

certa toxicidade quando a essa temperatura (174, 175, 183). Classicamente, a 

concentração final em soluções de criopreservação pode variar de 10 % a 20% de 

DMSO e níveis mais altos são potencialmente tóxicos (120). 

As características fundamentais para um ACP eficiente são o baixo peso 

molecular, a alta capacidade de atravessar a membrana celular e uma baixa 

toxicidade. Em geral, 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 (174). 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. 
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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 etanol, entre outros (184); (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 

(176, 185).  

Cabe ressaltar que para alcançar a melhor taxa de sobrevivência de células 

e tecidos após o descongelamento, o volume da amostra, a taxa de resfriamento, 

a taxa de aquecimento e as concentrações de ACP devem ser otimizadas, 

dependendo dos diferentes tipos de células e dos tecidos (186).  

Uma alternativa ao resfriamento convencional já citado anteriormente (lento 

ou rápido) é a vitrificação. Os métodos de vitrificação incorporam crioprotetores 

em concentrações suficientemente altas para evitar a cristalização do gelo. Esse 

método de congelamento forma um sistema vítreo definido pela alta viscosidade 

da solução, evitando assim os efeitos prejudiciais causados pelo resfriamento 

convencional (170). No entanto, a vitrificação também pode impor consequências 

prejudiciais às células, uma vez que as concentrações de crioprotetores 

necessárias para vitrificar as células com taxas de resfriamento mais baixas são 

potencialmente altas. Isso é necessário para que o crioprotetor possa ter acesso a 

todas as partes do sistema. Embora essas concentrações possam ser reduzidas a 

níveis não-tóxicos, se as células forem resfriadas com ultra-rapidez, o sistema 

metaestável resultante pode levar a danos por desvitrificação e crescimento de 

gelo durante o armazenamento subsequente e o reaquecimento se não for 

manuseado apropriadamente (187). 
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Tabela 1.4. Alguns exemplos de ACP comumente usados e suas aplicações. 

AGENTE 
CRIOPROTETOR 

PERMEAVEL À 
MEMBRANA 

ESTRUTURA QUÍMICA 
ALGUMAS APLICAÇÕES NA 

CCRIOPRESERVAÇÃO 

Dimetilsulfóxido 

(DMSO) 
Sim 

 

Tecido Adiposo (188) 
Líquido amniótico e cordão 
umbilical (188) 
Medula óssea (188) 
Embriões (combinado com EG ou 
propilenoglicol) (189) 
Células-tronco embrionárias 
(isoladas ou combinadas com o 
EG) (184, 188) 
Hepatócitos (166) 
Microorganismos (190) 
Oócitos (combinado com EG) 
(184) 
Plaquetas (191) 

Etilenoglicol (EG) Sim 

 

Líquido amniótico (188) 
Polpa dentária (188) 

Glicerol Sim 

 

Flúido amniótico (188) 
Microorganismos (190) 
Glóbulos vermelhos (184, 192)  
Espermatozóides (193) 

Trealose Não 

 

Embriões (184) 
Células-tronco (194) 
Tecido ovariano (192) 
Glóbulos vermelhos (192) 
Espermatozóides (193) 
Células-tronco (combinadas com 
propilenoglicol) (184) 
Hepatócitos (166) 

Propilenoglicol 

(1,2-propanodiol) 
Sim 

 

Embriões (195, 196) 
Hepatócitos (197) 

  

 

 1.6.1. 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, biologia celular e toxicologia da criobiologia (170, 172, 174, 178, 

198). Entretanto, um episódio extremamente importante e semelhante ao 

processo de criopreservação ocorre em diversos animais na natureza e desperta 
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atualmente um grande interesse de aplicação ao processo de congelamento 

celular e até mesmo para a preservação de órgãos (199, 200).  Essa estratégia 

envolve algumas adaptações naturais de tolerância ao congelamento que 

diversos organismos desenvolvem quando submetidos a temperaturas 

extremamente baixas. Tais indivíduos, como alguns artrópodes, peixes, anfíbios, 

répteis e insetos apresentam mecanismos de sobrevivência em condições 

ambientais extremas (201-204) como demonstrado na tabela 1.5. No geral, a 

tolerância natural ao congelamento refere-se à capacidade de suportar o 

congelamento do fluido extracelular e poder “reviver” após dias ou semanas com 

aproximadamente 65% da água corporal em forma de gelo. Valores superiores a 

esse parecem exercer um estresse de desidratação muito grande nas células, 

promovendo danos irreparáveis às bicamadas lipídicas nas membranas e 

organelas celulares (205). A formação de gelo intracelular é tão maciçamente 

destrutiva para a organização celular que é letal para todos os animais (206, 207). 

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

extracelular acoplado a mecanismos que protegem e estabilizam o ambiente 

intracelular contra o estresse da desidratação e da isquemia que acompanham o 

congelamento (207). 

Tais adaptações podem incluir uma alta concentração de polióis 

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

sacarose) e compostos anticongelantes em órgãos centrais e no sangue (208, 

209). Existem vários tipos de anticongelantes biológicos na natureza. As proteínas 

anticongelantes (PACs) inibem a cristalização em animais e evitam o 

congelamento e são agrupados em duas categorias distintas de substâncias: 

proteínas anticongelantes (PACs) e glicoproteínas anticongelantes (GPACs). 

Quando os primeiros cristais de gelo começam a se formar dentro de alguns 

animais, essas proteínas rapidamente se ligam aos primeiros cristais, impedindo a 

adição de mais moléculas de água ao cristal de gelo em formação. Muitos 

artrópodes terrestres, incluindo aranhas e insetos, possuem proteínas 

anticongelantes potentes o suficiente para impedir a formação de cristais de gelo 

em temperaturas abaixo de –15ºC (207).  

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

esses animais, ilustram os princípios da criopreservação de órgãos de 

vertebrados e podem ter aplicações importantes no desenvolvimento de 
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tecnologia para o congelamento de células e de órgãos humanos transplantáveis. 

A tabela 1.6, ilustra alguns exemplos de animais que desenvolvem essa 

estratégia adaptativa quando submetidos à baixas temperaturas. Diversos 

trabalhos na área de criobiologia vêm adicionando esses compostos nos meios de 

criopreservação de células e tecidos visando minimizar a perda metabólica, 

funcional e da viabilidade pós-descongelamento. Dessa forma, cabe investigar a 

participação dos açúcares envolvidos no mecanismo de tolerância ao 

congelamento em animais no processo de criopreservação de hepatócitos 

isolados de órgãos rejeitados para o transplante, visto a sua sensibilidade ao 

congelamento.  

 

Tabela 1.5. : Estratégia de tolerância ao congelamento desenvolvida por algumas espécies 
de animais. 

Grupo de Animais Estratégia Química Referências 

Artrópodes 
Glicerol, Sorbitol,Trealose 

Glicose, Sacarose 
(208, 210-212) 

Anfíbios 
Glicose, Glicerol 

Glicerol+ glucose, Polietilenoglicol 
(206, 211) 

Peixes Trealose e Glicose (203, 213) 

Répteis Sacarose, Glicose e lactato (214, 215) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



Introdução 

 
45 

 

Tabela 1.6. Novas abordagens inspiradas na natureza e de bioengenharia para a criopreservação em 

comparação com os métodos clássicos. Figura modificada de Michael J. Taylora e colaboradores 2019. 

 

 

1.6.2. Obtenção e Criopreservação de Hepatócitos 

 

Células hepáticas isoladas (principalmente hepatócitos) encontraram 

importantes aplicações na ciência e na medicina nos últimos 40 anos em uma 

ampla gama de áreas, incluindo estudos fisiológicos, investigações sobre o 

metabolismo do fígado, preservação de órgãos, desintoxicação de drogas e 

transplantes celulares experimentais e clínicos (197). A maior limitação para a 

aplicação clínica do transplante de hepatócitos é a disponibilidade em quantidade 

e qualidade dos hepatócitos isolados. Essa limitação envolve desde fatores 

técnicos de obtenção das células a partir de fontes hepáticas até a consequente 

preservação e estocagem em grande escala. A obtenção dos hepatócitos a partir 

de fígados humanos rejeitados para o transplante pode representar perda na 

qualidade e viabilidade celular, densidade e funcionalidade das células após o 

isolamento (127, 216). Dessa forma, o estado inicial dos hepatócitos isolados 

pode desempenhar um papel significativo em suas respostas ás etapas de 

criopreservação (197). O isolamento de hepatócitos a partir do tecido hepático é 
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realizado por digestão enzimática utilizando colagenase, enzimas recombinantes 

ou tripsina para dissociação celular que irá desintegrar a matriz extracelular 

(fibronectina, laminina e colágeno), seguido por digestão mecânica, filtração e 

centrifugação a baixa velocidade. Esse conjunto de etapas por si só pode 

influenciar diretamente na qualidade das células isoladas para o transplante que 

podem ter um impacto negativo sobre a viabilidade e função celular (127, 217). 

Para minimizar os danos pós-isolamento celular, alguns trabalhos sugerem um 

curto período de pré-incubação dos hepatócitos, com meios de cultura 

suplementados, antes da criopreservação. Essa etapa adicional poderia oferecer 

às células tempo para se recuperar do “trauma” celular causado pelo 

procedimento de isolamento (218). Darr and Hubel, investigaram se a pré-cultura 

dos hepatócitos antes da criopreservação poderia melhorar a viabilidade de 

hepatócitos de porco após o descongelamento. Nesse trabalho, os autores 

relataram que 24 horas de pré-cultura a 37°C proporcionou maior produção de 

albumina após a criopreservação em comparação às células sem ou após 48 

horas de pré-cultura (219). Além disso, outros estudos descrevem a importância 

de adicionar alguns compostos, tais como antioxidantes, glicose e frutose, ao 

meio de pré-cultura, visando garantir maior viabilidade de funcionalidade dos 

hepatócitos (220, 221).  

Algumas medidas para melhorar viabilidade e funcionalidade das células 

obtidas de fígados esteatóticos já são realizadas. A adição do antioxidante N-

acetilcisteína à solução de perfusão ao isolar hepatócitos do fígado gorduroso 

apresentou uma melhoria significativa na viabilidade celular e função metabólica 

(132). Com isso, esse procedimento agora é usado rotineiramente para o 

isolamento de hepatócitos para uso clínico. Se considerado seguro, esses 

hepatócitos poderiam ser uma fonte adicional para transplante de células. Além 

disso, existem fatores capazes de influenciar a viabilidade celular durante o 

processo de isolamento das células não publicados na literatura. O nosso grupo 

vem trabalhando na linha de pesquisa com modelos experimentais de terapia 

celular para doenças do fígado e essa experiência nos permitiu observar fatores 

técnicos importantes durante o isolamento de hepatócitos, fatores esses capazes 

de influenciar diretamente na viabilidade e qualidade das células após o 

isolamento. Tais fatores incluem: a composição do material plástico da borracha 

de perfusão; a velocidade de perfusão das soluções; a pressão exercida pelo 
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fluxo das soluções; o tempo de perfusão; e não somente a espécie animal como 

também o tamanho do fígado a ser perfundido e a concentração da enzima.  

O próximo passo de suma importância após a obtenção das células isoladas 

é a capacidade de armazenamento e estocagem dos hepatócitos seja para 

períodos curtos ou longos (197). Fator esse que permitiria o acesso dos pacientes 

à terapia de emergência ou programada, podendo ser realizada repetidas vezes. 

Com isso, problemas com a disponibilidade limitada de hepatócitos humanos para 

o transplante celular poderiam ser superados utilizando-se técnicas eficientes de 

criopreservação. Dessa forma, permitindo o desenvolvimento de bancos de 

células hepáticas capazes de fornecer células de qualidade após o 

descongelamento. Nesse contexto, essas duas etapas se executadas com 

sucesso, podem garantir os avanços na prática clínica do transplante de 

hepatócitos e assim, salvar vidas. Entretanto, diversos grupos no mundo vêm 

trabalhando para desenvolver mecanismos que possam melhorar 

significativamente as tecnologias de obtenção e estocagem dos hepatócitos 

isolados. Embora o progresso tenha sido relatado, os dados ainda são 

controversos e insatisfatórios deixando, claro a grande necessidade de melhorar 

os processos e desenvolver um protocolo de criopreservação de hepatócitos 

universalmente aceito (63, 118, 123, 159, 163).  

O trabalho inicial com criopreservação de hepatócitos isolados foi relatado 

por Le Cam e colaboradosres em meados da década de 1970 (222) utilizando 

fígado de rato como a fonte celular mais facilmente disponível. Esse trabalho 

utilizou como ACP, o DMSO e concentrações de até 1,5 M foram testadas. Desde 

então, foram reconhecidos problemas com a toxicidade do crioprotetor 

dependente da concentração e da exposição a temperaturas acima de 4°C. O 

autor também avaliou a taxa de resfriamento ideal para hepatócitos de rato antes 

da transferência e estocagem em nitrogênio líquido (-196°C). As taxas de 

resfriamento variaram entre 2°C/min e -100°C/min, até atingir a temperatura de -

100°C e o descongelamento foi realizado de forma rápida em banho-maria a 37° 

C. As melhores taxas de recuperação celular foram observadas quando as taxas 

de resfriamento estavam na faixa de -2°C a -7°C/min, com viabilidade por 

exclusão do azul de trypan em torno de 80%. No entanto, a função celular, 

avaliada pelos mecanismos da gliconeogênese foi comprometida em torno de 

50% (222). Estudos posteriores, utilizando DMSO relataram que esse ACP 



Introdução 

 
48 

apresenta um potencial crioprotetor superior quando comparado ao glicerol ou 

metanol após a criopreservação de hepatócitos de rato (197, 223, 224). Nesse 

caso, utilizando o congelamento lento e taxas de resfriamento ideais descritas 

entre -1°C e -10°C/min, onde também foram observadas quedas nas taxas 

metabólicas. Entretanto, essa perda no metabolismo não foi observada após a 

adição de um segundo crioprotetor não penetrante, nesse caso glicose, quando 

adicionado ao meio de congelamento (225).  

Paralelamente aos estudos sobre hepatócitos de roedores, métodos que 

pudessem permitir uma boa recuperação na viabilidade e na função celular de 

hepatócitos de espécies animais maiores e de fígados humanos foram 

investigados. Igualmente aos achados anteriores, o DMSO mostrou um 

desempenho superior a outros crioprotetores, incluindo glicerol, após resfriamento 

lento e descongelamento rápido (167, 223, 226, 227). Embora, hepatócitos 

humanos pós-descongelamento tenham apresentado uma boa recuperação da 

morfologia ultraestrutural, diversos trabalhos descrevem quedas na viabilidade de 

até 40% e perdas metabólicas significativas quando comparadas às células 

recém-isoladas (163, 169). Atualmente, sugere-se uma taxa de resfriamento lento 

ideal para hepatócitos humanos de - 1°C/min até -80°C, utilizando equipamentos 

de baixo custo à base de isopropanol e em seguida estocagem em nitrogênio 

líquido por tempo indeterminado (168, 228, 229). Com o advento dos freezers de 

taxa controlada, protocolos mais específicos de congelamento foram possíveis. A 

diminuição da temperatura de -1,9 °C/min até atingir temperatura entre - 4 e - 

30°C e depois a diminuição de -30°C/min com a variação da temperatura entre -

30°C e - 150°C são realizados por diversos autores (165, 230-232). Porém, o alto 

custo desses freezers especializados pode tornar o congelamento um 

procedimento impraticável em muitos centros de tratamento utilizando células, 

principalmente para o sistema público (169).  

A densidade celular de congelamento também parece refletir sobre a 

viabilidade dos hepatócitos após o congelamento e tem sido amplamente 

discutida. Há um consenso de que concentrações até 107 células/ ml parecem ser 

ideais e capazes de minimizar os efeitos provocados pelo congelamento. Isso 

porque trabalhos que testaram densidades superiores a 107 células/ml relataram 

queda na viabilidade de forma densidade dependente sugerindo que 

provavelmente o contato membrana-membrana entre os hepatócitos durante o 
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congelamento leva a danos mais sérios (233, 234). Os principais fatores que 

foram determinados na tentativa de estabelecer um protocolo bem sucedido são: 

taxa de resfriamento, densidade de hepatócitos, tipo e concentração do 

crioprotetor e temperatura final de congelamento e descongelamento (155, 229). 

Os hepatócitos são altamente sensíveis ao processo de congelamento, 

apresentando uma redução significativa na viabilidade celular pós-

descongelamento. Além disso, são descritos efeitos prejudiciais da 

criopreservação na estrutura e função metabólica dos hepatócitos, incluindo a 

adesão celular, que é de suma importância para o repovoamento do enxerto após 

o transplante hepatocitário (197). Esses fatores permitem dar continuidade a 

vários trabalhos na área da criopreservação de hepatócitos para terapia celular 

em busca de condições ótimas de congelamento (120, 168). Alguns estudos 

descrevem que após a criopreservação de hepatócitos são observados três tipos 

principais de danos. O primeiro, a ruptura física da célula, resultante da formação 

de cristais de gelo intracelular (173, 181, 235); em segundo, necrose, decorrente 

do inchaço celular, perda de integridade de membrana e fragmentação aleatória 

do DNA por endonucleases celulares e liberação de citocinas (236); e por último, 

apoptose, que foi identificada como uma das principais causas de morte celular 

induzida pela criopreservação em hepatócitos (237). Tal mecanismo foi observado 

após danos às mitocôndrias, incluindo perda de integridade da membrana 

mitocondrial com consequente liberação de citocromo c, e é sabido que este tipo 

de dano está relacionado com os eventos iniciais da apoptose (238). Entretanto, 

tanto a apoptose quanto a necrose parecem ser eventos responsáveis pela 

diminuição da viabilidade e da funcionalidade de hepatócitos criopreservados 

(168, 239). 

A maioria dos protocolos de criopreservação de células hepáticas baseia-se 

na combinação do crioprotetor DMSO em diferentes concentrações de 5 a 20%, 

suplementados com soro fetal bovino (SFB), variando de 0 a 90% (226).  As 

funções do DMSO na solução de criopreservação são para proteger as células da 

desidratação excessiva durante o processo de congelamento e para inibir a 

formação de gelo intracelular, como já descrito anteriormente (181). 

Presumivelmente, o SFB protege as células de lesões induzidas pela geração de 

radicais livres de oxigênio durante o ciclo de congelamento (240). O meio de 

suspensão celular parece ter menor influência sobre a viabilidade dos hepatócitos 
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durante a criopreservação (226). Diversos meios de suspensão em diferentes 

concentrações variando até 95% são utilizados para criopreservar essas células, 

dentre eles estão: Meio William’s; Meio Opti-MEM I; Meio 199; Meio Dulbecco’s 

Eagle’s modificado (DMEM); Meio RPMi; Solução Histidine-tryptophan-

ketoglutarate (HTK) e Solução da Universidade de Wisconsin (UW). Essa última 

solução, uma solução do tipo “intracelular”, inicialmente desenvolvida para o 

armazenamento de órgãos para o transplante, contém um componente 

impermeável, o ânion lactobionato (100 mM) e o sacarídeo impermeável rafinose 

(30 mM) e é considerada por alguns autores como o “padrão ouro” para 

criopreservação de hepatócitos (241). Entretanto, a utilização da solução de UW é 

limitada pelo custo extremamente alto. Porém, outros trabalhos descrevem que 

não foram observadas diferenças significativas entre as concentrações e os tipos 

de meio utilizados após a criopreservação dos hepatócitos isolados (166, 226, 

242-246).  

Com o objetivo de desenvolver um protocolo padronizado de 

criopreservação de hepatócitos, a estratégia de tolerância ao congelamento 

observada em animais vem sendo amplamente utilizada. Com isso, tem sido 

relatado a adição de diferentes sacarídeos e dissacarídeos, especialmente 

trealose, aos meios de congelamento. Logo, de acordo com a literatura, essa 

estratégia tem sido capaz de melhorar a taxa de adesão celular, o metabolismo e 

aumentar a viabilidade dos hepatócitos de rato e humano através da estabilização 

das membranas celulares e proteínas durante os procedimentos de congelamento 

em combinação com o DMSO (247, 248). O maior objetivo ao adicionar esses 

ACPs, considerados naturais, é a possibilidade de redução da concentração de 

crioprotetores considerados tóxicos, particularmente o DMSO, à solução de 

criopreservação. Isso porque embora o DMSO pareça ser um ACP essencial à 

manutenção da viabilidade, não somente para hepatócitos, mas também para 

outros tipos celulares, sua toxicidade à temperatura ambiente, sendo a 25 °C para 

hepatócito de ratos, bem como seus efeitos colaterais em humanos já são 

descritos. Alguns trabalhos utilizando a infusão de células tronco hematopoéticas 

criopreservadas em DMSO descrevem diversos efeitos colaterais associados a 

esse crioprotetor, após os pacientes serem submetidos ao transplante celular. 

Tais efeitos envolvem sedação, vômito, hipertensão, bradicardia, hemólise 

intravascular, choque anafilático e hiperosmolalidade. Além disso, sabe-se que 
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esses efeitos são mais evidentes em crianças, devido ao baixo peso corporal 

associado ao potencial tóxico dose dependente (182, 249).  

Dentre os açúcares utilizados em combinação com uma solução padrão de 

DMSO a 10%, o dissacarídeo trealose, vem demonstrando efeitos positivos na 

qualidade não apenas de hepatócitos (166), mas também em vários tipos de 

células, como espermatozóides (250), oócitos humanos (185) e eritrócitos (251). 

Para hepatócitos humanos ficou claro que a combinação desses dois ACP, 

proporcionaram um aumento significativo na viabilidade, produção de albumina e 

ureia, bem como o metabolismo de xenobióticos dependente do citocromo P 450 

(CYP) e eficiência de adesão celular após o descongelamento (251, 252).  

Apesar do grande número de artigos dedicados a esse assunto, a tarefa de 

manter os altos níveis da capacidade funcional e metabólica bem como a 

viabilidade em hepatócitos criopreservados ainda é uma questão indefinida. O 

que reforça a necessidade de manter e ampliar os estudos na área de criobiologia 

de hepatócitos. Uma abordagem alternativa ou complementar bastante 

interessante que vem sendo utilizada atualmente associada á diversas áreas da 

saúde, e poderia auxiliar nos avanços dos estudos de protocolos de 

congelamento celular, é a utilização da inteligência artificial. Com isso, seria 

possível testar diversos protocolos com variações na concentração de cada ACP, 

temperaturas de congelamento entre outras variáveis que podem afetar 

diretamente a viabilidade celular. Assim, economizar tempo e recursos gastos em 

experimentos e ser capaz de desenvolver e otimizar protocolos de 

criopreservação e testá-los na bancada. Esse procedimento se torna uma 

inovação tecnológica importante na área e é fundamental para a aplicação clínica 

e criação de bancos de células do fígado que possam ser usadas com segurança 

no tratamento ao paciente com doenças hepáticas agudas.  

 

 

1.7.  INTELIGÊNCIA ARTIFICIAL: MACHINE LEARNING, DEEP LEARNING E 

SUAS APLICAÇÕES NA ÁREA DA SAÚDE 

 

        A inteligência Artificial (IA) tem sido parte da nossa imaginação há muitos 

anos já que está presente em muitas obras de ficção cientifica, porém, parecia 

muito distante da nossa realidade. Entretanto, ficou visível que o interesse pela IA 
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explodiu na última década e vemos uma interação cada vez maior das aplicações 

de computador com os seres humanos. Sistemas de recomendação, marcação 

em fotos de redes sociais, assistentes pessoais ativados por voz, carros 

autônomos, smartphones com reconhecimento facial e muito mais. Com isso, a IA 

associada á outras tecnologias vem sendo considerada um grande marco da 

quarta Revolução industrial (253). 

A inteligência artificial (do inglês, Artificial intelligence - AI) pode ser definida 

como parte da ciência da computação capaz de executar, normalmente, tarefas 

que são atribuídas à inteligência humana. Tais tarefas incluem executar funções 

cognitivas, como a resolução de problemas, a percepção visual, o 

reconhecimento da fala, a tomada de decisões e a tradução de linguagem (254). 

Ainda, podemos entender de forma simples que a inteligência artificial é um termo 

amplo que engloba a capacidade de um programa de computador ou de uma 

máquina de pensar e aprender. Sendo assim, um campo de estudo que tenta 

fazer computadores "Inteligentes". E “inteligência” pode ser desde escolher uma 

melhor rota (como o Google Maps faz) até dirigir um carro autônomo nessa rota 

(como a Tesla faz, carros fornecidos de fábrica com hardware avançado capaz de 

fornecer recursos de piloto automático (255). Ou seja, qualquer sistema que 

consiga tomar uma decisão. Em alguns casos, esses “computadores inteligentes” 

foram capazes de superar o potencial humano de aprendizado. Podemos 

destacar o algorítimo AlphaZero, que sem nenhum conhecimento de domínio, 

exceto as regras do jogo, obteve um desempenho sobre humano ao derrotar de 

forma convincente o campeão mundial nos jogos de xadrez e shogi (xadrez 

japonês), além do Go (256).  

Grandes avanços na ciência da computação, como melhorias na velocidade 

e potência de processamento, funcionaram como um catalisador para permitir as 

tecnologias básicas necessárias para o advento da IA (257). Dentro da 

inteligência artificial existem diversas técnicas diferentes que modelam essa 

“inteligência”. Uma delas é a implementação através de algoritmos de 

aprendizagem de máquinas, do inglês, machine learning (ML). O campo da 

aprendizagem de máquinas visa desenvolver algoritmos de computador que 

melhoram com a experiência, permitindo que os computadores possam auxiliar os 

seres humanos a analisar conjuntos grandes e complexos de dados (258). Um 

algoritmo de aprendizagem de máquinas é um método computacional baseado 

https://www.tesla.com/autopilot
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em estatísticas, implementado em software, capaz de descobrir padrões ocultos, 

incompletos ou imprecisos em um conjunto de dados e, além disso, fazer 

previsões estatísticas confiáveis sobre os novos dados gerados (259, 260). Ou 

seja, os algoritmos de aprendizagem de máquinas necessitam de uma base de 

dados para extrair características e aprendizado que podem ser utilizados na 

tomada de decisões futuras.  

Um algoritmo simples de aprendizado de máquinas chamado regressão 

logística pode determinar a recomendação ou não do parto cesáreo (261). Outro 

algoritmo simples chamado naive Bayes pode separar e-mails legítimos dos e-

mails de spam (262). O desempenho desses algoritmos simples de ML depende 

muito da apresentação dos dados fornecidos. Por exemplo, quando a regressão 

logística é usada para recomendar a cesariana, o sistema de IA não examina o 

paciente diretamente. Em vez disso, o médico indica ao sistema várias 

informações relevantes, como a presença ou ausência de uma cicatriz uterina. 

Cada peça de informação incluída na representação do paciente é conhecida 

como característica. A regressão logística prevê matematicamente como cada um 

desses recursos do paciente se correlaciona com vários resultados. No entanto, 

não pode influenciar de qualquer maneira como os recursos são definidos (263). 

Podemos então, entender como machine learning o ato de programar os 

computadores para que eles consigam aprender a executar uma tarefa. Por meio 

de algoritmos, eles copilam os dados, aprendem com eles atribuindo significado 

às informações e conseguem gerar percepções e realizar previsões sobre 

basicamente qualquer assunto no mundo. 

Estimulados pelos avanços no poder computacional de processamento, 

placas gráficas capazes de fazer processamento paralelo (GPU), armazenamento 

e uma riqueza infinita de novos dados, os computadores estão sendo solicitados a 

lidar com tarefas de aprendizado de máquinas cada vez mais complexas. Esses 

avanços impulsionaram o desenvolvimento de algoritmos capazes superar muitas 

abordagens clássicas de ML (264). Como, por exemplo, o aprendizado profundo 

ou deep learning (DL). A deep learning é um subgrupo específico das técnicas de 

machine learning (figura 1.17), que são direcionadas para extensos conjuntos de 

dados. Em parte, devido à capacidade de rodar em hardware de computação 

especializado (GPUs) e melhorar a capacidade de previsão à medida que mais 

dados são adicionados (264, 265). Os cuidados com a saúde e diversas áreas da 
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medicina podem se beneficiar imensamente da aprendizagem profunda devido ao 

grande volume dos dados que estão sendo gerados a cada ano, bem como a 

crescente proliferação de dispositivos médicos e sistemas de registro digital. Em 

2013, foram gerados, apenas nos EUA, 153 exabytes (um exabyte = um bilhão 

gigabytes) de dados voltados para a área da saúde. E estima-se que no ano de 

2020 sejam gerados 2.314 exabytes, traduzindo-se em um aumento numa taxa 

global de pelo menos 48% ao ano (266). 

 

Figura 1.17. Esquema representativo das diferentes subáreas da 

Inteligência Artificial. A inteligência artificial é uma ciência da computação 

voltada para o desenvolvimento de máquinas “inteligentes”, capazes de 

desempenhar atividades cognitivas atribuídas à inteligência humana. A IA, é 

implementada através de algoritmos de machine learning. Entretanto, o 

crescimento em larga escala dos dados disponíveis, bem como os avanços no 

poder computacional de processamento, memória, e armazenamento 

impulsionaram o desenvolvimento de algoritmos capazes superar muitas 

abordagens clássicas de ML. Uma dessas abordagens é a utilização de redes 

neuronais artificiais, através da técnica de deep learning. 

  

O aprendizado profundo baseia-se na criação de uma rede neuronal artificial 

que permite à máquina uma semelhança cognitiva com o cérebro humano a fim 

de interligar e interpretar dados, como por exemplo, o reconhecimento facial e a 

tradução em tempo real. Podemos definir então como redes neuronais artificiais 

técnicas computacionais que apresentam um modelo matemático inspirado na 

estrutura neural de organismos inteligentes e que adquirem conhecimento através 
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da experiência (267). Essa experiência é transmitida por meio de exemplos 

obtidos do mundo real, definidos como um conjunto de características que levam 

a uma determinada situação. Se a situação gerada pela combinação de 

características for informada a rede, a aprendizagem é dita ser supervisionada 

não supervisionada caso contrário (268). 

Uma breve revisão da estrutura de um neurônio é necessária para entender 

os princípios da aprendizagem profunda compatível com o cérebro humano. O 

neurônio é a unidade básica do cérebro humano, ou seja, uma célula 

especializada na transmissão de informações, pois nelas estão introduzidas 

propriedades de excitabilidade e condução de mensagens nervosas (269). O 

neurônio é constituído por três partes principais: o corpo celular, do qual emanam 

algumas ramificações denominadas de dendritos; os dendritos recebem sinais de 

outros neurônios e os passam para o corpo celular; e por outra ramificação 

descendente do corpo celular, porém mais extensa chamada de axônio (figura 

1.18). O axônio transmite o potencial de ação do corpo celular e os leva através 

de sinapses para os dendritos dos neurônios vizinhos. Nas extremidades estão os 

nervos terminais (axônios), pelos quais é realizada a transmissão das 

informações para outros neurônios. Essa região de contato entre um neurônio e 

outro é conhecida como sinapse (269). Um impulso, na forma de um sinal elétrico 

viaja dentro dos dendritos através do corpo celular em direção à membrana pré-

sináptica da sinapse. Ao chegar à membrana, um neurotransmissor (químico) é 

liberado das vesículas em quantidades proporcional à força do sinal recebido. O 

neurotransmissor difunde-se dentro do espaço sináptico em direção à membrana 

pós-sináptica e, eventualmente, nos dendritos dos neurônios vizinhos, forçando-

os assim a gerar um novo sinal elétrico. O sinal gerado passa para o segundo 

neurônio (s) de uma maneira idêntica à descrita. A quantidade de sinal que passa 

através de um neurônio receptor depende da intensidade do sinal que emana de 

cada um dos neurônios de alimentação, de suas forças sinápticas e do limiar do 

neurônio receptor. Como um neurônio possui um grande número de 

dendritos/sinapses, ele pode receber e transferir muitos sinais simultaneamente. 

Esses sinais podem ajudar (excitar) ou inibir a atividade do neurônio. Esse 

mecanismo simplificado de transferência de sinal constituiu a etapa fundamental 

do desenvolvimento inicial da neurocomputação (270).  
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Figura 1.18. Estrutura de um neurônio biológico e a transmissão da informação através das 

sinapses. Figura modificada do site: https://pt.khanacademy.org/science/biology/human-biology/neuron-

nervous-system/a/overview-of neuron-structure-and-function 

 

A partir dessa estrutura e funcionamento do neurônio biológico, 

pesquisadores tentaram simular esse sistema em computador. O modelo mais 

simples foi desenvolvido nas décadas de 1950 e 1960 pelo cientista Frank 

Rosenblatt (271), inspirado em trabalhos anteriores de Warren McCulloch e 

Walter Pitts. Embora, atualmente, outros modelos de neurônios artificiais sejam 

mais utilizados, o Perceptron permite uma compreensão clara de como funciona 

uma rede neural em termos matemáticos. Nesse modelo, os impulsos elétricos 

provenientes de outros neurônios são representados pelos chamados sinais de 

entrada, (xj), dentre os vários estímulos recebidos. Esses sinais nada mais são do 

que os dados que alimentam o modelo de rede neural artificial. Alguns estímulos 

podem excitar ou inibir o neurônio receptor, essa medida de quão excitatório é o 

https://pt.khanacademy.org/science/biology/human-biology/neuron-nervous-system/a/overview-of
https://pt.khanacademy.org/science/biology/human-biology/neuron-nervous-system/a/overview-of


Introdução 

 
57 

estímulo, é representada no modelo de McCulloch e Pitts através dos pesos 

sinápticos. Esses pesos são números reais que expressam a importância das 

respectivas entradas para a saída. Quanto maior o valor do peso, mais excitatório 

é o estímulo. Os pesos sinápticos são representados por Wkj, onde, k representa 

o índice do neurônio em questão e j se refere ao terminal de entrada da sinapse a 

qual o peso sináptico se refere. O processo de ajuste dos pesos sinápticos é 

realizado pelo algoritmo de aprendizagem, responsável em armazenar na rede o 

conhecimento do mundo real obtido através de exemplos (270). O corpo da célula 

é representado por uma composição de dois módulos, o primeiro é uma junção 

aditiva, o somatório dos estímulos (sinais de entrada) multiplicado pelo seu fator 

excitatório ou inibitório (pesos sinápticos), e posteriormente uma função de 

ativação, que definirá com base nas entradas e pesos sinápticos, qual será a 

saída do neurônio. O axônio é aqui representado pela saída (yk) obtida pela 

aplicação da função de ativação. Assim como no modelo biológico, o estímulo 

pode ser excitatório ou inibitório, representado pelo peso sináptico positivo ou 

negativo respectivamente. Um modelo simples da arquitetura de uma rede 

neuronal do tipo Perceptron, de camada única, está ilustrado na figura 1.19 (272).  

  

 

Figura 1.19.  Representação Simplificada do Neurônio Matemático. Os sinais de 

entrada {x1, x2, xn} são ponderados/multiplicados por {w1, w2, wn}. A função de somatório, 

{Σ}, recebe todos os sinais e realiza a soma dos produtos dos sinais; em seguida, a função 

de ativação é aplicada para deixar o sinal passar gerando uma saída ou não. Figura 

modificada do site: https://www.monolitonimbus.com.br/perceptron-redes-neurais/ 

https://www.monolitonimbus.com.br/perceptron-redes-neurais/
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Nesse contexto, a disponibilidade de dados eletrônicos de saúde, 

juntamente com o uso de IA implementada por técnicas de aprendizado de 

máquina, em particular, sugere o potencial uso significativo desses dados para 

melhorar a qualidade do atendimento ao paciente e reduzir tempo e 

principalmente custos. Portanto, as técnicas de ML são uma grande ajuda para o 

desenvolvimento de várias questões ligadas à saúde pública.  

No estágio inicial de estudos de design de drogas, várias abordagens de 

algoritmo ML foram aplicadas para orientar experimentos tradicionais, que são 

caros e demorados. Dessa forma, é possível permitir que as ferramentas de 

aprendizado de máquina possam identificar potenciais moléculas biológicas ativas 

de milhões de compostos candidatos rapidamente e com baixo custo (273). 

Existem vários medicamentos no mercado e/ou em ensaios clínicos que foram 

projetados por aprendizado de máquina ou outros métodos computacionais (274-

277). Na medicina, o Projeto Hanover da Microsoft em Oregon analisou a 

pesquisa médica para adaptar a opção de tratamento personalizado do câncer. O 

Serviço Nacional de Saúde (SNS) do Reino Unido usou a plataforma DeepMind 

da Google para detectar riscos à saúde, analisando dados de aplicativos móveis e 

imagens médicas coletadas de pacientes do SNS (278). Incluídos nas aplicações 

virtuais de algoritmos ML estão registros médicos eletrônicos onde eles são 

usados para identificar indivíduos com uma história familiar de uma doença 

hereditária ou um risco aumentado de uma doença crônica. O ML é usado para 

melhorar o desempenho organizacional, permitindo que os indivíduos capturem, 

compartilhem e apliquem seu conhecimento coletivo para tomar “decisões ótimas 

em tempo real”. De fato, são necessários grandes esforços da academia e da 

indústria de tecnologia da informação para alcançar a eficácia desejada e 

minimizar o custo (279).  

Nesse contexto, tendo em vista a vasta literatura sobre a criopreservação de 

hepatócitos e a ausência de um protocolo único que possa reunir as condições 

ótimas de congelamento para essas células, a utilização da IA como ferramenta 

para prever condições ideais de congelamento pode representar um grande 

avanço na área da criobiologia de células do fígado e outros tipos celulares. Com 

isso, torna-se possível a otimização do tempo, com a capacidade de reunir 
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diversos dados da literatura para selecionar e prever protocolos ideais que 

possam ser testado no congelamento de hepatócitos de diferentes espécies. 
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2.1. OBJETIVO GERAL 

Desenvolver todos os parâmetros ideais para realizar o transplante dominó 

hepatocitário (TDH) em modelo murino de IHA.  

 

2.2. OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

1. Desenvolver um modelo químico de Insuficiência Hepática Aguda; 

2. Desenvolver um modelo murino de macroesteatose hepática; 

3. Caracterizar o isolamento e a separação de hepatócitos de camundongos a 

partir de fígados com macroesteatose com viabilidade superior a 80%; 

4. Avaliar a viabilidade e funcionalidade dos hepatócitos em cultura após o 

isolamento de fígado gorduroso; 

5. Investigar a capacidade de prever um congelamento específico para 

hepatócitos murino utilizando Inteligência artificial e aprimorar as atuais 

condições de criopreservação desses hepatócitos; 

6. Realizar terapia celular com transplante hepatocitário, em modelo murino 

de IHA induzido quimicamente por acetaminofeno, avaliar a recuperação 

da função hepática e a sobrevida destes animais após terapia celular; 
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3. Resultados  

Os resultados desta Tese estão contidos nos trabalhos desenvolvidos ao 

longo desses quatro anos, os quais serão apresentados a seguir:  

 

 Domino Hepatocyte Transplantation: A Therapeutic Alternative for the 
Treatment of Acute Liver Failure;  
 

 Domino Hepatocyte Transplantation as a therapeutic alternative for the 
treatment of acetaminophen-induced acute liver failure in the mouse; 

 
 Cryopreservation of rat hepatocytes with disaccharides for cell therapy; 

 
 Machine learning predictions to improve translational research in rat 

hepatocytes cryopreservation; 
 

 

 

 

 

 

 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/30065914
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/30065914
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/28782503
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3.1. Artigo 1  

 Título: Domino Hepatocyte Transplantation: A Therapeutic Alternative for 

the Treatment of Acute Liver Failure;  

 

 Referência Bibliográfica: Cardoso L, Moreira LFP, Pinto MA, Henriques-

Pons A, Alves LA. Domino Hepatocyte Transplantation: A Therapeutic 

Alternative for the Treatment of Acute Liver Failure. Can J Gastroenterol 

Hepatol. 2018;2018:2593745. Epub 2018/08/02. 

 

 Situação: Publicado 

 

 Descrição: Nesse artigo de revisão, caracterizamos o conceito de 

Transplante dominó hepatocitário como uma alternativa terapêutica ao 

tratamento da Insuficiência hepática aguda. Nosso objetivo foi caracterizar 

esse conceito, título desta Tese, a fim deixar claro qual a idéia central da 

nossa proposta relativa á ausência de terapias de suporte aos pacientes com 

doenças hepáticas terminais, antes de testar a nossa hipótese. Além disso, 

descrevemos uma breve revisão sobre as alternativas cirúrgicas atuais que 

são realizadas com o objetivo de atender o máximo de pacientes que 

necessitam realizar o transplante de fígado. E focamos na necessidade de 

estudos voltados para a terapia com transplante de hepatócitos utilizando 

células obtidas de fígados rejeitados para o transplante. Isso porque, a 

ausência de órgãos para a obtenção de hepatócitos limita o acesso às células 

para realizar essa terapia alternativa. Assim, o uso da técnica de dominó pode 

no futuro ser uma alternativa atraente para aumentar o número de pacientes 

tratados.  

 

 

 

  

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/30065914
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/30065914
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Background and Aims. Acute liver failure (ALF) is a severe syndrome with an elevated mortality rate, ranging from 40 to 80
%. Currently, liver transplantation is the only definitive treatment for these patients and new therapies aiming to treat ALF
include artificial organs implant and stem cells therapy, for example. However, a major limitation of liver donors exists. Living
donor liver transplantation (LDLïż£T), split liver transplantation (SLT), and domino liver transplantation (DLT) are some of the
available alternatives to treat ALF patients, but these do not reduce the number of patients on waiting lists. Herein, we discuss
domino hepatocyte transplantation (DHT) using livers that would not meet transplantation criteria. Methods. We conducted a
literature search on PubMed/Medline using acute liver failure, liver transplantation, hepatocyte transplantation, and domino liver
transplantation as key words. Results. New sources of biochemically functional hepatocytes and therapeutic treatments, in parallel
to organ transplantation,may improve liver injury recovery and decreasemortality rates.Moreover, the literature reports hepatocyte
transplantation as a therapeutic alternative for organ shortage. However, a major challenge remains for a wide clinical application
of hepatocytes therapy, i.e., the availability of sufficient amounts of cells for transplantation. Ideally, hepatocytes isolated from livers
rejected for transplantation may be a promising alternative for this problem. Conclusion. Our review suggests that DHTmay be an
excellent strategy to increase cell supplies for hepatocyte transplantation.

1. Acute Liver Failure

Acute liver failure (ALF) is a complex clinical syndrome
with rapid deterioration of liver function, generally with-
out preexisting diseases [1]. This condition presents a high
mortality rate, of up to 80% in some reports [2], and is
usually associated with coagulation disorders and hepatic
encephalopathy. ALF can affect other organs, such as brain,
kidneys, lungs, bone marrow and the circulatory system, and
immune system [3, 4]. Therefore, metabolic acidosis, coag-
ulation disorders, and hepatic encephalopathy are quickly
established. Intracranial hypertension, the major cause of
mortality in ALF patients, is secondary to cerebral edema,
which is the center of the process responsible for hepatic
encephalopathy.Many etiologies are involved, including viral

hepatitis (hepatitis viruses A, B, and E), drug-induced hep-
atitis, exogenous intoxication, vascular, ischemic or Budd-
Chiari syndrome neoplastic infiltration (lymphoma), and
fulminant septicemia [5–7].

Although life-support new therapies are available in
Intensive Therapy Centers, mortality remains high. Thus,
ALF patients remain largely with no effective therapeutic
treatments, including organ transplantation, which is the
standard therapy for acute stages of liver disease and the only
procedure for hepatic function substitution. Therefore, new
sources of biochemically functional hepatocytes and thera-
peutic treatments that may improve liver injury recovery, in
parallel to organ transplant indication, can decreasemortality
rates [8, 9].
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2. Transplantation

The first human liver transplant (LT) was performed by
Thomas Starzl in 1963 (Denver- USA) [10] and, since then,
this remains the only efficient therapy for liver function
recovery. Since then many strategies have been developed
worldwide, such as surgical techniques, immunosuppressive
agents, organ allocation, donor selection, infection prophy-
laxis, and the prevention of recurrent diseases [11]. As a result,
survival after LT has increased significantly in recent years.
Currently, the average survival is of about 90% in the first
year after transplantation and 60% at 10 years [12]. The major
problem regarding LT is the reduced number of available
grafts. Because of this, organ transplant cannot be offered
to most patients presenting acute disorders. Consequently,
a high number of patients remain on waiting lists and do
not undergo surgical procedures, contributing to the high
mortality rates described previously [8, 13, 14].

Many strategies are currently being developed aiming
to increase organ availability for LT [39, 40]. Such strate-
gies involve living donor liver transplantation (LDLT), split
liver transplantation (SLT), and domino liver transplantation
(DLT) [11, 41–45].

3. Alternatives to Maximize the Number of
Available Grafts

3.1. Living Donor Liver Transplantation. The first attempt at
LDLT was performed in Brazil, by Raia and colleagues in
1989 [46]. This transplant was performed in a child, who did
not survive the surgery. The attempt, however, established
the technical viability of the procedure [11, 47]. The first
successfully performed LDLT was conducted in 1990 in
Australia by Strong and colleagues, using segments of the left
lateral lobe as grafts [48, 49]. LDLTusing liver fragment grafts
from healthy living donors has emerged as a very important
option for many patients, especially pediatric patients [47,
48]. Since the first liver transplants from living donors in the
late 1980s, this transplantation technique has been used as a
well-established tool in modern medicine transplants. Most
liver transplants are performed from living donors, especially
in Asian religious grounds. Liver grafts for adult patients
consist mainly of the right lateral lobe and, for pediatric
recipients, mainly the left lateral lobe of the liver donor [48,
49].

Strategies for conducting LDLT in children have evolved
and the increasing success rate of this surgical procedure has
led to a significant decrease in pediatric patient mortality
on transplant waiting lists [41]. With the success of liver
transplantation from living donors using the left lateral lobe
as small grafts for pediatric patients, surgeons have extended
this procedure for adult recipients. This method, previously
limited by the graft size, became possible after performing
the first LDLT using the right lateral lobe. The first LDLT for
adult recipients was performed in Japan, in 1996 and, since
then, liver grafting using the right lateral lobe has become the
main type of LDLT graft [11, 49].

Living organ donors are better than brain-dead organ
donors in many ways.Themain advantage of living donation

is that it optimizes the time for transplantation and patients
with severe liver diseases are removed from waiting lists.
In addition, the transplant procedure can be electively pro-
grammed, before the development of end-stage liver disease
in transplant candidates, which would increase mortality
risks. Preservation time is minimal in LDLT and, therefore,
ischemic liver damage is significantly reduced. Living donors
in general terms are healthy and the quality of the organ
is usually higher. However, the most important fact is that
living donor transplant increases the supply of organs for
transplantation, allowing more people to be benefited [11, 41,
48].

The major disadvantage of LDLT is the risk of donor
mortality and morbidity. Thus, perfectly healthy volunteer
donors are exposed to possible damage related to the surgical
procedure. The risk of death of a donor of a segment on the
left side, or left lobe, is of approximately 0.1%, while the risk of
a donor of a right lobe segment is estimated at approximately
0.4 to 0.5%. The morbidity of these procedures is significant
and correlates directly with the extent of resection [48].

An LDLT is technicallymore complex than a whole organ
transplant from a deceased donor. In the case of partial
transplant grafts, there is an increase in biliary complications,
as well as the incidence of small-for-size syndrome, in
which the recipient does not get enough functional liver
mass [50]. Many questions regarding the impact of liver
regeneration and risks for the recipient are still unanswered.
Liver regeneration, for example, may favor viral replica-
tion (particularly hepatitis C or tumor growth) [48, 49].
It is noteworthy that this procedure is considerably more
expensive and the possibilities of surgical complications are
greater than those ofwhole organ transplantation. It takes two
highly experienced surgeon staffs, one to perform the donor
procedure and the other, the recipient [49, 50]. However, in
recent years, most of the problems related to the technical
LDLT procedures, especially in adults, have been elucidated.
As a result, morbidity andmortality associated with technical
errors during this type of transplant have decreased [50].

3.2. Split Liver Transplant. Split liver transplant (SLT) was
also developed as a strategy to increase liver graft supplies, by
obtaining two grafts from a single deceased donor.This strat-
egy is of great importance, especially for pediatric patients,
also reducing mortality on waiting lists [42].

Pichlmayr and collaborators in Hannover-Germany first
described this type of transplant in 1988. The first SLT
procedures were unsuccessful, especially in adult recipients
and this technique was abandoned in the 1990s [11]. How-
ever, with a better understanding of intrahepatic anatomy,
adequate criteria for donor and recipient selection, and the
introduction of the technical division of the organ in situ,
SLT became more useful. This was possible probably due to
the decreased time lapse that leads to ischemia and biliary
complication among children and adult recipients. Thus,
from the mid-1990s, many transplant centers around the
world have began executing SLT programs [42, 51].

Usually, the liver is divided for an adult and a child
and the use of grafts for the division between two adults is
uncommon. The split procedure of the organ is usually as
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follows: the left lateral lobe of the segment is used as a graft
for the pediatric patient and the right lateral lobe for the adult
recipient [42].

SLT can be safely used with acceptable morbidity and
mortality rates. Nesher et al., in 2011, evaluated 2.301 SLTs
performed from January 1995 to December 2008. Patient
survival rates at 1 and 5 years after SLT were 84% and 70%,
respectively. Early or late mortality of this type of transplant
for these patients was not related to expected technical
problems due to the liver split, but caused by sepsis, cerebral
edema, and acute and chronic rejection [51].

3.3. Domino Transplantation. Domino liver transplantation
(DLT) is considered for patients presenting certain genetic
or biochemical disorders that are currently treated by liver
transplantation. Thus, patients with liver metabolic diseases
receive a transplant; the explanted ill liver sometimes can
be transplanted to another patient in situations whose livers
remain structurally normal with preserved function and in
which liver transplantation is expected to be curative [52].
DLT was originally proposed to compensate the limited
availability of organs, using patients with Familial Amyloid
Polyneuropathy (FAP) as donors. Hence, this procedure
is currently responsible for over 16% of liver transplants
performed in Portugal [44]. A DLT conducted using the
liver of a FAP patient was first performed in October
1995 in Portugal, by Furtado et al., and is carried out
most frequently in Portugal, Sweden, and Japan, where the
disease incidence is higher [53, 54]. FAP is an autosomal
dominant systemic disease characterized by a progressive
sensory motor neuropathy. It is associated with vegetative
dysfunction and cardiomyopathy with a transthyretin (TTR)
mutation of the TTR gene and usually occurs in adults
during the third decade of life. TTR mutants are responsible
for destabilizing the native tetrameric structure of TTR,
leading to toxic extracellular deposition of amyloid fibrils,
especially in the peripheral nervous system [44, 54].The liver
produces about 90% of TTR in the body. However, although
these patients suffer a genetic alteration, liver function and
normal morphology are maintained, except for mutant TTR
production. In this case, the basic idea behind such grafts
is the fact that it takes 20-30 years for the first symptoms
to appear in patients receiving FAP liver grafts by domino
transplantation [44, 55, 56]. Therefore, DLT recipients may
benefit more from a donor with end-stage liver disease. In
this type of sequential transplantation, FAP patient livers
are not feasible for these patients; however, these livers may
be transplanted into one or more patients with acute liver
disease on waiting lists for orthotopic transplantation. FAP
patients are both donor and recipient, since they depend
on liver transplants from a deceased donor [44]. Although
DLT is most frequently performed in donors presenting
FAP, some studies have suggested the use of grafts from
patients with a range of other metabolic disorders [57–
59]. In some cases, DLT can be performed by transplanting
the liver from patients with various metabolic disorders
into elderly recipients, whose projected survival precludes
prolonged waiting on the transplant list [57]. Golbus et al.
in 2017 reported a DLT case using the liver of a 14-year-old

boy with homozygous familial hypercholesterolemia (FH)
transplanted into a 65-year-old man with primary sclerosing
cholangitis and cirrhosis [57]. Another paper reported a first
case of double domino liver transplantation in a 32-year-
old woman who was diagnosed with FAP and liver dysfunc-
tion [58]. In this case, auxiliary DLT was conducted using
a double domino graft from patients presenting different
liver metabolic diseases. Moreover, domino liver grafts from
patients with other liver metabolic disorders, such as maple
syrup urine disease, are possible. In this disease, an autosomal
recessive deficiency of branch chain 𝛼-ketoacid dehydroge-
nase (BCKAD) is observed in all tissues, an enzyme that
metabolizes branch chain amino acids (valine, leucine, and
isoleucine). In normal individuals, other tissues possess
this enzyme. In these circumstances, a patient may receive
a normal liver or normal hepatocytes, thus being cured.
Diseases (or hepatocytes isolated from this organ) could be
transplanted to another patient who will normally metab-
olize branch chain amino acids in other tissues presenting
normal BCKAD activity. Other examples are methylmalonic
acidemia [62], which can be used to supply the absence
of cadaveric grafts. For rare metabolic liver diseases such
as Acute Intermittent Porphyria (AIP), further reports and
studies are required to establish DLT indication [54].

This procedure raises ethical and surgical issues. The
most important ethical principle is the need to emphasize
that the recipient can develop a genetic disease from the
domino donor. At first, indicated recipients were those
suffering from primary carcinoma, especially hepatocellular
(HCC) and rare cholangiocarcinoma or secondary hepatic
malignancies. Currently, these liver grafts are also transferred
to patients with alcohol-related liver cirrhosis and viruses.
It is noteworthy that this therapeutic procedure should be
performed in patients with a shorter life expectancy than the
time required to develop the symptoms of the domino donor
disease (55-60 years) [54].

The main DLT drawback is the risk of metabolic liver
disease transmission. Although with a low incidence, of
about 3%, early manifestations of diseases were reported in
DLT recipients [11]. Nevertheless, domino liver grafts are an
adequate option for some recipients who might otherwise
experience long wait times for liver transplantation, such as
recipients with hepatocellular carcinoma [43].

3.4. Hepatocyte Transplantation. Alternatives to liver trans-
plantation include blood purification therapies such as
plasmapheresis, hemodiafiltration, and bioartificial livers
[63]. However, these methods are still unsatisfactory, for
numerous reasons, such as high cost, development of anaphy-
lactic reactions, and formation and deposition of immuno-
complexes [63–68]. With the advent of cell therapy and
tissue engineering, the treatment of several tissue injuries
in degenerative pathologies and previously untreatable pro-
cesses became possible (Risbud et al., 2004). Thus, the con-
cept of hepatocyte transplantation (HT) emerged, whichmay
lead to recovery of spontaneous patient recovery, increasing
patient survival rate while awaiting donation. This would
be very important, in view of the limitations of artificial
liver function support methods currently applied. Studies
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approaching cellular therapies for liver diseases using ani-
mal models highlight the notable regenerative capacity of
hepatocytes in vivo. Therefore, the transplantation of these
cells plays an important role as a therapeutic innovation,
leading to major advances regarding new perspectives in the
treatment of liver diseases [9, 69, 70]. Cell transplantation
may be advantageous compared to surgical procedures,
since this is a less invasive procedure and can be repeated
in sequential transplantations, with no need for chronic
immunosuppression, and transplants can be performed in
more than one recipient from a single donor [24, 39, 70,
71]. Published data reported the successful application of
allogeneic hepatocytes transplants for inherited metabolic
liver disease (Table 1) andALF (Table 2).Themain indications
for hepatocyte transplantation treatment are (1) inherited
metabolic diseases, such as Crigler-Najjar disease (CND);
Glycogen storage disease 1a and 1b (GSD); ornithine transcar-
bamylase deficiency (OTD); familial hypercholesterolemia;
progressive familial intrahepatic cholestasis (PFIC) and (2)
ALF [72, 73].

The aim of hepatocyte transplantation in patients pre-
senting metabolic disorders is to restore hepatic functions
without replacing the entire organ. However, the number
of cells necessary for correcting a deficit is unknown. For
example, in patients suffering from Crigler-Najjar syndrome,
approximately 12% of the liver mass is necessary [74]. How-
ever, fewer cells can produce an effect on other congenital
disorders, such as OTD or GSD1a [75]. To be successfully
performed, a minimal number of cells must be used for
tissue engineering by hepatocyte transplantation. As the liver
corresponds to approximately 2.8% of the total body weight,
the organ from a 70-kg individual weights about 1.5 kg. The
minimum liver mass required for patient survival has been
asserted as about 10–30% of the total organ or 200–600 g.
Considering 120 million human hepatocytes/gram of tissue,
a minimum of 2.5–7.5 billion cells would be required for
a clinical therapeutic treatment [75]. Nevertheless, major
challenges for the wide clinical application of hepatocyte
therapy include availability,metabolic integrity, and sufficient
amount of cells for transplantation [33, 39, 70, 71, 73].

Many hepatocytes animal sources have been proposed
and investigated as alternatives to human hepatocytes,
including human tumor cell lines, immortalized hepatocytes
from pig livers, and hepatocytes from transgenic pigs [75].
Each of these sources presents disadvantages for clinical
use, such as the risk of disease transmission, neoplastic
transformation, and animal sample biocompatibility. Ideally,
primary hepatocytes isolated from human livers would be
the best source of liver tissue for cell therapy, given the
limitations of the cell sources mentioned above. However,
the development of a standardized hepatocyte isolation to
ensure adequate performance, viability, and functionality is
necessary, as well as adequate conservation and storage of
these cells after isolation [39]. Transplanted cells are generally
no longer observed after 6–9 months and it is not clear if
this is due to rejection, apoptosis, or other causes. The single
most important obstacle for hepatocytes transplantations is
the limited availability of hepatocytes, which has encouraged
more investigations on alternative cell sources [72].

Figure 1: Each year a large number of livers from cadaverous
donors are rejected for transplantation. The causes include a high
degree of steatosis, no heart beating, and nonviral cirrhosis. These
organs rejected for orthotopic transplantation have been object of
studies and sources of great importance for obtaining liver cells
for cell transplantation. The hepatocyte isolation with quality from
these organs associated with cryopreservation technique will allow
the development of a bank of liver cells that are available for the
treatment of a large number of patients with ALF.

3.5. Systemizing a New Concept: Domino Hepatocyte Trans-
plantation (DHT). Domino transplantation is one of the
strategies currently performed to supply LT grafts, mainly
using unviable organs for certain individuals, such as FAP
patients. In this sequential transplantation process, positive
FAP grafts are functionally and morphologically normal,
which enables their use as explants for patients with IHA
and inherited metabolic liver diseases [44, 55, 61, 76]. This
additional source of cells and strategic approach, associated
with the suitable results of human hepatocyte transplanta-
tion, are considered a complementary therapeutic strategy
to organ transplantation [37, 77], the domino hepatocyte
transplantation (DHT) (Figure 1). Thus, unviable organs for
transplantation would become sources of viable hepatocytes
for transplantation. These hepatocytes could be transplanted
into more than one patient presenting IHA or hepatic
congenital metabolic disorders. Each year, a large number of
cadaverous donor livers for transplantation are rejected. The
reasons include high-grade steatosis, nonviral cirrhosis, and
death due to heart failure [72, 78]. Moreover, patients with
many types of metabolic liver diseases have morphologically
and biochemically normal livers, except for the mutation
that characterizes the metabolic disease [40, 72]. Baccarani
et al. demonstrated that hepatocytes isolated from livers
with nonviral cirrhosis, macrosteatosis, and normal livers
have comparable metabolic functions when maintained in
culture. Furthermore, microscopic analyses revealed normal
cell morphology. In another study published by Gramignoli
et al., 2013, hepatocytes were isolated from explants of
normal livers and livers presenting various types of inherited
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Table 1: Human hepatocyte transplantation: clinical studies in patients with metabolic liver disease.

Disease Patient Age Number of viable
cells transplanted

Type of cell
transplanted Outcome Study/Ref

8 years 7.5x109 F/C 40% decrease bilirubin up to 6
months; OLT at 20 months [15]

9 years 7.5x109 F 32% decrease in bilirubin for a few
weeks; OLT after 5 months [16]

18 months 4.3x109 C 40% decrease in bilirubin to 7
months; OLT at 8 months [17]

8 years 1.4x109 F 30% decrease in bilirubin; OLT after
11 months [18]

1 year 2.6x109 F/C 25% decrease in bilirubin at 4
months; OLT after 4 months [19]

9 years 6.1x109 F/C 35% decrease in bilirubin at 6
months; OLT waiting list

Glycogen storage
disease type I (GSD)

18 years 6.0x109 F/C
Improvement in glucose control,

normal enzyme
levels on biopsy

[20]

47 years 2.0x109 F
Better fasting time, decrease in

triglycerides
up to 18 months

[21]

Infantile Refsum’s
disease 4 years 2.0x109 F/C 40% decrease pipecholic acid after 18

months [22]

Familial hyper-
cholesterolemia

Five patients
between 7 and

41 years

1.1x109

F

20% decrease in cholesterol, LDL,
ApoB to 28 month;

[23]

1.3x109 No effect;

1.0x109 6% decrease in
cholesterol, LDL, ApoB to 19 months;

3.2x109 Minor effect

1.5x109 20% decrease in cholesterol up to 7
months

Urea cycle defects

OTC 5 years 1.0x109 F Decreased ammonia initially; Died
42 days later [24]

OTC 10 hours 9.0x109 F/C
Decrease ammonia; increased

protein tolerance for a short period;
OLT at 6 months

[25]

OTC 2 dias 1.9x109 F/C Decreased ammonia; auxiliary
transplant at 6 months [26]

OTC 14 months 2.4x109 C
Decreased ammonia; increased urea;
psychomotor improvement; OLT

after 6 months
[27]

OTC 1 day 1.6x109 F/C

Decreased ammonia; increased urea
under normal diet; partial orthotopic

liver transplantation (apolt) at 7
months

[28]

OTC 10 weeks
3 years 3.0x109 F Some stabilization [29]

OTC 6 hours 0.6x109∗ C

Decreased ammonia; increased urea;
normal urinary orotic acid excretion.

Death at 4 months

[30]

9 days
Decreased ammonia; increased

protein intake, urinary orotic acid
normal at 6 months. OLT waiting list
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Table 1: Continued.

Disease Patient Age Number of viable
cells transplanted

Type of cell
transplanted Outcome Study/Ref

Citrullinemia 36 months 1.5x109∗ C Normal ammonia; 40% increase in
urea [30]

Factor VII deficiency 3 months
35 months

1.1x109 C 70% decrease in recombinant factor
VII for 6 months; OLT after 7 months

[31]
2.2X109 F/C

Phenylketonuria 6 years
Two infusions for a

total of
630 × 106 cells

F

blood phenylalanine levels returned
within the therapeutic target while

the phenylalanine
half-life assessed by loading tests

decreased from 43 to 19 h.

[32]

Table 2: Human hepatocyte transplantation for patients with acute liver failure.

Indication Patient Age
Number of
viable cells
transplanted

Outcome Study/Ref

Drug-induced acute
liver failure

27 years 2.8x107 OLT after 10 days [24]
26 years 2.8x107 OLT after 2 days [33]

32 years 1.3x109 Death on day 14
[34]35 years 1.0x1010 Death on day 20

55 years 3.9x1010 Death in 6 hours
27 years 3.0x107 OLT on day 10

[35]

26 years 1.2x109 OLT on day 2
21 years 9.4x108 Death on day 1
35 years 5.4x109 Death on day 18

35 years 3.7x109 Full recovered after
OLT

51 years 3.9x109 OLT on day 3

Viral-induced acute
liver failure

28 years 1.9x107 OLT on day 3 [24]
28 years 1.7x108 OLT on day 3

[33]37 years 1.2x108 Death on day 5
43 years 7.3x108 OLT on day 1
37 years 8.8x108 Full recovered no OLT [36]
29 years 1.0x1010 Death in 18 hours

[34]65 years 3.0x1010 Death on day 52
4 years 3.4x109 Death on day 2

[35]

54 years 6.6x109 Death on day 7
Idiopathic acute liver
failure 3.5 months 1.8x1010 OLT on day 1

[35]

Retransplantation 42 years
49 years

2,209 × 106
hepatocytes
given in 4
infusions

death on day 10
alive, liver retransplantation on

day 6
[37]

Acute-on-chronic
liver failure

7 patients with
mean age, 35.7

years
(4.2 - 6.0) x 106

3 patients fully recovered
from liver failure, 1 survived and
subsequently underwent OLT,
and the remaining 3 patients

died between 2.5 and 12 months
hepatocyte transplantation

[38]
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metabolic diseases. This group demonstrated, by using liver
function assays, such as drug and ammonia metabolism and
conjugation, that the cells frommostmetabolic diseases cases
were able to perform these functions as well as, or better than,
cells from normal donors. Thus, hepatocytes from a Crigler-
Najjar explant could be expected to metabolize ammonia
normally if transplanted to an OTD patient, for example,
[40].

Hepatocyte transplantation is performed with the pur-
pose of repopulating or replacing only a small portion of
the total liver mass. Thus, the domino hepatocyte transplant
could present significant advantages against the domino
transplant of the whole organ. Since only a small percentage
of transplanted cells present amutation of a certainmetabolic
disease, this small population might not be enough for the
development of the congenital disease in the recipient subject.
If positive PAF receptor grafts and other inherited metabolic
diseases take about 20-30 years until the onset of symptoms
of the disease [44], DHT could represent an increment
of this timeframe, or even the possibility of maintaining
asymptomatic patients. Nevertheless, it is still too early to
know the true proportion of domino recipients who will
develop the disease, but a relatively large number of patients
are soon to reach to develop the symptoms, 7 to 9 years after
domino transplantation [43].

Cell therapy success is directly associated with the devel-
opment of an efficient cryopreservation technique, capable
of supplying a sufficient amount of viable and metabolically
functional cells to hepatocyte cell banks for emergency
transplantations or programmed transplantations for a high
number of patients with diseases liver [9, 19, 27]. According
to the hepatocyte infusion data displayed in Tables 1 and 2,
about 109 cells are required for cell therapy. Since the data
are promising, especially in cases of metabolic diseases, and
cryopreservation is essential for establishing cell transplant
techniques, organs rejected for transplants can save the lives
of patients who currently die on liver transplantation waiting
lists. Such an organ cell pool may be stored in liver cell banks
available for emergency or programmed DHT.
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3.2. Artigo 2 

 Título: Hepatocyte Transplantation as a therapeutic alternative for the 

treatment of acetaminophen-induced acute liver failure in the mouse 

 

 Referência Bibliográfica: Cardoso, LMF; Henriques-Pons, A; Pinto, MA; 

Alves, LA 

 

 Situação: Artigo finalizado. Em revisão por parte dos autores 

 

 Descrição e justificativa: No presente trabalho, realizamos o transplante 

hepatocitário com abordagem no conceito dominó, como uma alternativa 

terapêutica ao tratamento da insuficiência hepática aguda. A ausência de 

tecido hepático para a obtenção de hepatócitos é um grande fator limitante 

que implica na aplicação clínica do transplante celular como uma alternativa 

ao transplante de fígado. O conceito dominó, originalmente utilizado para o 

transplante de fígado, “reaproveitando” órgãos de pacientes com doenças 

metabólicas hepáticas nos remete a probabilidade, também de utilizar fígados 

que não atendem aos critérios de transplante e serão descartados, como 

fontes de hepatócitos para terapia celular. A maior causa de rejeição para um 

órgão ser transplantado é a macroesteatose acima de 60%. A utilização 

desse tipo de fonte celular já é sugerida pela literatura. Entretanto, nenhum 

processo de separação das diferentes populações de hepatócitos, com e sem 

esteatose é descrita. Assim, nosso objetivo foi poder caracterizar o isolamento 

de hepatócitos de órgãos com macroesteatose e separar as populações de 

células saudáveis das células com alto grau de esteatose e realizar o 

transplante hepatocitário. Para isso, desenvolvemos dois modelos murinos 

capazes de nos fornecer base experimental para testarmos nossa hipótese. 

Nossos resultados foram promissores quanto à separação e utilização dos 

hepatócitos obtidos de órgãos com macroesteatose e tendem a ser uma 

importante fonte celular no tratamento da IHA.  
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ABSTRACT 

Acute liver failure (ALF) is a severe syndrome with an elevated mortality rate, 

ranging from 40 to 80% of patients. Technological approaches , aiming to 

support and treat ALF patients are in constant development and vary from 

dialysis systems (biological and non-biological) to xenotransplantation and stem 

cell transplant. However, orthotopic liver transplantation (OLT) remains the only 

proven treatment for liver failure or end-stage liver diseases and is also applied 

for liver-based intractable metabolic disorders. However, the low availability of 

liver donors is a major limitation  for OLT, a factor that contributes  to the high 

mortality observed. Due to organ  scarcity, surgery invasiveness ,and persistent 

mortality/morbidity after conventional procedures, other treatments  are being 

explored. Amongst these, hepatocyte transplantation (HT) is an attractive 

alternative  that shows promising results in the treatment of different metabolic 

disorders. Alternative sources of hepatocytes, including cells derived from 

rejected livers after transplantation, are being investigated, although the 

isolation of primary human hepatocytes is also limited. Thus, the concept of 

Domino Hepatocyte Transplantation (DHT) has emerged. DHT  can be  

beneficial and safe cell therapy, as long as viable and metabolically functional 

human hepatocytes are used. In this work, we used two experimental models 

for DHT, which were hepatocytes isolated from macroesteatotic murine livers 

and hepatocytes transplantation in the ALF model. Our results show that 

hepatocytes with fat accumulation can be separated by centrifugation to select 

cells with little or no steatosis. These cells have high cellular viability after 

isolation, normal albumin secretion, and normal adhesion when maintained in 

culture. We then suggest that organs with  advanced steatosis can also be a 

source of hepatocytes after the selection of best-suited cells for transplantation. 

Furthermore, we demonstrate that this cellular allograft  can  reduce ALF levels 

in grafted mice due to significant reduction of liver damage. 

 

 

 

 

 

 

1. INTRODUCTION 

Acute liver failure (ALF) is a potentially fatal and severe clinical syndrome 

resulting from the abrupt loss of hepatocytes function in patients with  no pre-



 

existing liver disease. This is the  result of massive necrosis of hepatocytes and 

is associated with hepatic encephalopathy (HE), withany degree of mental 

alteration;, coagulopathy; and jaundice (1, 2). ALF is associated with extremely 

high mortality rates, often is more than 80% Developing countries(3, 4). A 

variety of causes have been identified, including toxic substances, infections, 

neoplasias , and drug-induced lesions. The first therapeutic strategies used in 

the treatment of ALF are blood transfusion and hemodialysis (5), in an attempt 

to remove toxins from the blood. However, these therapies are not effective 

when performed several times or for prolonged periods, favoring the occurrence 

of secondary infections, hemorrhages, and death in few days (93-95). The 

etiologies related to acute liver failure (ALF), differ according to the geographic 

region and are much more common in developing countries. In this case, viral 

infections with hepatitis A, B, and E) are the predominant cause of mortality, 

with rates above 50% of ALF patients (6, 7). Governmental public health actions 

(e.g., vaccination and improved sanitation) are among the factors that reduced 

the incidence of these infections in the United States and most of Western 

Europe, where drug-induced liver injury is the most common cause of ALF (8). 

In the United States and the United Kingdom, APAP (acetaminophen) 

overdoses currently correspond to 45% to 60% of ALF cases and the intake of 

doses exceeding 8 g/day of APAP is directly related to the induction of ALF. 

Although, therapeutic doses of 3-4 g/day have also been linked to hepatotoxicity 

and are capable of inducing severe hepatic lesions (9). 

Currently, orthotopic liver transplantation (OLT) is considered the d 

standard gold treatment for end-stage liver disease, ALF, and liver-based 

metabolic disorders. Moreover, OLT is the only intervention with proven clinical 

benefits and long-lasting effects,  with survival rates of 80 to 90% in the first 



 

year post-transplantation. However, the number of patients who may benefit 

from liver transplantation is quite limited  because there is a shortage of organ 

donors for transplantation (10).  Therefore, there is  a crescent discrepancy 

between the number of patients on waiting lists and the number of OLTs 

performed, leading to high mortality (11). This shortage of organs for liver 

transplantation has been associated with many factors,  including the high cost 

and limitation of medical teams with adequate experience and training for the 

procedures (10, 12, 13). (4, 14). , it has been reported that the time lapse 

between the organ collection and the transplant recipients directly affects the 

surgery success due to the short time in which the organ remains viable(15). 

The technological advances allowed the development of new therapeutic 

strategies for ALF, classified as extracorporeal liver support devices, to mimic 

the main functions of the organ (16). Extracorporeal liver devices are primarily 

intended to provide temporary support to ALF patients, as bioartificial liver 

(BAL) tested using human or non-human hepatocytes (16-20). However, all 

these alternatives are still considered experimental,  despite some reports 

pointing to their beneficial use  (21-24). Therefore, it is important to fully explore 

and improve these procedures using controlled clinical trials. 

 Based on the deficiency of effective alternative therapies, the transplantation of 

human hepatocytes has been studied as a promising alternative for the 

treatment of ALF and hepatic metabolic diseases (25-27). Studies  approaching 

cell-based therapies in animal models of liver diseases show the remarkable 

capacity of hepatocytes regeneration in vivo by compensatory regeneration or 

direct hyperplasia (28-30). Therefore, the transplantation of these cells would 

play an important role as a therapeutic innovation, acting directly on the tissue 

recovery in cases of liver dysfunction or damage. Thus, hepatocyte 



 

transplantation can be a valuable procedure to increasee patients survival rates  

while on waiting lists (31-34). Moreover, cell transplantation may have 

advantages over surgical procedures,  as a less invasive procedure, it can be 

repeatedly performed  in programmed sessions, there is no need for chronic 

immunosuppression, and more than one recipient can benefit from a single 

donor. However, a major challenge for the wide clinical application of these 

methods is the availability of hepatocytes  suited for engraftment (25, 26, 35, 

36). Many liver cells have been proposed and investigated as alternative 

sources to human hepatocytes, such as: human tumor cell lineages, 

immortalized human hepatocytes, and pig liver cells for xenogeneic transplant 

(4, 37-40). However, each of these sources has limitations and 

contraindications for clinical use, such the risks of tumor transmission and the 

biosafety and biocompatibility of animal tissue (39, 41). In addition, the degree 

to which hepatocyte donors restored liver failure was not adequate to 

circumvent the need for organ replacement, partially because of the 

requirement for cellular function immediately after the transplant. The lack of 

clinically relevant disease models for animal transplant studies reverts in 

unknown aspects of the process, as the number of cells required for immediate 

reversion of liver disfunction. Moreover, optimized cryopreservation methods 

are necessary to deliver high numbers of metabolically and functionally viable 

cells after thawing. 

Ideally, isolated human primary hepatocyte cells would be the best source 

of  hepatocytes for cell therapy. Yet, numerous studies using animal models in 

the last 30 years indicate that adult hepatocyte transplantation can reverse ALF 

and  can correct various metabolic hepatic deficiencies (42). Therefore clinical 

trials using hepatocytes transplantation can be advantageous when considering 



 

the pros and cons, especially (essa frase contradizia uma frase anterior que 

falava da limitação em biosegurança e biocompatibilidade)for long-term 

procedures, only partial correction of the metabolic disorder has been achieved. 

. Therefore, further clinical and experimental studies should be conducted to 

establish the parameters for successful transplant procedures (25, 43, 44). 

(35, 45).  

 As an additional source of human primary cells, it has been suggested the 

use of rejected organs for orthotopic transplantation and fractions of organs 

remaining from pediatric transplants (35, 45). Each year, a substantial number 

of livers from deceased donors is rejected for transplantation, the causes 

include high-grade steatosis and non-viral cirrhosis. These organs have been 

targeted for studies  to obtain liver cells for cellular transplantation. In some 

transplantation centers, approximately 40% of donor grafts are discarded 

because of severe liver steatosis (46). Conventionaly, steatotic livers with > 

60% fat must be discarded. Organs with 30%-60% of fat deposition show poor 

results, with decreased graft  and patient survival (47). In this context, livers 

rejected for transplantation represent a potentially valuable source of cells for 

the transplantation of hepatocytes (35, 48, 49).  

Recently, our group published a review emphasizing the concept of 

domino hepatocyte transplantation as a technique for cell transplantation using 

cellular sources that would be discarded. We suggested the use of non-viable 

organs for liver transplantation to isolate viable hepatocytes. These high-quality 

cells could then be cryopreserved in cell banks available for the treatment of 

several patients with acute and metabolic liver diseases (49).  

In this context, the proposal of this work is to perform hepatocyte domino 

transplantation in a chemically induced ALF model, using hepatocytes from 



 

livers of mice with macroestaeatosis. For this, our main goal was to develop a 

protocol for the isolation,  selection, and cryopreservation of viable cells from 

livers of esteatotic mice for  transplantation domino in the ALF model. 

 

2. MATERIALS AND METHODS 

ANIMALS: 

Two mouse lineages obtained from the experimental breeding center of the 

Oswaldo Cruz Foundation were used. For the development of the ALF model, 4 to 6 

month-old Swiss Webster mice (25-30 g) were used andfor the hepatic 

macrosteatosis model, we used 6 to 8 month-old male C57BL/6 mice (25-30 g).  For 

the induction of steatosis, the animals were submitted to a diet deficient in 

methionine and choline (51) and the other animals were fed using a conventional 

diet. . The experimental procedures were approved by the Institutional Committee on 

Care and Use of Animals (CEUA-Fiocruz) and conducted in strict accordance with 

the recommendations of the guide of care and use of laboratory animals of the 

Brazilian Society of Science in Laboratory Animals (SBCAL) and the National 

Council for Control of Animal Experimentation (CONCEA, Brazil).  

ACUTE LIVER FAILURE MODEL: 

Aiming to developing an ALF chemical model, we used acetaminophen (APAP) 

as a hepatotoxic agent and tested different doses to identify important characteristics 

found in ALF patients . Thus, Swiss Webster male mice were randomly divided in 

three groups: Group 1 untreated mice (control group); Group 2 animals that received 

a single intraperitoneal dose of saline (vehicle group); Group 3 animals that received a 

single dose of intraperitoneal APAP , ranging from 350 mg/kg to 750 mg/kg of body 

weight (APAP group) The APAP solution was prepared following the solubility 



 

coefficient of APAP/kg solvent in saline (17 g/L) under constant stirring and at 30°C 

(50). After the treatment, all animals were observed for up to 96 hours. 

EVALUATION OF HEPATIC ENCEPHALOPATHY: 

Neurological signs of encephalopathy were observed in the animals after 

96 hours of treatment with  APAP. Encephalopathy was categorized as 0 to IV 

following criteria adapted from O'Grady-2005, according to animal‟s motor 

reflexes, activity, ataxia, sonolence, atrial stimulation, and eyelid reflex (Table 1) 

(51). In addition, the degree of encephalopathy presented by the animals was 

evaluated later by the open field test. Briefly, this test aims to assess the 

possible behavioral changes caused by acetaminophen toxicity, contributing to 

the evaluation of encephalopathy (52).  

 

BIOCHEMICAL EVALUATION:  

Blood samples were collected via cardiac puncture and centrifuged at  

xXXg to obtain the sera. The quantification of serum albumin, alanine 

aminotransferase (ALT), and aspartate aminotransferase (AST) were using the 

Labtest commercial kit (Lagoa Santa, MG, Brazil). The reaction was read using 

a SpectraMax® M5 (Molecular Devices, USA) plate reader at 640 nM for 

albumin and 340 nM for ALT and AST. 

 

HISTOLOGY:  

Liver tissue samples were submitted to standard histological processing in 

paraffin and stained with hematoxylin&eosin for the analysis of hepatic lesions, 

disorganization of stromal architecture, steatosis, necrosis, and cellular 

inflammatory infiltration. Two liver fragments were collected from three animals 

per group on days indicated in Figure legends and three to four histological 



 

sections were stained per fragment. Then ten random regions were 

photographed  under the magnification of 200x  and the analyses were done 

blindly (53).  

 

INDUCTION OF HEPATIC STEATOSIS IN AN EXPERIMENTAL 

MODEL:  

Male C57BL/6 mice were submitted to a diet deficient in methionine and choline 
(MCD) (Rhoster, Araçoiaba da Serra-São Paulo, Brazil) for 30 days for the 
induction of hepatic steatosis (51). Control mice received a commercially 
available conventional diet. 

HEPATIC STEATOSIS:  

The level of hepatic steatosis was classified according to a study 

published by Gerspach and collaborators 2017, with some adaptations for mice, 

as follows grade 0: hepatocytes with no lipid vacuoles; grade 1: small lipid 

vacuoles around the centrilobular vein (light level); grade 2: lipid vacuoles 

varying from 25% - 50% of the microscopic fields (moderate level), and grade 3: 

lipid vacuoles of various sizes, with occupying more than 50% of the fields (high 

level). 

 

MOUSE HEPATOCYTE ISOLATION: 

Hepatocytes were isolated by enzymatic dissociation using a method adapted 

from previous reports (55, 57). Male mice were euthanized in a CO2 chamber and 

the livers were perfused throughout the hepatic portal vein using a peristaltic pump 

for a continuous flow with a Ca2+-free Hank‟s buffer (HBSS) in the presence of 

0,5mM of EGTA (Sigma Aldrich, St. Louis, EUA). After the first perfusion  we used 

HBSS buffer with Ca2+ XXXmM and 800 units of collagenase type I (Gibco) at a rate 

of 1.5 ml/min.  Then the livers were carefully removed from the abdominal cavity and 

transferred to a petri dish containing approximately 40 mL of Williams‟ E medium 



 

(Sigma Aldrich, St. Louis, EUA) supplemented with 10% of fetal bovine serum 

(FBS) (Gibco). The Gilson's capsule was carefully removed to obtain a cellular 

suspension that was filtered through a 45 micrometers  strainer.  For hepatocytes 

isolation, we performed low spin centrifugation of 50 xg at 4°C for 5 min and the 

pellet was resuspended in Williams‟ E medium with 10% FBS. 

PURIFICATION BY PERCOLL GRADIENT: 

 To enrich the samples in hepatocytes, we centrifuged the cells using a 

48% Percoll gradient at 50 xg at 4°C for 10 minutes. The concentration of the 

hepatocytes suspension was adjusted to 5 to 10x106 cells/mL in William‟s E 

medium and 25 mL of hepatocytes suspension were overlaid on 24 mL of 

Percoll solution (54) and centrifuged at 50 xg for 10 min at 4°C. After 

centrifugation, viable hepatocytes were resuspended in 25 ml of William‟s E 

medium supplemented with 10% FBS. The cells were washed twice by 

centrifugation at 50 xg for 2 min anddonor hepatocytes were used when viability 

exceeded 90%. 

 

DETERMINATION OF HEPATOCYTE VIABILITY:  

Cell viability after isolation and purification was determined by Trypan blue dye 

exclusion using a 0.2% solution (Sigma – Aldrich, USA) MTT.  (55). In this case, 

5x104 fresh viable hepatocytes were plated and incubated in the presence of 

Thiazoly Blue Tetrazolium Bromide(Sigma – Aldrich, USA) for 3 hours at 37º C. 

Then, the MTT reagent was removed and the reactions were interrupted  using 

DMSO  and the concentration of formazan was assayed  using a 

spectrophotometric plate reader EzRead 400 (Biochrom, Cambridge, UK) at 

570 nm. 

 



 

CULTURE OF HEPATOCYTES: 

After Percoll gradient purification, freshly isolated hepatocytes were cultured at 

37 °C for up to ten days in 24-well plates in William's E medium supplemented with 

4% (vol/vol) FBS plus 2 mM GlutaMAX (Invitrogen, Grand Island, N.Y., USA), 1X 

ITS supplement (insulin, transferrin and selenium) (Gibco® by Life 

Technologies),100nM dexamethasone (Sigma Aldrich, St. Louis, EUA), and 100 

U/ml penicillin-streptomycin (Gibco® by Life Technologies) at a density of 1x105 

cels/mL in a 5% of CO2 incubator (56, 57). After four to six hours of incubation, the 

media were replaced while the hepatocytes were firmly attached .    The media were 

completely changed  at every 48 hours. 

 
 
 
 
 

 
LIPID STAINING IN PRIMARY HEPATOCYTES: 

The presence of lipids in primary hepatocytes was detected using the 

BODIPY™  probe (4,4-Difluoro-1,3,5,7,8-Pentamethyl-4-Bora-3a,4a-Diaza-s-

Indacene) (Molecular Probes, Eugene-Oregon, USA) according to manufacturer‟s 

orientation (58). 

 
 

DOSE DETERMINATION FOR IMMUNOSUPRESSION IN  MICE: 

To prevent the rejection by the recipient's immune system to transplanted cells, 

the animals were immunosuppressed using Tacrolimo® (Libbs – Pharmaceutical 

LTDA, SP). We tested different doses to chose the concentration that would lead to 

immunosuppression  with no renal or especially liver damage, since Tacrolimo® is 

metabolised via cytochrome P450, any damage to the liver parenchyma could 



 

directly interfere with cell therapy. With that, we tested the doses 0.1; 0.15 and 0.2 

mg/kg of body weight per day of Tacrolimo® intraperitoneally in Swiss Webster mice 

prior to initiating immunosuppression for cell therapy. The experiments were 

performed in triplicate. 

CELL THERAPY:  

Two days before hepatocyte domino transplantation, Swiss mice received 

intraperitoneally 0.1 mg/kg of body weight of Tacrolimus® immunosuppressant per 

day and done once a day even after hepatocytes allograft. Next, Swiss mice 

received a single intraperitoneal dose of 400 mg/kg of body weight of APAP for ALF 

induction. Four hours after established ALF, the animals received 1x106 hepatocytes 

in 200 µL of saline injected intraperitoneally or vehicle.  

For this experiment, the animals were randomly separated in 3 groups: group I 

- animals with no ALF that received immunosuppressive therapy only (n = 15); group 

II –ALF animals that received no hepatocytes, only the vehicle (n = 30); and group III 

- ALF animals that received 1x106 freshly isolated hepatocytes (n = 30). For cell 

therapy experiments in Swiss mice, a total of 75 animals were used three 

independent experiments. The determination of the number of animals required for 

the study was statistically established using the G * Power 3.1 Software produced by 

the University of Dusseldorf (http://www.gpower.hhu.de/) (59).This type of analysis 

is recommended by the National Center for Animal Replacement, Refinement and 

Reduction (NC3Rs). 

  

STATISTICAL ANALYSIS:  

All variables were expressed as mean ± standard deviation. The survival data 

of the animals was analyzed by constructing Kaplan-Meier survival curves with log-

rank test. Relative risks were obtained with proportional Cox risk models. For the 

http://www.gpower.hhu.de/


 

other results, before we started the statistical inference tests, we verified if the 

samples followed a normal distribution. For this, we use the D „Agostino and 

Pearson test. When the data followed a normal distribution, we used a suitable 

parametric test, for two groups the T test (paired or unpaired) and for more than two 

groups we used the ANOVA with post-test Bonferroni. When the results followed  no 

normal distribution, we used non-parametric tests for two Wilcoxon (equivalent to 

paired test), Mann-Whitney (equivalent to unpaired test) and for more than two 

groups  we used Kruskal-Wallis, Dunn posttest. The level of significance was alpha 

of 5% (P <0.05) for all bicaudal tests. Graphs and tests were done using GraphPad 

PRISM 7 program (San Diego, California, USA).  

 

 

3. RESULTS 

Development of the chemical model of Acute Liver Failure (ALF) 

To test  if transplanted hepatocytes would recover liver function in mice 

with ALF,  we developed an experimental model capable of reproducing 

important features found in patients. For this, Swiss mice were  treated with  

APAP in different doses (Figure 1) and the ideal dose was chosen according to 

the development of hepatic encephalopathy; increased blood levels of AST, 

ALT, and albumin; and morphological and histopathological changes. Moreover, 

the survival curve was evaluated and we found that the mortality was low in 

mice treated with 350 mg/kg (Figure 1A) and, after the treatment with 400 

mg/kg, about 30% of the mice survived after twenty hours (Fiure 1B). 

Considering all parameters evaluated, this dose was used in the next 

experiments, as the other treatments led to very high mortality within only ten 

hours (Figur 1C-H). Liver samples were collected from mice treated with 400 



 

mg/kg  to evaluate morphological and histopathological alterations induced by 

APAP  treatment, We  analyzed parenchymal structure and centrolobular 

organization, hepatocytes morphology, hemorrhagic areas,  necrotic areas, and 

cellular inflammatory infiltration (Figure 2) and observed no alterations  in mice 

treated with vehicle (Figure 2A, C, and E), with normal hepatocytes architecture, 

organized in cords around the centrolobular vein. However, after the treatment, 

morphological alterations were already found after 3 hours (Figure 2B), with 

extensive hemorrhagic areas (arrows) cellular and structural disorganization  ,  

and few hepatocytes  apparently  undergoing cell death, wih cytoplasmic 

eosinophilia (Figure 2B). These alterations increased after 6 hours of treatment 

(Figure 2D) and evidences of hepatocyte necrosis were observed after 24 hours 

after the treatment (Figure 2F)., We also observed inflammatory foci, and these 

pathological signs of ALF progressively increased until 96 hours after the 

treatment, while vehicle-treated mice remained normal (Figure 3).  

The development of hepatic encephalopathy was classified according to 

the criteria of O'Grady-2005 and the onset of neurological changes was 

quantified by the open field test, observing the decrease or absence of reflexes 

and motor activity. According to the pre-established criteria, the animals 

developed hepatic encephalopathy of varying degrees (I to IV) as seen in Table 

2 and showed alterations of motor and behavioral functions induced by the 

APAP toxicity. Our results indicate that the animals present the first symptoms 

related to the neurological alterations after 3 hours of treatment, with higher 

intensity around 6 hours. As seen in Figures 4A and 4B, there is a significant 

reduction of the vertical and horizontal displacements of the treated 

animalswhen compared with control animals. This result indicates that after 

APAP administration, the animals decrease their capacity of locomotion and 



 

ambient exploration and this condition remains until the first 24 hours after ALF 

induction. 

Liver damage was assessed by the release of liver transaminases to the blood 

and,.as observed in Figure 4C and 4D, there was a significant increase in serum 

ALT (120.1 ± 11.83 U/L vs. 48.98 ± 8.15 U/L) and AST levels (97.69 ± 8.4 U/L vs. 

66.71 ± 7.1 U/L) after 3 hours of treatment, when compared with vehicle-treated 

mice. Liver metabolic capacity was also compromised after APAP treatment, as 

ascertained by the decreased serum albumin (Figure 4E).  

Murine model of MCD diet macrosteatosis 

To start the tests for cellular therapy using isolated hepatocytes from esteatotic 

livers an experimental model of high-grade steatosis was performed.  The animals 

that received the diet, presented a significant weight loss when compared with 

control animals (not submitted to the MCD diet). The initial weight of the animals was 

similar between the groups, but the animals that received the MCD diet presented 

significant loss of weight at the end of the 30th day. Concerning the macroscopic 

aspect of the livers, all animals fed with the conventional diet  had normal 

appearance and color. However, animals that received the MCD diet had reduced 

liver size and yellowish fat deposition. The development of steatosis was classified 

according to published work but with some adaptations for mice (Gerspach, Imhasly 

et al. al. 2017). Histologically, all animals fed with the conventional diet showed 

steatosis grade 0 , normal hepatic parenchyma architecture, no alterations in cellular 

morphology, and  no cytoplasmic lipid vacuoles (Figure 5A). However, animals 

treated with the MCD diet developed high-grade steatosis (grades 2 and 3), with 

variable-sized lipid vacuoles in hepatocyte cytoplasm. We observed that these fat 

macrovesicles displaced the nucleus of the cells to the periphery, occupying much of 

the intracellular content as seen in Figure 5B.  



 

Hepatocytes isolation  from  esteatotic mice 

 

 Our next step was the optimization of steatotic hepatocytes isolation for 

cellular transplant, a difficult protocol when isolating  it very difficult  cells from 

animals submitted to MCD diet (steatosis around 60%, data not shown). In 

Figure 6A, we identified morphologically different populations of hepatocytes, 

with or without  intracellular fat deposition according to Bodipy labeling (Figure 

6B)immediately after isolation and low centrifugation. Although at low density, 

we  observed that hepatocytes with this degree of steatosis (represented by the 

arrows in Figures 6A and B) are  susceptible to the process of high 

centrifugation, with apparent plasma membrane rupture and release  of 

intracellular  content. On the other hand, cells with little or no lipid deposition 

remain intact and with high viability after separation, as illustrated in the Figure 

6C and D. According to Trypan blue exclusion, we observed that these cells 

remain viable after high centrifugation (figure 6 E). Thus, we believe that the low 

density is the result of cell death during hepatocytes processing. As a result, a 

large percentage of cells are lost during the early stages of perfusion, 

collagenase action, and mechanical digestion.  

After isolation we evaluated the viability by the trypan blue exclusion 

technique. Cell viability before the Percoll gradient obtained from 

macrosteatosis livers was to 40,62 ± 3,71 %, and density around 1.25 x106 cells 

per gram of tissue. In control animals, not exposed to diet, the viability before 

the gradient was 71,27 ± 5,2%, and density around 10.0 x 106 cells per gram of 

tissue (Figure 7A). After the Percoll gradient the viability was 89,99 ± 2,61% for 

the steatosis group and 96,53 ± 3,73% for the control group (Figure 7B). In 

Figure 7 C and D, we present a representative image of cells isolated from 

macrosteatosis and normal organs after Percoll gradient, respectively. 



 

To remove  residues of percoll  from the cell suspensions, we performed  

high-centrifugation sequences  and observed that after successive 

centrifugation steps, cells with a high degree of steatosis were lost, not 

visualized under fluorescence microscopy after staining the cells with Bodipy. 

Thus, it was possible to select the ideal population for allogeneic hepatocyte 

transplantation. After isolation and separation, the hepatocytes were kept in 

culture for up to 10 days, the supernatants were collected for albumin analysis 

and the cellular viability was evaluated by MTT (Figure 7E and 7F). Moreover, 

the cells retained high adhesion capacity to the substrate, especially until the 

fifth day (Figure 8). 

 

Effect of immunosuppressant treatment 

 

To prevent or decrease rejection of transplanted cells from by the 

recipient's immune system, the animals were immunosuppressed with 

Tacrolimo®. (60). Tacrolimo® is used to prevent graft rejection of liver, kidney, 

heart, and small bowel and is widely applied in experimental transplantation 

studies (61, 62).  We abserved that, after 10 days, vehicle-treated animals 

showed no behavioral alterations or weight loss (data not shown). In addition, 

after histological analysis, the kidneys and liver showed normal morphology, as 

illustrated in figure 9A and 9B, respectively. Tacrolimus treatment did not induce 

renal injury, as illustrated in figures 9C and E, and no behavioral alterations that 

could suggest mental confusion or neurological dysfunction at  any dose  

tested. Administration of 0,1 mg/kg body weight for 10 days did not induce liver 

damage either (Figure 9D) or weight loss in the treated animals. However, at 

the highest doses, 0,15 and 0,20 mg/kg body weight, we observed 

morphological changes in the hepatic parenchyma, with the presence of 



 

necrosis and vascular ectasia (a trauma that promotes a dilated blood vessels) 

from the fifth consecutive day, figuras 9F and 9H. These animals also had about 

28% loss of weight in five days. Therefore, we opted for the lowest dose of 

tacrolimus 0.1 mg/kg body weight, once daily, so that the immunosuppressant 

did not induce liver injury and could interfere with our ALF model. 

 

Cell Therapy  

Our main objective was to describe a method of separating cells with a 

high degree of steatosis from “healthy” cells and to use them in allogeneic 

hepatocyte transplantation. Thus, after obtaining the cells, we performed the 

necessary steps to perform the hepatocyte transplant with approach in the 

domino concept. 

In this work, we used two mouse strains, a fully MHC-mismatched: Swiss 

Webster mouse (ALF model and recipient animal) and C57BL/6 mouse 

(macrosteatosis model and cell donor animals). Thus, to prevent possible 

damage and immune rejection of the recipient animal to the transplanted cells, 

we initiated immunosuppression therapy in the recipient mice two days prior to 

the induction of ALF and cell transplantation. Animals received an 

intraperitoneal dose of 0.1 mg/kg body weight Tacrolimo® per day even after 

cell transplantation.  

Following immunosuppression therapy the mice underwent ALF induction 

as previously described. Cell therapy with 1x106 freshly isolated and separated 

hepatocytes from liver with macrosteatosis was performed 4 hours after 

established ALF. As shown in Figure 10A, we observed a small decrease in the 

percentage of mortality after 24 hours (70,37% to 61,90%). However, this 

difference was not significant between the groups (p = 0.9762). In addition, a 



 

slight increase in survival to 48 hours that animals receiving cell therapy 

compared to animals receiving only the vehicle as a treatment. In addition, a 

significant increase in albumin secretion after 48 hours 3,41± 0,17 vs. 2,54 ± 

0,19 mg/dL, respectively (X±SD, p = 0,0029) and a decrease in liver enzymes 

ALT (129,9 ± 2,56 vs. 181 ± 8,7 U/L, p ˂ 0,0001) and AST (124,4 ± 4,39 vs. 

99,72 ± 2,43 U/L, p=0,0004) 24 hours after cell therapy  were observed 

compared to animals receiving the vehicle alone, (Figures 10B, 10C and 10D, 

respectively). Thus, indicating the improvement of the clinical condition of the 

animals after cell therapy. Although, liver enzyme levels and albumin levels 

have not been fully recovered, significant improvement can be seen when 

compared to animals that have not undergone hepatocyte therapy. According to 

the neurological evaluation data, the animals that received the cell 

transplantation showed the beginning of the recovery of behavioral habits after 

24 hours, suggesting a possible reversal of encephalopathy. However, vertical 

and horizontal displacement movements are fully recovered only after 72 hours 

(Figures 10E and 10F). Although the survival increase has been small, we may 

suggest that hepatocyte domino transplantation seems to be a promising 

therapy in the treatment of liver injury. In addition to biochemical analyzes, we 

histologically evaluated the morphological changes in the hepatic parenchyma 

of ALF animals that received only the vehicle and animals that received cell 

therapy. According to the survival curve and biochemical analysis of liver 

enzymes AST and ALT, the first benefits of cell therapy were seen from 24 

hours after hepatocyte infusion. Thus, the first histological analyzes were 

performed from 24 hours. According to HE-stained liver tissue samples 24 

hours after cell therapy, animals receiving the vehicle alone developed 

moderate centrilobular necrosis throughout the liver parenchyma with some 



 

hemorrhagic areas (figure 11 A). Animals receiving hepatocyte cell therapy had 

an initial degenerative cell change that will tend to evolve to necrosis in some 

regions of the hepatic parenchyma, being classified as mild necrosis (figure 11 

B). In liver samples collected from animals after 48 hours that received only the 

vehicle, areas of severe necrosis were observed throughout the lobe covering 

both the centrolobular region and the portal area (figure 11 C). While in animals 

receiving cell therapy, necrosis remained isolated in some regions of the 

parenchyma, classified from mild to moderate (figure 11 D). After 72 and 96 

hours, there were also differences in the degree of necrosis and presence of 

inflammatory infiltrate between the group receiving the vehicle only and the 

group receiving the cell therapy treatment. Cell therapy seems to decrease the 

extent of the lesion with a moderate degree of necrosis when compared to 

animals that did not undergo cell transplantation, the group not receiving cell 

treatment developed severe necrosis after 72 hours (figures 11 E and F).  . 

Analyzes after 96 also showed necrosis to different degrees between the two 

groups (figures 11 G and H). The group without cell therapy with moderate to 

severe degree of necrosis and the group therapy with small regions with 

necrosis, characterizing mild level. According to histopathological analysis, 

animals that survived 7 days after hepatocyte cell therapy did not show any 

moderate or severe injury only slight disruption of the liver parenchyma (figure 

12 B). Indicating a possible reversal of injury or tissue recovery, characteristic of 

a chemical model. Although the APAP model induces acute hepatotoxicity, it is 

described that the onset of the regeneration process occurs within 24-72 hours 

after induction of toxicity (63). Probably due to the restoration of glutathione 

(GSH) levels that promote acetaminophen metabolism and re-establish toxic 

metabolite elimination. Unless there is continuous administration and for GSH 



 

depletion. However, the samples analyzed from animals that received only the 

vehicle, although surviving after 7 days, we could still observe the presence of 

necrosis (figure 12 A). 

 

6. DISCUSSION  

The development of appropriate ALF models is of paramount importance for 

understanding the pathogenesis and progression of this syndrome, as well as 

studying the potential benefits of hepatocyte transplantation. Over the years, many 

attempts have been made to develop in vivo models suitable for these purposes, 

based on surgical procedures, chemical exposure or viral infection (64, 65). 

However, a model that accurately reproduces all the characteristics of human ALF 

has not yet been established. However, given the obvious ethical constraints of 

patient research, animal models have a key role to play in future studies. The most 

used experimental model in relation to ALF is the APAP model (66). This model is 

often selected because of the epidemiological relevance in humans. In addition, the 

pathophysiology in mice reflects very closely to what is observed in humans, 

including the formation of reactive metabolites (67), mitochondrial damage with 

oxidative stress (68, 69) as well as in the presence of DNA fragmentation (68, 70) 

necrosis.  

In overdose the commonly used analgesic/antipyretic acetaminophen (APAP, 

paracetamol) produces centrolobular hepatic necrosis. Studies in experimental 

animals have revealed that the toxicity is mediated by cytochrome P450 metabolism 

to N-acetyl-p-benzoquinone imine (NAPQI). Following low doses of acetaminophen 

the metabolite is efficiently detoxified by glutathione (GSH); however, following large 

doses hepatic GSH is depleted and NAPQI covalently binds to proteins as 

acetaminophen-cysteine adducts (71). A dose of 200 mg/kg for fasted mouse or 



 

400 mg/kg for fed mice is sufficient to achieve significant liver toxicity within 6 to 

24 h (72, 73). In contrast, rats are much less susceptible to APAP and develop 

only minor liver injury even at high doses of 1 g/kg (74). As such, the rat model 

thus has very limited relevance for humans. Although mice are generally better 

models for human APAP toxicity, strain differences need to be considered (75). 

In addition, female mice are generally less susceptible to APAP-triggered liver 

insults than male mice due to accelerated recovery of hepatic glutathione (GSH) 

levels (76). 

Currently, there is no consensus in the literature related to the specific dose of 

acetaminophen capable of inducing acute hepatotoxicity in mice with all clinical 

aspects associated with human IHA. Several studies have been published, however, 

the doses may change from 100 to 900 mg/kg body weight (49, 72, 77, 78). 

Whereas acetaminophen toxicity depends on several factors such as species, age, 

gender and weight among other associated factors, this diversity of protocols may be 

justified. Thus, we standardized an IHA model according to the prerequisites 

established by Terblanche and Hickman (1991) capable of reproducing important 

characteristics developed in humans during IHA. This classic study describes six 

prerequisites of an experimental IHA model, applicable up to the present day as: 

reversibility, reproducibility, death due to hepatic failure, therapeutic window, 

appropriate physiology and metabolism and minimal risk to the people involved in 

the research.  

According to the results presented, the dose of 400 mg/kg of body weight was 

able to reflect fundamental characteristics obligatory in an ALF model. These 

characteristics involve hepatic encephalopathy of varying degrees of I, II, III to IV, 

representing the neurological impairment of these animals; metabolic changes 

represented by elevation of liver enzymes ALT and AST in addition to albumin 



 

decrease; high mortality rate (approximately 50%) and therapeutic window that will 

allow to evaluate the effect of hepatocyte transplantation on the survival of these 

animals. These responses were not observed in the other doses studied. 

Histopathological analyzes showed the development of areas of necrosis that varied 

from mild to severe and intense inflammatory infiltrate in the studied times, indicating 

the massive death of the hepatocytes. Therefore, the standardized model in this 

study, using a dose of 400 mg/kg body weight, fulfils many of the requirements 

previously established by several researchers to adequately address the 

pathophysiology of IHA and to test new therapeutic strategies.  

Liver transplantation remains the definitive therapy in cases of liver failure. 

However, patients with end-stage liver disease die while waiting on the waiting list 

due to the limited number of organs available for transplantation. Thus, hepatocyte 

transplantation has been proposed as a very important alternative therapy in the 

recovery of liver function. Advantages of hepatocyte transplantation include 

maintaining the native liver in place which allows the possibility of native liver 

regeneration and the native liver serves as a back-up for transplanted cells, also 

the procedure is less invasive and the cryopreserved cells would be 

immediately available after cryopreservation in emergency situation (31, 45, 

79). The optimization of the techniques that approach this procedure is of paramount 

importance for the establishment and the accomplishment clinic of this procedure. 

Thus, studies aimed at the isolation and mechanisms of preservation and storage of 

liver cells are crucial targets for the implementation of this therapeutic approach. 

However, the shortage of cell sources for this therapy is still a major limitation to be 

overcome. Some studies in the literature have suggested the use of organ rejection 

for orthotopic transplantation as a cellular source alternative (35, 48, 80, 81). Organs 

of patients with metabolic diseases who need to transplant from a cadaveric donor 



 

are also discarded. However, approaching the concept of domino transplantation, 

some studies have suggested the use of these organs as a tissue source to obtain 

transplantable hepatocytes. Furthermore they describe that cells from metabolic 

diseased livers rapidly and efficiently repopulated a mouse liver upon transplantation 

(82, 83). 

Steatosis livers are the leading cause of organ rejection for transplantation. 

Traditionally, steatotic livers > 60% fat are discarded. Livers with <30% fat are viable 

for liver transplantation and guarantee good graft function after transplantation. 

Livers showing steatosis between 30% and 60% fat have poor results, with reduced 

graft and patient survival. However, inclusion criteria for the use of these cells in the 

hepatocyte transplantation process were not established. The main objective of this 

work is to describe a process of separation and purification of hepatic cells 

(hepatocytes) from livers with macroesteatosis and to suggest the use of "normal" 

cells obtained from rejected organs in hepatocyte transplantation. For this purpose, 

we used a model of animal steatosis for the study of isolation, separation, 

cryopreservation, functional characterization and its use in cell therapy. For this, 

C57BL/6 mice received a diet deficient in methionine and choline (MCD) for 30 days. 

These essential amino acids play a key role in the synthesis of apoproteins, which 

are specialized proteins in the transport of lipids in the plasma, favoring, in their 

absence, the accumulation of these lipids in the liver (84). In addition, with the MCD 

diet, the mitochondrial lipid oxidation is reduced, contributing to the occurrence of 

steatosis. The mechanism of the production of this model also relies on the fact that 

methionine and choline are essential precursors for the hepatic synthesis of 

phosphatidylcholine which, together with cholesterol, make up the absolute majority 

of lipids secreted in bile (85). In this work, with the administration of this diet for 30 

days, we obtained the induction of steatosis in 100% of the animals and the 



 

formation of lipid micro and macrovesicles distributed throughout the hepatic 

parenchyma analyzed histologically. 

Our results showed a great variability in cell yield, viability and quality after 

hepatocytes isolation from livers of steatosis mice. This variability, however, was 

proportional to the degree of steatosis developed by the animals according to the 

time the diet was maintained with the MCD diet. Comparison of the quality of the 

isolations was performed 7, 15, 20 and 30 days after the diet. Although the low cell 

performance of hepatocytes obtained from steatosis livers above 60% in 30 days of 

diet, we were able to develop an easy, inexpensive and affordable method for 

separating high steatosis hepatocytes from cells with low steatosis or no fat bladder 

using two centrifugation steps. Thus, allowing the selection of hepatocyte 

populations with minimal morphological and functional alteration. It was also possible 

to demonstrate that the cells obtained from the high steatosis tissues, separated by 

centrifugation, showed no significant difference in the viability and secretion of 

albumin when kept in culture for up to 10 days, period that present high degree of 

cell death. Moreover, they presented high cell adhesion capacity to the substrate 

without type I collagen coating, a functional ability of great importance for graft 

survival and repopulation. 

After obtaining liver hepatocytes with macrosteatosis, we performed the 

hepatocyte transplantation, with approach in the domino concept, in mouse with 

ALF. For this, we used as a basis for experimental design including cell density and 

infusion route works already described in the literature, according to some examples 

from table 4. Allogeneic immune rejection in the cell transplant setting is also seen as 

one of the major problems for graft success. Thus, in order to minimize rejection and 

possible damage to transplanted cells, we initiated immunosuppression therapy in 

mice two days before performing cell therapy. The protocols used in experimental 



 

animals are based on basic protocols already performed in humans and the doses 

are adjusted to body weight (296). The literature describes different doses of 

Tacrolimo® capable of inducing immunosuppression in experimental animals. Thus, 

we evaluated three different doses in mice (0.1, 0.15 and 0.2 mg/kg). It is already 

known of the toxic effects of Tacrolimo® on some organs such as the liver and 

kidneys.  However, these effects depend on several factors such as: species; time 

and dose to be administered; age, weight and type of associated liver disease (298). 

According to our results, although Tacrolimo® doses of 0.15 and 0.20 mg/kg did not 

cause renal injury, it was able to induce liver injury after 5 days of intraperitoneal 

administration and weight loss. Thus, we used the lowest dose of Tacrolimo® in 

order not to generate liver damage. According to the work of Jeong, J. H et al., 2016 

when evaluating doses of 0.1 to 2.0 mg/kg body weight of Tacrolimo® following 

pancreatic islet transplantation in mice, it was observed that islet survival time in 

mice receiving a daily dose of 0.1 and 0.5 mg/kg Tacrolimo®, was significantly better 

than in the group not receiving the immunosuppressant injection. In addition, graft 

survival time in mice injected daily with 2.0 mg/kg did not exhibit prolonged time. In 

conclusion, a low dose of Tacrolimo® between 0.1 - 0.5 mg/kg was highly effective 

in inhibiting the activation of immune cells (86). Other published work suggests 

immunosuppression in rats at a dose of 0.2 mg/kg Tacrolimo® daily. In this protocol, 

no clinically significant adverse effects of immunosuppression with Tacrolimo®  

administered intramuscularly were observed. Therefore, low doses of Tacrolimo® 

confer immunosuppression and are not induced lesions that compromise animal 

survival (87). However, studies with non-human primates report that the use of this 

drug after kidney transplantation was not able to affect relevant biochemical 

parameters such as potassium, calcium, urea and creatinine, and without causing 



 

histopathological changes in the liver, kidney and brain after doses  up to 10 times 

higher (2.0 mg/kg) than that indicated for humans (88). 

According to the results obtained, immunized mice that received 1x106 

hepatocyte cell infusion with viability above 90% 4 hours after the induction of ALF 

showed a slight increase in 24-hour survival. In addition, there was an improvement 

in the biochemical condition of the animals, especially after 48 hours and absence of 

signs of encephalopathy 72 hours after hepatocyte therapy. According to several 

studies already published in the literature, some factors already described may 

directly influence the success of cell transplantation. Among these factors is the 

inability to transplant an adequate cell mass capable of supplying lost liver function 

and being able to monitor the function of transplanted cells (42, 89). The absence of 

this follow-up could justify the slight increase in survival and the non-full recovery of 

albumin secretion levels and fall to baseline liver enzymes associated with liver 

disease. Thus, it would be possible to determine or predict the ideal cell mass 

capable of fully recovering liver damage and significantly increasing the survival of 

animals. In addition, to suggest more relentlessly the minimum cell density capable 

of assisting the loss of liver function as well as the need to perform repeated cell 

transplantation sessions. However, it was clear that the use of isolated and selected 

hepatocytes from livers with macroenteatosis presents a favorable therapeutic 

potential for the recovery of liver function after chemical induction by APAP in an 

experimental model. The separation of hepatocytes from organs with macrosteatosis 

are essential to ensure higher quality of cells for transplantation. It is known that the 

process developed fatty liver requires an extent of signaling and activation of pro-

inflammatory cells. Thus, the attempt to recover liver damage by transplanting the 

total cell population of a macrosteatosis organ could represent greater damage to 

the recipient's already established liver injury. 



 

 

Conclusion 

Hepatocyte transplantation may represent a major advance in the treatment of 

liver disease, which could improve the quality of life of patients awaiting liver 

transplantation or even spontaneous recovery of the patient. In this paper, we 

approach the domino concept to expand the sources of viable hepatocytes for cell 

transplantation. We developed two experimental mouse models for cell 

transplantation. A 400 mg / kg bodyweight dose of acetaminophen is an ideal model 

for studying the mechanisms of ALF as well as therapeutic alternatives. The 30 day 

DMC dietary macrosteatosis model induced the formation of microvesicular steatosis 

with approximately 60% hepatic parenchyma steatosis. Thus, it was possible to 

optimize the isolation protocol and especially the separation of the different 

populations obtained. We suggest that after isolation, two stages of high 

centrifugation are essential to obtain hepatocytes without steatosis or with basal fat 

levels. In order to ensure the quality of cells for transplantation. In addition, it was 

clear that transplantation of these hepatocytes tends to recover from liver damage 

after transplantation in mice with ALF. It is noteworthy that the evaluation of some 

variables and optimization in the cell therapy protocol could develop a significant 

improvement of ALF in mice. Such variables include: assessing different cell 

densities for transplantation; develop cell therapy with repeated sessions; evaluate 

cell density survival after infusion and develop another method of cell separation by 

cell shorting. 
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FIGURE LEGENDS 

Figure 1. Survival curve of animals treated with different doses of 
acetaminophen I.P. The graphs represent the survival curve of the animals 
over time after treatment with APAP. The first dotted line in black represents the 
group of animals that were not subjected to any manipulation. The second line, 
blue dotted, shows the group of animals that received an I.P dose of the 
vehicle. In red, continuous line, represents the different mortality rates in the 
doses tested. The reduction in survival of animals occurs from the 
administration of a single I.P dose of 400 mg/kg body weight (B) from 3 hours 
and remains elevated after treatment with higher doses (C to H). Survival data 
were analyzed by Kaplan-Meier method and log-rank test. 

Figure 2. Morphological and histopathological comparison between the 
control animals with vehicle and treated with 400 mg/kg body weight of 
acetaminophen after 3, 6 and 24 hours. The animals receiving only vehicle 
(A, C and E) had normal, hexagonal, multicellular hepatic lobe architecture, 
formed by hepatocytes and sinusoids (represented by arrow head). No degree 
of necrosis or inflammatory infiltrate was observed. (B) 3 hours and (D) 6 hours 
of treatment with acetaminophen representing intense hemorrhagic area (wide 
arrows), eosinophilia, hepatic cord disorganization and zero grade necrosis. In 
F, 24 hours after treatment indicated hepatocytes with signs of cell death, 
necrosis area with mild degree (NA - selected region) and little inflammatory 
infiltrate (II - arrows). Slides stained with hematoxylin-eosin. Calibration bar 
20μm. 

Figure 3. Morphological and histopathological comparison between the 
control animals with vehicle and treated with 400 mg/kg of acetaminofen 
after 48, 72 and 96 hours. The animals that received only the vehicle (A, C 
and E) had normal hepatic lobe architecture, hexagonal multicellular, formed by 
strings of organized hepatocytes (represented by arrow head). No degree of 
necrosis or inflammatory infiltrate was observed. (B) 48 hours after treatment 
identified areas of necrosis (NA) ranging from mild to moderate and moderate, 
disintegration of hepatic cords and mild inflammatory infiltrate (II - arrows). In D, 
72 hours of treatment with acetaminophen representing intense necrosis area 
(NA - selected region) with moderate and severe degrees, hypereosinophilia, 
hepatic cord disorganization and intense inflammatory infiltrate (II - arrows). (F) 
96 hours after treatment indicating hepatocyte areas with moderate necrosis 
(NA) and inflammatory infiltrate arrows (II). Slides stained with hematoxylin-
eosin. Calibration bar 20μm. 

 



 

Figure 4. Open field test and biochemical analysis of liver enzymes. (A) 
Analysis of the vertical displacement and (B) horizontal movements performed 
during 5 minutes by the animals treated with single dose I.P of 400 mg/kg body 
weight of APAP. The control group and control with vehicle group did not 
present significant differences between them. However, animals treated with 
400 mg/kg of APAP presented significant differences when compared to control 
groups for both vertical and horizontal displacement (n= 10). The graph 
represents mean and standard deviation of 10 independent experiments. 
According to the biochemical analyzes a significant increase of the serum levels 
of ALT (C) and AST (D) in the treated animals was observed when compared to 
the animals that only received the vehicle. In E the decrease in albumin levels in 
the animal‟s blood after treatment with 400 mg/kg body weight of APAP 
compared to the control groups can be seen. Results are presented as mean ± 
SD of 6 independent experiments performed in triplicates (n = 18).Values were 
considered significant when ****p <0.0001; ***p<0.001; **p <0.005 and *p<0.05; 
to represent non-significant differences #. 

 

Figure 5. Comparison between samples of normal hepatic tissue and 
macroesteatosis in C57BL/6 mice by histology and staining in HE. (A) 
histological section of the liver of control animals not submitted to the MCD diet. 
Grade 0 steatosis representing the absence of lipid vacuoles in the hepatocytes 
that compose the hepatic lobe. (B) Liver histology of animals submitted to the 
MCD diet representing the development of macroesteatosis after 30 days of 
consumption. The development of grade 2 and 3 steatosis was observed due to 
the presence of lipid vacuoles of varying sizes distributed throughout the 
hepatic lobe. Representative images of 4 histological sections obtained from 
liver fragments of 3 animals from each group. Calibration bar 100μm. 

 

Figure 6. Separation of different hepatocyte populations isolated from 
livers with macrosteatosis. In A, light microscopy, brightfield, illustrating the 
total population of cells obtained immediately after isolation. Representative 
image (B) of Bodipy stained hepatocytes. The arrows indicate the presence of 
lipid vesicles inside the cells. Figures C and D illustrate the lipid vesicles 
released from the cells to the extracellular medium (arrows) after two steps of 
high centrifugation and consequentl rupture of the cell membrane. In Figure D, 
fluorescence microscopy illustrates DAPI-stained blue cell nuclei. In green, the 
lipid vesicles after membrane rupture (arrows). In Figure E, representative 
image of cell viability by trypan blue exclusion after cell population separation. 
In leta F we can identify that intact cells do not present lipid vesicles in the 
cytoplasm. We also identified some vesicles released in the middle. Calibration 
bar 100 μm. 

 

Figure 7. Viability and cellular function of isolated hepatocytes. Viability by 
trypan blue exclusion before (A)  and after Percoll gradient (B) of cells isolated 
from both normal and steatotic livers. Image C represents the hepatocyte 
population obtained from livers with steatosis after percoll gradient and high 
centrifugation. In D, representative image of hepatocytes isolated from normal 



 

livers. After isolation and separation, hepatocytes were kept in culture for up to 
10 days. Cell function, albumin secretion (E) and viability with MTT assay (F) 
were evaluated. Results are presented as mean ± SD of 6 independent 
experiments performed in triplicates (n = 18).Values were considered significant 
when ****p <0.0001; ***p<0.001; **p <0.005 and *p<0.05. 

Figure 8. Hepatocyte culture isolated from livers of mouse with or without 
macrosteatosis. After isolation and separation /exclusion of cells with a high 
degree of steatosis, cells were maintained in culture with supplemented medium 
for up to 10 days. We compared the viability, albumin secretion and cell 
adhesion capacity of these cells with cells isolated from normal livers. 

 

Figure 9. Tacrolimo® dose optimization for immunosuppression previous 
to cell therapy. To check the immunosuppressive dose that was not capable of 
inducing renal and/or hepatic lesions, 3 doses were tested. The figures illustrate 
light microscopic photomicrography of HE-stained histological sections of the 
kidney (first column) and liver (second column) of mouse treated for up to 10 
days. Results were compared with liver samples from animals that received 
only the vehicle as a control, shown in figures A (kidney) and B (liver). 
According to the results, no dose was able to induce renal injury after 10 days 
with Tacrolimo® infusion at 0.1 (Figure C), 0.15 (Figure E) and 0.2 mg / kg 
(Figure G). The renal parenchyma, composed of glomerulus (indicated by 

arrows) and tubules (indicated by *) remained unchanged at all doses. 

However, account to liver damage, only the 0.1 mg / kg dose did not induce any 
alteration to the hepatic parenchyma, preserving the lobular structure and 
hepatocytes without lesions or signs of cell death until the tenth day (figure D). 
However, the highest doses of 0.15 and 0.2 mg / kg induced severe liver 
damage from the fifth day. In Figure F, the dose of 0.15 mg / kg was observed 
loss of normal hepatic parenchymal morphology with the presence of 
hemorrhagic areas (HA) and areas of moderate necrosis (NA). At the dose of 
0.2 mg / kg, figure H, an extensive area of moderate to severe necrosis (NA) 
was observed, in addition to the presence of vascular ectasia (VE), ie, vessel 
dilation caused by intense hemorrhage, the area represented by the head. 
arrow and at higher magnification in the upper left corner. Calibration 100 µM. 

 

Figure 10. Analysis of liver recovery after hepatocyte transplantation. (A) 
survival curve comparing control animals without any manipulation (black dotted 
line); animals receiving immunosuppression therapy only (red dotted line); 
animals after ALF receiving vehicle only (continuous blue line) and animals with 
ALF receiving infusion I.P. of hepatocytes (continuous green line). At 24 hours 
there was an increase in survival of approximately 11% of animals receiving 
hepatocyte transplantation compared to animals receiving only the vehicle 
(mortality rate from 70.37% to 61.90%, respectively). According to the statistical 
analysis, this result is not statistically significant, p=0,9762. In B, C and D we 
demonstrated the difference in albumin secretion, liver enzyme release ALT and 
AST, respectively present in the serum of animals of different groups. Results 
are presented as mean ± SD of 6 independent experiments performed in 
triplicate (n=18). Figures E and F illustrate the behavioral assessment of 
animals performed by the open field test of the vertical and horizontal 



 

displacement. Results are presented as mean ± SD of 10 animals observed by 
observation time (n=10). Values were considered significant when ****p 
<0.0001; ***p<0.001; **p <0.005 and *p<0.05; to represent non-significant 
differences #. 

 

Figure 11.  Morphological and histopathological comparison after infusion 

of 1x106 hepatocytes. After separation and isolation 1x106 hepatocytes were 

infused intraperitoneally 4 hours after the establishment of ALF. The figures 

represent photomicrographs of histological sections of the ALF mouse liver from 

24 hours after receiving vehicle administration (first column) or treatment with 

cell therapy (second column). In figure A, the presence of extensive area of 

moderate necrosis with focus of hemorrhage (arrows) present in the liver of the 

animal that received the vehicle only. Figure B represents the animal receiving 

cell therapy also after 24 hours. Mild necrosis and cytoplasmic changes have 

been observed in some hepatocytes (*). In Figures C and D, the 48h 

comparison between the two groups, indicating the difference in the degree of 

necrosis between the animals not receiving and those receiving the cell therapy. 

In C, presence of severe necrosis throughout the hepatic parenchyma including 

both the centoloblar and portal region e infiltrado inflamatório. In D, necrosis 

was found in some regions of the hepatic parenchyma ranging from mild to 

moderate. Within 72 hours it is also possible to observe the difference between 

necrosis levels and presence of inflammatory infiltrate between the two groups. 

After 96 hours, the group receiving cell therapy (figure H) appears to initiate a 

process of liver tissue injury repair prior to the other group receiving vehicle 

alone (G). The vehicle group also presents intense areas of necrosis. 

Calibration 100 µM. (NA) necrosis area; (II) inflammatory infiltrate.  

 

Figure 12. The histology of animals that survived 7 days after receiving 

the vehicle or cell therapy. After this period, there seems to have been a 

reversal of liver damage after chemical induction by APAP in both groups. 

However, animals that received only the vehicle presented mild necrosis and 

presence of inflammatory infiltrate figure A. Opposite to thar, animals that 

received only the vehicle did not observe the presence of necrosis and only 

some slight lesions in hepatocytes (arrows), figure B. Calibration 100 µM. (NA) 

necrosis area; (II) inflammatory infiltrate. 

 

 

TABLE LEGENDS 

Table 1. Encephalopathy degree score 

Table 2. Grade of hepatic encephalopathy 7 hours after treatment with 400 

mg/kg of acetaminophen. 
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Table 1.  

Degree  
of 

encephalopathy 

Eyelid 
reflex 

Touch 
response 

Ataxia 
Response to 

atrial 

stimulus 
Piloeration Motor 

activity 

Physiological 
Excretions 

0 
+ + + + + + + + _ + + + + _ + + + + 

+ + + + 

I 
+ + + + + + + + _ + + + _ + + + 

+ + + + 

II 
+ + + + + + + + + + + + + 

+ + + 

III 
+ + + + + + + +  + + + + + 

+ + 

IV 
_ _ + + + + _ + + + + + 

+ 

(+ + + +) The analyzed parameters are present 

(+ + +) The analyzed parameters showed little reduction 

(+ +) The parameters analyzed are noticeably reduced - with behavioral change 

(+) The analyzed parameters are intensely reduced - with behavioral change 

(-) The analyzed parameters are absent 

 

Table 2.  

 
Degree of 

encephalopathy 
0 I II/III III/IV IV 

groups 

evaluated 

Vehicle 
Control 

10 

(100%) 
0 0 0 0 

APAP treatment 
3  

(10%) 

2 

 (6,6%) 

7  

(23,3%) 

13 

(43,3%) 

5 

 (16,6%) 
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a b s t r a c t

Cryopreservation of hepatocytes is a crucial step in the implementation of cell therapy for treating
certain liver diseases. In the present study we investigated the effect of the some disaccharides on the
cryopreservation of rat hepatocytes. Liver cells were frozen in media in the presence or absence of low
concentrations of Me2SO (5% Me2SO) supplemented with varying concentrations of disaccharides (su-
crose, glucose and trehalose). After 7 days of cryopreservation, the hepatocytes were thawed and
viability was measure by exclusion of trypan blue and by the MTT technique, as well as by determining
albumin production. Among the investigated disaccharides and concentrations, 0.2 M trehalose showed
the best overall outcome. Compared to the use of Me2SO alone, significant improvement in post-thaw
cell viability was observed. The new solution may reduce Me2SO side effects on patients and improve
the viability and quality of cryopreserved hepatocytes.

© 2017 Elsevier Inc. All rights reserved.
1. Introduction

With the advent of cell therapy and tissue engineering, the
treatment of several tissue injuries in degenerative pathologies and
previously untreatable processes became possible [46]. Cell therapy
using live cells has been receiving a major prominence in the
treatment of various diseases in recent years. In particular, hepa-
tocyte (HT) transplantation is being evaluated as a promising
alternative therapy for liver transplantation (LT). Several studies
have already highlighted the success of this type of treatment for a
variety of indications, including acute liver failure (ALF) and mainly
iazoly blue tetrazolium bro-
ilure; HT, hepatocyte trans-
ESCs, human embryonic stem
um; LDH, lactate dehydroge-
DPH, nicotinamide adenine
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metabolic liver disease [31,43]. Thus, the concept of Hepatocyte
Transplantation (HT) emerged, which may recover liver function
until liver transplantation or lead to spontaneously patient recov-
ery, increasing patient survival rate while awaiting donation
[5,26,42]. Studies regarding cell therapy for liver diseases in animal
models highlight the notable regenerative capacity of in vivo he-
patocytes. Thus, the transplantation of these cells has an important
role as a therapeutic innovation, leading to major advances
regarding new perspectives in the treatment of liver diseases
[25,42,55]. However, a major challenge for a wide-range clinical
application of this method is high availability of quality hepatocytes
with high viability [8,42,59]. One major obstacle, however, is the
preservation and storage of the living cells, as well as the mainte-
nance of large stocks in order to ensure a steady supply for cell
therapy [32].

Cryopreservation is an approach based on the principle that
chemical, biological and physical processes are effectively ‘sus-
pended’ at cryogenic temperatures, below �80 �C and typically
below �140 �C [10,32]. Currently, this technique is widely applied
for the preservation of cells and tissues used in the treatment of
several diseases. In particular, hematopoietic SCs, human mesen-
chymal stem cells (hMSCs), human embryonic stem cells (hESCs)
and umbilical cord SCs are being utilized in the treatment of various
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diseases such as diabetes, immune-modulatory disease, cardio-
vascular diseases and cancer [29,38,56]. Many freezing protocols
have resulted in low recovery rates, with non-viable cells. Even in
well characterized freezing protocols successfully applied to many
types of cells, significant death (30e70%) is often observed within
24e48 h post-thaw [12].

Hepatocytes are highly affected by cryopreservation processes,
showing a significant decrease in viability after thawing, of up to
40% [3,9,21,61]. Several studies have been described based on the
cryopreservation of hepatocytes, however the results obtained af-
ter the thawing are still unsatisfactory when compared to newly
isolated cells [9,55]. In the future, human hepatocytes may be
cryogenically stored in cell banks and made available for patients
with liver disease.

Dimethylsulfoxide (Me2SO) is the most widely used cryopro-
tectant in freezing cells and tissues. Me2SO has been well docu-
mented to be toxic to certain cells and causes protein
denaturalization by interacting with ion groups of proteins. Other
side effects upon Me2SO infusion into patients include sedation,
headache, nausea, vomiting, hypertension, bradycardia, hypoten-
sion or anaphylactic shock [6,24,50,67]. Effects of Me2SO on blood
include intravascular hemolysis, hyperosmolality, and increased
serum transaminase levels after IV administration in humans
[48,49,66]. Thus, it will be beneficial to find an alternative solution
for cryopreservation of liver cells with low Me2SO concentrations
or in the complete absence of this cryoprotectant.

A similar cryopreservation process happens in nature. Many
organisms and animals are able to tolerate low temperatures or
dehydration stress and can survive in extreme temperature con-
ditions for extended periods. Some specimens can survive in a
desiccated state with up to 99% water loss, in a phenomenon
known as anhydrobiosis. These events occur in reptiles, insects,
amphibians, yeast, plant seeds, cysts of certain crustaceans and
bacteria through the ability to accumulate and store large amounts
of disaccharides such as glucose, glycerol, sucrose and trehalose
[15,23,60].

Disaccharides, such as sucrose, glucose and trehalose, have been
widely used as natural cryoprotectants for different types of cells
and act as secondary cryoprotectants in conjunction with other
cryoprotectants [13,20,40], including hematopoietic cells [36], cord
blood cells [68], pancreatic islets [13] and hepatocytes [33,65]. The
accumulation of sugars in animals appears to be related to two cell
protection mechanisms. The first proposed mechanism is the
capability of stabilizing biological membranes and proteins by
direct interaction of sugars with polar residues through hydrogen
bonding. The second proposed mechanism is due to their ability to
form a stable glass (vitrification) upon loss of water [22].

Optimization of cryopreservation protocols to maintain the
quality of hepatocytes after freezing and thawing it is an important
task for cell banks aiming at cell therapy for patients with liver
diseases. Thus, the present study aims to evaluate the cryopreser-
vation of rat hepatocytes with different natural cryoprotectant
additives (glucose, sucrose, and trehalose) at low Me2SO concen-
trations or in the absence of Me2SO concentration (5%).

2. Materials and methods

2.1. Animals and ethical aspects

MaleWistar rats were obtained from a breeding colony from the
Biomodel Institute of Science and Technology (ICTB), at the
Oswaldo Cruz Foundation (Fiocruz), Rio de Janeiro, Brazil. Animals
were kept in polypropylene cages in a climate-controlled room
(22 ± 1 �C temperature and 55 ± 5% humidity) with a 12 h light/
dark cycle and fed with commercial rodent diet. Water was
provided ad libitum. The study protocol (LW-43/11 (P-63/11) was
approved by the Institutional Animal Care and Use Committee
(CEUA-Fiocruz), and conducted in strict accordance with the rec-
ommendations from the Guide for Care and Use of Laboratory
Animals of the Brazilian Society of Science in Laboratory Animals
(SBCAL) and the National Council for the Control of Animal
Experimentation (CONCEA, Brazil).

2.2. Rat hepatocytes isolation

Hepatocytes were isolated by enzymatic dissociation using an
infusion pump according to a method adapted from previous re-
ports in the literature [14,44,51] and a new method developed by
Henriques-Pons and coworkers 2014.

Briefly, Wistar rats were euthanized in a CO2 chamber and un-
derwent abdominal laparotomy. In order to visualize the blood
vessels and expose the hepatic portal vein, the viscera were care-
fully removed and placed outside the abdominal cavity to the right
a 22G pediatric catheter was inserted into the hepatic portal vein.
After cannulation, the organ was perfused with a continuous flow
at 05 mL/min, with 250 mL of Williams' medium E (Gibeo Labo-
ratories, Grand Island, NY) at pH 7.4 and 37� C. The liver blanches
instantly and a cut of the inferior vena cava to allow efflux was then
performed. Subsequently, the liver was aseptically removed from
the abdominal cavity and the enzymatic digestion process of the
liver parenchymawas immediately started, perfusing the liver with
20 mL of recombinant trypsin (TrypLE ™ Express 1�, Gibco,
Denmark) into the hepatic portal vein cannulation. Hepatic lobes
were submitted tomechanical dissociation, lightly shaken for about
5 min and then resuspended in 5 mL of William's medium. The
isolated hepatocytes were collected and filtered through a 100 mm
filter and subjected to twowashing steps inWilliam's mediumwith
10% fetal bovin serum (FBS - Cutlilab) followed by centrifugation
cycles at 50 � g for 5 min at 4 �C.

2.3. Fetal bovine purification

Immediately following the isolation procedure, a density
gradient was performed to purify the freshly isolated liver cells:
5 mL of the cell suspensions were placed on 10 mL of the 100% fetal
bovine serum solution (Cutlab, Brazil) for 30 min. The cell pellets
were collected and resuspended in 3 mL of William's medium.

2.4. Preparation of cryoprotectant solutions

All solutions were prepared fresh prior to use. Sugars (glucose,
sucrose, trehalose) were used at concentrations of 0.2e0.4M. These
additives were either combined with 5% Me2SO or used alone, and
then compared to the standard 5% Me2SO method with no addi-
tional additives. Fetal bovine serumwas also added to the solutions.
Cells were added to the cryoprotectant solutions to attain a final
suspension volume of 1 mL.

2.5. Hepatocyte cryopreservation and thawing procedures

Isolated hepatocytes were cryopreservated in different cryo-
preservation solutions in the presence or absence of Me2SO.
1� 106 cells/mL were resuspended in cryopreservation media with
the different cryoprotectants listed in Table 1 and FBS in cryotubes
(Corning Incorporated, Mexico) to a final volume of 1.0 mL. The
freezing program was performed according to a method adapted
from previous reports in the literature [28,37,54]. Briefly, cryotubes
were immediately placed on ice (4 �C) for 5 min, then maintained
at �20 �C for 3 h. They were then, maintained on dry ice (�78 �C)
for 24 h and finally stored in liquid nitrogen (�196 �C). Seven days



Table 1
Osmolality of the solutions added to the cryopreservation medium.

Solution DMSO (%v/v) Sucrose (Mol/L) Glucose (Mol/L) Trehalose (Mol/L) Osmolarity Temperature

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 4386 m �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 1200 m �C
9 0 0 0,4 0 0725 mOsm/Kg 1347 m �C
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

* The osmolarity was observed in our laboratory according to the freezing point of solutions of sucrose, glucose and trehalose added to cryopreservation solution (FBS in the
absence or presence of 5% DMSO).
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after the freezing period the frozen hepatocytes were thawed in a
water bath at 37 �C and the cryo-mediumwas removed by dilution
with 5 mL of William's medium and centrifugation at 50 � g at 4 �C
for 5 min.

2.6. Trypan blue exclusion assay

The viability of both isolated hepatocytes and cryopreserved/
thawed hepatocytes was determined by the Trypan Blue dye
exclusion test. Ten microliter hepatocyte suspensions were diluted
in 90 mL of 0.2% Trypan Blue solution (Sigma e Aldrich, USA) and
counted in a Neubauer chamber [58].

2.7. Thiazoly Blue Tetrazolium Bromide assay (MTT)

Tetrazolium salts act as redox sensors that can be reduced by
metabolically active cells into formazan derivatives, which can in
turn be dissolved in Me2SO for spectrophotometrical assessment
[19].

5� 104 fresh viable hepatocytes were plated and incubatedwith
25 mL of the MTT reagent at 5 mg/mL (Thiazoly Blue Tetrazolium
Bromide - Sigma e Aldrich, USA) for 3 h at 37� C. At the end of the
incubation, the MTT reagent was removed and the reactions were
interrupted with 100 mL of Me2SO to dissolve all crystallized for-
mazan. Formazan concentrations were then assayed by deter-
mining the absorption values of the Me2SO solutions on a EzRead
400 spectrophotometric plate reader (Biochrom, Cambridge, UK) at
570 nm.

2.8. Lactate Dehydrogenase (LDH) release by primary hepatocytes

This assay is a colorimetric system for the determination of
lactate dehydrogenase in. The detection occurs by using a lactate to
pyruvate reactionwith simultaneous quantitative determination of
the NADH formed in the enzymatic reaction. Twenty-five microli-
ters of supernatants were collected and NADH was determined by
determining the absorptions on a EzRead 400 spectrophotometric
plate reader (Biochrom, Cambridge, UK) at 510 nm. Data were
analyzed according to the instructions included in the LDH detec-
tion kit, purchased from Doles (Goiânia, GO, Brazil) [45].

2.9. Hepatocyte albumin assay

To evaluate the liver function of freshly isolated and cry-
opreserved hepatocytes, a biochemical test for albumin production
was performed using the Labtest kit (Lagoa Santa. MG, Brazil). The
protocol was standardized in our laboratory for rat hepatocytes,
adapted from Ref. [62]. Briefly, 5 � 105 cells/well experiments were
placed in a 96-well plate and the supernatant was collected after a
1-h incubation in medium William's at 37 �C. Sample absorbances
were measured using a SpectraMax® M5 spectrophotometer (Mo-
lecular Devices, USA) at 610 nm.

2.10. Statistical analyses

D'Agostino & Pearson's pre-test was used to verify data
normality, followed by an ANOVAwith Tukey post-test for multiple
comparisons for normally distributed data. For non-parametric
distributions, the Kruskal-Wallis test followed by Dunns post-test
were applied. P-values <0.05 were considered significant.

3. Results

Cell viability of the fresh hepatocyte isolation was of
88.22 ± 1.78% measured by the trypan blue exclusion assay. The
mean cell yield obtained after the hepatocytes isolation was
2,5 � 106 cells/g of tissue.

Me2SO is the most widely used cryoprotector in freezing pro-
tocols for various cell types. However is known that this CPA is toxic
to cells at room temperature in a dose-dependent pattern. Most
liver cell cryopreservation protocols use Me2SO at different con-
centrations, ranging from 10% to 30%, diluted in fetal bovine serum
(FBS). Our results indicate that a 5%Me2SO solution confers a higher
cryoprotector role compared to higher 10%Me2SO, of 83.3% ± 2 and
77 ± 1.8%, respectively, by trypan blue exclusion, and 85 ± 3.5%
vs.77 ± 3.6%, respectively, by the MTT technique in the HepG2 cell
line (X±SD, p < 0,001). This data is displayed in Fig. 1.

The viability of rat hepatocytes isolated by Tryple Express 1�
and cryopreservated in different freezing medium solutions was
evaluated by trypan blue exclusion and MTT assay, and the group
with the cryoprotective potential higher than 5% Me2SO was also
evaluated regarding LDH release into the extracellular medium.
Cryopreservation solutions at 0.2 M, 0.3M or 0.4 M sucrose, glucose
or trehalose in the absence or in the presence of 5% Me2SO were
evaluated. Data indicated that 0.2 M trehalose showed higher
cryoprotective potential compared to the other solutions
(X±SD,p < 0,001). The Trypan blue andMTTassays indicated higher
values in the 0.2 M trehalose group when compared to the control
standard freezing with 5% Me2SO or any other investigated. These
results are displayed in Fig. 2.

A functional analysis of the cells was conducted through an al-
bumin production assay, as illustrated in Fig. 3. The standard pro-
duction of albumin is 3.75 ± 0.09 g/dL and isolated hepatocytes
exhibited a normal production of albumin of 3.12 ± 0.06 g/dL.
Cryopreserved hepatocytes showed decreased production of albu-
min, of 1.96 ± 0.15 g/dL and 2.19 ± 0.05 for cells cryopreserved with



Fig. 1. Analysis of cell viability by the trypan blue exclusion (A) and MTT (B) assay in HepG2 cells after cryopreservation with Me2SO. 1 � 106 cells were cryopreserved for 7 days in
liquid nitrogen at different DMSO concentrations for analysis of the potential toxicity of the cryoprotector Me2SO in HepG2 cells. The graphs represent 3 independent experiments
and a pool of 3 samples performed in triplicate (mean and standard deviation). P values < 0.05 are significantly different ***p < 0.0001; **p < 0.001 (Statistics performed using the
One-Way ANOVA and Tukey's post-test). (For interpretation of the references to colour in this figure legend, the reader is referred to the web version of this article.)
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5% Me2SO and 0.2 M trehalose in the absence of Me2SO, respec-
tively. According to these results, hepatocytes cryopreserved in
0.2 M trehalose in the absence of Me2SO showed better functional
capacity than cells cryopreserved with 5% Me2SO.

4. Discussion

The development of effective cryopreservation techniques for
creating liver cell banks is critical to the implementation and
expansion of therapeutic procedures such as hepatocyte trans-
plantation. Although, cryopreservation is the best mechanism of
preservation and long-term storage for hepatocytes, his technique
promotes significant loss in viability and morphological changes
[30,55,61]. Thus, is necessary to improve cryopreservation pro-
tocols in order to minimize such effects.

Usually, a freezing solution containing Me2SO as cryoprotectant
is used. The concentration of this cryoprotectant is crucial. A final
concentration of 10% Me2SO is described in many protocols for the
cryopreservation of hepatocytes from different species
[7,9,30,41,52,53,64]. However, several studies in the literature have
reported its toxic effects in patients after cellular infusion with
Me2SO cryopreserved cells. Efforts to reduce toxicity include the
removal of DMSO prior to transfusion or decreasing the amounts
used in the freezing process [6,24,48,67]. In addition, it has been
demonstrated that at 25 �C or 30 �C Me2SO is toxic to rat hepato-
cytes [11,61]. With the aim of reducing these effects, a search for
lowerMe2SO or other molecule concentrations in the literaturewas
conducted, that is capable to act as a potentially suitable cry-
oprotector. Herein, the possibility of using a 5% Me2SO solution in
the freezing medium of primary hepatocytes and in the Me2SO cell
line was demonstrated. The latter is the concentration specified for
HepG2 in ATCC (71). Thus, the aim was to reduce or eliminated
Me2SO concentrations from the freezing medium.

In nature, certain unicellular and multicellular organisms
exhibit an extraordinary stress-tolerance capacity when exposed to
extreme temperature situations [4]. Such organisms accumulate
osmolytes and protective sugars, especially trehalose. This mech-
anism may be of fundamental importance in cellular cryopreser-
vation. Trehalose is a non-reducing disaccharide with unique
chemical properties that accumulates in some organisms that
survive freezing and desiccation in nature [23].

Several hepatocyte cryopreservation protocols are currently
described in the literature. However, there is still no consensus for a
well-established protocol [2,3,7,65]. Hepatocytes are very suscep-
tible to damage from freezing and thawing, and their function is
often compromised or lost during cryopreservation [35]. Thus, the
presence of this sugar during freezing might aid in hepatocyte
membrane and protein protection during the cryopreservation
process [23].

Several mechanisms are responsible for damage to hepatocytes
during the freezing and thawing process, such as oxidative stress,
mechanical injury due to the formation of ice crystals, osmotic
damage and activation of caspase-3 during apoptosis [13,68]. To
minimize these problems, several alternatives have been proposed.
These strategies involve the addition of disaccharides, caspase in-
hibitors and antioxidants in the cryopreservation medium in order
to reduce the effects of cryo-injury [1,3,10,34,39]. According to the
cryoprotectant properties of some disaccharides already described
in the literature, some sugars were thus selected and combined
with a low Me2SO concentration to propose a hepatocyte cryo-
preservation solution for cell therapy with low toxicity.

Rodrigues et al (2008) suggests that the addition of di-
saccharides such as trehalose to cryopreservation solutions enables
the decrease of the Me2SO concentration to a final volume of 2.5%
and 5% sucrose in hematopoietic cells [47]. Human hepatocytes
cryopreserved in a solution with 10% Me2SO associated with 0.2 M
trehalose showed increased viability of around 15% when
compared to the control group without trehalose (62.9 ± 13 vs.
46.9± 11%), respectively [33]. Although these studies documents
that extracellular trehalose enhances post-thaw viability when
Me2SO is used as the primary CPA, there is still the issue of potential
Me2SO-associated toxicity effects. Ekaterina Katenz et al. (2007)
compared the cryopreservation of primary human hepatocytes to
the use of 10% Me2SO alone in a frozen culture medium supple-
mented with varying concentrations of trehalose. That study indi-
cated that 0.2 M trehalose showed the best overall outcome among
the investigated concentrations, when compared to the use of 10%
Me2SO alone [33]. Stokich et al. (2014) demonstrated that HepG2
cells exposed to 24-h pre-incubationwith 100mM trehalose before
freezing in 10% Me2SO show a 400% increase in cell viability after
thawing [57]. Furthermore, trehalose appears to have protective
effect not only when added to cryopreservation solution, but also a
preventive effect against cryo-damage. The present study suggests
that the transport of trehalose to the intracellular environment can
contribute significantly to mammalian cell protection during the
freezing and thawing process. Therefore, studies on the role of



Fig. 2. Analysis of cell viability by the trypan blue exclusion and MTT assays. Cryopreserved hepatocytes with different disaccharides (A, B) Sucrose; (C, D) and Glucose (E, F)
Trehalose. The 0.2 M trehalose solution showed higher cryoprotective potential compared to the control standard freezing with 5% Me2SO or any other evaluated CPA. P
values < 0.05 are significantly different ***p < 0.0001; **p < 0.001; *p < 0.01 (Statistics performed using the One-Way ANOVA and Tukey's post-test). (For interpretation of the
references to colour in this figure legend, the reader is referred to the web version of this article.)
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Fig. 3. Functional Assay regarding albumin production in rat hepatocytes after isola-
tion and cryopreservation with TrypLE Express. 5 � 105 cells/well were incubated at
37 �C for 1 h in a 96 well plate and then collected for analysis. Hepatocyte supernatants
cryopreserved in liquid nitrogen in an FBS solution with 5% Me2SO and cryopreserved
cells in a FBS 0.2 M solution of trehalose in the absence of Me2SO for 7 days were also
analyzed. The data were compared to the standard production of the kit. The graphs
represent 2 independent experiments performed in triplicate (mean and standard
deviation). P values < 0.05 are significantly different. *p < 0.01 ***p < 0.0001. (Statistics
performed using One-Way ANOVA and Tukey's post-test).
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trehalose in stress-tolerance suggest that trehalosemust be present
on both sides of the cell membrane [1].

Thus, Eroglu et al 2000, exhibit that the introduction of low
concentrations of intracellular trehalose can greatly improve the
survival of mammalian cells during cryopreservation. In addition,
low concentrations (0.2 M) of trehalose extracellular in absence of
Me2SO permitted long-term post-thaw survival of more than 80%
of 3T3 fibroblasts and 70% of human keratinocytes [25]. The success
of trehalose as cryoprotectant alone was also shown after the
intracellular incorporation and extracellular addition of this sugar
into human hematopoietic stem and progenitor cells when
compared to the standard freeze with 10% Me2SO. Therefore, these
studies suggest that low concentrations, in particular 0,2M, intra
and extracellular of trehalose can protect hematopoietic pro-
genitors from freezing injury in and support the concept that
trehalosemay be useful for freezing embryonic stem cells and other
primitive stem cells for therapeutic and investigational use
[16e18].

Like trehalose, other sugars appear to be involved in this pro-
tection process against injuries during cryopreservation. Aghdai
et al. (2013) showed favorable data regarding the use of fructose in
rat hepatocytes and the HepG2 line cryopreservation medium. The
reason, according to the authors, is that fructose can protect cells
from apoptosis through the formation of nicotinamide adenine
dinucleotide phosphate (NADPH) to restore glutathione (GSH)
levels. This event reduces the generation of reactive oxygen species,
which is directly reflected in cell viability [3]. The incubation of rat
hepatocytes with glucose (100e300 mM), fructose (100e300 mM)
or a-lipoic acid before freezing improved viability, fixation effi-
ciency of the cells in culture and decrease of post-thaw LDH [27].
Fructose has also been suggested as a possible additive to enzy-
matic digestion solutions used during the hepatocyte isolation
process as preventive mechanism against lesions generated during
the procedure conducted to obtain the cells. Addition of this sub-
strate would allow for energy recovery due to hepatocyte stress by
ischemia and reperfusion during cell isolation from tissue samples
[8,27].
Herein, sugars with cryoprotective potential involved in the
anhydrobiosis process in animals were investigated, such as su-
crose, glucose and trehalose. However, among the tested sugar
solutions, only a 0.2 M solution of trehalose in the absence of
Me2SO showed a potential higher than the 5% Me2SO solution. This
result is noteworthy, since studies on the infusion of hematopoietic
stem cells cryopreserved in Me2SO describe various effects asso-
ciated with this cryoprotector in patients submitted to trans-
plantation. These effects are more evident in children, due to low
bodyweight associated with potential toxic doses [40,47]. Thus, the
0.2M trehalose solution in the absence of Me2SO is an important
data for cell therapy with liver cells, considering the side effects
already observed due to Me2SO toxicity. This trehalose concentra-
tion has been suggested combined with 10% Me2SO for the cryo-
preservation of human hepatocytes [33,63].

5. Conclusion

Herein, the addition of 0.2 M trehalose to the cryopreservation
medium in the absence of Me2SO increased the survival of rat he-
patocytes after cooling when compared to the standard 5% Me2SO
solution. The absence of Me2SO in the cryopreservation medium is
of great importance in cell transplantation treatments by allowing
the infusion of hepatocytes in patients with liver disease such
without exposing patients to the potential toxicity and collateral
effects of this substance. Thus, a new rat hepatocyte cryopreser-
vation protocol for cell therapy studies of liver diseases, drug
metabolism and xenotransplantation is proposed.
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3.4. Artigo 4 

 Título: Machine learning predictions to improve translational research in 
hepatocytes cryopreservation; 

 

 Referência Bibliográfica: Cardoso, LMF1,; Maricato, V2,; Alberto AVP1; 

Barreto, TS1; and Alves, LA1* 

 

 Situação: Artigo finalizado. Em revisão por parte dos autores. 

 

 Descrição e justificativa: O presente artigo foi realizado com o objetivo de 

utilizar algorítimos de machine learning para criar um método de previsão 

para melhores condições de criopreservação de hepatócitos. A vasta literatura 

voltada para os protocolos de criopreservação de hepatócitos, já descritos, 

continuam insatisfatórios com relação à viabilidade após o descongelamento. 

No artigo anterior, destacamos o potencial crioprotetor da trealose na 

criopreservação de hepatócitos de rato. Outros trabalhos na literatura também 

relatam a participação com sucesso desse crioprotetor com outras 

concentrações no congelamento de células do fígado. Observamos que vários 

resultados são obtidos por diferentes grupos utilizando protocolos distintos. 

Entretanto, seria inviável testar as possíveis combinações dos protocolos 

descritos e com isso determinar ou até mesmo desenvolver uma nova solução 

crioprotetora baseada nos dados já publicados que garantam resultados 

promissores e reprodutíveis.  

Embora tenhamos utilizado uma base de dados pequena, conseguimos 

demonstrar que através de algoritmos de aprendizagem de máquinas, é 

possível prever condições ideais de criopreservação de hepatócitos tendo 

como base de aprendizado dados obtidos por diversos grupos. Com isso, 

conseguimos criar uma página na internet com o nosso modelo de previsão e 

iremos disponibilizá-lo como uma ferramenta gratuita para os usuários. 
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ABSTRACT 

Currently, Machine Learning (ML) algorithms have been successfully 

applied in various health areas such as: Intelligent computer hospital 

management systems, intelligent medical diagnostic expert systems, intelligent 

surgical robots and others. In this context, numerous medical and basic research 

groups have been using the large-scale knowledge of medical data acquired in 

cancer screening, diagnosis and treatment. Our group has worked in the area of 

translational Biophysics, seeking to improve the conditions of rat and mouse 

hepatocytes cryopreservation using ML algorithms. Recent advances in tissue 

engineering, cell transplantation and genetic technologies make the living cell an 

important therapeutic tool in clinical medical care. If successful, long-term storage 

of living cells can be a crucial factor in the success of these emerging 

approaches. Thus, the preservation and cryopreservation of cells and tissues is a 

fundamental technique for large scale clinical development and application. In 

view of the large shortage of organs for orthotopic liver transplantation, the 

cellular transplantation with adult hepatocytes has been highlighted as a 

promising alternative for the treatment of patients who remain on the waiting lists. 

However, its clinical application depends mainly on the availability in quantity and 

quality of the hepatocytes after cryopreservation. For this, it is fundamental to 

create liver cell banks that can offer patients emergency or programmed, 

treatments. Although there are several protocols described in the literature, the 

quality of the cells after their thawing is still quite questionable. These studies 

generated a wide range of published works with different results that could be 

analysed by ML and thus identify freezing patterns for hepatocytes or mammalian 

cells capable of generating the least loss in cell quality after cryopreservation. We 

present ML models for the prediction of hepatocyte cryopreservation with 

different cryoprotective agent.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 
 

1. INTRODUCTION  

Cryopreservation is a process that preserves organelles, cells, tissues or 

any other living biological material by cooling the samples to very low 

temperatures for a long period of time. This process consists in the preservation 

capacity of the cellular metabolism, since the low temperature storage occurs the 

induction of the stop of the enzymatic activity, the metabolism and the cellular 

respiration (1). However, cryopreservation has prejudicial effects on the viability 

and metabolic function of cells after thawing, which often makes their use 

unfeasible for clinical use (2-5). An important contribution of cryopreservation is 

to enable the conservation of biological materials, allowing the creation of frozen 

cell and tissue banks, which can be widely applied in scientific studies, as well as 

clinical applications (1, 5).  

Currently, in regenerative medicine, the use of human cryopreserved stem 

cells in cell therapies is a promising therapeutic approach. In particular, 

hematopoietic, mesenchymal, embryonic, and umbilical cord stem cells have 

been used in the treatment of various diseases such as cardiovascular diseases, 

diabetes, immuno-modulatory diseases and cancer (6-8). Cell transplantation 

with human primary hepatocytes has been investigated as a promising 

therapeutic alternative in the treatment of acute liver disease (9, 10). This is 

because liver transplantation is the only therapy successfully performed capable 

of reversing organ function in cases of loss of liver function (11). Thereby, many 

patients who need to perform liver transplantation remain in the waiting row, 

contributing to high mortality. Therefore, it is of great importance studies that can 

develop therapies to support liver transplantation acting as a bridge to the 

surgical procedure and to assist in the health of the patient in acute stages of the 



 
 

disease. However, success for the clinical performance of cell transplantation 

depends primarily on efficient cryopreservation techniques for isolated 

hepatocytes that can ensure cell viability and metabolic function after thawing (5, 

12, 13). 

Current cell cryopreservation methods involve freezing (slow/rapid) or 

vitrifying cells in the presence of a cryoprotective agent (CPA) (2, 4). The CPAs 

promote the reduction of the freezing point of the medium, giving a longer period 

for removal of the intracellular water during the cooling prior to freezing the water, 

aiding in the osmotic balance between the intra and extracellular environment 

(14). These substances also have the ability to interact with cell membranes, 

aiding against the stress caused during physical changes. Although these 

methods are clinically utilized, cryoinjury due to ice crystals, osmotic shock, and 

CPA toxicity cause loss of cell viability and function (1, 4, 15). Two main groups 

of CPAs are used: (1) intracellular CPAs that penetrate the cell membrane such 

as dimethylsulfoxide (DMSO or Me2SO), glycerol, and 1,2-propanediol; and (2) 

extracellular CPAs that do not penetrate the cell membrane such as large 

molecular weight polymers and sugars such as polyethylene glycol, sucrose, 

glucose and particularly trehalose. 

Although many cell types isolated from mammals and small cell clusters 

can be frozen, following published protocols and obtaining reproducible results, 

this procedure is still the subject of extensive investigation that is based on our 

current understanding of the chemistry, physics and toxicology of cryobiology (3, 

16-19). Our group develops a line of research with cell therapy for liver diseases 

recently published a work with cryopreservation of hepatocytes (20) and we are 

investing in the study of the freezing of these cells aiming the evolution of 



 
 

cryopreservation parameters for creation of liver cell bank. However, it is already 

known that hepatocytes are highly sensitive to the freezing process, presenting a 

significant reduction in post-thaw cell viability. In addition, detrimental effects of 

cryopreservation on the structure and metabolic function of hepatocytes, 

including cell adhesion, are of paramount importance for graft repopulation after 

hepatocyte transplantation (14). However, several groups around the world have 

been working to develop mechanisms that can significantly improve technologies 

for obtaining and stocking isolated hepatocytes. Although progress has been 

reported, data are still controversial and unsatisfactory making it clear the great 

need to improve these processes and develop a universally acceptable 

cryopreservation protocol for hepatocytes (5, 21-23). 

Despite the large number of papers dedicated to this topic, the task of 

maintaining high levels of functional and metabolic status as well as viability in 

cryopreserved hepatocytes and other types of mammalian cells is still an 

indefinite question. This reinforces the need to maintain and expand the studies 

in the area of cellular cryobiology. In this way, the further development and 

optimization of cryopreservation protocols are fundamental for the clinical 

application and creation of cell banks that can be used safely in the treatment of 

various diseases and to save lives. 

Artificial intelligence (AI) has started to revolutionize several medical fields 

from the design of evidence-based treatment plan to the implementation of the 

recent scientific innovation and health care management (24). The explosive 

growth in the amount of data generated in relation to the health of the patient 

ranging from medical images collected to the various treatment options available 

in the public domain generated enormous efforts to design, analysis and 



 
 

application of new learning methodologies (25). In this context, the availability of 

electronic health data together with the use of AI implemented through Machine 

Learning (ML) algorithms in particular suggest the potential meaningful use of 

these data to improve patient healthcare quality and reduce cost. Therefore, ML 

techniques are a great aid to (25, 26) . In fact the multidisciplinary AI field is 

considered to be rather interdisciplinary covering numerous number of sciences 

and professions, including computer science, psychology, linguistics, philosophy 

and neurosciences.  

In the early stage drug design studies various ML algorithm approaches have 

been applied to guide traditional experiments, which are expensive and time 

consuming. In this way, it is possible to allow the machine-learning tools can 

identify potential biological active molecules from millions of candidate 

compounds quickly and at low cost (27). There are various drugs on the market 

and/or in clinical trials that have been designed by machine-learning or other 

computational methods (28-31). In medicine, Microsoft’s Hanover Project at 

Oregon has analysed medical research to tailor personalized cancer treatment 

option. United Kingdom’s National Health Service (NHS) used Google’s 

DeepMind platform for detecting health risks by analysing mobile app data and 

medical images collected from NHS patients (32). Included in the virtual 

applications of ML algorithms are electronic medical records where they are used 

to identify subjects with a family history of a hereditary disease or an augmented 

risk of a chronic disease. ML is used to improve organizational performance by 

enabling individuals to capture, share and apply their collective knowledge to 

make “optimal decisions in real time”. Major efforts are required from academia 

and the information technology industry to achieve desired efficacy and minimize 



 
 

cost (25). Considering the above, our aim is to use machine learning algorithms 

to predict the best composition of the cryoprotectants to obtain the highest 

viability of hepatocytes. So, we analyzed the results of two independent 

developer applying artificial neural network (ANN) and comparing the output 

results (predict) to the observed in real experiments. 

 

2. MATERIALS AND METHODS 

2.1. Data collection and preparation  

The data used were obtained from scientific papers published in indexed 

journals that studied the effect of different cryopreservation solutions on 

hepatocytes of rats with natural cryoprotectants (saccharides or disaccharides) 

reported in table 1. 

The data were computed in Create-Read-Update-Delete (CRUD) format, in 

which the cryoprotector concentration values in %v/v. Then, these data were 

transformed to a percentile, with the objective of maintaining values between 0 

and 1 for insertion in the prediction algorithms. The data that were not described 

in numerical format (such as the media type and the evaluation time) were 

encoded in a format according to Label Encoder of the sci-kit learn. All data were 

used, however, at a ratio of 20% for test data, where the remainder was used to 

train the model. 

 

2.2. Machine Learning Algorithms  

To train the Neural Network, the framework TensorFlow will be used 

(https://www.tensorflow.org/). TensorFlow has been successfully used for 

conveying machine learning algorithms and in implementation for applying such 

https://www.tensorflow.org/


 
 

algorithms for its efficiency in large-scale machine learning on heterogeneous 

distributed systems (33). 

2.3. Neural network architecture 

The development of the neural network used to predict the reduction in cell 

viability after freezing was created using the sequential model available in 

Tensorflow 1.12.0. This architecture consists of in an input layer where the 

number of input neurons is equal to the number of variables, added to another 

neuron for bias. Subsequently, the neural network flow consists of two hidden 

layers of 20 neurons, separated by a layer of Dropout = 70%, used to reduce the 

over fitting of the model. Finally, the output layer consists of a single activation 

neuron in which, the value corresponds to the percentage of fall of the cellular 

viability predicted by the model. 

 

2.4. Error evaluation 

Training a Neural network is an iterative process thus, the output error was 

minimized by adjusting the weights of this function properly. The commonly 

employed error function the root-mean-squared-error (RMSE) used in this work is 

defined as: 

 

Үpred - predicted value calculated for sample;  
Үref - real value observed during observation;  
N - number of observations 

 

 

 

 



 
 

2.5. Model Parameters 

Artificial neural networks are approximation algorithms inspired from the 

architecture of biological neurons. Signals are propagated and mathematically 

fused through a series of non-linear basis calculations and linear sums. There 

are several variants of Neural Network models: Single Layer Perceptron (SLP), 

Multilayer Perceptron (MLP), Recurrent Neural Network (RNN), and 

Convolutional neural network (CNN). For this work we use the model MLP. We 

used a classical neural networks architecture containing three layers: an input 

layer, a hidden layer, and an output layer. The input layer represents the 

independent variables of the model. The output layer represents the dependent 

variables (values to be predicted) in the model. The hidden layers represent an 

approximation of the mapping between the input and output layers and enable 

the network to learn the complex relationships between independent variables 

and output variables. So in this work we create the input layer contains 6 

neurons, hidden layers contains 20 neurons and output layer contains one 

neuron. 

For the neural network, the hyperparameter tuning was performed by 

defining one-to-one parameter ranges of parameters and in the end were 

returned the ones that obtained the best result after defining the best random 

state to be used. In the end, the values used after the tuning, for the neural 

network, were: 

 Learning rate: 0.005; 

 Optimizer: Nadam; 

 Epochs: 200; 

 Steps per epoch: Equals the number of training data per epoch 

inserted into the neural network. 

 



 
 

3. RESULTS  

In this paper we propose the use of ANN to determine the best conditions of 

cryopreservation solution for the rat hepatocytes. 

The database used was not large enough to ensure that the neural network 

could generate prevision with high accuracy. However, there is a vast literature, 

still inconclusive, on better freezing conditions and preservation for various cell 

types, including hepatocytes. 

Initially, two developers analyzed by linear regression the correlation of 

freezing agents and viability (Figure 1).  The freezing agents tested were DMSO, 

Trehalose, Glycerol and Sucrose. Our data showed that only DMSO and 

Trehalose had a positive correlation in relation to the viability after thawing 

(Figure 1A and 1B), while the others cryoprotectant did not had a similar behavior 

(Figure 1C and 1D). The correlation is summarized in graph 1E. So, in the next 

steps we considered only DMSO and Trehalose. In order to improve the 

conditions from cryopreservation. 

Then we applied the data collected in papers to an ANN and evaluate the 

predicted viability. To do so, both developers constructed an ANN with an input 

layer with the same number of variables, hidden layers and an output neuron. 

Moreover, the training was made with 80% of the data and the test with the 20% 

left, although it is important to mention that both data of training and testing were 

randomly chosen (Figure 2).  The graph 2A shows the prediction of the viability of 

the 20% of the data with linear regression and the graph 2B shows the prediction 

of the viability accessing by ANN KERAs. The value of the R2 and MRSE of the 

ANN for the developers is shown in table 2.  



 
 

Finally, we added variables such DMSO, trehalose and FBS concentration 

described in Katenz et al (2007) with an observed viability of 45% to the model 

generate by the ANN, the observed output was 49% of viability. Thus, showing 

that the model designed can predict with certain accuracy the viability of the cells 

(Figure 3). The number of epochs, i. e., the number of rounds made to reach a 

steady stage very close to the real viability (Figure 4). 

As a product of our knowledge in artificial intelligence using ANN we 

constructed a webpage where anyone can add values (in %) of DMSO, trehalose 

and access the viability at cryohepatopred.pythonanywhere.com.  

 

4. DISCUSSION 

The major obstacle to cryopreservation of various mammalian cell types is 

the ability to associate quality and ensure cell viability after thawing. This 

question is linked to the challenge of aligning a wide range of protocols described 

in the literature with the different variables found by several study groups. In this 

work, we use machine learning's ability to demonstrate that it is possible to 

predict the best concentrations and components of a cryopreservation solution 

from an existing data network. Thus, creating algorithms to collect data and make 

a determination or prediction on these optimal freezing conditions has become 

our challenge. Although the database we used was not large enough to ensure 

that the neural network could generate prediction with high accuracy, we 

demonstrated that it is possible to use artificial neural networks to design better 

freezing conditions for different types of cells, especially mammals. As mentioned 

earlier, there is a vast literature, still inconclusive, about better freezing conditions 

and preservation for various cell types, including hepatocytes. Thus, this 



 
 

methodology may represent promising advances related to cell freezing success. 

After this pilot work, our main focus is to improve the database, adding more 

work and different parameters that can influence the freezing process and 

increase the accuracy of our results. With this, we aim to create a free access 

internet interface capable of predicting the final viability of a particular cell type 

based on the components present in the freezing solution and vice versa. 

The visualization of the data used for the training of the models evidences, 

in particular, three categories of components in the cryopreservation solutions: 

DMSO, Bovine Fetal Serum and Culture Medium, more frequent and present in 

practically all evaluated and less frequent solutions, the sugars: trehalose, 

glycerol and sucrose (Table 1). To determine which components were able to 

directly influence cell viability after thawing, we performed a linear correlation 

regression of these components with viability. After the analysis we verified that 

only two components had a positive correlation with viability. Therefore, capable 

of directly influencing the final viability. These are: DMSO and Trehalose as 

illustrated in Figures 1A and 1B. These results may explain the great variability in 

SFB concentration and culture medium present in the different studies. Since 

these compounds do not appear to affect viability after freezing. Therefore, 

DMSO and Trehalose are determinant compounds for the successful freezing of 

hepatocytes.  

Dimethylsulphoxide (DMSO) is a commonly used cryoprotectant which 

protects the cells from the changes in osmotic pressure by slowing the formation 

of ice crystals in the extracellular compartment and by preventing the formation of 

intracellular ice crystals which can disrupt the membrane (34, 35). However, 

there is evidence to suggest that DMSO may be toxic to cells if added in high 



 
 

concentrations or for prolonged periods, with reports suggesting that lower 

concentrations result in higher viable cell recoveries post-thaw (36). Currently, 

DMSO is used in concentrations ranging from 5% to 20% (v/v); the concentration 

of 10% (v/v) being the most commonly used for cryopreservation of several cell 

types (20, 36-38). Thus, used in high concentrations thus one of the major 

responsible for the decrease of viability.  

Trehalose is a non-toxic disaccharide formed by a 1,1 linkage of two d-

glucose molecules. The molecular formula and weight are C12H22O11 and 342.31, 

respectively (39). Is a natural sugar secreted by several organisms that show 

tolerance to low temperatures (40-42) and has been used as an excellent 

complementary agent in the freezing of several cell types, including hepatocytes 

(20, 43-45). Thus, according to their properties and work already described, we 

can suggest that these substances are able to interfere significantly in the quality 

and cellular viability after thawing. 

Another parameter of great importance for cell freezing and capable of 

influencing the final viability is the cooling rate. Currently, an ideal slow cooling 

rate for human hepatocytes of -1 ° C / min to -80 ° C is suggested, using low cost 

equipment based on isopropanol and then storage in liquid nitrogen for an 

indeterminate time (46, 47) . In addition, a range of more specific freeze protocols 

using controlled rate freezers have also been used (3, 48-50). This creates a 

further possibility of evaluation on the consequences caused to the cells after 

thawing. We could add this factor as a variable in our predictions, but not all the 

work we use for our database describes the freezing rate used in the protocols. 

With this work we could demonstrate that it is possible to use the benefits of 

artificial intelligence as a tool to optimize cryopreservation protocols and achieve 



 
 

optimal viability after thawing. Although we have to improve and increase our 

database in this initial work we highlight two important components in the 

freezing of rat hepatocytes. After expanding our database we will experimentally 

test some predicted results as a way to validate our prediction system. It should 

be added that the creation of prediction algorithms could be expanded to other 

cell types and different evaluation parameters. 

 

4.0. CONCLUSION 

Cryopreservation is a crucial step in the development of therapies using 

cells and tissues for the treatment of various diseases. Thus, it is possible to 

create cell banks that can provide large-scale material for the realization of such 

emerging approaches. Therapeutic alternatives such as hepatocyte 

transplantation for the treatment of liver diseases depend on the development of 

an efficient cryopreservation protocol capable of guaranteeing viability and 

cellular function after thawing. However, there are several protocols for 

preservation and cryopreservation of cells and tissues and a vast literature 

suggesting different mechanisms and composition of freezing medium for several 

cell types. However, in some cases there is still no consensus on the best type of 

freezing medium. 

In this work we suggest the use of artificial intelligence using machine 

learning as a tool capable of gathering different protocols and predicting the best 

cryopreservation conditions of rat hepatocytes. 
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FIGURE LEGENDS 

Figure 1. Correlation of cryoprotectant and viability. In figure 1A and 1B a 

linear regression of the DMSO and Trehalose against viability showing positive 

correlation. Figure 1C and D shows a negative correlation of the Glycerol and 

Sucrose. Figure 1E shows a graph of correlation summarizing the data. 

Figure 2. Test against training with the collected data. Figure 2A shows the 

prediction of viability of the test (20% of the data collected) by linear regression 

and Figure 2B shown the prediction of the viability with ANN using KERAS.  

Figure 3. Prediction of viability. Histogram of the comparing the observed 

viability as described by Katenz et al compared to the predicted viability by the 

ANN.  

Figure 4. Epochs generated until steady stage. The graph shows the number 

of epochs generated by the ANN to reach the steady stage. 

 

TABLE LEGENDS 

Table 1. Database used for model training. References and data of the scientific 

articles used. 

Table 2. Comparison between the root-mean-squared error (RMSE) of the 

predictive models tested (neural network, in blue, SVMR, in red). Errors 

evaluated in the test data (Neural Network Error: 0.0897). 

 



 
 

 

 



 
 

 

 

 

 



 
 

 

Table 1.  

Nº % DMSO 
(v/v) 

% FBS 
(v/v) 

% (v/v) Culture 
medium 

% Before 
freezing 

% After 
freezing 

% Viability 
fall 

Trehalose Glycerol Sucrose Ref 

1 10% 40% 50% 90% 80% 10% 0% 0% 0% (51) 

2 0% 0% 90% 85% 0% 85% 0% 0% 10% p / v (52) 

3 0% 0% 80% 85% 0% 85% 0% 0% 20% p / v (52) 

4 0% 0% 70% 85% 0% 85% 0% 0% 30% p / v (52) 

5 0% 0% 60% 85% 0% 85% 0% 0% 40% p / v (52) 

6 0% 10% 90% 85% 10% 75% 0% 0% 0% (52) 

7 0% 20% 80% 85% 15% 70% 0% 0% 0% (52) 

8 0% 30% 70% 85% 34% 51% 0% 0% 0% (52) 

9 0% 40% 60% 85% 36% 49% 0% 0% 0% (52) 

10 0% 50% 50% 85% 0% 85% 0% 0% 0% (52) 

11 0% 60% 40% 85% 32% 53% 0% 0% 0% (52) 

12 0% 70% 30% 85% 0% 85% 0% 0% 0% (52) 

13 0% 80% 20% 85% 0% 85% 0% 0% 0% (52) 

14 0% 90% 10% 85% 36% 49% 0% 0% 0% (52) 

15 0% 30% 65% 85% 5% 80% 0% 5% v/v 0% (52) 

16 0% 30% 60% 85% 45% 40% 0% 10% v/v 0% (52) 

17 0% 30% 55% 85% 0% 85% 0% 15% v/v 0% (52) 

18 0% 30% 50% 85% 18% 67% 0% 20% v/v 0% (52) 

19 0% 30% 45% 85% 0% 85% 0% 25% v/v 0% (52) 

20 0% 30% 40% 85% 23% 62% 0% 30% v/v 0% (52) 

21 0% 30% 35% 85% 0% 85% 0% 35% v/v 0% (52) 

22 5% 30% 65% 85% 19% 66% 0% 0% 0% (52) 

23 10% 30% 60% 85% 78% 7% 0% 0% 0% (52) 

24 15% 30% 55% 85% 24% 61% 0% 0% 0% (52) 

25 20% 30% 50% 85% 24% 61% 0% 0% 0% (52) 

26 25% 30% 45% 85% 0% 85% 0% 0% 0% (52) 

27 2,50% 10% 88% 88% 69% 19% 0% 0% 0% (20) 

28 5% 10% 85% 88% 79% 9% 0% 0% 0% (20) 



 
 

 

Nº % DMSO 
(v/v) 

% FBS 
(v/v) 

% (v/v) Culture 
medium 

% Before 
freezing 

% After 
freezing 

% Viability 
fall 

Trehalose Glycerol Sucrose Ref 

29 10% 10% 80% 88% 75% 13% 0% 0% 0% (20) 

30 15% 10% 75% 88% 40% 48% 0% 0% 0% (20) 

31 20% 10% 70% 88% 25% 63% 0% 0% 0% (20) 

32 5% 10% 85% 88% 70% 18% 0% 0% 20% p / v (20) 

33 5% 10% 85% 88% 62% 26% 0% 0% 30% p / v (20) 

34 5% 10% 85% 88% 58% 30% 0% 0% 40% p / v (20) 

35 0% 10% 90% 88% 28% 60% 0% 0% 20% p / v (20) 

36 0% 10% 90% 88% 27% 61% 0% 0% 30% p / v (20) 

37 0% 10% 90% 88% 27% 61% 0% 0% 40% p / v (20) 

38 5% 10% 85% 88% 64% 24% 0% 0% 0% (20) 

39 5% 10% 85% 88% 58% 30% 0% 0% 0% (20) 

40 5% 10% 85% 88% 58% 30% 0% 0% 0% (20) 

41 0% 10% 90% 88% 48% 40% 0% 0% 0% (20) 

42 0% 10% 90% 88% 42% 46% 0% 0% 0% (20) 

43 0% 10% 90% 88% 42% 46% 0% 0% 0% (20) 

44 5% 10% 85% 88% 70% 18% 20% p / v 0% 0% (20) 

45 5% 10% 85% 88% 71% 17% 30% p / v 0% 0% (20) 

46 5% 10% 85% 88% 68% 20% 40% p / v 0% 0% (20) 

47 0% 10% 90% 88% 82% 6% 20% p / v 0% 0% (20) 

48 0% 10% 90% 88% 68% 20% 30% p / v 0% 0% (20) 

49 0% 10% 90% 88% 68% 20% 40% p / v 0% 0% (20) 

50 15% 0% 85% 85% 53% 32% 0% 0% 0% (53) 

51 15% 0% 85% 85% 24% 61% 0% 0% 0% (53) 

52 15% 0% 85% 85% 23% 62% 0% 0% 0% (53) 

53 15% 85% 0% 85% 55,90% 29,10% 0% 0% 0% (53) 

54 15% 85% 0% 85% 20% 65% 0% 0% 0% (53) 

55 15% 85% 0% 85% 21% 64% 0% 0% 0% (53) 

56 15% 0% 85% 85% 64,90% 20,10% 0% 0% 0% (53) 

57 15% 0% 85% 85% 31% 54% 0% 0% 0% (53) 

58 15% 0% 85% 85% 36% 49% 0% 0% 0% (53) 



 
 

 

Nº % DMSO 
(v/v) 

% FBS 
(v/v) 

% (v/v) Culture 
medium 

% Before 
freezing 

% After 
freezing 

% Viability 
fall 

Trehalose Glycerol Sucrose Ref 

59 15% 0% 85% 85% 62% 23,10% 0% 0% 20% p / v (53) 

60 15% 0% 85%  85% 16% 69% 0% 0% 20% p / v (53) 

61 15% 0% 85% 85% 17% 68% 0% 0% 20% p / v (53) 

62 10% 20% 70% 86,10% 70,90% 15,20% 20% p / v 0% 0% (54) 

63 10% 20% 70% 79,90% 59,60% 20,30% 20% p / v 0% 0% (54) 

64 0% 20% 80% 70,90% 0% 70,90% 0% 0% 0% (55) 

65 1% 20% 79% 70,90% 0% 70,90% 0% 0% 0% (55) 

66 5% 20% 75% 70,90% 15,33% 55,60% 0% 0% 0% (55) 

67 7,50% 20% 72,50% 70,90% 31,40% 39,50% 0% 0% 0% (55) 

68 10% 20% 70% 70,90% 58% 12,90% 0% 0% 0% (55) 

69 12,50% 20% 67,50% 70,90% 62% 8,90% 0% 0% 0% (55) 

70 15% 20% 65% 70,90% 63% 7,90% 0% 0% 0% (55) 

71 17,50% 20% 62,50% 70,90% 61% 9,90% 0% 0% 0% (55) 

72 20% 20% 60% 70,90% 58% 12,90% 0% 0% 0% (55) 

73 10% 0% 90% 70,90% 62% 8,90% 0% 0% 0% (55) 

74 10% 10% 80% 70,90% 65% 5,90% 0% 0% 0% (55) 

75 10% 20% 70% 70,90% 70% 0,90% 0% 0% 0% (55) 

76 10% 50% 40% 70,90% 70% 0,90% 0% 0% 0% (55) 

77 10% 90% 0% 70,90% 70% 0,90% 0% 0% 0% (55) 

78 10% 10% 80% 81% 38% 43% 0% 0% 0% (56) 

79 10% 10% 80% 81% 44% 37% 0% 0% 0% (56) 

80 10% 10% 80% 81% 52% 29% 0% 0% 0% (56) 

81 10% 10% 80% 81% 57% 24% 0% 0% 0% (56) 

82 10% 10% 80% 81% 46% 35% 0% 0% 0% (56) 

83 10% 10% 80% 81% 58% 23% 0% 0% 0% (56) 

84 10% 10% 80% 81% 41% 40% 0% 0% 0% (56) 

85 10% 10% 80% 81% 54% 27% 5% v/v 0% 0% (56) 

86 10% 10% 80% 81% 60% 21% 10% v/v 0% 0% (56) 

87 10% 10% 80% 81% 46% 35% 20% v/v 0% 0% (56) 

88 10% 10% 80% 81% 54% 27% 0% 0% 0% (56) 



 
 

 

Nº % DMSO 
(v/v) 

% FBS 
(v/v) 

% (v/v) Culture 
medium 

% Before 
freezing 

% After 
freezing 

% Viability 
fall 

Trehalose Glycerol Sucrose Ref 

89 10% 10% 80% 81% 57% 24% 0% 0% 0% (56) 

90 10% 10% 80% 81% 44% 37% 0% 0% 0% (56) 

91 10% 10% 80% 81% 49% 32% 0% 0% 0% (56) 

92 10% 10% 80% 81% 57% 24% 0% 0% 0% (56) 

93 10% 10% 80% 81% 44% 37% 0% 0% 0% (56) 

93 10% 10% 80% 81% 52% 29% 0% 0% 0% (56) 

95 10% 10% 80% 81% 58% 23% 0% 0% 0% (56) 

96 10% 10% 80% 81% 46% 35% 0% 0% 0% (56) 

97 10% 10% 80% 81% 44% 37% 0% 0% 0% (56) 

98 10% 10% 80% 81% 52% 29% 0% 0% 0% (56) 

99 10% 10% 80% 81% 55% 26% 0% 0% 0% (56) 

100 10% 10% 80% 81% 59% 22% 0% 0% 0% (56) 

101 10% 10% 80% 81% 52% 29% 0% 0% 0% (56) 

102 10% 10% 80% 81% 58% 23% 0% 0% 0% (56) 

103 10% 10% 80% 81% 64% 17% 0% 0% 0% (56) 

104 10% 10% 80% 81% 59% 22% 0% 0% 0% (56) 

105 10% 10% 80% 81% 57% 24% 0% 0% 0% (56) 

106 10% 10% 80% 81% 22% 59% 0% 0% 0% (56) 

107 10% 10% 80% 81% 3% 78% 0% 0% 0% (56) 

108 10% 10% 80% 81% 1% 80% 0% 0% 0% (56) 

109 10% 10% 80% 81% 58% 23% 0% 0% 0% (56) 
  



 
 

 

Table 2. 

 

 Developer 1 Developer 2 

R2 0.560959 0.5190 

RMSE 0.226536 0.2151 
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4.1. DISCUSSÃO 

 

O desenvolvimento de modelos de IHA é de importância crucial para 

proporcionar uma melhor compreensão dessa síndrome e permitir a identificação 

de novos alvos para medicamentos, testar a eficácia de novas intervenções 

terapêuticas e atuar como modelos para avaliar mecanismos de toxicidade 

apropriados. Ao longo dos anos, têm sido feitas muitas tentativas para 

desenvolver modelos in vivo adequados para esses fins, com base em 

procedimentos cirúrgicos, exposição química ou infecção viral (280-282).  

Entretanto, até o momento não foi estabelecido um modelo que reproduza com 

precisão todas as características da IHA humana. Apesar dessas restrições, 

modelos animais têm um papel fundamental a desempenhar em estudos futuros. 

Por outro lado, sistemas in vitro ainda são ferramentas valiosas para investigar os 

eventos celulares relacionados à IHA, mas nem sempre é possível reproduzi-los 

in vivo (283). 

A hepatotoxicidade induzida por drogas, do inglês Drug induced liver injury – 

DILI é a principal causa de IHA nos Estados Unidos da América, no Reino Unido e 

em países europeus, nos quais o acetaminofeno (N-acetil-p-aminofenol, APAP, 

paracetamol, Tylenol ®) é responsável por quase 50% de todos os casos nos 

Estados Unidos (46) e entre 40 e 70% de todos os casos na Grã-Bretanha e na 

Europa  (284). O APAP é um medicamento seguro em doses terapêuticas ≤ 4 g 

por dia para um adulto. Trabalhos da literatura sugerem que é improvável que 

mesmo pessoas suscetíveis, como alcoólatras, sofram efeitos adversos de doses 

terapêuticas de APAP (35, 50). Porém, tentativas de suicídio intencionais são uma 

causa frequente após a overdose com exposição a doses extremamente altas 

(doses únicas de 12 a 50 g, correspondente a 24-30 comprimidos de 500mg) (41). 

Contudo, a overdose cumulativa não intencional é um problema crescente, 

geralmente envolvem ingestão de 6 a 10 g/dia por vários dias (42). Isso porque o 

acetaminofeno não está presente apenas em medicamentos específicos para dor, 

mas também em remédios para dormir, remédios contra o resfriado e numerosos 

outros medicamentos que não necessitam de prescrição médica. Assim, os 

pacientes que ingerem vários medicamentos contendo acetaminofeno em sua 

composição podem inadvertidamente exceder as doses terapêuticas 

recomendadas (285, 286). Após uma overdose aguda por acetaminofeno, há 
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saturação das vias do metabolismo da conjugação no fígado, resultando em mais 

oxidação do medicamento no metabolito tóxico, o N-acetil-p-benzoquinona imina 

(NAPQI), pela enzima citocromo P450 (CYP450), CYP2E1 (287). A glutationa 

(GSH) se esgota, resultando no acúmulo do metabólito tóxico NAPQI no fígado. O 

NAPQI causa dano mitocondrial direto (288), e a indução de uma resposta 

inflamatória (289), que pode resultar em morte celular, necrose 

predominantemente centrolobular (3) com algumas evidências de apoptose (15). 

O uso indiscriminado de várias drogas, produtos químicos e micotoxinas são 

ameaças potenciais à integridade do fígado. A super dosagem de medicamentos 

ou mesmo doses terapêuticas podem causar danos hepáticos em indivíduos 

suscetíveis ou mesmo sem doença hepática pré-existente devido à incapacidade 

de se adaptar ao estresse celular causado por um determinado medicamento (6, 

290). Assim, modelos experimentais de hepatotoxicidade com diferentes fármacos 

e algumas substâncias químicas são descritos para estudar e auxiliar na 

compreensão dos mecanismos que induzem a IHA. Entretanto, a alta toxicidade 

de algumas substâncias como o tetracloreto de carbono (CCl4), a tioacetamida e o 

arsênico conferem riscos de manipulação à equipe, o que impõe certa limitação à 

sua utilização em laboratório. Alguns modelos experimentais de hepatotoxicidade 

utilizando o tetracloreto de carbono são capazes de induzir cirrose hepática em 

100% dos animais e alta mortalidade apenas pelo processo de inalação dessa 

substância (291, 292). Além disso, os efeitos fisiopatológicos desencadeados 

após a administração de algumas substâncias em modelo experimental são 

limitados. Dessa forma, o modelo químico experimental mais utilizado para 

estudos sobre a IHA é o modelo com acetaminofeno em camundongo (293). Esse 

modelo é muitas vezes selecionado devido à relevância epidemiológica em seres 

humanos e por apresentar riscos mínimos à equipe que irá desenvolvê-lo, fatores 

cruciais para a escolha do modelo de IHA para o nosso trabalho (284, 293). Além 

disso, a fisiopatologia em camundongo reflete vários aspectos que são 

observados em humanos, incluindo a formação de metabólitos reativos (294), 

danos mitocondriais com estresse oxidativo (288, 295, 296), seguido por 

fragmentação de DNA e necrose (294, 297, 298). Associado a isso, em um 

trabalho publicado por McGill, M.R. e colaboradores em 2012, ao comparar os 

danos causados pelo acetaminofeno no fígado de rato e de camundongo, 

demonstrou que ratos são muito menos suscetíveis a desenvolver lesões 
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hepáticas do que camundongos. Uma dose de 200 mg/kg em jejum ou 400 mg/kg 

com alimentação normal para camundongos é suficiente para atingir toxicidade 

hepática aguda significativa dentro de 6 a 24 horas. Entretanto, ratos 

desenvolvem apenas uma pequena lesão hepática, mesmo com doses elevadas 

de 1 g/kg (17). Assim, o modelo de rato tem, portanto, uma relevância muito 

limitada para os seres humanos. Essas diferenças entre as espécies na 

suscetibilidade à hepatotoxicidade induzida por acetaminofeno apóia o uso de 

camundongos como um modelo animal apropriado e clinicamente relevante. 

A terapia e os benefícios da N-acetilcisteína (NAC) no tratamento contra a 

overdose induzida pelo acetaminofeno, foi baseada nesses mecanismos e na 

compreensão da toxicidade desse fármaco em camundongo. A NAC é um 

precursor da síntese de GSH e auxilia no processo de eliminação do metabólito 

reativo NAPQI durante a fase de metabolismo (7). Contudo, apesar da eficácia da 

N-acetilcisteína em pacientes que se apresentam precocemente após overdose 

de APAP (dentro de 8 horas após overdose) (286), ainda é necessário 

desenvolver estratégias de intervenção para pacientes com apresentação tardia. 

Atualmente, o desenvolvimento de biomarcadores, ainda em fase experimental, 

vem sendo explorado como estratégias alternativas para prever se um paciente 

se recuperará espontaneamente ou precisará de um transplante de fígado para 

sobreviver (299, 300) 

Ao pesquisarmos sobre a dose ideal a ser administrada em camundongo 

para induzir IHA, observamos que não há um consenso na literatura de uma dose 

específica para o modelo químico com acetaminofeno. Na tabela 4.1. listamos 

alguns trabalhos com modelo químico de IHA induzida por acetaminofeno em 

camundongo. As doses utilizadas variam de 100 a 900 mg/Kg de peso corporal e os 

efeitos fisiopatológicos são distintos entre as diferentes doses, uma vez que a 

hepatotoxicidade induzida pelo acetaminofeno é dose dependente (6). Dessa forma, 

padronizamos um modelo de IHA que pudesse ser capaz de reproduzir características 

importantes desenvolvidas durante a IHA em humanos. Para isso, utilizamos como 

base para o estabelecimento da dose ideal os pré-requisitos estabelecidos por 

Terblanche e Hickman (1991), para um modelo de IHA. Esse estudo clássico descreve 

seis pré-requisitos de um modelo experimental de IHA, aplicáveis até os dias atuais 

como: reversibilidade, reprodutibilidade, morte por falência hepática, janela terapêutica, 
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fisiologia e metabolismo apropriados e risco mínimo às pessoas envolvidas na 

pesquisa (tabela 4.2.) 

 

Tabela 4.1. Doses de acetaminofeno utilizadas na literatura para indução de hepatotoxicidade 

aguda. 

Dose (mg/Kg) Via Espécie 
Tempo (h) de 

eutanásia após APAP 
Referência 

100-800  Oral - dose única 
Camundongos 

machos 
24 h (301) 

250 Oral - dose única 
Camundongo 
Suíços macho 

12 (302) 

300  I.P - dose única 
Camundongo 

C57BL/6N macho 
24 (303) 

300  Oral - dose única 
Camundongo  

BALB/c macho 
12 (248) 

350 (jejum 16H) I.P - dose única 
Camundongo 

C57BL/6J fêmea 
3 e 6 (304) 

500  I.P - dose única 
Camundongo 

Suíços macho 
24 (305) 

500  I.P - dose única 
Camundongo 

C57BL/6J macho 
3 e 6 (300) 

500  I.P - dose única 
Camundongo 

C57BL/6J macho 
12 (306) 

600  I.P - dose única 
Camundongo 

Suíços macho 
2 e 4 (307) 

500 e 750 I.P - dose única 

Camundongo ADN 

KO e C57BL/6J 

macho 

2 - 36 (164) 

500 I.P - dose única 
Camundongo  

BALB/c macho 
12 (11)  

900  I.P - dose única 
Camundongo 

macho 
12 (308) 

 

Tabela 4.2. Pré-requisitos de um modelo experimental de IHA de acordo com Terblanche e Hickman 
(1991). 

Critério Explicação 

Reversibilidade 
Insuficiência hepática deve ser potencialmente 
reversível para que um tratamento efetivo possa ser 
realizado 

Reprodutibilidade 
Aproximadamente todos os animais devem morrer se 
não tratados 

Morte devido à insuficiência hepática A morte deve ser decorrência da lesão no fígado 

Janela terapêutica 
Tempo para morte deve ser longo o suficiente para 
permitir uma avaliação e tratamento 

Mínimo risco pessoal 
Métodos experimentais devem envolver mínimos 
riscos para quem utilizá-los 

Fisiologia e metabolismo apropriados 
As espécies utilizadas devem ter metabolismo e 
fisiologia similares às humanas 
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De acordo com os resultados apresentados na figura 1 do artigo 2 desta 

Tese, a dose de 400 mg/Kg de peso corporal foi capaz de refletir características 

fundamentais obrigatórias em um modelo de IHA. Tais características envolvem: 

encefalopatia hepática de graus variados de I, II, III até IV, representando o 

comprometimento neurológico desses animais; alterações, metabólicas 

representadas pela elevação das enzimas hepáticas ALT e AST, além da 

diminiução da secreção de albumina; alta taxa de mortalidade (aproximadamente 

50%); e janela terapêutica de 24 horas, que permitirá avaliar o efeito do 

transplante hepatocitário na sobrevida dos animais. As análises histopatológicas 

mostraram o desenvolvimento de áreas de necrose centrolobular em graus 

variados, de leve a grave, e intenso infiltrado inflamatório nos tempos estudados, 

indicando a morte maciça dos hepatócitos. Portanto, a dose de 400 mg/Kg de 

peso corporal, cumprem muitos dos requisitos previamente estabelecidos por 

vários pesquisadores para abordar adequadamente a fisiopatologia da IHA e 

testar novas estratégias terapêuticas.   

Conforme já descrito anteriormente, o transplante de fígado (TF) é a única 

terapia definitiva realizada com sucesso para a substituição da função hepática 

em pacientes com doenças metabólicas congênitas e outras doenças do fígado 

em estágio terminal (309). Notavelmente, a escassez mundial de órgãos para 

transplantes contribuem de forma progressiva para o aumento da mortalidade 

desses pacientes (310). As terapias disponíveis, atualmente, não são capazes de 

superar os benefícios terapêuticos do transplante de fígado, exceto no diagnóstico 

precoce de overdose por acetaminofeno, no qual a N-acetilcisteína pode reverter 

com sucesso os dados causados pela hepatotoxicidade (285, 296). Logo, 

pacientes que desenvolvem a perda da função hepática permanecem sem um 

tratamento terapêutico eficaz alternativo ao procedimento cirúrgico. 

Experimentalmente, o transplante de hepatócitos humanos e não humanos vem 

sendo estudado como uma alternativa promissora ao transplante de fígado, na 

qual as células transplantadas poderiam fornecer a função hepática ausente ou 

comprometida, uma vez enxertadas no fígado do receptor ou em regiões extra 

hepáticas, desde que sejam capazes de sustentar a funcionalidade do órgão. 

Hepatócitos maduros são considerados o tipo de célula mais indicado para o 

transplante celular uma vez que são os principais componentes funcionais do 
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fígado (127). Contudo, ao contrário da tolerância imunológica já amplamente 

reconhecida dos aloenxertos ortotópicos de fígado em modelo experimental (13, 

36, 38), estudos demonstram que os hepatócitos alogênicos são altamente 

imunogênicos e estimulam fortes respostas imunes mediadas pelas células T CD4 

+ e CD8 +, mesmo quando os indivíduos receptores são tratados com agentes 

imunossupressores. Os hepatócitos alogênicos são rejeitados em 10 dias após o 

transplante, enquanto os hepatócitos singêneicos podem sobreviver 

indefinidamente (> 20 semanas) (9). Com isso, a sobrevivência das células 

transplantadas pode ser limitada proporcionando a diminuição da sobrevida do 

enxerto celular. Dessa forma, estratégias de prevenção contra a rejeição 

deflagrada pelo sistema imunológico ao transplante de hepatócitos isolados 

precisam ser estudadas. Dentre elas, o microencapsulamento em membrana de 

alginato de sódio vem sendo amplamente realizado em trabalhos voltados para o 

transplante celular alogênico como alternativa terapêutica para algumas doenças 

como, diabetes (16), câncer (14) e IHA (155, 311). O princípio da técnica de 

microencapsulamento baseia-se na idéia de incorporar as células em uma 

estrutura polimerizada semipermeável, cujo objetivo é proteger as células do 

ataque imunológico do hospedeiro, permitindo a difusão de nutrientes, oxigênio e 

produtos metabólicos que mantêm a função e sobrevivência celular (70, 312). 

 Trabalhos publicados por diversos grupos no mundo ao longo de várias 

décadas vêm buscando estabelecer bases sólidas para os avanços da terapia 

celular hepática. Embora, ensaios clínicos com transplante alogênico de 

hepatócitos e células autólogas diferenciadas tenham sido implementadas com a 

finalidade de promover a regeneração hepática ou a recuperação de funções 

ocasionadas por distúrbios metabólicos, as evidências claras de benefícios 

terapêuticos ainda são bastante escassas (313), evidenciando a necessidade de 

ampliar os estudos e questões envolvidas no transplante celular. 

Enquanto o transplante de hepatócitos (TH) pode ser empregado com 

segurança em humanos, sua aplicabilidade permanece limitada. Embora muito 

bem estabelecido, o benefício terapêutico tem sido modesto e apenas temporário, 

até o momento (127). Isso ocorre devido a uma série de questões, algumas das 

quais incluem: (1) uma escassez limitada de órgãos doadores de hepatócitos para 

o transplante; (2) enxerto inicial e a longo prazo relativamente pobre de 

hepatócitos viáveis limitando o tratamento bem sucedido de doenças crônicas, 
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tais como deficiências metabólicas do fígado; (3) a falta de um modelo animal 

clinicamente relevante de IHA que possa ser usado para prever com precisão a 

eficácia de novas terapias com células; (4) ausência de um protocolo universal de 

criopreservação para hepatócitos que garanta qualidade e quantidade suficiente 

de células para o transplante hepatocitário programado ou de emergência e por 

fim; (5) a rejeição alogênica é provavelmente a principal causa do declínio 

observado da função do enxerto celular dentro de 1 ano após o TH (118, 123, 

150, 159, 163, 314). 

No entanto, a substituição bem sucedida das funções hepáticas deficientes 

através do transplante de hepatócitos saudáveis, como por exemplo, pacientes 

com síndrome de Crigler-Najjar devido à deficiência da enzima UGT1, 

hipercolesterolemia familiar que é desencadeada por um defeito congênito do 

receptor de lipoproteína de baixa densidade (LDLR), ou em casos de insuficiência 

hepática aguda e crônica poderia representar um grande avanço nas perspectivas 

do tratamento a esses pacientes bem como evitar a indicação ao transplante 

hepático (131, 137). Com isso, diminuir a lacuna existente entre o número de 

pacientes que necessitam realizar o procedimento cirúrgico e a oferta de órgãos 

para o transplante. Assim, o TH tem sido proposto como alternativa atraente na 

recuperação da função hepática. Logo, a otimização das técnicas que abordam 

esse procedimento é importante para o sucesso na prática clínica. Com isso, 

estudos voltados para o isolamento e os mecanismos de preservação e de 

estocagem de células hepáticas são grandes desafios a serem ultrapassados e, 

portanto, alvos cruciais para a implementação dessa abordagem terapêutica, 

figura 4.1.  
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Figura 4.1. Representação de etapas críticas envolvidas na terapia com células do fígado e as 

barreiras de cada etapa. O primeiro passo na terapia celular requer isolamento, caracterização e 
armazenamento de células dadoras adequadas. Essas etapas são restritas pela falta de órgãos 
doadores ou pela sua qualidade inferior. As limitações de procedimento no isolamento de células de 
alta viabilidade e densidade, bem como dificuldades na criopreservação e descongelamento celular. 
A segunda etapa crítica diz respeito ao enxerto de células transplantadas no fígado (ou locais extra-
hepáticos), a ausência de uma densidade celular necessária para recuperar a lesão hepática bem 
como, uma rápida rejeição às células pelo receptor são os desafios a serem enfrentados. No 
terceiro e último passo, as células transplantadas devem ser capazes de sobreviver a longo prazo 
para repovoar o fígado e conferir benefícios terapêuticos. Além disso, é necessário o 
desenvolvimento de regimes adequados para controlar a rejeição de aloenxerto. Figura modificada 
de Stuart J. Forbes e colaboradores 2015. 

 

 

O isolamento bem sucedido e consistente de hepatócitos humanos primários 

continua sendo um desafio para terapias com células, transplantes e pesquisas 

laboratoriais em diferentes abordagens de doenças hepáticas e toxicidade de 

fármacos (315). Vários centros em todo o mundo têm uma vasta experiência no 

isolamento de hepatócitos humanos de fígados “não doentes”, normais, obtidos 

de fragmentos hepáticos excedentes do doador para a necessidade cirúrgica ou 

de ressecções de tumores hepáticos. Esses fígados são uma fonte importante de 

hepatócitos, porém extremamente limitada de células devido à escassez de 

órgãos, potencial de proliferação celular limitado e rejeição imunológica alogênica 

no cenário de transplante (316). Contudo, várias fontes celulares vêm sendo 

abordadas como possíveis alternativas aos hepatócitos humanos adultos, dentre 
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elas, células tronco mesenquimais, células endoteliais sinusoidais (LSECs) e 

células progenitoras endoteliais, hepatócitos de porcos transgênicos, (317, 318). 

Porém, questões na diferenciação celular ainda permanecem em aberto. Com 

isso, a utilização de órgãos que não atendem aos critérios para o transplante de 

fígado vem sendo cada vez mais abordado como uma fonte de tecido promissora 

para a obtenção de células hepáticas (63, 315), visto que um número 

considerável de órgãos destinados ao para o transplante são rejeitados. De 

acordo com os dados publicados pela Associação Brasileira de Transplantes de 

Órgãos para o primeiro trimestre de 2019, a taxa de aproveitamento de fígados 

para transplante foi de apenas 54,8% do número total de doadores efetivos. Isso 

representa uma rejeição de 45,2% dos órgãos (www.abto.org.br). Nesse contexto, 

isolar células do tecido hepático “inutilizável”, também chamados de órgãos 

“marginais”, aumentaria substancialmente a disponibilidade de células para 

pesquisa, e futuramente, para a validação de sua utilização no tratamento de 

doenças do fígado. As causas da rejeição de órgãos para o transplante de fígado 

incluem: cirrose não viral; morte por parada cardíaca; morte encefálica não 

confirmada; hepatocarcinoma; e principalmente esteatose de alto grau (39, 63, 

169). Fígados retirados de pacientes com alterações metabólicas hepáticas que 

necessitam realizar o transplante de fígado a partir de um doador falecido, 

também vêm sendo considerados como possíveis candidatos a doadores de 

hepatócitos para a terapia celular (64, 139) Esse conceito foi adotado a partir de 

uma abordagem semelhante usada no chamado transplante hepático “dominó” 

(37). O transplante de fígado dominó é um método usado para aumentar o 

número de enxertos de fígado disponíveis para transplante ortotópico de fígado 

(68). Os relatos indicam que os fígados de pacientes com alguns tipos de doença 

hepática metabólica podem ser transplantados com segurança para receptores 

selecionados, se o defeito e as necessidades metabólicas do doador forem 

cuidadosamente considerados. O fígado de pacientes com muitos tipos de 

doença metabólica hepática é morfologicamente e bioquimicamente normal, 

exceto pela mutação que caracteriza essa doença (86, 87). Outras funções 

bioquímicas normalmente desempenhadas pelo fígado estão presentes e 

presumivelmente "normais" nesses hepatócitos (64). Após comparar a viabilidade 

e a função de hepatócitos isolados de fígados normais e com diferentes doenças 

metabólicas, os dados descritos por Gramignoli e colaboradores indicam que as 

http://www.abto.org.br/
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células isoladas de alguns fígados “doentes” tiveram um desempenho tão bom ou 

melhor do que aquelas isoladas de doadores de órgãos normais em relação à 

viabilidade, rendimento celular, eficiência de revestimento e em ensaios de função 

hepática, incluindo metabolismo de drogas, reações de conjugação e 

metabolismo de amônia. Além disso, as células de fígados com doenças 

metabólicas apresentaram um repovoamento rápido e eficiente no fígado de 

camundongo após o transplante (64).  

Contudo, não são estabelecidos critérios de inclusão para a utilização 

dessas células, tanto no processo do transplante de hepatócitos, bem como um 

consenso da densidade celular necessária para promover a recuperação parcial 

ou auxiliar na restauração da função hepática. Além disso, o isolamento de 

hepatócitos a partir desses órgãos pode exigir mudanças no protocolo. Uma vez 

que, a obtenção das células pode ser dificultada pelo tipo de dano existente no 

tecido hepático.  

Nesse cenário, o nosso objetivo central foi avaliar possíveis benefícios do 

transplante de hepatócitos utilizando células obtidas de órgãos que não atendem 

os parâmetros ideias para o transplante de fígado e seriam “jogados fora”. Para 

isso, buscamos na literatura a principal causa para a exclusão de órgãos para o 

transplante hepático. Atualmente, em alguns Centros de Transplantes, 

aproximadamente 40% dos doadores de enxertos são descartados devido à 

esteatose hepática grave (44, 319). Tradicionalmente, os fígados esteatóticos 

com >60% de gordura são descartados. Fígados com <30% de gordura são 

viáveis para o transplante hepático e garantem uma boa função do enxerto após o 

transplante. Fígados que apresentam esteatose entre 30% e 60% de gordura têm 

resultados ruins, apresentando diminuição da sobrevida do enxerto e do paciente 

(320, 321). Com isso, seria possível utilizar esses órgãos para a obtenção de 

células saudáveis e aumentar a disponibilidade de hepatócitos primários adultos. 

Assim, optamos por desenvolver um modelo experimental de 

macroesteatose (doador de células) com a finalidade de avaliar os mecanismos 

de isolamento, separação das células “normais” em uma população de células 

esteatóticas, caracterização funcional e a capacidade dessas células de reverter 

ou minimizar a lesão hepática aguda após o transplante hepatocitátio. Para isso, 

camundongos C57BL/6 receberam uma dieta deficiente em metionina, um 

aminoácido essencial, e colina, uma vitamina essencial (DMC) durante 30 dias. 
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Esses componentes possuem um papel fundamental na síntese das 

apoproteínas, que são proteínas especializadas no transporte dos lipídios no 

plasma, favorecendo, na sua ausência, o acúmulo desses lipídios no fígado (322, 

323). Além disso, com a dieta DMC, a ß-oxidação mitocondrial de lipídios fica 

reduzida, contribuindo para a ocorrência de esteatose. O mecanismo da produção 

desse modelo também se vale do fato de que a metionina e a colina são 

precursores essenciais para a síntese hepática de fosfatidilcolina que, junto com o 

colesterol, perfaz a maioria absoluta dos lipídios secretados na bile (324). Esse 

modelo experimental é amplamente utilizado para estudar os mecanismos que 

decorrem pelo acúmulo excessivo de gorduras (triglicerídeos) no fígado, 

desencadeando a doença hepática gordurosa não alcoólica - DHGNA (do inglês, 

Non-alcoholic fatty liver disease – NAFLD) e que, dependendo do tempo de 

exposição à dieta, pode ter uma evolução progressiva do dano hepático para 

esteato hepatite não alcoólica - EHNA (do inglês, non alcoholic steatohepatitis - 

NASH) (296, 325, 326). A EHNA está relacionada com o acúmulo de gordura no 

fígado (esteatose), inflamação e é caracterizada pela presença de lesão e morte 

das células hepáticas, pelo aumento do risco de fibrose hepática, cirrose e 

carcinogênese (327). A prevalência de DHGNA está crescendo assustadoramente 

na população de adultos, crianças e adolescentes, sendo considerada uma 

epidemia mundial. Estima-se que entre 20 a 30% da população mundial seja 

portadora da DHGNA (328).  A DHNG/EHNA é a terceira principal causa de 

indicação para transplante de fígado nos EUA e a segunda causa para 

transplante de fígado relacionado ao carcinoma hepatocelular (329). Fatores que 

provavelmente contribuem para a alta porcentagem de órgãos com esteatose de 

alto grau rejeitados para o sistema de transplante, já citados anteriormente.  

De acordo com o trabalho de Reid D. T. e colaboradores em 2015, 

camundongos alimentados com dieta DMC desenvolvem consistentemente 

esteatose, inflamação e lesão hepatocelular em torno de 21 dias, sendo, portanto 

um protocolo ideal para estudar a DHGNA e sua progressão para EHNA murino. 

Além disso, descrevem que os camundongos podem desenvolver fibrose hepática 

se a dieta com DMC for mantida após três semanas (325). Outro ponto positivo do 

modelo DMC, é que camundongos submetidos a uma dieta por três semanas foi 

capaz de apresentar características bastante semelhantes da doença em 

humanos após a comparação histológica da biópsia de um paciente e uma seção 
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do fígado de camundongo. Tais características incluem: macroesteatose, 

hepatócitos em forma de balão e presença de infiltrados inflamatórios (330). 

Hepatócitos em balão refere-se à alteração morfológica dos hepatócitos devido à 

presença de vesículas lipídicas, podendo indicar a presença de hepatócitos 

apoptóticos e danificados. A presença de infiltrado inflamatório em combinação 

com o alto grau de esteatose está correlacionada com a pior fase da doença 

hepática (esteatohepatite) (331).   

Neste trabalho, com a administração da dieta DMC por 30 dias, obtivemos a 

indução de macroesteatose (em torno de 50-60%) em 100% dos animais, com a 

formação de macro e microvesículas lipídicas difusas por todo parênquima 

hepático, analisadas histologicamente, como visto na figura 5 do artigo 2.  

De acordo com estudo realizado por Baccarani 2003 e colaboradores, 

embora exista a dificuldade de isolar hepatócitos com um parênquima alterado 

não foram observadas diferenças em termos de rendimento celular, viabilidade e 

atividade in vitro entre os hepatócitos isolados de fígados esteatóticos e 

segmentos hepáticos normais (63). Porém, esse mesmo autor cita que, para o 

desenvolvimento de um método de isolamento de hepatócitos humanos, a partir 

de fígados rejeitados para o transplante, modificações devem ser feitas ao 

procedimento tradicional. Tais modificações incluem a manutenção do nível 

energético das células com a adição de substratos, como alanina e frutose, à 

solução perfusão usada para digerir o fígado; a manutenção da homeostase de 

sódio e cálcio é de essencial importância para a recuperação da funcionalidade 

celular e por fim; a manutenção de um pH ligeiramente ácido (aproximadamente 

6,5) (63). Entretanto, Ricky H. Bhogal e colaboradores descreveram pela primeira 

vez que células obtidas de órgãos “não doentes” e “doentes” exibem respostas 

diferentes quando usadas em estudos funcionais (332). Com isso, os autores 

destacam a importância da caracterização do isolamento e a necessidade de 

realizar estudos comparativos em células isoladas a partir de diferentes 

síndromes e doenças hepáticas. O isolamento de hepatócitos humanos de tecido 

hepático esteatótico tem sido difícil e, embora protocolos detalhados tenham sido 

descritos, os resultados globais são muito variáveis em termos de rendimento e 

qualidade das células (39, 63, 169, 321, 333). No entanto, estabelecer protocolos 

reprodutíveis para o isolamento e separação das populações de hepatócitos de 
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fígados com esteatose são um passo importante para o campo de terapias com 

células hepáticas, visto a grande porcentagem de órgãos inutilizados.  

Nossos resultados também apresentaram uma grande variabilidade no 

rendimento, na viabilidade e na qualidade das células após o isolamento de 

hepatócitos obtidos do fígado de camundongos com esteatose de alto grau. 

Esses dados corroboram com as observações descritas previamente por alguns 

autores ao descrever que o grau da esteatose interfere na viabilidade e no 

rendimento celular após o isolamento. Os hepatócitos humanos obtidos de 

fígados com esteatose microvesicular exibem o rendimento e a viabilidade 

semelhantes àquelas comparadas às células obtidas de órgãos normais, com um 

aproveitamento de 70% (315). Contudo, órgãos com esteatose leve ou moderada 

geralmente não favorecem o isolamento celular bem-sucedido, apresentando um 

aproveitamento de apenas 20% (118, 315).   

Além disso, durante o isolamento do fígado de alguns animais submetidos à 

dieta DMC, alguns órgãos apresentaram rigidez do parênquima hepático, leve 

descoloração e aspecto rugoso verificados macroscopicamente, semelhante à 

fibrose ou cirrose hepática, o que conferiu dificuldade de obtenção dos 

hepatócitos após 20 dias de dieta. Mesmo respeitando todas as etapas de 

isolamento celular realizadas para os outros órgãos com esteatose, a mesma 

concentração da enzima colagenase tipo I, não foi capaz de digerir o tecido 

hepático e a densidade de células isoladas foi quase nula, resultando em debris e 

raros hepatócitos positivos para o azul de trypan (dados não mostrados). O que 

precisamos avaliar é se a concentração da enzima realmente não digeriu o tecido 

ou se o dano hepático conferiu maior fragilidade aos hepatócitos proporcionando 

morte celular. Após as análises histológicas de três animais que apresentaram 

essas mesmas características macroscópicas, foram detectados granulomas 

espalhados por todo parênquima hepático. Essa prática experimental nos permite 

sugerir que são necessárias modificações específicas (concentração da enzima, 

etapas de perfusão, ou adição de suplementos ao meio de perfusão) para o 

isolamento de hepatócitos para cada tipo lesão hepática, corroborando com 

trabalhos já citatos anteriormente. Embora o baixo rendimento celular dos 

hepatócitos obtidos de fígados com esteatose acima de 60% ou seja, com 30 dias 

de dieta, conseguimos desenvolver um método fácil, de baixo custo e acessível 

para a separação dos hepatócitos com alto grau de esteatose das células com 
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pouca ou nenhuma vesícula de gordura. A utilização de duas etapas de 

centrifugação após o gradiente de Percoll permitiu a eficiente seleção das 

populações de hepatócitos com o mínimo de alterações morfológica e funcional. 

Nesse contexto, uma das nossas perspectivas é poder separar as diferentes 

populações celulares pela técnica de citometria de fluxo por cell sorting. De 

acordo com os nossos resultados, os hepatócitos com micro ou macrovesículas 

lipídicas no citoplasma, parecem conferir maior susceptibilidade das células à 

danos. Visto que, o processo de isolamento por si só já confere a exposição dos 

hepatócitos á lesões enzimáticas e mecânicas, as células mais “frágeis” acabam 

sendo selecionadas e excluídas no processo de centrifugação. Sagias et al; 2010, 

reconheceram a susceptibilidade dos hepatócitos esteatóticos à danos tendo em 

vista os altos níveis de espécies reativas de oxigênio (ROS) intracelular dessas 

células e sugeriram a adição de N-acetilcisteína ao meio de perfusão (39). 

Foi possível também demostrar que as células obtidas dos tecidos com alto 

grau de esteatose, separadas por centrifugação, não apresentaram diferença 

significativa na viabilidade e na secreção de albumina quando mantidas em 

cultura por até 10 dias, período após o qual, apresentam alto grau de morte 

celular. Além disso, apresentaram alta capacidade de adesão celular ao substrato 

sem o revestimento de colágeno do tipo I, habilidade funcional de grande 

importância para a sobrevivência e repopulação do enxerto.  

A separação das diferentes populações de células obtidas de órgãos com 

esteatose é fundamental para selecionar os hepatócitos com o mínimo grau de 

esteatose possível e assim, garantir maior qualidade das células que serão 

transplantadas. Cabe ressaltar que, o paciente receptor apresenta a função 

hepática comprometida, portanto, o transplante de hepatócitos com alto grau de 

esteatose poderia interferir diretamente na recuperação da lesão bem como 

induzir a progressão da doença hepática. É sabido que os macrófagos residentes, 

as células Kupffer, têm sido associadas à produção de mediadores pró-

inflamatórios, como TNF-α e IL-1β, e arginase durante o desenvolvimento da 

esteatose e progressão da esteato hepatite. Além disso, durante na esteato 

hepatite, monócitos, neutrófilos, bem como células T são recrutadas contribuindo 

para a progressão da doença (325). Assim, todos esses fatores poderiam ser 

induzidos pelas células gordurosas no indivíduo receptor após o transplante. 
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Após a obtenção dos hepatócitos de fígados com macroesteatose, 

realizamos o transplante hepatocitário em camundongos com IHA. Para avaliar o 

possível potencial terapêutico das células obtidas e separadas do tecido com 

macroesteatose. Para isso, utilizamos como base para o desenho experimental, 

incluindo a densidade celular e a rota de infusão trabalhos já descritos na 

literatura, de acordo com alguns exemplos da tabela 1 do anexo.  

A rejeição imunológica alogênica no cenário do transplante celular também é 

tida como um dos grandes problemas para o sucesso do enxerto. Dessa forma, 

como objetivo de minimizar a rejeição e possíveis danos ás células 

transplantadas, iniciamos a terapia de imunossupressão nos camundongos dois 

dias antes de realizar a terapia celular. Os protocolos de imunossupressão 

usados em animais experimentais são baseados em protocolos básicos já 

realizados em humanos e as doses são ajustadas ao peso corporal (334). O 

Tacrolimo® (FK506) é um potente antibiótico macrolídeo com propriedades 

farmacocinéticas semelhantes às da CsA (ciclosporina A), mas com potência 

terapêutica de 10 a 100 vezes maior (335). O Tacrolimo® liga-se a uma 

imunofilina, a proteína de ligação à FK506 (FKBP). Esse complexo inibe a 

fosfatase calcineurina e, como consequência, a inibição da ativação do NFAT 

(Fator Nuclear de Células T), impedindo a proliferação celular. Além disso, inibe 

os eventos dependentes de cálcio, como a transcrição do gene da interleucina-2, 

ativação da óxido nítrico sintase, desgranulação celular e apoptose (335). Esse 

imunossupressor é indicado principalmente no transplante de rim, fígado, coração 

e intestino delgado. Efeitos colaterais como, neurotoxicidade, nefrotoxicidade e 

hepatotoxicicidade já são classicamente descritos. Entretanto, esses efeitos 

dependem de diversos fatores como: espécie; tempo e a dose a ser administrada; 

idade, peso e tipo de doença hepática associada (336). Contudo, trabalhos com 

primatas não humanos que avaliaram doses de até 2,0 mg/Kg de peso corporal 

por até 3 meses, relatam que o uso desse fármaco após transplante de rim não foi 

capaz de afetar parâmetros bioquímicos relevantes, como potássio, cálcio, ureia e 

creatinina, e sem causar alterações histopatológicas no fígado, rim e cérebro 

(337). Porém, a dose oral recomendada para humanos após o transplante é 10 

vezes menor do que a avaliada nesse trabalho. Assim, para estipular a dose ideal 

do imunossupressor que não fosse capaz de promover nenhum tipo de lesão 

hepática, renal ou alterações comportamentais que indicassem qualquer alteração 
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neurológica, testamos três doses do fármaco Tacrolimo® sugerida na literatura 

para animais experimentais e para imunossupressão oral em humanos após o 

transplante, conforme ilustrado na tabela 2 do anexo. Testamos durante 10 dias 

as doses de 0,1; 0,15 e 0,2 mg/Kg de peso corporal administrada 1 vez ao dia. De 

acordo com os nossos resultados histológicos, a dose de 0,1 mg/Kg de peso 

corporal não foi capaz de promover nenhum tipo de lesão hepática, renal ou 

neurológica até 10 dias de administração. Entretanto, os animais que receberam 

as doses de 0,15 e 0,2 mg/kg de peso corporal por dia I.P do Tacrolimo® 

apresentaram lesões hepáticas a partir de 5 dias de administração. Porém, 

nenhuma alteração comportamental ou renal foi observada em ambos os grupos. 

Dessa forma, a dose escolhida para realizar a imunossupressão dos animais foi a 

dose de 0,1 mg/Kg de peso corporal por dia até o término da avaliação da terapia 

celular. Para isso, os camundongos submetidos á terapia celular receberam 

diariamente uma dose única intraperitoneal de 0,1 mg/Kg de peso corporal do 

imunossupressor Tacrolimo®. 

Conforme os resultados obtidos, camundongos imunossuprimidos que 

receberam infusão celular de 1x106 hepatócitos com viabilidade acima de 90%, 4 

horas após a indução da IHA, apresentaram um aumento na sobrevida de 

aproximadamente 11% quando comparados aos animais receberam apenas o 

veículo (taxa de mortalidade de 70,37% e 61,90%, respectivamente) 24 horas 

após a terapia celular. Embora esse aumento na sobrevida dos animais não tenha 

apresentado diferença significativa entre os grupos (p=0,9762), houve uma 

melhora do quadro bioquímico dos animais, principalmente após 48 horas e 

ausência de sinais de encefalopatia com 72 horas após a terapia com 

hepatócitos. De acordo com as análises histopatológicas foi possível observar a 

diminuição do grau de necrose e lesões hepáticas 24 horas após o transplante 

hepatocitário. Fatores que sugerem uma possível indução da reversão parcial da 

lesão hepática. De acordo com diversos trabalhos já publicados na literatura, 

alguns fatores já descritos podem influenciar diretamente o sucesso do 

transplante celular. Dentre esses fatores estão: a incapacidade de transplantar 

uma massa celular adequada que possa suprir a função hepática perdida; quando 

se utilizam métodos de transplante convencionais, isto é, infusão venosa portal, 

intraperitonael ou intraesplênica, é difícil controlar a eficiência do enxerto e evitar 

que ocorra o enxerto inesperado em outros órgãos. Uma vez que, as células 
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transplantadas podem ser entregues à circulação sanguínea antes de seu enxerto 

no fígado; e, além disso, conseguir monitorar a função das células transplantadas 

(140, 150). Fatores que poderiam justificar o aumento discreto na sobrevida da 

terapia celular após 24 horas. Além disso, nossos resultados poderiam ser mais 

significativos através da otimização da densidade celular para a infusão ou a 

realização de sessões alternadas do transplante hepatocitário. Contudo, em um 

trabalho realizado por Charlotte A. Lee e colaboradores em 2018, ao avaliar o 

transplante de hepatócitos neonatais microencapsulados frescos ou 

criopreservados em pacientes, descreveu uma densidade celular de 1,7x104 

células/g de peso corporal, ideal para garantir a melhora do quadro bioquímico, 

bem como aumentar a sobrevida do paciente até a realização do transplante de 

fígado (18). Visto que, o peso médio dos camundongos era de 30g, uma 

densidade 0,5x106 células totais poderia ser o suficiente para que resultados 

significativos na sobrevida pudessem ser alcançados. Em nosso modelo 

experimental, utilizamos o dobro do número de células (1x106 células) calculado 

para a terapia celular, porém, os dados com relação à sobrevida não foram 

significativos. Entretanto, diferenças nos protocolos devem ser consideradas. No 

trabalho citado, os hepatócitos foram microencapsulados em membrana de 

alginato e a infusão realizada na cavidade intraperitoneal guiada por ultrassom 

com células obtidas de tecido normal, sem nenhuma alteração funcional. Além 

disso, em dois dos pacientes avaliados a terapia com hepatócitos foi realizada em 

duas sessões repetidas. Ressaltando a necessidade de estudarmos outras 

variáveis em nosso protocolo. Nesse contexto, podemos ainda investigar se o 

microencapsulamento dos hepatócitos provenientes de órgãos inutilizados 

poderia representar maior sobrevivência celular após o transplante. Com isso, 

seria possível determinar ou prever a massa celular ideal capaz de recuperar 

totalmente a lesão hepática e aumentar significativamente a sobrevida dos 

animais. Entretanto, ficou claro que a utilização de hepatócitos isolados e 

selecionados de fígados com macroesteatose apresentam um potencial 

terapêutico favorável á recuperação da função hepática após indução química por 

APAP em modelo experimental.  

Outro objetivo central desta Tese foi desenvolver estratégias de 

criopreservação de hepatócitos, que pudessem minimizar os efeitos após o 

congelamento e garantir maior qualidade e quantidade celular. Em trabalho 
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desenvolvido durante a minha dissertação de mestrado e parte finalizada durante 

a tese de doutorado (artigo 1), demonstramos o potencial crioprotetor da trealose 

na ausência do DMSO durante a criopreservação de hepatócitos de rato (166). 

Cabe ressaltar, que a ausência do DMSO na solução de congelamento é um dado 

importante para a terapia com células hepáticas, frente aos efeitos colaterais em 

pacientes já apresentados e a toxicidade do DMSO. Diversos trabalhos na 

literatura com o objetivo de aperfeiçoar os protocolos de congelamento de 

hepatócitos já são descritos. Entretanto, não há um consenso na literatura que 

possa reproduzir resultados favoráveis com relação à viabilidade e funcionalidade 

das células após o descongelamento.  

O principal obstáculo à criopreservação de vários tipos de células de 

mamíferos é a capacidade de associar a qualidade e garantir a viabilidade celular 

após o descongelamento. Essa questão está ligada ao desafio de alinhar uma 

ampla gama de protocolos descritos na literatura com as diferentes variáveis 

encontradas por diversos grupos de estudo. Atualmente, acompanhamos um 

crescente interesse de diversas áreas voltado para as aplicações da inteligência 

artificial, estimulados pelos avanços no poder de processamento, memória, 

armazenamento e uma riqueza sem precedentes de dados, os computadores 

estão sendo solicitados a lidar com tarefas de aprendizado cada vez mais 

complexas, geralmente com sucesso surpreendente. Isso porque, essa área da 

ciência da computação vem proporcionando resultados favoráveis na capacidade 

dos sistemas computacionais em aprender e executar tarefas cognitivas 

destinadas aos seres humanos de forma mais rápida e muitas vezes até mais 

precisas do que o cérebro humano (254, 268). A crescente obtenção de dados na 

área da saúde seja no diagnóstico por imagem de doenças ou os diversos fatores 

que influenciam na indicação de um paciente a um procedimento cirúrgico, foram 

beneficiados pela capacidade dos computadores em reunir esses diferentes 

dados e executá-los. Com isso, a nossa idéia foi conseguir reunir diferentes 

protocolos de criopreservação de hepatócitos e gerar um banco de dados para 

que com o auxílio de algoritmos de aprendizagem de máquinas conseguíssemos 

prever condições ótimas de congelamento de hepatócitos (artigo 4). Nossos 

resultados demonstraram que o DMSO e a trealose são os crioprotetores capazes 

de influenciar diretamente na viabilidade dos hepatócitos após a criopreservação. 

Com o treinamento de redes neuronais artificiais conseguimos desenvolver um 
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sistema de predição das condições ótimas de criopreservação. Embora o banco 

de dados aplicado aqui não seja grande o suficiente para garantir previsões de 

redes neurais altamente acuradas, demonstramos que é possível usar redes 

neurais artificiais para projetar melhores condições de congelamento para 

diferentes tipos de células, especialmente mamíferos. Com esse trabalho piloto, 

estamos desenvolvendo uma plataforma gratuita que será disponibilizada na 

internet (cryohepatopred.pythonanywhere.com). O nosso foco principal é ampliar o 

banco de dados, adicionando mais trabalhos e diferentes parâmetros que possam 

influenciar o processo de congelamento e aumentar a precisão de nossos 

resultados. Com isso, desenvolver protocolos reprodutíveis de criopreservação 

que possam garantir maior viabilidade e funcionalidade celular após o 

descongelamento. Dessa forma, contribuindo para a otimização do congelamento 

de células do fígado visando a diminuição dos danos após a criopreservação, 

contribuindo para o desenvolvimento de bancos de células hepáticas.  

   Assim, o isolamento de hepatócitos maduros obtidos de órgãos rejeitados 

para o transplante combinado às estratégias de preservação podem representar 

uma alternativa biotecnológica inovadora e viável ao tratamento da insuficiência 

hepática aguda e doenças metabólicas do fígado. Além do transplante 

hepatocitário, essas células podem ser fonte para novas abordagens tecnológicas 

como a bioimpressão e a biofabricação de mini órgãos. O uso dessas tecnologias 

se baseia no fato de poder auxiliar no tratamento e regeneração de tecidos a 

partir de arcabouços de células impressos em bioimpressões em 3D(23). 

Recentemente, foram descritos os progressos da ciência básica e pesquisas 

voltadas para o problema da escassez de órgãos para o transplante hepático. 

Tais abordagens envolvem o xenotransplante, perfusão ex vivo, engenharia de 

órgãos e tecidos e bioimpressão com células hepáticas (19). Dessa forma, 

trabalhos que visam contribuir para os progressos das tecnologias que podem 

favorecer a redução da mortalidade e salvar vida de pacientes com doença 

hepática terminal podem ajudar a transformar o quadro atual do transplante de 

fígado na próxima década.
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5.1. CONCLUSÕES 

Neste trabalho desenvolvemos dois modelos experimentais para realizar a terapia 

celular com hepatócitos adultos de fígados com macroesteatose. 

Descrevemos um método de isolamento e separação de hepatócitos com esteatose 

por centrifugação, selecionando células “saudáveis” para o transplante celular.  

Além disso, após realizarmos o transplante hepatocitário em modelo murino com as 

células a partir desses órgãos, observamos a melhora do quadro bioquímico dos animais. 

Embora a curva de sobrevida não tenha representado diferença estatística entre os grupos, 

há uma tendência da recuperação da lesão hepática que precisam ser consideradas e 

investigadas.  

Com relação a protocolos de criopreservação destacamos a influência sobre a 

viabilidade celular de dois agentes crioprotetores: a trealose e o DMSO. Esse resultado foi 

obtido a partir de estratégias de inteligência artificial, utilizando algoritmos de machine 

learning para determinar condições específicas de acordo com uma base de dados criada 

com trabalhos já publicados em revistas indexadas.  

A figura 5.1 representa as etapas e conclusões obtidas neste trabalho. Bem como a 

aplicação em humanos. 

 



Conclusões 

 
90 

  

Figura 5.1. Esquema representativo do transplante hepatocitário, com abordagem no 

conceito dominó, desenvolvido neste projeto. Para realizar este trabalho, foram 
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desenvolvidos dois modelos experimentais. O primeiro, representado no esquema como 

etapa 1 , o modelo químico de IHA com uma dose única I.P de 400 mg/Kg de peso corporal 

de acetaminofeno (APAP). Esse modelo foi capaz de reproduzir características importantes 

da IHA desenvolvida em humanos (modelo receptor de células). Em seguida, etapa 2, 

desenvolvemos um modelo de macroesteatose em camundongos C57Bl/6 submetidos a 

uma dieta deficiente em metionina e colina (DMC) durante 30 dias (animais doadores de 

células). Após o desenvolvimento do modelo de macroesteatose, foi realizada a terceira 

etapa: isolamento e separação por centrifugação dos hepatócitos. As células foram obtidas 

do tecido hepático com esteatose acima de 60%, representando os órgãos rejeitados para o 

transplante de fígado. A separação dessas células representa uma etapa importante, uma 

vez que seleciona as células saudáveis em uma população celular com alto grau de 

esteatose. As células “saudáveis” podem ter dois destinos, o transplante celular imediato 

com células frescas ou a criopreservação em soluções de congelamento favorecendo a 

criação de bancos de células hepáticas. Neste trabalho realizamos a terapia celular em 

camundongos Suíços imunossuprimidos com Tacrolimo®, e observamos que o transplante 

hepatocitário com células de órgãos com macroesteatose representa um modelo promissor 

ao tratamento da IHA. Os animais que receberam a terapia celular tiveram um aumento na 

sobrevida de 11% e melhora do quadro bioquímico dos animais após 24 horas quando 

comparados aos animais que receberam apenas o veículo. Os resultados deste trabalho 

visam a aplicação futura em humanos. O transplante de fígado dominó (TFD) é uma técnica 

cirúrgica realizada para aumentar o número de enxertos para o transplante de fígado. Nesse 

tipo de transplante, pacientes com doenças metabólicas do fígado necessitam realizar o 

transplante hepático e dependem de um órgão de doador cadavérico. O fígado desses 

pacientes por sua vez, desempenham suas funções normais, exceto para o defeito 

congênito diagnosticado. Com isso, esses órgãos podem ser transplantados em outro 

paciente, selecionado, com doença hepática terminal. Além disso, essa estratégia permitiu 

também utilizar esses órgãos não somente no transplante hepático, mas também para a 

obtenção de hepatócitos saudáveis que poderão ser utilizados na terapia celular. A partir 

dessa idéia surgiu o conceito Transplante dominó hepatocitário (TDH). Dessa forma, é 

possível reutilizar órgãos que seriam descartados por não atenderem critérios básicos para 

o transplante de fígado. Neste trabalho otimizamos o protocolo para  a utilização de órgãos 

com macroesteatose e sugerimos que essas células podem representar Transplante dominó 

hepatocitário (TDH). Dessa forma, é possível reutilizar órgãos que seriam descartados por 

não atenderem critérios básicos para o transplante de fígado.  
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Tabela 1. Transplante celular com hepatócitos primários ou linhagem celular 

hepática em camundongos. 

Tipo de células 
Concentração de 

células 
Local de infusão ref. 

células-tronco adultas 

derivadas do estroma do  

tecido adiposo ou  Linhagem 

de hepatocarcinoma - HepG2 

1 × 106 cells in 200 

μL of saline 
intraperitoneal (338) 

células-tronco adultas 

derivadas do estroma do  

tecido adiposo ou  Linhagem 

de hepatocarcinoma - HepG2 

5 × 106 cells in 50 μL 

of saline 
intraesplênico (338) 

Hepatócitos de camundongos 
5×105 cells in 200 μL 

of saline 
veia porta (339) 

Hepatócitos de camundongos 2 x 106 cells intraesplênico (340) 

Hepatócitos de camundongos 1 x 106 cells intraperitoneal (341) 

Hepatócitos de camundongos -  intraesplênico (5) 

Hepatócitos de camundongos  

Células tronco de fígado 

humano (HLSC - MCB) 

6: 0,5 x 106 cells 

 8: 3,0 x 106 cells 

Intravenoso  

 veia da cauda 
(6) 

Células tronco derivadas da 

medula óssea 
1.0 × 106/body weight intraperitoneal (7) 

Linhagem de 

hepatocarcinoma de 

camundongos (BW1J) 

1×106  20 µL cell           

suspension 

Transplantation of 

cell sheets  to the live 
(8) 

células-tronco derivadas 

do estroma da medula 

óssea  (BM-MSCs) 

5 × 105 cells 
intraperitoneal  

ou veia da cauda 
(9) 

Hepatócitos humanos 5×105 cells veia porta (10) 

Hepatócitos humanos 5.0 to 7.5×106 cells intraesplênico (11) 

Hepatócitos humanos 1×106 cells intraesplênico (12) 

Hepatócitos humanos 50×106 cells intraperitoneal (13) 

Hepatócitos de ratos e 

humanos 
7.5 or 10x105 cells intraesplênico (14) 

Hepatócitos humanos 40x106 cells intraperitoneal (15) 

Linhagem de 

hepatocarcinoma - HepG2 
3–6x106 cells intraperitoneal (16) 

Linhagem de Hepatócitos 

humanos (h-hep) 
2.5 x 106 cells Subcutaneo (17) 

Linhagem de Hepatócitos 

humanos - HL7702 
2.5×106 cells/ml intraperitoneal (18) 

Hepatócitos humanos  1x106 cells intraperitoneal (20) 

Hepatócitos humanos 1x106 cells intraesplênico (21) 

Hepatócitos de porco ou 

humanos 
2x106 cells intraesplênico (22) 

Hepatócitos de porcos 

microencapsulados 
1x107 cells/ml intraperitoneal (23) 
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Tabela 2. Trabalhos publicados com imunossupressão por Tacrolimo® em animais experimentais e humanos. 

Espécie 

Dose mg/kg 

depeso 

corporal 

Via de 

administração 

Tempo de 

administração 

Níveis 

plasmáticos 
Indicação Ref. 

macacos 

cynomolgus 
0,5, 1,0 e 2,0  Oral  

1 vez ao dia durante 

90 dias após o 

transplante 

Análise após 2 

semanas (ng/ml) 

1.40 ± 0.3 

2.40 ± 1.07 

8.90 ± 3.72 

Transplante de rins (337) 

Ratos Sprague-

Dawley 

 

3.0  

 

 

1,5  

 

 

Subcutânea 

 

24h/ 24h  durante 5 

dias 

 

 

12/12 h durante 5 

dias  

39.5 ng/ml 9 hr após 

administração; 9 ng/ 

ml após 24 horas 

 

11.9 ng/ml 12 h após a 

injeção; 13.5 ng/ml 

após a segunda dose 

Enxerto celular de 

precursores neuronais 

humanos 

(342) 

Camundongos 

C57BL/6  
1,0  Intraperitoneal 4 vezes por semana Não avaliado 

Efeito inibitório na 

expressão de ptns RANKL, 

JAK2, STAT3 e SOCS3 

(343) 

Camundongos 

BALB/c  
1,0  Intraperitoneal 1 vez ao dia 6.9 ng/ml 

Aspergilose no transplante 

de pulmão 
(344) 

Ratos Wistar 1,0  gavagem 1 vez ao dia Não avaliado Regeneração hepática (345) 

Camundongos 

BALB/c 
1,0  Subcutânea 

3, 7 e 14 days after 

surgery 
Não avaliado Alotransplante de nervo (346) 

Ratos Wistar 

Kyoto 
25,0  Subcutânea 

1 injeção no 

primeiro dia e outra 

12 dias após o 

transplante 

 (2-6 ng/ml) 

Manter o efeito 

imunossupressor do 

medicamento com 

microesferas carregadas 

com Tacrolimo® 

(347) 
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Humanos 0,1 and 0,15  Oral 12/12 h por 30 dias Não avaliado Transplante de fígado (348) 

Camundongos 

C57BL/6 
1,0  Intraperitoneal 12/12 h Não avaliado 

Transplante de coração 

heterotópico  
(349) 

Camundongos 

C57BL/6 
5,0 Intraperitoneal 

Doses alternadas 

até 21 dias 
Não avaliado 

Transplante alogênico de 

pele  
(350) 

Ratos 0,2 Intramuscular 
1vez ao dia por 30 

dias 

Análise após 30 dias 

 Alotransplante de aorta (351) 

Ratos Wistar 

Albino 
1,0 Intraperitoneal 1 vez ao dia Não avaliado 

Regeneração hepatica 
após hepatectomia de 
70%  

(352) 

Camundongos 

C57BL/6 

0,1 

0,5 

2,0 

Intraperitoneal 1 vez ao dia Não avaliado 
Xenotransplante de ilhotas 
pancreáticas 

(353) 

 

 


