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RESUMO

Nos ultimos anos vém crescendo o numero de trabalhos cientificos que discutem a importancia de
ensaios in vifro para o estudo de varios processos metabdlicos da célula e dos mecanismos de
. toxicidade envolvendo a presenga de contaminantes. Destes, sdo varios os resultados que apontam
o uso de cultivo primario de células altamente funcionais, como os hepatdcitos, como uma
ferramenta promissora na identificagdo e caracterizagdo do efeito de agentes toxicos. Para
mamiferos, e mais especificamente, seres humanos, técnicas de isolamento e cultivo ja estdo bem
estabelecidas, assim como ja existem linhagens celulares de hepatécitos. Contudo, para peixes,
especialmente de ecossistemas tropicais brasileiros, ndo existem dados relacionados com o
estabelecimento de linhagens ou do uso de cultivo primario de células de espécies nativas para a
investigacdo dos processos supracitados, fazendo com que a iniciativa deste trabalho ganhe
relevancia e ineditismo. No presente estudo, hepatocitos de traira (Hoplias malabaricus), uma
espécie nativa, foram isolados por perfusdo ndo enzimatica e cultivados pelo periodo de seis dias.
Testaram-se diferentes metodologias para o isolamento dessas células e optou-se pelas que se
mostraram mais apropriadas, por questdes logisticas, e para a espécie “traira”. Estimou-se, apos o
isolamento, o numero de hepatdcitos pelo método hemocitométrico e a viabilidade celular dos
mesmos pelo método de exclusdo de azul de tripan. As células foram cultivadas em meio DMEM
(pH 7,85 e 291 mOsm) em duas temperaturas distintas, 25°C e 37°C, somente sobre laminulas,
laminulas cobertas com poli-L-lisina ou sobre coat de proteinas da matriz extracelular. O cultivo
foi acompanhado com o uso de microscopio de contraste de fase, e em intervalos de 24h, as células
foram fixadas em Bouin e coradas com Giemsa para avaliar aspectos morfologicos. Cerca de
3,0x107-10° células/100g de massa de peixe foram obtidas, com viabilidade média de 73%. Os
hepatocitos de traira apresentaram relativa dificuldade para aderir quando na auséncia das proteinas
de matriz. As analises morfologicas realizadas evidenciaram que as células ndo sofreram alteragoes
visiveis no decorrer do periodo de cultivo e mantiveram a capacidade de organizagao tecidual.
Porém, analises para determinagido das alteragbes metabolicas e do contetido enzimatico ndo foram
realizadas, devido as dificuldades para padronizagdo da cultura primaria dos hepatdcitos. Este
trabalho € o inicio de um projeto mais amplo, que na sua continuidade, devera investigar a
possibilidade de manter estas células vivas, funcionais e diferenciadas por um periodo de tempo
maior e seu emprego para estudos de efeitos e de mecanismos de toxicidade relativa a
contaminantes de origem antropica.
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1. INTRODUCAQO

1.1 O 6rgao hepatico

O figado ¢ um 6rgdo de fundamental importancia na manutengdo da homeostase'
interna dos vertebrados, sendo o sitio bem como o alvo de processos complementares que
mantém as fun¢des hepaticas em harmonia com os requerimentos metabdlicos de todo o
organismo (GUILLOUZO et al., 1990). Este o6rgdo participa na adaptacdo” do organismo
as alteracGes de condigGes ambientais pelo continuo reajuste das fungdes hepatocelulares,
como a captagdo de nutrientes e seu subsequente metabolismo, estoque e distribui¢do para
o sangue, produgéo de bile, bem como transformag@o de compostos exogenos e endogenos
(GUILLOUZO et al., 1990). O metabolismo de nutrientes, estoque de energia em
macromoléculas (glicogénio, lipideos), sintese e secre¢do de proteinas (por ex. albumina,
vitelogenina, lipoproteinas); manutengdo dos niveis plasmaticos de glucose; eliminagdo de
componentes nitrogenados (uréia, amonia), metabolismo de hormdnios; metabolismo de
xenobiontes; e formagdo da bile sdo também fungdes desse 6rgdo (SEGNER, 1998). A
maioria dessas fungdes € realizada pelos hepatocitos, que répresentam, em mamiferos,
cerca de 65% da populagdo total de células no figado (GUILLOUZO et al., 1990). A
natureza dindmica e sua regulagdo em muitos processos metabolicos e fisiologicos fazem
desse 6rgdo um modelo valioso para o estudo de mecanismos e processos de aclimatacdo’
ambiental (SEGNER, 1998). O dano hepatico é comum na toxicidade causada por drogas e
na maioria dos problemas de saude (GUILLOUZO er al.,, 1997). Sendo assim, as
abordagens in vitro utilizando tais células podem auxiliar grandemente na compreensao
das propriedades basicas e respostas “adaptativas” ambientais (MOON et al, 1965;
BAKSI e FRAZIER, 1990; BERRY et al., 1991, MONMSEN et al., 1994; SKETT, 1994,
PESONEN e ANDERSSON, 1997). A utilizagdo de hepatocitos isolados nos estudos de

toxicidade fornece todos os beneficios de uma célula intacta (organelas funcionais,

! Atualmente o termo mais adequado para uma situagio fisiolégica que varia dentro de certo intervalo, o qual
pode ser considerado normal ou neutro € reostase. Devido ao fato de homeostase representar uma linha e nio
um intervalo, pode-se dizer que caracteristicas como temperatura corporal, pH, etc. ndo sdo controladas
homeostaticamente ¢ sim reostaticamente.

2 Segundo FONTAINE (1993) adaptagdo ocorre em escala de tempo evolutivo e apresenta carater
hereditario, estando envolvida no ajuste do organismo ao meio, logo ajuste, acomodacdo ou adequagio
seriam os termos mais apropriados na citacdo acima.

? Processos de acomodacio a novas condicdes ambientais (por ex. temperatura), em geral, sdo denominados
aclimatagio (ajuste que o organismo sofre em laboratorio) e aclimatizagdo (ajuste da fisiologia do organismo
que ocorre no ambiente de vida desse organismo, por ex. durante a mudanga de estagdes do ano).



intera¢Oes enzimaticas, cofatores fisiologicos e concentragdes de metabolitos, etc) sem a
complexidade das possiveis interferéncias encontradas em um animal intacto (SEGNER,
1998). Nesse sistema in vifro, condigdes experimentais definidas podem ser prontamente
estabelecidas e mantidas, possibilitando estudos bioquimicos sofisticados nos quais fatores
exdgenos podem ser analisados individualmente ou em associag@o, e tipos multiplos de
condigdes experimentais podem ser iniciadas com populagdes de células obtidas de um
tnico animal (SEGNER, 1998). Desconsiderando as razdes cientificas e técnicas em favor
dos sistemas in vitro, ha também considera¢des éticas e econdmicas que defendem o uso
de células isoladas ao invés de animais (GUILLOUZO ef al., 1997 e SEGNER, 1998).

Métodos para isolar células intactas e funcionais do figado de mamiferos surgiram no
final dos anos 60. Os primeiros procedimentos utilizavam combinagdes de hialuronidase e
colagenase para a digestdo enzimatica do tecido hepatico (BERRY e FRIEND, 1969),
porém essa técnica passou subseqientemente por refinamentos (SEGLEN, 1972 e BERRY
et al., 1991). Uma vez isoladas, as células do figado podem ser usadas, em suspensdo para
estudos de curta duragdo (2 a 4 horas) ou em cultivo primario para estudos mais longos.
Comparados com células recém isoladas, cultivos celulares tém varias vantagens, dentre as
quais podemos citar: investigacdes de maior duragdo e de processos tempo-dependentes,
estudos de estruturas e fungdes que requerem contato e organizagdo intercelular; permitem
a recuperagdo de eventuais danos causados as células durante o processo de isolamento
(SEGNER, 1998).

Durante os anos 80, a aplicagdo de hepatocitos recém isolados aumentou bastante
(BAKSI e FRAZIER, 1990). Primeiramente, poucos estudos exploravam o uso de cultivos
primarios ao invés de células recém isoladas, um fato que poderia estar relacionado com os
problemas técnicos na manutencdo in vitro de hepatocitos de peixe (BLAIR ez al., 1990).
Apenas recentemente o uso de cultivo primario dessas células passou a ser mais difundido,
tendo sido usado para o estudo de varios aspectos da estrutura e fungdes hepaticas
(SEGNER, 1998). Requerimentos para um sistema de cultivo primario de hepatdcitos
incluem um protocolo otimizado de isolamento e provisdo de condigdes otimas de cultivo
(meio e microambiente celular) para a sobrevivéncia e funcionamento adequados das
células (SEGNER, 1998).

Os modelos in vitro incluem células isoladas a partir da perfusdo de o6rgaos, fatias de

tecido, linhagens celulares, fragcdes subcelulares, microssomos e células geneticamente



produzidas por técnicas de engenharia. Todas apresentam vantagens e desvantagens
(GUILLOUZO et al., 1990 e 1997).

Os hepatocitos estdo ricamente associados com enzimas do metabolismo de drogas,
que sdo convencionalmente divididas em dois grupos. As reagdes da fase I sdo geralmente
processos oxidativos, redutivos e hidroliticos; elas provém o grupo funcional necessario
para as reagOes da fase II, que s3o geralmente conjugadas (GUILLOUZO et al., 1990). As
enzimas mais importantes formam o sistema de monooxigenases mistas do Citocromo
P450 (CYPI1A), que esta localizado no reticulo endoplasmatico liso de células
parenquimais (GUILLOUZO et al., 1990). As enzimas metabolizantes de drogas ndo estdo
uniformemente distribuidas nos lobos hepaticos, sendo mais abundantes ou mais
exclusivamente expressas nas zonas centrais (GUMUCIO, 1989). Se o efeito resultante das
enzimas do metabolismo de drogas é a conversio de xenobiontes em formas mais soluveis
em agua, que possam ser prontamente eliminadas pelo sistema renal, parece que cerca de
600 drogas sdo possivelmente hepatotoxicas (STRICKER e SPOELSTRA, 1985). A droga
por si s6, um metabolito estavel ou reativo, pode ser responsavel pelos efeitos toxicos.
Muitos dos agentes toxicos induzem dano hepatico de uma maneira previsivel e podem ser
considerados realmente hepatotoxinas (GUILLOUZO et al., 1990). Entretanto, uns poucos
compostos produzem danos hepaticos incomuns em humanos susceptiveis e tém sido
denominados dependentes de idiossincrasia (ZIMI\/[ERMAN, 1982). As respostas do
figado, que podem resultar de diferentes mecanismos, sdo descritas como necrose,
colestase, inflamagdo e fibrose e podem ser analisadas em niveis moleculares, celulares e
tissulares (GUILLOUZO et al., 1990). Todavia, a fun¢do hepatica esta sob influéncia de
varios outros fatores enddgenos e exogenos e tais interagdes fisiologicas com outros 6rgaos
sdo complexas, dificultando a distingdo dos efeitos primarios de manipulagdo experimental
particular, daqueles induzidos secundariamente. Esta é a principal vantagem em se
substituir, em muitas investiga¢des, o uso do sistema in vivo pelos sistemas in vitro

(GUILLOUZO et al., 1990),

1.2 Isolamento de hepatdécitos de peixe
O primeiro fator a ser controlado, antes de tudo, € o anestésico a ser utilizado.
Embora haja muitos anestésicos disponiveis para peixes, o anestésico de escolha mais

comum € o tricanometanosulfonato (MS-222) (RANDALL e HOAR, 1971). Outros



anestésicos usados sdo o uretano, clorabutanol e fenoxietanol. Métodos fisicos como
decapitagdo ou um golpe na cabega sdo comumente utilizados para peixes pequenos, cujos
figados sdo imediatamente extirpados (BAKSI e FRAZIER, 1990).

Hepatocitos recém isolados “memorizam” sinais para os quais eles respondiam antes
da dissociagdo do figado. Com respeito aos hepatocitos humanos, um numero consideravel
de fatores pode ser responséavel por variagdes conspicuas individuais nas fun¢des celulares.
Adicionalmente ao sexo, idade, doengas hepaticas e polimorfismos genéticos, pré-
medicagdo e estado nutricional do doador, bem como a duragio e condigdes de preservagao
do figado antes da separagdo das células, influenciam grandemente as atividades
metabolicas dos hepatdcitos recém isolados (GUILLOUZO et al., 1990). Eles podem ser
usados imediatamente apds o isolamento ou estocados por 1 a 3 dias por hipotermia, ou por
meses e até anos, caso sejam congelados, exibindo perda de 10 a 20% de viabilidade e 50%
da capacidade de adesdo em plastico apos criopreservagdao (GUILLOUZO et al., 1997).

Hepatocitos tém sido isolados de varias espécies de peixes. Alguns exemplos
incluem peixes de agua doce, como truta arco-iris, carpa, peixe-lua verde, e peixes
marinhos, como peixe-sapo ou diabo-marinho, linguado e peixe-escorpido gigante. A
selecdo das espécies para preparacdes de hepatocitos tem sido baseada em varios critérios
(BAKSI e FRAZIER, 1990); um deies ¢ a facilidade em se obter e manter o peixe. O
peixe-dourado ¢ comprado de aviarios ¢ mantido em aquarios (BIRNBAUM et al., 1976),
enquanto outros peixes, como peixe-gato e truta arco-iris, podem ser comprados de
criadouros (CAMPBELL ef al., 1983 e KLAUNIG et al., 1985). Outra considera¢do deve
ser uma fun¢do metabdlica especifica e caracteristica de uma espécie particular de peixe ou
a existéncia de informagdo biologica relevante. Peixes de espécies e tamanhos variaveis
sdo usados para obter hepatocitos. Truta arco-iris de 100g a Skg (BAILEY er al., 1982),
assim como peixes pequenos de 4-10g (MOERLAND e SIDELL, 1981), tém sido usados
experimentalmente. No entanto, o tamanho do peixe pode afetar na técnica cirargica e de
perfusdo usadas para isolar os hepatocitos, o que pode dificultar a obten¢do das células
(BIRNBAUM et al., 1976 e MOERLAND e SIDELL, 1981).

As técnicas de perfusdo usualmente apresentam dois passos. Seguindo a perfusio, ha
um rompimento mecanico do 6rgdo, como foi inicialmente desenvolvido para o isolamento
de hepatocitos de mamiferos (BERRY e FRIEND, 1969), tendo ganhado grande
aceitabilidade para o isolamento de células do figado de teledsteos (MOON et al., 1782;



BAKSI e FRAZIER, 1990; MONMSEN ef al., 1994). Em uma etapa inicial de perfusdo, o
sangue € removido do figado. Muitas solugdes salinas s3o utilizadas para este proposito,
sendo, em geral, modifica¢des da solugdo salina de Hanks, embora as quantidades e tipos
de sais usados variem entre os pesquisadores (BAKSI e FRAZIER, 1990 e SEGNER,
1998). As solugdes empregadas sdo geralmente tamponadas com fosfato e/ou bicarbonato,
e HEPES [N-(2-Hidroxieti) piperazine-N-(2-acido etanosulfonico)] € freqiientemente
incluido. O pH depende da espécie de peixe, com valores relatados entre 7,3 e 8,0. MOON
et al. (1985) sugeriram que menores concentragdes ionicas de hidrogénio (pH 7,6) fossem
empregadas em cultivos de células de peixe, se comparadas com os de mamiferos (pH 7,4).
Mas, WOLF e QUIMBY (1969) relataram que cultivos primarios de células de peixe eram
mais bem estabelecidos em pH 7,3 - 7,4, que em valores mais elevados. O pH mais
comumente utilizado em estudos com peixes € 7,4. A glucose ¢ recomendada como uma
fonte de energia (WOLF e QUIMBY, 1969 e MOON ef al., 1985), e a heparina € algumas
vezes incluida para reduzir a coagulagdo sangiinea (KOBAN, 1986 e WALSH ef al,
1989). A maioria dos meios de perfusdo inicial ndo contém célcio, e a adi¢do de um agente
quelante como o EDTA (4cido Etilenodiamimetra acético) para remover Ca'™ (e assim
quebrar as ligagdes célula-célula dependentes de calcio) pode melhorar a obtengido de
células (SEGLAN, 1976 e SEGNER, 1998). As solugdes de perfusdo sdo geralmente bem
oxigenadas, tendo uma composi¢do de 0,25-0,5% COxyg com o restante de Ozp). A
temperatura dos tampdes de perfusio depende da espécie de peixe, bem como da
temperatura de aclimatagdo. Em geral, muitos dos estudos com peixe s@o realizados em
temperatura ambiente, embora alguns experimentos usem solugdes a 0-4°C.

Em uma segunda etapa, uma ou mais enzimas para desagregagdo do tecido conectivo
¢ adicionada ao meio de perfusdo. Embora, em teoria, a remog@o de ions calcio deva ser
suficiente, alguma atividade enzimatica degradativa parece ser necessaria (BAKSI e
FRAZIER, 1990 e SEGNER, 1998). Na maioria das vezes, colagenase bacteriana (por
exemplo de Clostridium) é selecionada, dissolvendo o colageno intercelular (a auséncia de
calcio facilita a subsequente separacdo de células pela perfusdo com colagenase)
(SEGLAN, 1972). Uma vez que as preparagdes de colagenase possuem atividades
proteoliticas colaterais’ (SEGNER et al., 1993; SEDDON e PROSSER, 1999) e sua
atividade varia de lote para lote (SEDDON e PROSSER, 1999), a escolha da colagenase ¢

* Atividade colateral se refere a presenga de proteases ndo especificas em alguns preparados de colagenase.



critica. Um exemplo da importéncia em sua escolha € com relagdo ao numero de receptores
de membrana para a insulina em hepatocitos de carpa, que depende da colagenase utilizada
para o isolamento das células (SEGNER ef al., 1993). A concentrag¢do de colagenase difere
bastante entre pesquisadores, variando de 0,3 a 50mg/ml, e deve ser selecionada para
maximizar a viabilidade e rendimento em células, seguindo um tempo de perfusdo
especifico (MOON et al., 1985). Alguns meios de perfusdo, incluindo o primeiro método
pratico publicado em 1967 (HOWARD ef al., 1967), também contém hialuronidase, em
concentra¢des de 0,4-4,0mg/ml. O uso dessa enzima € questionavel e em alguns casos ela
pode até danificar os hepatocitos (BAKSI e FRAZIER, 1990). O calcio é genericamente
adicionado a segunda solugdo de perfusdo, levando em conta que a colagenase requer
calcio (SEGLAN, 1976) para atividade enzimatica (além de zinco). Freqiientemente, a
formula bésica para o tampdo com colagenase ¢ a mesma da solugdo inicial, com a
exclusdo dos quelantes, e a presenga de glucose ¢ HEPES, com um pH préximo do pH
Otimo para a atividade da colagenase (pH 7,5). SEGLAN (1973) encontrou inibigdo
significativa da colagenase quando na presenga de magnésio, que compete com o calcio.
Logo a segunda solugdo de perfusdo ndo pode conter ions magnésio (BAKSI e FRAZIER,
1990). SEDDON e PROSSER (1999) obtiveram excelente rendimento em numero de
células, utilizando um método ndo enzimatico (utilizando apenas EDTA para dissociagido
dos hepatocitos), de 2,1x10°céls viaveis (85-95% de viabilidade) para 100g de massa
corporal de peixe-gato.

Para a preparagdo dos hepatocitos de peixe, os peixes sdo anestesiados com MS-222
e colocados com a porgdo ventral para cima. Uma incisdo € feita do anus até a regido
branquial, expondo as cavidades peritoneal e pericardica. Nas espécies, como o0s
salmonideos, que possuem uma veia porta bem desenvolvida, a perfusdo do figado ¢
geralmente feita através da mesma, ou pela veia intestinal. Para espécies, como a carpa,
que ndo possuem uma veia porta distinta, o figado pode ser canulado via artéria coeliaca
(BOUCHE et al, 1979; WALTON e COWEY, 1979, RENAUD e MOON, 1980,
KLAUNIG et al., 1985, SEGNER et al., 1995, VOGT e SEGNER, 1997), ou pode ser feita
uma perfusdo retrograda a partir do sinus venoso do coragdo (BAKSI, 1988) ou ducto
biliar (MORRISON et al., 1985). O tempo de perfusdo varia bastante para os diferentes
autores, estando entre 15 e 90 minutos (SEGNER, 1998). A primeira solug¢do limpa o

figado de sangue em 1-10 min. A segunda perfusdo, com solugdo contendo colagenase,



geralmente ¢ mais prolongada (20-45 min, com limite de 90 min). A perfusdo pode ser
inteiramente in sifu ou o figado pode ser removido entre o primeiro e segundo passo de
perfusdo e colocado em uma plataforma (SEIBERT, 1985) ou placa de Petri (WALSH et
al., 1985) para facilitar a recirculagdo da solugdo de colagenase. A perfusdo deve continuar
até o figado se tornar maleavel e macio, e mostrar sinais de digestdo. A vesicula biliar e
tecidos-extra sdo removidos, e as células sdo dissociadas (BAKSI e FRAZIER, 1990).

A digestdo enzimatica do tecido hepatico é seguida por um rompimento mecanico,
no qual o o6rgdo € cortado por tesoura (PORTHE-NIBELLE e LAHLOU, 1981) ou
laminas de ago e gentilmente massageado contra gaze (BOUCHE et al., 1979 ¢ PORTHE-
NIBELLE e LAHLOU, 1981), rede de plancton (MOON ef al., 1985) ou uma tela de nylon
filtrante (DANNEVIG e BERG, 1985 e WALSH et al., 1985), cujos poros variam de 50 a
250um de didmetro. As células sdo coletadas em solugdo, lavadas repetidamente,
centrifugadas em baixa rotagdo (40-120 x g, dependendo da espécie, tamanho celular e
contedos de lipideos) por 2-10 min (varias vezes com a solugdo de perfusdo) e
transferidas para o meio de cultivo final (BAKSI e FRAZIER, 1990 e SEGNER, 1998).
Uma amostra da suspensdo final de células € diluida, contada em um hemocitometro, € a
viabilidade das células é determinada pelo método de exclusio de azul de tripan
(KLAUNIG et al., 1985). Varios pesquisadores tém utilizado alternativas para o
procedimento de perfusdo supracitado. BHATTACHARYA et al (1985) e
PLISETSKAYA et al. (1984) perfundiram os figados de salmdo com tampdo HEPES
salino e entdo os retiraram. Os figados foram cortados em pedagos e incubados com
solug@o de 0,5% de colagenase em um banho de dgua com agita¢do até serem digeridos.
Para estudos envolvendo peixes pequenos, o figado € extirpado sem qualquer perfusdo,
cortado em pequenos pedagos, e colocado em um meio contendo uma enzima digestiva. As
células sdo dispersas por agitacdo em shaking ou magnetic stirring (BAKSI e FRAZIER,
1990).

As condigdes para o cultivo de hepatocitos dependem primeiramente do design
experimental. Os efeitos da temperatura em varias fun¢des tém sido investigadas e o
alcance entre 5-25°C € mais comumente usado. Para cultivos em suspensdo, amostras de
células podem ser retiradas por até 24h, mas a maioria dos pesquisadores as utiliza entre 1
e 4h apos o inicio do cultivo. A concentragido de células também € variavel; densidades de

1x10° a 2x107 céls/ml (5-90mg/ml) tém sido relatadas. Em geral, as células sdo incubadas



em solugﬁo salina tamponada como a de Hanks, ou meios mais complexos como L-15 ou
RPMI 1640. Suspensdes sdo usualmente mantidas em banho de agua sob agitagio (shaking
water bath) e continuamente gaseificadas com 5%COxg) / 95%0;) caso o meio seja
tamponado por bicarbonato. A escolha do meio de incubagéo dependera dos requerimentos
nutricionais dos hepatoécitos das espécies em particular (BAKSI e FRAZIER, 1990).

A osmolaridade deve ser considerada no cultivo de células de peixe. Peixes de dgua
doce e marinha podem diferir na osmolaridade sangiiinea e de liquidos intersticiais. Esta
situagdo pode necessitar modificagdo do meio de cultivo para peixes marinhos por aumento
do contetdo final de NaCl por uma quantidade constante de 0,06M (SIGEL e BEASLEY,
1988); ja para elasmobranquios a osmolaridade € ajustada pela adi¢do de uréia na perfusio
e meio de cultivo (MONMSEN e MOON, 1987 e BALLAROTI e BOYER, 1988).

O rendimento de células apds a perfusdo do figado, assim como em mamiferos, varia
com a espécie, estado fisiologico, sexo e idade do peixe doador, encontrando-se entre 30 e
90% da massa inicial do figado (MONMSEN ef al., 1994). Interessantemente até o estado
nutricional e o tipo de dieta podem influenciar significativamente no rendimento de células
obtidas (por ex. para carpa o numero de células obtidas ¢ maior em uma dieta a base de
lipideos do que a base de proteinas ou carboidratos) (SEGNER, 1998).

A suspensdo celular obtida apds a perfusdo do figado de teleosteos contém uma
variedade de tipos celulares. As células em maior numero sdo hepatocitos (cerca de 80%
do volume de figado intacto). As células ndo-hepatdcitos incluem células biliares epiteliais,
células sinusoidais endoteliais, células de gordura persinusoidais e melanomacrofagos
(funcionalmente semelhantes as células de Kupffer presentes no figado de mamiferos)
(SEGNER, 1998). Embora o numero relativo de outros tipos celulares que ndo hepatocitos
seja pequeno, cogita-se que eles participem em um numero ndo desprezivel de importantes
processos toxicos e neoplasicos; células endoteliais podem, assim como os hepatocitos,
estar envolvidas na a¢do de xenobiontes (HUSOY ef al., 1994), células biliares parecem
estar envolvidas nas altera¢cdes neoplasicas do figado (BLAIR ef al., 1995); e células de
reserva de lipideos podem estar envolvidas na etiologia da hepatite espongiosa (COUCH,
1991). Em peixes, o estudo de células ndo-hepatocitos tem sido negligenciado.

O parénquima hepatico do figado de mamiferos exibe uma zonagdo metabdlica
(JUNGERMANN e KATZ, 1989), ou seja, hepatocitos de diferentes zonas do figado

expressam diferentes fungdes e estruturas metabodlicas. Contudo, a considera¢do de tal



microheterogeneidade parece ser menos importante para sistemas de teledsteos devido a
ndo evidéncia disponivel de que uma zonagdo metabdlica exista no figado de peixes
(HAMPTON et al., 1985; SEGNER ¢ BRAUNBECK, 1988; MONMSEN et al., 1991,
OTTOLENGHI et al., 1991).

Em espécies que possuem um hepatopancreas (carpa, linguado, etc), células
pancreaticas exdcrinas podem ser isoladas juntamente com células do figado, caso a
perfusdo seja feita pelos vasos arteriais. Aproximadamente 10% das células isoladas do
ﬁgédo de carpa sdo pancredcitos, os quais podem ser removidos por gradiente de
densidade de centrifugacdo (BOUCHE er al, 1979), ou podem ser cultivados
conjuntamente com os hepatocitos (VOGT e SEGNER, 1997). A presenga de células
pancreaticas ndo gera efeitos negativos para os hepatdcitos co-cultivados (SEGNER,

1998).

1.3 Cultive primario de hepatécitos de teledsteos em monocamada
O cultivo em suspensdo, como € usado em estudos com células recém isoladas
(MONMSEN et al., 1994), ndo ¢é apropriado para o cultivo primario de hepatocitos devido
a baixa sobrevivéncia celular (KLAUNIG ez al., 1985). O tempo de incubag¢do mais longo
relatado para hepatocitos de peixe-gato em suspensdo € de 24h (BAIRD et al., 1986).
Entdo, muitos laboratorios adotaram a técnica em monocamada, como é freqientemente
usado com hepatocitos de mamiferos (SEGNER, 1998). Na verdade, existem diferentes

sistemas de cultivo, cada um com caracteristicas especificas, como citado na Tabela 1.

Sistema Caracteristicas ‘ Comentarios
Suspensdo Células ndo aderidas Curta sobrevivéncia celular
Monocamada Uma camada de células aderida ao substrato de cultivo Técnica padrio
Monocamada em Hepatdcitos plaqueados sobre matriz extracelular Melhora adesao; melhora
biomatriz fisiologia ?
Co-cultivo Hepatocitos plaqueados sobre uma camada de ndo Melhora fisiologia ?
hepatdcitos
Agregados Associacdes esferoidais entre células em suspensio Sobrevivéncia prolongada;

melhora fisiologia
Perifusion culture Células em microbeads em perifised column Néio estitico - com continuo
suprimento/remogio de meio

Fatias de figado  Pequenos cubos ou fatias de tecido hepatico Ambiente celular conservado

Tabela 1. Sistemas de cultivo para hepatdcitos de teledsteos. Fonte: SEGNER (1998).



10

Quando plaqueados em condi¢des de cultivo convencionais, os hepatocitos se
aderem ao plastico e se reagregam para formar monocamadas de células epiteliais
granulares ndo proliferantes, que sobrevivem por 1-3 semanas. Os hepatocitos comegam a
morrer € se soltar muito cedo e o crescimento de células contaminantes aumenta
rapidamente apos 1-2 semanas. O ajuste dos hepatoécitos ao seu novo ambiente resulta na
perda completa de algumas fungdes (ex. indugdo de algumas isoenzimas do citocromo
P450) (GUZELIAN ef al., 1977, SIRICA e PITOT, 1980; STEWARD ef al., 1985) e
marcada atenuacgdo de outras (ex. secregdo de proteinas do plasma) (GUILLOUZO et al,,
1984) dentro de poucos dias. Ao mesmo tempo, as células comegam a expressar fungdes
semelhantes a células de feto (isoenzimas fetais, a-fetoproteinas) (GUGUEN et al., 1975,
GUGUEN-GUILLOUZO et al., 1978; SIRICA et al., 1979). As taxas de transcri¢do de
genes especificos do figado baixam a valores entre 1 e 10% daqueles encontrados no
orgdo, apos 24h de cultivo (CLAYTON e DARNELL, 1983). A adi¢do de soro bovino
fetal a0 meio de cultivo favorece a adesdo dos hepatdcitos ao plastico, porém as fungdes
hepatoespecificas sdo ainda mais rapidamente perdidas (JEFFERSON ez al., 1984).

Com hepatocitos de truta, cultivos em monocamada sofrem de baixa adesdo de
células do figado em garrafas de cultivo (KLAUNIG, 1985; LIPSKY et al., 1986; BLAIR
et al., 1990). O melhoramento na adesdo pode ser obtido cobrindo a superficie das placas
com matriz extracelular (HASCHEMEYER e MATHEWS, 1983; LIPSKY et al., 1986,
BLAIR ef al., 1990, RABERGH et al., 1995) ou usando placas de cultivo Falcon Primaria
plates (LIPSKY et al., 1986, KOBAN et al., 1987, DUAN et al., 1993; MILLER et al.,
1993). Embora a viabilidade celular em todos os substratos permanega alta, ha uma grande
variagéo na adesdo nos diferentes substratos. Hepatocitos semeados sobre matriz
extrécelular completa tém alta eficiéncia de adesdo (93%), em contraste com aqueles
semeados em plastico ou superficie coberta com colageno (20%) (BAKSI e FRAZIER,
1990). Para hepatocitos de enguia, um pré-tratamento das garrafas de cultivo com
fibronectina de cavalo foi necessario para melhorar a adesdo celular (HAYASHI e
OOSHIRO, 1986), enquanto que hepatocitos de carpa aderem facilmente em diferentes
substratos (SEGNER, 1998). E interessante perceber que PESONAN e ANDERSSON
(1991) obtiveram melhora na adesdo de hepatocitos de truta apds aumentarem as

concentra¢des de CaClys) no meio de perfusdo.
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O cultivo de hepatocitos em monocamada é quimicamente definido. Meio livre de
soro € associado com boa viabilidade celular por um periodo de 5 a 8 dias de incubag@o in
vitro. No entanto, a porcentagem de hepatdcitos aderidos declina com o aumento do
periodo de cultivo, o que limita sua duragdo (SEGNER, 1998).

As mudangas morfologicas sequienciais no cultivo de hepatocitos em monocamada,
de truta (BLAIR et al., 1990), peixe-gato (SEDDON e PROSSER, 1999), enguia (WALSH
et al., 1985) e carpa (SEGNER, 1998) parecem congruentes. Em 12 a 24 horas apés o
plaqueamento, hepatdcitos solitarios formam agrupamentos de 2 a 10 células. As células
formam filamentos finos (de didmetro inferior a 0,1pum) com o substrato (superficie) e as
células vizinhas (BLAIR et al, 1990). Subsequentemente, as c€lulas formam grupos
progressivamente maiores e finalmente constituem corddes de células. Em paralelo, células
inicialmente arredondadas tornam-se aplanadas e poligonais. O estabelecimento de
intera¢des célula-célula in vitro é acompanhado pelo desenvolvimento de diferenciagdes
caracteristicas de membrana, como as presentes em hepatdcitos in vivo, complexos
celulares juncionais (BLAIR ef al., 1995; BRAUNBECK ez al., 1996, VOGT e SEGNER,
1997), jungdes Gap (BALDWIN e CALABRESE, 1994), e formagdo de canaliculos
biliares (BLAIR er al., 1990 e BRAUNBECK e STORCH, 1992). A reconstituigdo
morfologica e eventualmente, funcional dos canaliculos biliares representa um processo
complexo que requer uma redistribuigdo extensiva e inser¢do de novos componentes de
membrana (SEGNER, 1998). Ao mesmo tempo, isso indica que as células cultivadas
restabelecem polarizagdo celular dentro do poélo sinusoidal e biliar, o que € essencial para a
func¢do do figado in vivo (SEGNER, 1998). Em microscopia eletronica de transmissdo foi
observado que durante periodos de cultivo superiores a 3 dias, compartimentalizagao
intracelular e morfologia de organelas de hepatocitos in vitro é marcadamente similar a
ultraestrutura dos mesmos in vivo (BRAUNBECK e STORCH, 1992 ¢ SEGNER et al.,
1995). Para periodos de cultivo superiores a 3 ou 5 dias ocorre uma degradagdo
progressiva da ultraestrutura celular (BRAUNBECK e STORCH, 1992); em particular,
ocorre formag¢do de vesiculas, fracionamento do reticulo endoplasmatico e drastico
acamulo de lisossomos e vacuolos autofagicos. Essa deterioracdo ¢ acompanhada pelo
brusco aumento de células necroticas (SEGNER, 1998).

Surpreendentemente, poucos estudos tém investigado a manutengdo da diferenciagdao

funcional de hepatocitos de teleosteos em cultivo primario. Hepatocitos de enguia
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mostraram uma perda permanente na capacidade gluconeogénica durante cultivo, mas a
sintese protéica aumentou continuamente (GUGUEN-GUILLOUZO e GUILLOUZO,
1983). Hepatocitos de enguia cultivados secretam lipoproteinas, porém sua composi¢do €
diferente de lipoproteinas encontradas no soro de enguia in vivo (YU, 1991). Hepatdcitos
de carpa mantiveram altos estoques de glicogénio por até 3 a 5 dias em cultivo em
monocamada. Depois disto, os niveis de glicogénio declinaram continuamente, para
aproximadamente 60% apos 8 dias (SEGNER, 1998). Hepatocitos de peixes em cultivo
expressam receptores hormonais, embora seu nimero tenda a decrescer com o aumento do
periodo de incubagdo (MONMSEN e LAZIER, 1986; FLOURIOT et al, 1993,
PLISETSKAYA et al., 1993, SEGNER ef al., 1993). A expressio génica continua a
responder a fatores endocrinos, como para vitelogénese (LIPSKY ef al., 1986, FLOURIOT
et al., 1993; SEGNER et al, 1993), IGF-I (DUAN et al, 1993) ou metalotineina
(HYLLNER et al., 1989 e GAGNE et al., 1990).

Um aspecto da fungdo diferenciada do figado é a rapida perda da capacidade de
metabolismo de xenobiontes em cultivos em monocamada. Particularmente os niveis de
enzimas dependentes do citocromo P450 decrescem fortemente in vitro (GUGUEN-
GUILLOUZO e GUILLOUZO, 1983 e SINGH et al., 1996). Isto ndo representa uma perda
total da atividade das enzimas, porém mais propriamente, parece ser uma desdiferenciagdo
de células hepaticas com uma reversdo a um metabolismo do tipo fetal (SEGNER, 1998).
Para cultivo primario de células do figado de teledsteos, os dados disponiveis indicam uma
maior estabilidade de enzimas de biotransformagdo que em mamiferos (STEGEMAN et
al., 1993 e PESONEN e ANDERSSON, 1997). Varios autores relataram constancia ou até
aumento nos niveis de EROD (7-ethoxyresorufin-O-deethylase), uma enzima catalitica
associada ao CYP1A, em hepatocitos cultivados de truta (PESONEN ¢ ANDERSSON,
1991; BRAUNBECK e STORCH, 1992; MILLER et al., 1993; STEGEMAN et al., 1993).
A atividade de enzimas de xenobiontes da fase II, como Glutationa-S-transferase (GST) e
UDP-glucuroniltransferase (UDPGT) sdo conservadas in viro (PESONEN e
ANDERSSON, 1991).

Resumidamente, parece que o cultivo de hepatdceitos em monocamada em meio livre
de soro ou hormoénios mantém estruturas e fungdes diferenciadas por 5 a 8 dias. Apos este
periodo, processos degenerativos vdo se tornando crescentemente importantes, como

indicado por mudangas morfolédgicas, fisiologicas e de viabilidade celular. A regressdo
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funcional de hepatocitos esta associada com a progressiva separagdo das células do
substrato de cultivo (SEGNER, 1998). Interessantemente, deve ser percebido que varios
pesquisadores estdo trabalhando em cultivo tridimensional de hepatécitos (LANDRY et
al., 1985 e LI et al., 1992) e que muitos hepatdceitos estdo aptos a completar pelo menos
um ciclo de divisdo celular quando cultivados em baixas densidades em presenga de fator
de crescimento epidermal, insulina e piruvato (MAC GOWAN, 1986 e LUETTEKE e
MICHALOPOULOS, 1987).

1.4 Cultivo primdrio de hepatdcitos: a influéncia do meio e do microambiente
celular
Para estabelecer cultivos de longa duragdo de hepatdcitos de teledsteos, € necessario
identificar as condi¢Ges de cultivo que previnam ou, ao menos, reduzam a perda da
diferenciagdo e viabilidade de células isoladas. Os fatores que mudam com a transferéncia
do ambiente in vivo para o in vitro sdo o suprimento de sangue (provisdo de nutrientes,
fatores endocrinos, remogdo de metabolitos, etc) e o microambiente celular (contato celular
heterotipico e homotipico’ e matriz extracelular) (SEGNER, 1998). E também concebivel
que fatores como componentes soluveis do meio, matriz extracelular e interagdes célula-
célula tenham de ser recriados in vifro para a sobrevivéncia e manutengdo da diferenciagdo
fenotipica de hepatocitos cultivados por longo periodo (GUGUEN-GUILLOUZO e
GUILLOUZO, 1983, GOULET er al., 1988, GUILLOUZO et al., 1990, GUGUEN-
GUILLOUZO e CORLU, 1993; SKETT, 1994).

1.4.1 Fatores do meio de cultivo

Fatores do meio, desde hormoénios, minerais e vitaminas até compostos como
dimetilsulfonida (DMSO) influenciam as fungdes fisioldgicas de hepatocitos cultivados de
mamiferos (SKETT, 1994). O DMSO, um solvente bipolar, adicionado a um meio
quimicamente definido em uma concentragdo final de 2%, prolonga a sobrevivéncia de
hepatocitos de rato para mais de quarenta dias, devido a sua propriedade de remover
radicais oxigénio (VILLA e GUAITANI, 1988). Varias fungdes hepatoespecificas sdo bem
preservadas, as quais incluem a sintese de transferrina, albumina, o-antitripsina e

ligandina, e a atividade da fosfoenolpiruvato carboxiquinase (ISOM er al., 1985).

> Contato celular homotipico se refere ao contato hepatécito-hepatécito, ¢ heterotipico ao contato entre
hepatdcitos e outras células hepdticas.
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Entretanto, o uso de DMSO por longos periodos pode ser questionado, porque ele € usado
em uma alta concentra¢io e induz varias altera¢gdes morfologicas caracterizadas pelo
aparecimento de hepatocitos alongados e multinucleados (GUILLOUZO et al., 1990).
Com excegdo do DMSO, nenhum estudo até o presente demonstrou a existéncia de outro
fator soluvel que possibilite a manuten¢do de hepatdcitos bem diferenciados em cultivos
puros® por mais de poucos dias (GUILLOUZO et al., 1990). Em geral, ha uma fuga do
meio com soro devido a inconsisténcia no suprimento de soro e as poucas vantagens em
usar soro quando um meio completo definido com propriedades similares ou até¢ melhores
esta disponivel (SKETT, 1994).

Para peixes, os resultados dos poucos estudos publicados indicando a importéncia
das adi¢Ges no meio para a performance de hepatdcitos cultivados sdo muito fragmentados
para recomendagdes conclusivas (SEGNER, 1998). Suplementagdes de soro aumentaram
(KLAUNIG et al., 1985) e reduziram (BRAUNBECK e STORCH, 1992) a sobrevivéncia
de hepatocitos de truta in vitro. A adigdo de soro deu suporte a expressdo de receptores
para estrogénios e vitelogenina em cultivos em monocamada de hepatdcitos de truta arco-
iris (FLOURIOT et al., 1993). Apesar desses efeitos benéficos, deve ser considerado que
os soros de mamiferos, pela sua composigdo especifica de lipideos, deve despertar
mudangas celulares adversas, como composigdo alterada da membrana ou acumulo de
lipideos (HASCHEMEYER e MATHEWS, 1983 e TOCHER er al., 1988). O uso de soro
de peixe, ao invés do soro de mamiferos, como sugerido por KOCAL et al. (1988), sofre
da falta de uma padronizagdo e acesso facil a um suprimento de soro (SEGNER, 1998),
além do alto risco de contaminagdo por micoplasmas (BAKSI e FRAZIER, 1990).
HAYASHI e OOSHIRO (1986) desenvolveram um meio livre de soro, mas suplementado
com horménios e nutrientes para o cultivo de hepatocitos de enguia. Este meio,
quimicamente definido, influenciou positivamente na conservagdo da morfologia e
metabolismo celular no decorrer de 10 a 15 dias de incubagdo in vitro. Em um outro
estudo, DEVAUX ef al. (1992) notaram que a adi¢do de cortisol ou dexametasona em um
meio livre de soro ndo afetou as atividades de biotransformag¢fo basal de hepatdcitos de

truta cultivados, porém acentuaram a inducdo de resposta a exposi¢do a f-naftoflavona.

® Cultivo puro de hepatdcitos equivale a um cultivo onde apenas hepatécitos sdo cultivados (sem a presenca
de outros tipos celulares).
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1.4.2 Componentes da matriz extracelular

O papel da matriz extracelular em controlar o desenvolvimento e a diferenciacao
celular em mamiferos estd bem estabelecido, e a presenca de componentes da matriz
extracelular nos sinusoides hepaticos (CLEMENT et al., 1984), bem como a habilidade
dos hepatocitos de secretar varios tipos de colagenos e outras glicoproteinas quando em
cultura (DIEGELMANN ef al., 1983 e CLEMENT ef al., 1988) foram demonstradas. A
eficiéncia na adesdo de hepatocitos e na longevidade dos cultivos, € aumentada quando as
garrafas sdo cobertas com colageno (BONNEY er al., 1974), fibronectina (MARCEAU et
al., 1982), uma mistura de componentes extraidos do figado de rato (ROJKIND et al.,
1980) ou produzidos por linhagens de células endoteliais bovinas (GUGUEN-
GUILLOUZO et al., 1982), diretamente plaqueadas em gels de colageno flutuantes
(MICHALOPOULOS e PITOT, 1975) ou gel de colageno embebido em rede de nylon
(SIRICA et al., 1979). Entretanto, em geral, esses substratos orgdnicos ndo retardam a
ocorréncia de mudangas fenotipicas (GUGUEN-GUILLOUZO et al., 1982).

Componentes da matriz extracelular como colageno, fibronectina, ou materiais mais
complexos como extrato da pele do peixe, aumentam a eficiéncia na adesdo de hepatdcitos
(LIPSKY et al., 1986; BLAIR et al., 1990; RABERGH ef al., 1995). Até o presente, ndo
existem investigagdes sistematicas se esses componentes também influenciam a fisiologia
de hepatocitos cultivados (SEGNER, 1998). A performance funcional e a longevidade de
hepatocitos de mamiferos podem ser claramente melhoradas pela manipulagdo do ambiente
celular, como incubar as células em uma matriz rica em laminina, denominada matrigel
(BISELL et al., 1987 e GUGUEN-GUILLOUZO e CORLU, 1993). Para linhagens
celulares de peixe, tem sido demonstrado que matrizes extracelulares influenciam na
diferenciag@o fenotipica (KANEKO et al., 1995), mas para hepatocitos de peixe ndo ha
disponibilidade de dados conclusivos (SEGNER, 1998). KOBAN (1986) cultivou
hepatocitos de peixe-gato em uma biomatriz (um extrato do tecido hepatico) por 28 dias,
com uma boa viabilidade, entretanto o autor ndo demonstrou se essa manuten¢do de
hepatocitos diferenciados por longo periodo de tempo foi possivel devido ao uso da
biomatriz ou outros fatores. RABERGH e al. (1995), ao analisar a indu¢do de tirosina
aminotransferase mediada por dexametasona, em hepatdcitos de truta cultivados em

laminina ou poli-L-lisina, ndo observou influéncia significativa do material do substrato.
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Levando em conta o fato de que os hepatdcitos tém uma faixa de superficie apical
dividindo duas superficies basolaterais que estdo em contato com a matriz extracelular,
DUNN et al. (1989) cultivou hepatocitos de rato entre duas camadas de colageno tipo 1.
Nessa configuragdo sandwich, os hepatdcitos mantiveram uma alta taxa de secrecdo de

albumina por mais de 40 dias.

1.4.3 Interacdes célula-célula

O figado ¢ um 6rgdo composto por muitos tipos celulares. Os hepatocitos formam
corddes de células que se comunicam por jungdes Gap. Eles estdo rodeados por diferentes
células sinusoidais e tém contatos diretos com células epiteliais, as quais formam o canal
de Hering (GUILLOUZO et al., 1990). Conseqiientemente, ambas, interagdes heterotipicas
(por exemplo, contatos entre hepatocitos e células biliares) quanto homotipicas (contatos
entre hepatdcitos) t€m um importante papel na expressdo das fungdes hepatoespecificas
(GUGUEN-GILLOUZO e GUILLOUZO, 1983; CLAYTON et al., 1985, GOULET et al.,
1988; GUILLOUZO et al., 1990). Quando em cultivo puro, hepatdcitos se reagrupam, mas
a comunicagdo intercelular por meio de jungdes Gap desaparece dentro de poucas horas
(SPRAY et al., 1987).

Varias atividades funcionais dependem da densidade celular. Fungdes relacionadas
ao crescimento (NAKAMURA et al., 1983) assim como sintese de albumina e proteinas
totais (GUGUEN-GUILLOUZO, 1986) sdo aumentadas em cultivos de hepatdcitos em
baixa densidade. Uma vez que a sobrevivéncia celular ¢ insignificantemente menor
comparativamente com hepatocitos plaqueados em alta densidade, pode ser sugerido que o
aumento da atividade funcional em cultivos com baixa densidade celular poderia estar
relacionado a um evento pods-transcrissional (GUGUEN-GUILLOUZO, 1986). O contato
célula-célula em cultivo ou o contato com uma matriz extracelular, particularmente gels de
colageno ou matrigel, diminui a expressdo do gene c-myc em hepatocitos (SHIMBARA et
al., 1992), o que sugere que o contato esta inibindo a transi¢do da fase Gy para G;
encontrada em hepatocitos quando colocados em cultivo, logo estd prevenindo a
desdiferenciacdo (SKETT, 1994).

Em pesquisa biomédica, as informag¢des disponiveis tém incitado o desenvolvimento
de co-cultivos, onde hepatocitos sdo incubados juntamente com nZo-hepatocitos,

preferencialmente células epitélio-biliares (GUGUEN-GILLOUZO e GUILLOUZO, 1983
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e GUILLOUZO et al., 1990), bem como em agregados multicelulares, nos quais o
ambiente tridimensional, semelhante ao in vivo, permite prolongar a viabilidade celular in
vitro (TONG et al., 1992). As interagdes célula-célula parecem ser importantes, como
sugerido pela tendéncia das células hepaticas do figado em se reagregar apds o isolamento
(SEGNER, 1998).

Todavia, apenas poucos estudos tém considerado a influéncia das interagdes
celulares na viabilidade e estado de diferenciacdo de hepatocitos de peixe (SEGNER,
1998). Co-cultivos com linhagens estabelecidas tendem a aumentar as atividades da EROD
em hepatdcitos, embora este efeito ndo seja consistentemente expressado, fato talvez
relacionado ao uso dessas linhagens ao invés de células epiteliais biliares (SEGNER,
1998). Dentre as fungdes preservadas em co-cultivos, encontram-se a producdo de
proteinas plasmaticas (GUGUEN-GUILLOUZO et al., 1983 e 1984; GUILLOUZO et al,
1984, LEBRETON ef al., 1986; CONNER ef al., 1990), conteado do citocromo P450
(BEGUE et al., 1984 e GUILLOUZO et al., 1985), metabolismo de drogas por reacdes da
fase I e fase II (BEGUE etal., 1983 e GUILLOUZO et al., 1988) e captacdo de taurocolato
(FOLIOT et al., 1985). A adi¢do de corticosterdides ao meio de cultivo é requisitada para
obter o “efeito de co-cultivo”, o que indica que alguns fatores soluveis sdo essenciais nesse
modelo (GUGUEN-GUILLOUZO ef al., 1983). Contrariamente a hepatocitos mantidos em
meio livre de soro e com hormodnios definidos, hepatocitos co-cultivados retém a
capacidade de transcrever genes especificos (FRASLIN er al, 1985). Eles também
conseguem se comunicar uns com os outros por meio de jungdes Gap mesmo depois de 70
dias (GUILLOUZO et al., 1990). Meio condicionado ou extratos celulares de células
epiteliais s3o inefetivos, o que sugere que o sinal primario ndo € um fator soluvel secretado
por células epiteliais; surgiram evidéncias de que poderia ser uma glicoproteina localizada
na membrana plasmatica de ambos os tipos celulares (GUGUEN-GUILLOUZO e
CORLU, 1993).

Em agregados, os contatos celulares sdo maximizados por pelo menos 1 més. Os
niveis de receptores para estrogenos e RNAs mensageiros para a sintese de vitelogenina
sdo mantidos em niveis comparados com in vivo, a sintese de vitelogenina permanece
completamente funcional e induzivel durante todo o periodo de cultivo (FLOURIOT ef al.,
1993); a produgdo de albumina e de transferrina, em hepatocitos de mamiferos, persiste por

pelo menos 2 meses (TONG ef al., 1992). A estabilizagdo das fungdes hepatoespecificas



18

nos agregados ndo deve ser apenas causada pelo melhoramento das intera¢des celulares,
mas também pelo aumento da secrecdo de compostos da matriz extracelular que estdo
envolvidos na morfogénese dos agregados (LANDRY e7 al., 1985).

Para o estudo de aspectos especificos da fisiologia e metabolismo do figado, cultivo
primario de hepatocitos pode ser parcialmente substituido por linhagens -celulares
(SEGNER, 1998). As linhagens celulares superam a limitagdo do uso de hepatdcitos
primarios, que tém um alto grau de variabilidade entre preparagGes individuais de células
do figado (SEGNER, 1998). Boa reproduzibilidade dos dados de testes, juntamente com a
facilidade no uso, fazem das linhagens celulares apropriadas como ferramenta nos estudos
de projecdo e diagnosticos ambientais (SEGNER, 1998). A desvantagem das linhagens
celulares ¢ a perda das fungdes hepatoespecificas, limitando o seu uso em estudos

fisiologicos e de mecanismos (SEGNER, 1998).

1.5 Uso de cultive de hepatécitos para pesquisa farmaco-toxicolégica e fisiolégico-
bioquimica: um vasto campo de investigacio cientifica
A pesquisa toxicologica utiliza varias abordagens e metodologias para identificar
riscos e compreender o processo basico que influencia a expressdo de respostas
toxicologicas em sistemas biologicos, requerendo a compreensio das fungdes normais dos
hepatocitos, a fim de avaliar se respostas observadas ou ndo, apds a exposigao de toxinas
sdo, de fato, respostas celulares adversas ou meramente respostas “adaptativas” (de ajuste
ao meio) (BAKSI e FRAZIER, 1990). Uma particular e proveitosa abordagem tem sido
identificar e desenvolver modelos in vitro que retenham as caracteristicas basicas das
condi¢des mais complexas in vivo e que possam ser manipulados para fins de pesquisa.
Modelos de pesquisa in vitro tém propriedades proprias, que lhes fornecem vantagens
significativas em muitas areas da pesquisa toxicologica, como o controle das condi¢des
ambientais; a eliminacdo de efeitos interativos sistémicos; a reducdo da variabilidade entre
experimentos; a possibilidade das amostras serem repetidas simultaneamente ou em
sequiéncia; e a necessidade de pequenas quantidades de reagentes quimicos para estudos de
respostas com dose completa. Além do mais, eles sdo freqientemente mais baratos e
rapidos; e geram menores quantidades de residuos toxicos (BAKSI e FRAZIER, 1990).
Uma questdo geralmente surge, como o porqué de se empregar cultivos primarios ao

invés de linhagens celulares em pesquisa toxicoldgica. Certamente linhagens celulares tém
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vantagens em termos de conveniéncia de suprimento e cultivos por longo periodo de
tempo. Contudo, linhagens de células imortalizadas ndo sdo células normais e questdes
sérias surgem no sentido de se as respostas dessas células representam, de fato, as respostas
de células diferenciadas in vivo (BAKSI e FRAZIER, 1990). O cultivo primario de
hepatécitos de peixe, embora ndo inteiramente normais, devido a ruptura das interagdes
célula-célula, dano potencial da membrana durante a preparacdo, e desdiferenciagdo em
cultivos mais longos, representam células que sdo centrais para a regulagdo metabodlico-
sistémica de todo o organismo, primeiramente envolvidas no metabolismo de xenobiontes;
e freqiientemente o alvo especifico de toxinas (BAKSI e FRAZIER, 1990).

A maior vantagem nos modelos in vifro € que as inter-relagdes entre os varios tipos
de biotransforma¢des de drogas podem ser analisadas sob condi¢des bem definidas, que
excluem a influéncia de fatores extra-hepaticos complicados, e permite investigagdes
usando tratamentos especificos em hepatocitos humanos e de outros animais
(GUILLOUZO et al., 1990). A expressdo das fun¢des hepatoespecificas € regulada por
fatores humorais, bem como matriz celular e interagdes célula-célula. Com isso, a maior
desvantagem ¢ que esses fatores ndo melhoram similarmente todas as fun¢des hepaticas.
Conseqiientemente, quando se usa hepatocitos isolados em transformagdes de xenobiontes
e estudos toxicologicos, deve-se considerar cuidadosamente a escolha das condigdes
experimentais nas quais as células retém sua capacidade metabolica (GUILLOUZO et al.,
1990). Uma questdo importante é a correlagdo entre as concentragdes toxicas in vitro e as
doses toxicas in vivo. Tal correlagdo deve ser levada em consideragdo na farmaco-cinese da
droga, isto permanece uma questdo aberta que requer investigagdo mais aprofundada
(GUILLOUZO et al., 1997).

Algumas consideragdes devem ser feitas ao se utilizar os modelos in vitro para a
pesquisa citotdxica e genotoxica:

v' As células devem ser usadas durante um periodo em que ainda expressem
enzimas metabolizantes de drogas da fase I e II, e sejam capazes de responder
a indutores.

v' A composi¢do do meio pode afetar grandemente a resposta de hepatocitos
isolados a agentes citotdxicos na sobrevivéncia e fungdo das células, bem
como nas interagdes com o composto a ser testado e seus metabolitos.

Informagdes sobre a solubilidade, volatilidade, e interagdo com compostos do
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meio do composto-teste sdo fundamentais. Garrafas seladas sdo necessarias
para compostos volateis, um solvente € usado para dissolver o composto-teste
e pode ser efetivo por si mesmo; além disso, o composto pode afetar o pH,
osmolaridade, turbidez do meio ou formar precipitados com os componentes
do meio.

v" Muitos estudos sio realizados em periodos de incubagdo que ndo excedem 24
horas e com a adi¢do de uma simples dose do composto-teste. Entretanto,
devido a falta de liberacdo extra-hepatica de compostos toxicos € acumulagdo
no meio de cultivo, uma incubagdo que exceda umas poucas horas pode ser
tdo longa e deve mascarar diferengas entre compostos que sdo diretamente
toxicos e aqueles que requerem biotransformagdo (PAINE e HOCKIN, 1982).

v" Um amplo arranjo de pardmetros pode ser selecionado para obter informagéo,
em niveis molecular e celular, para detectar e quantificar perturbacdes
induzidas por compostos quimicos. Esses parametros podem ser reversiveis
ou irreversiveis; e sdo classificados em biomarcadores morfologicos,
bioquimicos e metabolicos (mais sensiveis de todos) (GUILLOUZO et al.,
1997).

1.5.1 Estudos fisiolégicos e bioquimicos
v Metabolismo energético
Poucos estudos tém, especificamente, investigado o metabolismo energético de
hepatécitos de peixes, embora alguns dados estejam disponiveis, estes focalizam
primariamente em algum outro aspecto do metabolismo de hepatocitos. Os indices
principais para o metabolismo energético sdo consumo de Oy, (MOERLAND e SIDELL,
1981; VAN WAARDE e KESBEKE, 1981; SEIBERT, 1985) e carga energética celuiar ou
niveis celulares de ATP (SIMON, 1985).
v Metabolismo do Nitrogénio
Viérios estudos tém enfocado as vias metabdlicas que resultam na formagdo de
amonia (VAN WAARDE e KESBEKE, 1981; CAMPBELL et al., 1983; CASEY et al,,
1983). O maior objetivo ¢ definir os papéis relativos dos aminoacidos e do ciclo de
nucleotideos (das bases nitrogenadas Adenina e Guanina - purinas) na produgdo de

amonia.
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v pH
A regulagdo intracelular do pH e seu efeito no metabolismo intermediario sdo
importantes fungdes para todas as células. Os dados disponiveis sugerem que a enguia
americana (WALSH e MOON, 1983) e a truta arco-iris (WALSH, 1986) parecem regular o
pH intracelular de uma maneira similar, enquanto que o peixe-escorpido gigante (WALSH
et al., 1985) aparentemente regula o balango intracelular acido-base por uma estratégia
diferente.
v’ Transporte através da membrana
Os processos fisiologicos associados com a membrana plasmatica tém sido usados
como indices de toxicidade. Estudos de processos de transporte em hepatocitos de peixe
tém investigado o transporte de sais biliares (FRICKER ez al., 1987 e SMITH et al., 1987),
o transporte de aminoacidos (HASCHEMEYER e DETRICH, 1982; SHUTTLEWORTH e
GOLDSTEIN, 1982; SHUTTLEWORTH e GOLDSTEIN, 1984; BALLAROTI e BOYER,
1988) e o transporte de lactato (WALSH, 1987). Investiga¢Ges de processos de endocitose
de proteinas mais complexos também tém sido feitas (DANNEVIG e BERG, 1985).
v" Metabolismo de carboidratos
Essa area do metabolismo de hepatocitos de peixe tem recebido a maior atengio
visto que a disponibilidade de substratos para a produgdo de energia € o estoque energético
sdo fatores importantes na produtividade e sobrevivéncia de peixes. Muitos trabalhos tém
investigado a gluconeogénese e os efeitos das condigdes ambientais na preferéncia do
substrato. A glicogenolise também tem sido extensivamente investigada, e varias enzimas
envolvidas na gluconeogénese e glicogendlise tém sido quantificadas (HAYASHI e
OOSHIRO, 1979, MOERLAND e SIDELL, 1981, BHATTACHARYA et al., 1985;
MONMSEN et al., 1985; MONMSEN, 1986). A regulagdo hormonal (particularmente
insulina e glucagon) tem sido estudada em varias espécies (BIRNBAUM et al., 1976;
MONMSEN e SUAREZ, 1984, OTTOLENGHI et al., 1984; FOSTER ¢ MOON, 1987,
PETERSEN et al., 1987) e estudos dos efeitos de catecolaminas sdo relatados em dois
trabalhos (BRIGHENTI ez a/., 1987 e MONMSEN ez al., 1988).
v’ Sintese protéica
Varios estudos de sintese protéica t€m sido conduzidos, incluindo investigagdes de
proteinas especificas, como proteinas do choque térmico (heat shock proteins) (KOBAN
et al., 1987), proteinas mitocondriais (KENT e PROSSER, 1980), proteinas anti-



22

congelantes (O’GRADY et al., 1982) e vitelogenina (MAITRE et al., 1986). Estudos
sistémicos da regulagdo da sintese protéica em hepatocitos de peixe isolados ndo tém sido
relatados, a ndo ser de resposta & temperatura de aclimatagio (KENT e PROSSER, 1980;
JANKOWSKY et al., 1981, O’ GRADY et al., 1982; SAEZ et al., 1982; KOBAN, 1986,
KOBAN et al., 1987).
v" Endocrinologia
Estudos limitados de ligagdo hormonal, captacdo e interagdo com receptores tém
sido notificados (PORTHE-NIBELLE e LAHLOU, 1981; ABLETT et al., 1983; FOSTER
e MOON, 1986, MONMSEN e LAZIER, 1986).
v' Metabolismo de lipideos
O metabolismo de acidos graxos e a sintese de fosfolipidios sio importantes na
regulacdo do estoque de energia e composi¢do da membrana. De interesse particular em
pecilotérmicos’ ¢ o efeito da temperatura na composi¢io de lipideos na membrana. Varios
estudos tém investigado o seu efeito nos padrdes de sintese lipidica (HAZEL e PROSSER,
1979, HAZEL e SELLNER, 1979; HAGVE et al., 1986; VOSS et al., 1986) e na formagao
de fosfolipidios (HAZEL, 1983 e HAZEL et al., 1987).

1.5.2 Estudos de toxicidade e de biotransformacio de xenobiontes

O uso potencial de hepatocitos de peixes em estudos de toxicidade, seja para avaliar
as relagdes concentragdo-resposta para varios biomarcadores de toxicidade, seja para
estudos de mecanismos, ndo tem sido ainda adequadamente explorado (BAKSI e
FRAZIER, 1990). Virios ensaios foram e continuam sendo desenvolvidos para avaliar a
integridade da membrana (captagdo de azul de tripan, “vazamento” de enzimas como a
lactato desidrogenase, [K'] celular, [Ca’"] celular, “vazamento” de Cr’', coloragdo por
acridina laranja ou Iodeto de propidio, captacdo de vermelho neutro, captagdo de Diacetato
de Fluresceina) ou sua fungdo — transporte de substrato (captagdo de aminoacidos, de

Uridina, Sulfobromoftaleina) (BAKSI e FRAZIER, 1990, GUILLOUZO et al., 1990).

7 Até algum tempo, os organismos eram classificados quanto a capacidade de regular a temperatura, em
homeotermos ou homeotérmicos — antigamente denominados de animais de sangue quente - (temperatura
corporal constante) e pecilotermos ou poikotérmicos — antigamente denominados de animais de sangue frio -
(temperatura corporal varidvel conforme a temperatura ambiental). Esta classificacio esta em desuso, devido
ao fato de que ambos os grupos de organismos apresentam variagdes na temperatura estanque corporal (0 que
¢ mais constante ¢ a temperatura média didria). Atualmente os termos mais apropriados sdo endotérmicos
(controle principalmente fisiologico da temperatura, ou seja, interno) e ectotérmicos (controle principalmente
comportamental da temperatura).
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Agentes quimicos toxicos podem afetar a estrutura e fungdo da membrana, tanto de forma
direta por reagdo com os componentes da membrana, quanto indiretamente por alteracdo
do estado energético celular, devido a oxidagio de grupos protéicos sulfidril. Indices
bioquimicos do estado das células (metabolismo energético por ensaio de tetrazolio — M1T
assay, metabolismo energético — relagdo lactato/piruvato, niveis de glutationa, sintese de
proteinas) podem também ser utilizados na investigagdo das respostas toxicas em
hepatdcitos. Medigdes no metabolismo energético, nivel de constituintes bioquimicos ou
sintese de macromoléculas inserem-se nessa classe. Uma area de interesse toxicologico do
ponto de vista de mecanismos, é a possibilidade de que toxinas possam produzir seus
efeitos através da peroxidagdo de lipideos (substdncias relativas ao acido Tiobarbiturato —
TBA-RS assay, produgdo de hidrocarbonetos volateis, quimiluminescéncia, conjugados de
Dieno), desorganizando os processos fisiologicos associados a membrana (BAKSI e
FRAZIER, 1990). Finalmente, existem respostas especificas que podem ser avaliadas para
entender os processos toxicologicos. A proliferagdo de peroxissomas em hepatocitos de
mamiferos € relacionada aos mecanismos epigenéticos da carcinogénese hepatica. A
ruptura da comunicagdo por meio de jungdes Gap tem sido implicada como um
biomarcador in vitro para a promogdo de tumor. A formagdo de blebs indica uma ruptura
das intera¢Oes entre membrana e citoesqueleto. Por fim, a sintese de DNA extra
(unscheduled DNA synthesis) provém evidéncia de danos em nivel de DNA por reagentes
quimicos ou seus metabolitos (BAKSI e FRAZIER, 1990). Alguns grupos de pesquisa vém
investigando os efeitos de metais em hepatdcitos isolados, como cadmio, mercirio e cobre
(MARION e DENISEAU, 1988), e compostos organicos (BAKSI e FRAZIER, 1990).

O estudo da instabilidade de enzimas do metabolismo de drogas em cultivo primario
de hepatocitos, tem sido também alvo de diversos estudos de toxicidade. O nivel da
atividade do citocromo P450 e enzimas relacionadas decaem aproximadamente 50% nas
primeiras 24h em células de roedores (GUZELIAN er al., 1977, FAHL et al., 1979,
MASLANSKY e WILLIAMS, 1982, BEGUE ef al, 1984). Varias analises em
imunoblotting tém mostrado que isoenzimas do CYPIA sd3o afetadas diferentemente
dependendo da isoenzima e da composi¢do do meio de cultivo (STEWARD et al., 1985,
DAUIJAT et al., 1987, NAMIKI et al., 1989). Entretanto, a quantidade de proteinas P450
determinadas espectralmente ou imunoquimicamente ndo necessariamente corresponde

com a atividade das isoenzimas P450. Menos atengdo tem sido dada a outras enzimas
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metabolizantes de drogas da fase I e II, assim como as isoenzimas do CYP1A que sdo
diferentemente preservadas in vitro (GRANT et al., 1987 ¢ SHERRATT e DAMANI,
1989). Algumas revisdes tém discutido as vantagens e desvantagens do uso de cultivos
primarios nos estudos de toxicologia (KLAASSEN e STACEY, 1982; SUOLINNA, 1982;
ZIMMERMAN, 1982; GUILLOUZO, 1986, TYSON, 1987). A maioria dos estudos
toxicologicos tem se limitado a adigdo de uma simples dose de xenobionte por um curto
periodo de tempo entre 1 e 24h, e os efeitos t€m sido monitorados por numerosos
biomarcadores que medem a integridade da membrana ou as fungdes celulares. Parece ser
apropriado utilizar pelo menos dois biomarcadores (VONEN e MORLAND, 1984), e os
parametros que acessam a fungio hepatica sdo, em geral, mais sensiveis que os que medem
a integridade da membrana (GUILLOUZO ef al., 1990). Além da necrose, a apoptose €
também um tipo de morte celular. Até o momento, a apoptose tem recebido pouca aten¢do
como um possivel dano irreversivel, no figado, induzido por drogas (BAYLY ez al., 1994),
mas se constitui em um importante parametro que podera ser amplamente utilizado para
avaliar efeitos de contaminantes e agentes toxicos em um futuro proximo (GUILLOUZO et
al., 1997).

1.5.3 Estudos de genotoxicidade

Hepatocitos sdo bem apropriados para muitos tipos de estudo de genotoxicidade uma
vez que sdo capazes de metabolizar pro-mutagénicos e pro-carcinogénicos aos Seus
metabolitos, e por conterem sistemas de reparo de DNA bastante ativos (BAKSI e
FRAZIER, 1990). Embora os hepatocitos ndo se repliquem em cultivo, eles podem ser
induzidos a se proliferar quando expostos a agentes mitogénicos (BAKSI e FRAZIER,
1990).

O uso de peixes na pesquisa do cancer tem aumentado muito por exibirem
sensibilidade a carcinogenos (HOOVER, 1984). Ha também interesse no uso potencial de
espécies aquaticas na toxicologia prognoéstica (predizer possiveis efeitos). Dois
biomarcadores genéticos tém sido utilizados em hepatocitos isolados de peixes: formagdo
de aductos de DNA e sintese de DNA extra (unscheduled DNA synthesis) (BAKSI e
FRAZIER, 1990). Também pode haver, por parte dos compostos potencialmente
genotoxicos, a indugdo de respostas de reparo de DNA, mutacdo de loci especificos, e

indugdo de aberra¢Ges cromossomicas ou a nivel cromatico (STROM ef al., 1987). A
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formag@o de aductos de DNA foi observada apds exposi¢do de hepatocitos a aflatoxina By
(BAILEY et al., 1982), benzo[a]pireno (SMOLAREK ef al., 1988) e outros xenobiontes.
Outros biomarcadores que podem ser testados em hepatdcitos de peixe, incluem formagao

de micronucleo e comunicagio por jungdes Gap (BAKSI e FRAZIER, 1990).
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

v Isolar e cultivar hepatocitos de Hoplias malabaricus (traira).

2.2 Objetivos especificos

v' Ajustar as metodologias encontradas em artigos cientificos para o isolamento
ndo enzimatico de hepatocitos de traira;

v" Estabelecer cultivo primario dos hepatocitos;

v’ Verificar a viabilidade celular das células isoladas e discutir o seu uso nos
estudos de toxicidade celular in vitro;

v’ Realizar uma analise qualitativa da morfologia dos hepatécitos ao longo do

periodo de cultivo através de microscopia de luz.
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3. JUSTIFICATIVA

Estudos in vitro sdo fundamentais para compreensdo dos mecanismos toxicoldgicos
além de apresentarem um amplo campo experimental em outras areas. Considerando a
multifuncionalidade dos hepatdcitos em varios processos metabodlicos, modelos que
utilizem essas c€lulas podem fornecer uma gama imensa de informag@o sobre processos e
mecanismos bioldgicos, comuns a varios organismos ou especificos a uma determinada
espécie. Logo, o desenvolvimento de tais modelos in vifro com uma espécie de peixe

tropical e nativa (traira), torna-se extremamente importante.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1 Coleta dos exemplares de traira utilizados
Peixes de 200-700g da espécie Hoplias malabaricus (Figura 1) foram obtidos na

cidade de Joinville (SC), distrito de Pirabeiraba, e mantidos no Laboratério de Bioensaios
do Departamento de Biologia Celular da UFPR, individualmente em aquarios de 30 litros,
com aeragdo constante. Os aquarios recebiam limpeza de 5 em 5 dias, 1 dia apos a
alimentagdo das trairas com lambaris, e os peixes permaneceram sob estas condi¢des até
serem utilizados para a obtengdo dos hepatocitos, pelo periodo de aclimatagdo de pelo
menos 7 dias.

4.2 Preparo do meio de cultivo e solucdes para perfusiao

O meio de cultivo utilizado foi Dulbecco MEM (Gibco — EUA), cuja composicio €
apresentada na Tabela 2. Esse meio foi preparado de modo a ter uma osmolaridade final de
aproximadamente 292mOms ¢ um pH entre 7,8 ¢ 7,9. Os tampdes utilizados foram
Bicarbonato de sodio (2,2g/l) (Reagen — Brasil) e HEPES (2,5¢/1) (USB — EUA).
Antibidticos Estreptomicina (10pg/ml) e Penicilina (10u/ml) (ambos da Sigma — EUA)
foram adicionados ao meio, que ap0s ser preparado, foi filtrado em membrana de 47mm de
diametro e poros de 0,22um (Millipore — EUA) acoplada ao Sterifil aseptic system and
sterifil 47mm filter holder (Millipore — EUA) sob pressdo negativa® e mantido na geladeira
doublé DC 440 (Eletrolux — Brasil) a 4°C por um periodo maximo de 45 dias. No
momento da‘ utilizagdo, ao meio foram acrescentados 2% de soro bovino fetal (Gibco -
EUA) previamente inativado e esterilizado em unidades filtrantes descartaveis de 0,22um

(Millex™/Millipore — Brasil).

¥ Pressdo negativa se refere a retirada de ar (diminuigdo da pressio). Na verdade ndo existe, em principio,
pressdo conceitualmente negativa. O filtro utilizado € ligado em um compressor que retira o ar do copo do
filtro, gerando por diferenca de pressdo, uma tendéncia dos gases da porcdo superior, ligada ao copo, em
ocupar todo o espaco disponivel, forcando assim a passagem da solucdo ou meio da porcdo superior para
inferior do filtro. Entre as duas porcdes € que se encontra a membrana filtrante, cujo tamanho dos poros pode
variar.
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Sais Inorganicos Mg/l L-serina 42,00
CaClz. HzO N | 565,06 L-treonina 95,00
Fe(NOs)s. 9H,0O 0,10 L-triptofano 16,00
KCl1 400,00 L-tirosina 104,20
MgSO,. TH,O 200,00 L-valina 94,00
NaCl 6.400,00
NaH,PO,. H,0 12500  VITAMINAS :
NaHCO; 3.700,00 Cloreto de Colina 4,00
Pantotenato de clcio 4.00
Aminoscidos Mgl Acido folico 4,00
L-arginina. HCI 84,00 Inositol 7,20
L-cistina 62,57 Nicotinamida 4,00
L-glutamina 548,00 Piridoxal HCI 4,00
Glicina 30,00 Riboflavina 0,40
L-histidina. HCI. H,O 42.00 Tiamina HCI 4,00
L-isoleucina 105,00
L-leucina 10500  Outros Componentes ~ mgll
L-lisina HCL 146,00 Glicose 1 .OO0,00
L-metionina 30,00 Piruvato de soédio 110,00
L-fenilanina 66,00 Vermelho de fenol 15,00

Tabela 2. Composigdo quimica do meio Dulbecco MEM (DMEM). Fonte: CULTILAB (2003).

v" Solucdo de perfusdo: foram testadas duas solugdes para remover Ca' das

células.

Solugdo I: conforme proposto por SEDDON e PROSSER (1999), foi
utilizada uma solugdo composta por 2mM de EDTA (Synth — Brasil),
110mM de NaCl, 4mM KCI e 25mM NaHCO; (os trés ultimos da

Reagen — Brasil) com um acréscimo de mais 6mM de NaCl para que
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a osmolaridade ficasse mais proxima de 290mOsm. Apds acertar o
pH para 7,6°, esta solugdo foi filtrada e mantida a 4°C.

- Solugdo II: foi utilizada alternativamente a primeira solugdo, uma
solugdo salina (PBS — pH 7,8) acrescida de EDTA, composta por
135mM de NaCl, 2,7mM de KCl, 5,37mM de Na,HPO, , 1,76mM de
KH2PO4 (os dois ultimos da Cinética — Brasil) e 2mM de EDTA. Por
se tratar de uma solugdo tamponada por fosfato, esta solugdo foi
esterilizada em autoclave vertical (Phoenix eq. Cientificos — Brasil)
sob pressdo de 1,3 atm por 40min e mantida a 4°C.

v" Solugdo para reposi¢do de Calcio: SEDDON e PROSSER (1999) propuseram
em seu trabalho que os hepatocitos, depois de isolados, deveriam ser lavados
com uma solugdo que contivesse calcio para reposi¢do celular. A solugdo
utilizada foi modificada para aumentar a osmolaridade, e continha 2,5mM de
CaCl, (Reagen — Brasil), 135mM de NaCl e 4mM de KCI. Apos acertar o pH

para 7,6, esta solugdo foi filtrada e mantida a 4°C.

4.3 Isolamento das células
Para o isolamento das células foi utilizado o seguinte procedimento:

v' Primeiramente o peixe foi anestesiado (0,02% de MS-222) (Sigma —
Alemanha); ent@o foi passado Riodeine topico (Rioquimica — Brasil) por toda
superficie do peixe com o auxilio de gaze (tomando cuidado para ndo expor
as branquias ao anti-séptico). Em seguida, foi feita uma incisdo logo acima
do anus até a regido onde se encontra o coragdo; expondo-se as cavidades
cardiaca e peritoneal. Entdo se testou dois tipos de perfusdo.

- Perfus@o in situ através do coragdo: através de Equipo de soro BD
asepto 23G (Becton/Dickinson ind. Cirurgicas — Brasil) estéril no
sinus venoso do coragdo, o figado foi perfundido por
aproximadamente 40 min (foi feito um corte na porgdo terminal do
figado — parte posterior do corpo do peixe - para o escoamento da

solugdo). O figado foi retirado e cortado com o auxilio de laminas de

? O pH, das solugdes ¢ meio a serem filtrados, foi ajustado em 0,2 a 0,3 unidade abaixo do pH desejado, pois
a membrana filtrante tem a capacidade de reter fons H', de forma que, logo ap6s a filtragem, ha um leve
aumento de pH em 0,2 a 0,3 unidade.
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bisturi estéreis (Becton/Dickinson ind. Cirurgicas — Brasil), sobre
uma placa de Petri contendo a solugdo de perfusdo (solug@o contendo
EDTA). A suspensdo de células foi colocada em tubos de 50ml
(Techno Plastic Products — Suiga) com pipetas Pasteur de plastico,
centrifugadas a 800-1500 rpm por 10 min na centrifuga LC-10
(Luguimac - Argentina) e lavadas 3 vezes com a solug@o de reposi¢do
de célcio.

- Perfusdo do figado via veia Porta: o figado foi transferido para uma
placa de Petri contendo a solugdo de perfusdo, com auxilio de pingas
e tesoura. Ele foi perfundido através de um Equipo de soro, cuja
agulha foi inserida na veia porta. Essa perfusdo teve duragdo de mais
ou menos 40 min, sendo que, de tempos em tempos, o Equipo era
trocado de posigdo, para uma melhor perfusio de todo o orgdo.
Seguindo a perfusdo, o figado foi cortado por ladminas de aco e a
solugdo contendo as células foi transferida para um tubo de 50ml,
lavadas com a solugdo de reposi¢do de célcio, e centrifugadas em

rotagdo ndo excedente a 1500 rpm por 10 min.

4.4 Manutencio das células

Apos serem isolados e ocorrer reposi¢do de calcio, os hepatdcitos foram diluidos em
meio de cultivo e plaqueados sob laminulas circulares (Glass Técnica - Brasil), as quais
haviam sido previamente lavadas com detergente Extran 1% (Merk — Alemanha) e dH,O,.
Essas laminulas ficaram acomodadas nos 24 pogos de placas de poliestireno (Techno
Plastic Products — Suiga), e células também foram plaqueadas em garrafas de cultivo
celular de 25cm? (Techno Plastic Products — Suigca). No caso das células cultivadas em
placas de 24 pogos, verificou-se a adesdo celular em laminulas, laminulas cobertas com
poli-L-lisina, ou laminulas cobertas com proteinas da matriz extracelular. As concentragdes
celulares variavam de 2 a 5x10°células viaveis/pogo e 2 a 5x10°células/garrafa. Uma
aliquota da solugdo foi retirada para o teste de viabilidade. Cada pogo recebeu 0,5ml de
meio, que foi substituido a cada 3 dias, sendo que em intervalos de 24h algumas laminulas
eram retiradas e fixadas para a microscopia Optica, e uma amostra de meio era coletada

para que se verificasse o pH. As células foram cultivadas em duas condi¢des distintas, ou
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dentro de um fuppware vedado durante o periodo de 144h em estufa comum (Fanem —
Brasil), com temperatura de 21-27°C, e pCO, mantida por pastilhas de Sonrisal, ou em
incubadora Cellstar (Queue systems — EUA) convencionalmente utilizada para cultivo de

células de mamiferos, com pressdo parcial de COqg) de 5% e temperatura de 37°C.

4.5 Ades@o das células ao substrato
Visando melhorar a adesdo celular, algumas laminulas foram cobertas, em um
experimento posterior, com substratos gentilmente cedidos pelo Prof. Dr. Silvio Sanches
Veiga e Prof. Dr. Silvio Marques Zanata, ambos do Setor de Ciéncias Biologica da UFPR.
v Fibronectina — esta molécula foi purificada a partir de plasma humano fresco
por cromatografia de afinidade em gelatina-shepharose (Pharmacia, LKB
Biotechology - Suécia) segundo metodologia descrita por AKIYAMA e
YAMADA (1985). Esta proteina foi diluida em PBS (10ug/ml), filtrada, e
permaneceu em contato com as laminulas (300ul/pogo) overnight a 4°C antes
do uso.
v' Poli-L-lisina — na concentra¢do de 0,1mg/ml ficou em contato overnight a
4°C com as laminulas no periodo antecedente ao plaqueamento.
v Matrigel extraido a partir da membrana basal do tumor de Engelbreth-Holm-
Swarm (EHS), produzido em camundongo C57b1/10 (fémeas de
aproximadamente 2 meses) através de transplante serial por inoculagdo
intramuscular (KLEINMAN ez al., 1985) como descrito por PAULSSON et
al. (1987). Foi diluido em PBS (10ug/ml), filtrado, e permaneceu em contato
com as laminulas overnight a 4°C.
v Poli-L-lisina e matrigel — ap6s cobrir as laminulas com poli-L-lisina, elas
foram lavadas com agua milique estéril duas vezes e PBS estéril por uma vez.
Entdo, foi colocado matrigel conforme o protocolo pré-estabelecido.
Apos a cobertura das laminulas com os substratos citados e a incubago, elas foram
lavadas com PBS a fim de remover o material ndo aderido ou excesso de material, para

entdo serem utilizadas propriamente no cultivo.
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4.6 Teste de viabilidade e avaliagio da morfologia celular (por microscopia
Optica)

O teste de viabilidade celular utilizado foi o teste de exclusdo de azul de tripan
(Gibco — EUA) segundo DeRENZIS e SCHECHTMANN (1973). Para tanto, uma aliquota
de células foi transferida para um eppendorf, ao qual foi adicionado o corante vital em uma
concentragdo de 0,5% (solugdo de células/corante = 1/1). Apo6s Smin, utilizando uma
camara de Neubauer improved (Tiefe® - Alemanha), estimou-se a viabilidade dos
hepatocitos (dentre os outros tipos celulares, os que puderam ser diferenciados, ndo foram
considerados para o calculo da viabilidade).

Apo6s o periodo de 24h, 48h, 72h, 96h, 120h e 144h, algumas laminulas foram
lavadas trés vezes com PBS, fixadas em Bouin por 5 min e etanol 70% (Vetec quimica fina
— Brasil), lavadas em dH,0(), coradas com Giemsa (Merk — Alemanha) na diluigdo de 1:5
em agua destilada por 10 min, desidratadas em alcool etilico (=etanol) 50%, 70%, 80%,
90%, 100%, 100%, alcool etilico e xilol (=xileno) (Quimex — Brasil) na diluicdo relativa de
2:1, 1:1, 1:2 e xilol. Foram, por fim, montadas em Permount (Fischer Chemicals — EUA).
As imagens foram obtidas no microscopio de captura de imagens BX51 (Olympus — Japéo)
do Setor de Ciéncias Biologicas da UFPR.

A fim de verificar a progressiva organizagdo celular e a possibilidade de
contaminagdo, utilizou-se o microscopio de contraste de fase DMIL com camera
fotografica MPS30 acoplada (ambos da Leica — Alemanha), localizados no laboratorio de
Cultivo Celular do Programa de Po6s-Graduagdo em Biologia Celular ¢ Molecular da
UFPR.

Todo o procedimento de obtengdo, plaqueamento, troca de meio e coleta das
laminulas contendo os hepatocitos foi realizado no fluxo laminar vertical (Tecnal — Brasil)
do laboratério de Cultivo Celular do Programa de Pés-Graduagio em Biologia Celular e
Molecular do Departamento de Biologia Celular, e o material utilizado, foi esterilizado (em
autoclave a 1,3 atm e 40 min ou membrana de 0,22um) ou obtido ja estéril.

Outros equipamentos utilizados incluem: pHmetro (Quimis aparelhos cientificos —
Brasil), balanga analitica (Boeco — Alemanha), agitador magnético (Fisaton — Brasil) e

capela (Caspast — Brasil).
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5. RESULTADOS

5.1 Perfuséo do figado

Em um primeiro momento, as duas tentativas de perfusdo do figado in situ via
coragdo ndo deram resultado satisfatorio. O nimero de células obtidas foi insignificante e
houve contaminagdo ja no plaqueamento dos hepatocitos. Ja na perfusio do figado em uma
placa de Petri através da veia porta, houve melhor rendimento de células, maior facilidade
de manipulagdo do o6rgdo e equipo de perfusdo, com aparente redugdo do risco de
contamina¢do por manipulagdo. O nimero de células obtidas variou conforme a massa
corporal do peixe, estando entre 1,05x10” células (para um peixe de aproximadamente
200g) e 2,08x10° células (para um peixe de mais ou menos 700g). O volume de solugdo de
perfusdo utilizada variou de 300 a 500ml e o tempo entre 35 e 50 min, dependendo do
tamanho do figado. Para peixes menores o figado foi retirado quase que na totalidade,
enquanto que para peixes maiores o figado precisou ser cortado, a fim de facilitar a
circulagdo da solugdo de perfusdo e garantir que todo o 6rgdo fosse perfundido. O niimero
relativo de hepatocitos para com o total de células foi maior para a perfusdo realizada
totalmente sem tecidos associados ao figado e sem pressdo mecdnica para separar as

células.

5.2 Teste de viabilidade celular
A wviabilidade celular durante as varias tentativas de isolamento e cultivo dos
hepatocitos de traira ficou entre 64,48 e 81,67%, sendo as maiores taxas de viabilidade
encontradas na perfusio de figados menores ou aparentemente mais saudaveis

(consisténcia mais firme e coloragdo mais escura) e tempos mais reduzidos de perfusio.

5.3 Variacio do pH do meio durante o periodo de cultivo
O pH do meio de cultivo variou conforme a pCO,. Para as células mantidas a 37°C
e 5%CO0yg o pH sofreu redugdo até aproximadamente 7,30 e se manteve neste valor
durante as 72h iniciais de incubagdo, periodo apos o qual, as células foram descartadas
devido a observagdo de dano causado pela temperatura excessivamente alta as células. Para
as células mantidas a 21-27°C e acréscimo de Sonrisal, o pH variou bastante, com um

valor mais baixo pouco tempo apos o acréscimo do antidcido (pH = 7,49) e um valor mais
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alto depois de 24-30h no tupperware fechado (pH = 8,01), fato esse que se repetia a cada

24-30h, quando era colocada uma nova pastilha de Sonrisal.

S.4pH das solucdes utilizadas nos experimentos apés esterilizacio e
armazenamento

v O meio de cultivo — durante o preparo do meio, no periodo que antecede a
filtragem, ele deve sofrer corre¢do de pH, em um valor de 0,2-0,3 unidade
abaixo do pH final desejado. Dessa forma, o meio com pH 7,60 logo apds
ser filtrado apresentou um pH de 7,85. Entretanto, com o armazenado a 4°C
por alguns dias o pH do meio ficou entre 7,58 e 7,62 (meio ja a temperatura
ambiente).

v Solugdo de perfusdo — a solu¢do de perfusio tamponada por bicarbonato,
apos ser filtrada e armazenada, sofreu um aumento de 0,65 unidade de pH
(passou de 7,6 para 7,85 apds ser filtrada e para 8,50 depois de ser
armazenada em geladeira — pH medido ja em temperatura ambiente). Ao
contrario dessa solugdo, a solucdo de PBS mais EDTA (tamponada por
fosfato), tanto apo6s ser autoclavada quanto armazenada em geladeira,
apresentou pH constante de 7,85.

v Solu¢do de reposi¢do de calcio — esta solu¢do, por ndo apresentar tampio,
foi a que sofreu maior aumento de pH apds ser filtrada e armazenada, o pH

passou de 7,83 para 8,67.

5.5 Adesao dos hepatécitos

Sob 37°C de temperatura, os hepatocitos ndo aderiram em laminulas. Ja em 21-
27°C, as células aderiram apdés um periodo de 24-30h em laminula ndo previamente
coberta por nenhum substrato, com uma adesdo ndo muito forte durante todo o periodo de
cultivo. Em garrafas de cultivo, as células aparentemente ndo chegaram a aderir ou poucas
células aderiram. Os hepatdcitos apresentaram uma adesdo muito mais forte com as células
vizinhas (interagdes homotipicas e heterotipicas) do que com a superficie da laminula.
Células ndo hepatocitos do figado e da tunica que o recobre apresentaram melhor adesdo
(mais rapida e forte) que os hepatocitos, de modo que estas células apresentaram melhor

adesdo quando na presenca daquelas.
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Para laminulas cobertas com substratos, os hepatocitos apresentaram melhor
adesdo, apos 40h, em matrigel, seguido por fibronectina e por poli-L-lisina mais matrigel.
Laminulas tratadas com poli-L-lisina sofreram baixa e fraca adesdo celular, assim como

laminulas ndo pré-tratadas.

5.6 Morfologia das células

Os hepatécitos de traira sdo células, em cultivo, de aproximadamente 100um de
didmetro, com nuacleo unico de mais ou menos 18-20um de raio. Estas células sofreram
grandes mudangas morfolégicas e de organizagdo ao longo do periodo de cultivo, como
segue na descricao.

Logo apos o isolamento e plaqueamento (em laminulas ndo cobertas com nenhum
tipo de substrato), as células possuem formato arredondado (Figura 2A) e tendem a
apresentar leves “proje¢des” da membrana plasmatica, com que se tivessem reconhecendo
os arredores a procura de outras células. Apos alguns minutos, os hepatdcitos se organizam
em pequenos grupos de 2-3 células, e entre as células, o contato comeca a aumentar, por
uma mudanga nas superficies de contato das mesmas, que de convexas passam para
superficies mais planas (Figura 2B). Este processo continua, de modo que, apds 24 horas ¢
possivel perceber uma leve diferenga em termos de distribui¢do das células na laminula
(Figura 3A); as células deixam de apresentar distribui¢do homogénea, concentrando-se em
grupos, passando a formar agregados de células. Muitas vezes ocorre nitida organizagdo
em varias camadas, onde os hepatocitos, em geral, tendem a aderir uns sobre os outros ou
sobre outros tipos celulares, os quais apresentam maior velocidade de adesdo e adesdo mais
forte (Figura 3D). Os ndo hepatdcitos (com citoplasma rosa quando corados com Giemsa)
parecem tentar ocupar os espagos disponiveis entre os hepatocitos, sendo que muitas
dessas células apresentam projegdes citoplasmaticas que lembram células com capacidade
fagocitica (Figura 3G). Estas células ndo foram caracterizadas, entretanto, devido ao seu
nimero e procedimento metodologico utilizado, devem se tratar basicamente de células
endoteliais de vasos, células da tunica que recobre o figado, melanomacréfagos ou outras
células do parénquima hepatico. Os hepatdcitos apds 24h de incubagdo, apresentam nucleo
tnico e arredondado, com nucléolo também unico e bastante evidente e citoplasma
basofilo (Figura 3J). O formato das células tende para globular com arestas mais planas

que arredondadas e corddes de 4-8 células sdo visiveis (Figuras 3G e 3J).
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No periodo de 24 a 144h as mudangas de organizagdo das células continuam,
embora sejam menos pronunciadas. Depois de 48h de cultivo, grupos maiores de
hepatocitos com 10-12 células podem ser observados (Figura 3E) e ndo apenas corddes
lineares de células sdo formados, como também grupos globulares de células (ou grumos)
(Figuras 2C e 3H). O formato das células ndo apresenta grandes mudangas, o citoplasma
continua com caracteristicas basofilicas, o nucleo se mantém bem delimitado, arredondado
e unico, com nucléolo bastante evidente (Figura 3K). Apds 72h, os grupos de hepatocitos
se tornam ainda maiores (Figuras 3F e 3I), em alguns casos apresentando varias camadas
de células em determinadas por¢des do grupo ou células organizadas em grumos de 4-6
hepatdcitos (Figura 3L). Com 96h de cultivo, o aspecto da cultura € semelhante ao descrito
para 72h (Figuras 4D e 4G), com hepatocitos mantendo o nucleo unico, nucléolo evidente
e citoplasma basofilo. Depois de 120h ndo existem praticamente hepatdcitos isolados na
cultura (Figuras 4B e 4H), estando eles, quase que na totalidade, agrupados em corddes ou
grumos, podendo conter mais de uma camada de hepatocitos (Figura 4E). O aspecto dessas
células ndo apresenta mudangas morfologicas se comparadas com os periodos mais curtos
de cultivo (Figura 4K). Por fim, com 144h de cultivo, corddes com mais de 40 células
podem ser observados (Figura 4C). Em varias por¢des desses corddes ha varias camadas de
hepatocitos (Figuras 4F e 41), facilmente identificados pelos diferentes planos de foco dos
seus nucleos. Ambos, nicleo e nucléolo, continuam unicos e em alguns grumos ¢ dificil

determinar os limites celulares (Figura 4L).
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Figura 1. Exemplar de Hoplias malabaricus (traira) de aproximadamente 600g. Barra = 15cm.

Figura 2. Hepatdcitos de traira, sob microscopia de contraste de fase, apds 10h (A, B) e 144h (C) de
cultivo. Células arredondadas (A) [seta], tendendo a poligonais com arestas mais definidas na
superficie de contato com outras células (B) [seta] e organizadas em grumos (C) [seta]. Barra =250pum.
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Figura 3. Hepatocitos (seta) corados com Giemsa e outros tipos celulares (citoplasma rosa) apos 24h
(A, D, G, J), 48h (B, E, H, K) e 72h (C, F, I, L) de cultivo. Observar a presenga de nicleo tnico,
nucléolo evidente e citoplasma baséfilo nos hepatdcitos e a progressiva organizagdo das células no
decorrer do periodo de cultivo.
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Figura 4. Hepatécitos (seta) corados com Giemsa e outros tipos celulares (citoplasma rosa) apdos 96h
(A, D, G,J), 120h (B, E, H, K) e 144h (C, F, I, L) de cultivo. Observar a presenga de niicleo tnico,
nucléolo evidente e citoplasma baso6filo nos hepatocitos e a progressiva organizacio das células. Nas
imagens F, I e L, observar a organizagdo em agregados com hepatécitos sobrepostos (seta larga).
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6. DISCUSSAO

A partir da década de 70, ha mais ou menos 30 anos, tem aumentado o uso de
hepatdcitos isolados em cultivo, provendo assim uma vasta biblioteca de informagdes,
onde hoje se encontram disponiveis em torno de 2000 novas referéncias divulgadas todos
os anos. O primeiro método publicado, que envolvia a digestdo do figado por hialuronidase
e colagenase seguida por ruptura mecanica, apresentou viabilidade de 77% e 7x10°céls/g
de figado (SKETT, 1994). Este método foi aprimorado e sofreu modificagdes ao ser
utilizado por diferentes grupos de pesquisa, de acordo com a espécie doadora de células e
as necessidades em cada campo de investigagao.

No presente trabalho, foi clara a impossibilidade de cultivar hepatocitos de traira em
temperatura utilizada para o cultivo de células de mamiferos, o que poderia facilitar a
manutengdo dessas células, uma vez que as estufas de COjy, disponiveis sdo utilizadas
para esse fim. Em 37°C, os hepatocitos sofreram os efeitos de temperatura superior a sua
capacidade de acomodagdo (peixes, em geral, ndo suportam temperaturas tdo altas) e
possivelmente mudangas na fluidez da membrana inviabilizaram o cultivo nestas
condigdes. O principal aspecto negativo em ndo se poder utilizar tais estufas, refere-se a
variagdo de pH, fato que se tentou contornar empregando-se pastilhas de Sonrisal,
antiacido que na presenga de agua e baixa pCO,, libera CO,) Entretanto, o Sonrisal, logo
apos ser utilizado, induz uma grande reducdo do pH do meio, necessitando de algumas
horas para que a pCO; se normalize e o meio apresente pH proximo do desejado. Uma
opcdo para evitar todo esse estresse de pH as células, seria a utilizagdo de outro tamp@o, ao
invés do bicarbonato de sodio, cuja capacidade de tamponamento estivesse proxima do pH
do meio desejado (7,85) e que ndo dependesse da pCO2, como por exemplo, o tampao
fosfato. As solugdes descritas por SEDDON e PROSSER (1999) para o isolamento de
hepatocitos, também apresentaram variagdes de pH quando filtradas e armazenadas em
geladeira, logo elas devem ser preparadas e prontamente utilizadas, o que dificulta o
planejamento de experimentos mais complexos. Alternativamente a essas solugdes, a
utilizagdo de PBS acrescido de EDTA parece ser bastante viavel para a perfusdo do figado,
uma vez que esta solugdo € convencionalmente utilizada para obtengdo de macrofagos
peritoneais de camundongo e rato e apresenta osmolaridade dentro de uma faixa também
adequada para traira, espécie que possui osmolaridade correspondente a

299422, 7TmOsm/kg H,O segundo FREIRE ef al. (dados ndo publicados). Além disso, esta
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solugdo, quando autoclavada, mantém o pH semelhante ao pH para o qual ela foi ajustada,
inclusive apds armazenamento por varios dias a 4°C, o que certamente proporciona menos
estresse as células, maior facilidade e economia de material (ndo s3o necessarios filtros de
0,22um), maior seguranga em termos de esterilidade (por causa da maior eficiéncia na
esterilizagdo apresentada pela autoclave, quando em comparagdo com a utilizagdo de
filtro). Para a reposi¢do de calcio, também parece ser mais interessante realizar a lavagem
das células em meio de cultivo, que contém calcio em uma concentragdo de 265mg/ml, pH
mais estavel, e nutrientes que podem ser mais prontamente disponibilizados as células.

Ao contrario da alta viabilidade celular obtida apos isolamento ndo enzimatico de
hepatoceitos por SEDDON e PROSSER (1999), de mais de 95% apds varios experimentos,
a viabilidade conseguida neste trabalho n3o ultrapassou 82%, possivelmente por
necessidade de mais alguns ajustes na metodologia, que podem incluir: menor tempo de
perfusdo e acréscimo de algum substrato energético na solu¢do de perfusdo. O nimero de
células obtidas, de 3,0x10° — 3,0x107 hepatocitos/100g de peixe, ficou bem abaixo dos
2,1x10* hepatocitos/100g conseguidos por SEDDON e PROSSER (1999). Isto se deve
provavelmente ao fato de ndo se ter massageado os pedacos de figado contra uma
membrana filtrante para facilitar, sob agdo mecanica, a separagdo das células (a maioria
dos trabalhos descreve essa etapa), acrescida das diferengas no tamanho dos animais e a
existéncia de diferengas espécie-especificas, bem como o tamanho do figado perfundido.
MONMSEN ef al. (1994) e SEGNER (1998) citam que o rendimento em células varia
conforme a espécie, estado fisiologico, sexo, idade, estado nutricional, e até tipo de dieta
do peixe doador. SEDDON e PROSSER (1999) utilizaram animais de 0,3 a 1,0 kg e
perfundiram o figado em sua total extensdo, enquanto que no presente trabalho, os animais
eram um pouco menores (200-700g) e apenas um pedago do figado (por¢do mediana do
lobo esquerdo) foi retirado e perfundido. Embora a relagdo seja numero de células por
100g de massa corporal do animal, trairas menores apresentam figado mais delgado, o que
dificulta sua retirada do corpo e a perfusdo via vasos hepaticos. Comparativamente a
alguns outros trabalhos, o numero de células e a viabilidade podem ser considerados mais
concordantes. Por exemplo, FAISAL et al (1995) obtiveram de 4 a 64x10* céls/g de
figado, o que resultaria, 6,4x107céls/100g de figado, com viabilidade de 80,3-96,5%.
Entretanto, neste estudo os pesquisadores utilizaram Leiostomus xanthurus com média de

45g e um método que associava tripsina e EDTA para o isolamento das células.
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SEGNER (1998) cita, em sua revisdo, problemas na reprodutibilidade e robustez,
encontrados em seus resultados, com relagdo a utilizagdo do EDTA para dissociagdo de
hepatoécitos de peixe. Embora o isolamento totalmente ndo enzimatico seja teoricamente
menos eficiente, em termos de rendimento em nimero de células ou viabilidade, SEDDON
e PROSSER (1999) demonstraram em seu trabalho, que pequenos ajustes na metodologia,
e pratica, possibilitam viabilidade celular e nimero de células até superior aos métodos
enzimaticos que empregam colagenase, acrescido da vantagem de ndo ocorrer variagdo
significativa na atividade enzimatica da G6PDH (Glucose-6-fosfato desidrogenase),
6PGDH (6-Fosfogluconato desidrogenase), LDH (Lactato desidrogenase), e relagdo
conteudo de proteinas/conteudo de DNA em hepatocitos cultivados por 7 dias. Esses fatos,
somados a alguns trabalhos que descrevem o comprometimento e a redugdo do nimero de
receptores de membrana dependendo do lote e marca da colagenase empregada, e por ser o
método ndo enzimatico de menor custo, foram fundamentais para sua escolha no presente
estudo.

Um procedimento muitas vezes ignorado, porém extremamente importante, refere-se
em borrifar o peixe com algum “germicida”. Geralmente se usa alcool 70%, que no caso de
peixes anestesiados, proporciona inconvenientes, tanto para o animal (sai do seu estado de
anestesia ou apresenta movimentos-reflexo), quanto para o manuseador (dificuldades em
imobilizar o animal, aumentando o risco de contaminagdo bacteriana). Por essas razdes,
optou-se em utilizar riodeine (povidine) de uso topico, que apresenta boa capacidade anti-
séptilca, causa menos dano as células e ndo remove aparentemente o muco das placas
dérmicas do peixe. O tempo de exposi¢do ao anestésico também se mostrou importante. A
traira € um peixe muito resistente ao estresse alimentar (RIOS, 2001), baixa concentragdo
de Oy e também a anestesia (observagdo pessoal). Exemplares desta espécie necessitam
permanecer em contato com o anestésico MS-222 (0,02%) diluido em 4gua por tempos que
variam conforme o tamanho do animal, e s6 deve ser retirado ap6s ndo apresentar
movimento (opercular e de musculatura lateral), quando estimulado mecanicamente.
Tempo de exposigio inferior ao citado, gera efeito menos prolongado do anestésico, o que
faz com que o animal saia do estado anestésico durante o processo de abertura da parede
corporal ou extirpacdo do figado.

Varios trabalhos descrevem a necessidade de substrato protéico para a adesio de

hepatocitos de peixe em cultivo. Hepatocitos de truta, por exemplo, apresentam baixa
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adesdo em garrafas de cultivo, sendo necessario plaquear tais células sobre proteinas da
matriz extracelular (BAKSI e FRAZIER, 1990; BLAIR et al., 1990, RABERGH ef al.,
1995). Da mesma forma, os hepatocitos de traira ndo demonstram ter afinidade de adesdo
sobre laminulas ou garrafas de cultivo, a ndo ser quando existem outros tipos celulares
associados em grande quantidade, que favorecem a deposicdo e a organizagdo dos
constituintes da matriz extracelular, os quais servem de substrato para os hepatdcitos.
Segundo SEGNER (1998), além das especificidades com relagdo as superficies dos
hepatocitos em peixes, também parece que variagdes nos protocolos de isolamento
contribuem para a capacidade de adesdo celular. Dentre as varias tentativas de isolamento e
cultivo, percebeu-se que processos mecanicos associados a perfusdo, que pressionem
pedagos de tecido, geram maior nimero de ndo hepatodcitos ao final do processo, o que ¢
interessante caso ndo se use coatf de proteinas da matriz e permite, de certa forma, ter-se
uma co-cultura. Todavia, quando se deseja cultivos mais puros de hepatocitos, a cobertura
das laminulas ou garrafa de cultivo, torna-se necessaria. Deve-se, neste caso, ter em mente
que esses substratos ndo retardam a ocorréncia de mudancgas fenotipicas e que, substratos
que promovem o espraiamento celular, aumentam as alteracdes na expressdo de genes de
hepatocitos, o que corrobora a idéia de que a manutengdo das fungGes hepatocelulares
requer a preservagdo da forma globular das células (GUGUEN-GUILLOUZO ef al., 1982).
Até o momento, ha caréncia de informagdo a respeito dos receptores de membrana para
proteinas da matriz extracelular em hepatdcitos de peixe, o que dificulta a otimizagdo de
um coat para adesdo dessas células. Com relagdo a espécie Hoplias malabaricus, parece
que a fibronectina e o matrigel sdo, dentre os substratos testados, os mais adequados, com a
vantagem da primeira ter sua composicdo melhor caracterizada. A simples criagdo de
cargas positivas, pela Poli-L-lisina, na superficie das laminulas ndo ¢ suficiente para
possibilitar uma melhor adesdo celular, ou manter as células junto ao substrato, até que
haja secre¢do de matriz extracelular, visto que ndo ha interagdo com um sitio especifico e
sim apenas atragdo elétrica entre receptores inespecificos da membrana (carregados
negativamente) e cargas positivas da laminula. Idealmente, o uso de proteinas de matriz
extracelular de peixe seria o mais indicado. Além do tipo de matriz, a concentragdo da
mesma € extremamente importante. MOONEY ef al. (1992) verificaram que em baixas
concentra¢des de matriz, ha inibi¢do da divisdo celular, enquanto que em altas ha estimulo

da divisdo e desdiferenciagio. Como o objetivo, no presente estudo, tratava-se em tentar
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manter hepatocitos bem diferenciados, a concentragdo de proteinas de matriz testada, a fim
de melhorar a ades@o celular, foi de 10ug/ml, que € uma concentragdo Otima para varias
linhagens de células de mamiferos, sem ser excessivamente alta.

Os meios de cultivo para hepatocitos variam conforme o trabalho, no entanto, os
mais utilizados sdo RPMI-1640 e L-15, geralmente com tampdes bicarbonato e HEPES, e
osmolaridade ajustada conforme a espécie em questdo. O meio utilizado (DMEM), com
base na morfologia das células, parece ser adequado para o cultivo de hepatdcitos isolados
de traira. Ele foi ajustado para uma osmolaridade final de 290-300mOsm e pH 7,80-7,90,
tendo em vista dados apresentados por trabalhos anteriores com traira, realizados por
FREIRE et al. (dados ndo publicado) e RIOS (2001). Segundo BAKSI e FRAZIER (1990),
alteragdes na composi¢do do meio de cultivo podem afetar grandemente o metabolismo
dos hepatocitos de peixes. Nao foram realizadas alteragdes na composi¢do do meio, devido
ao carater inicial do corrente trabalho e aos poucos, e ndo conclusivos, dados disponiveis.
FAISAL et al (1995) determinaram as condigdes Otimas para o cultivo de células de
Leiostomus xanthurus, testando diferentes condigdes de temperatura (37°C, 27°C, 21°C e
4°C) e meios (RPMI 1640, MEM, L-15 e meio199). Obtiveram bons resultados com os
meios RPMI e L-15, em 21°C e 27°C (em 37°C ndo houve crescimento ou adesdo celular),
com a curiosidade de que, hepatocitos da espécie estudada proliferam em cultivo.

Em conseqiiéncia de efeitos negativos como composi¢do alterada da membrana
plasmatica dos hepatdceitos ou acumulo de lipideos (HASCHEMEYER e MATHEWS,
1983 ¢ TOCHER et al., 1988) decorrentes da utilizagdo de soro de mamifero (em geral,
soro bovino fetal) em cultivos de células de peixes, optou-se por reduzir sua concentragdo
no meio para 2%, tendo em vista a ndo disponibilidade de um meio suplementado com
hormdnios e nutrientes, como o desenvolvido por HAYASHI e OOSHIRO (1986) ou
acesso a soro de peixes, que sofre de falta de padronizagdo e distribui¢do e de alto risco de
contaminagdo por micoplasmas, quando isolado do proprio peixe pelo pesquisador
(KOCAL et al., 1988 e BAKSI e FRAZIER, 1990). Nédo foram realizadas analises que
permitam afirmar se houve alteragdes funcionais (atenuag¢do ou perda de determinadas
fungbes ou expressdo de fungdes fetais) nos hepatdcitos devido ao soro, entretanto
morfologicamente, hepatocitos cultivados com e sem soro bovino fetal, pelo periodo de até

6 dias, ndo apresentaram diferengas.
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Devido a baixa sobrevivéncia celular de cultivos em suspensdo (KLAUNIG et al.,
1985), o método de cultivo escolhido foi em monocamada. Assim como em outros
trabalhos, os hepatocitos inicialmente arredondados e isolados tenderam a se organizar em
corddes e agregados, tornando-se mais aplanados e poligonais. Foi verificado que as
células inicialmente homogeneamente distribuidas, agregaram-se, deixando galerias livres
entre grupos de hepatdcitos, possivelmente reconstituindo o que os autores descrevem
como canaliculos biliares. SEDDON e PROSSER (1999) explicam esse fendmeno,
alegando que apds um periodo de 2 a 3 dias, a migragdo das células sobre a superficie das
garrafas resulta em uma mudanga drastica na aparéncia do cultivo. Entdo, considerando
que os hepatocitos tém capacidade migratoria, o que foi descrito como alteracdes na
superficie das células no presente trabalho, poderia especulativamente tratar-se, pela
possivel expressdo de receptores de superficie celular (os quais passam a reconhecer a
matriz extracelular secretada e organizada sobre as laminulas ou garrafas de cultivo) de um
espraiamento dos hepatdcitos na tentativa de se associar a outras células, uma vez que
essas células estdo naturalmente organizadas em tecidos. Neste caso, a organizagdo da
matriz extracelular é o sinal que leva os hepatdcitos a migrarem em determinada diregdo
(desde que haja uma densidade minima de células, naturalmente). A formacdo de
agregados tridimensionais (e ndo monocamadas) foi comum quando os hepatdcitos foram
plaqueados em uma maior densidade, e estas células apresentaram facilidade em aderir
fortemente umas as outras, o que ¢ ocorre normalmente quando células ndo encontram um
substrato adequado para aderir. Os agregados podem conservar atividades de
biotransformag@o substanciais pelo periodo de 1 més (CRAVEDI ef al., 1996), o que torna
interessante o seu uso em estudos de toxicologia. TONG et al. (1992) demonstraram que
agregados multicelulares permitem prolongar a viabilidade celular, pelo maior nimero de
intera¢es celulares e até o momento, de acordo com SEGNER (1998), o cultivo de
agregados parece ser o sistema mais promissor para o cultivo por longo prazo de
hepatocitos de teleosteos. SEGNER (1998) também menciona que hepatocitos que falham
em se reagregar ou reagrupar durante o cultivo, apresentam severas perdas de propriedades
funcionais, como diminuicdo dos conteidos de citocromo P450. Tanto interagdes
homotipicas quanto heterotipicas sdo importantes para expressdo das fungdes
hepatocelulares, entdo cultivos mais puros de hepatécitos parecem ndo ser interessantes,

caso o objetivo do cultivo se refira a algum processo metabolico realizado pelos
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hepatocitos. HUSOY et al. (1994) e BLAIR et al. (1995) fazem referéncia a importancia
dos ndo hepatocitos em processos toxicos e neoplasicos (agao de xenobiontes, alteragtes
neoplésicas, etc), e GUGUEN-GUILLOUZO ef al. (1983) e GUILLOUZO et al. (1990),
afirmam que em co-cultivos ha uma produgio e deposi¢do mais prematura de componentes
da matriz extracelular. Além disso, a expressdo das fungdes hepatoespecificas, por longos
periodos de tempo, requer contato entre dois tipos celulares distintos, o que confirma a
importancia de cultivos ndo tdo puros, em termos de células, ou co-cultivos associados
com outras células do figado. Adicionalmente, sabe-se que o contato célula-célula ou
célula-matriz diminui a expressio do gene c-myc, possivelmente inibindo a
desdiferenciacdo celular (SHIMBARA et al., 1992 e SKETT, 1994). Toda essa informagao
disponivel, sugere, direta ou indiretamente, que sejam cultivadas as diferentes células
extraidas do figado, durante o processo de perfusio, o que torna a metodologia mais
simples, no sentido de que ndo serem necessarios processos para a separagdo das células
obtidas.

A presenca de nucléolo evidente, durante todo o periodo de cultivo, sugere que a
sintese de RNA ribossomico, e consequentemente, a sintese protéica, ndo sofreram, em
principio, grandes alteragdes na passagem do ambiente in vivo para in vitro. Além do mais,
a basofilia do citoplasma (confirmada por coloragdo com Hematoxilina de Harris — Eosina
e também presente em cortes histologicos de figado de peixe) deve estar relacionada a
presenga de alta concentragdo de RNA ribossdmico e RNA mensageiro, com grande parte
das proteinas sendo langada no meio, o que pode ser responsavel pela coloragdo residual na
laminula. No entanto, afirmagdes a esse respeito ndo podem ser categoricas, pois nao
foram feitas analises bioquimicas ou espectrométricas para determinar concentra¢des de
proteinas hepaticas no meio, além de estudos de ultraestrutura. Citoplasma ndo
vacuolizado, nucleo arredondado e unico, células ndo alongadas e bem delimitadas,
permitem concluir que ndo houve grandes alteragdes estruturais nas células durante o
cultivo. SEGNER (1998) descreve a formagdo de vesiculas, acimulo de lisossomos,
presenga de vactolos autofégicos, fracionamento do reticulo endoplasmatico € aumento de
células necroticas como alteragdes associadas a uma degradacdo celular in vitro.
GUILLOUZO ef al. (1990) também descrevem a presenga de hepatocitos alongados com

varios nucleos como possiveis alteragdes morfologicas.
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Nao foram observados hepatdcitos em processo de divisdo celular, o que esta de
acordo com varios trabalhos publicados, que delineiam que os hepatdcitos se reagregam
formando monocamada de células granulares ndo proliferantes, na auséncia de indutores
mitogénicos.

Poder-se-ia optar, conforme o objetivo da investigagdo, pelo uso de linhagens ja
estabelecidas de células de peixe. Elas, no entanto, apresentam desvantagens se
comparadas com o cultivo primario, como a perda das fungdes hepatoespecificas
(SEGNER, 1998), o que limita seu uso em estudos fisiologicos e de mecanismos de
toxicidade. Porém, ignorando esses fatos, um empecilho igualmente grande surge, no
sentido de ndo existirem ou ndo se ter conhecimento da existéncia de linhagens celulares
de hepatocitos de peixes nativos brasileiros, até o momento. Algo que devera ser
preocupagdo, em futuros ensaios, € com relacdo a escolha das condi¢Ges experimentais nas
quais as células retém sua capacidade metabolica, e mais especificamente, mantém as vias
metabdlicas de interesse funcionais, como atentado por GUILLOUZO et al. (1990).

No caso do estudo com drogas e xenobiontes, a facil determinagido da presenga de
apoptose nos ensaios in vifro, constituir-se-a em importante e difundida ferramenta para a
predicdo de possiveis efeitos de ambos (BAYLY et al., 1994), o que sugere uma ampla
utilizagdo do cultivo primario de hepatécitos em um futuro préximo.

Aparentemente as espécies doadoras de hepatocitos s@o a chave para o sucesso do
cultivo, sendo que a manutengdo in vitro de células de uma espécie, por longo periodo de
tempo, pode ser mais complicada que a manutencdo de células de outra, por razdes que
devem incluir diferengas nas taxas de metabolismo basal e habilidades variaveis de ajuste a
osmolaridade (FAISAL et al., 1995). No entanto, quando caracteristicas de uma espécie
fazem dela um organismo sentinela (ou bioindicador) como a traira (dados do laboratoério)
em alguns ecossistemas, torna-se fundamental que obstaculos sejam contornados, a fim de
que se amplie o numero de biomarcadores, em ensaios in vitro e in vivo. Estes devem ser
passiveis de utilizagdo, combinados ou isoladamente, para o estudo e predicdo de efeitos
toxicos de xenobiontes sobre espécies tropicais brasileiras, disponibilizando dados que
permitam uma discussdo cada vez mais ampla da presenga dos contaminantes nos nossos

ecossistemas naturais.
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