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INTRODUCAO

Os patogénios hepatotrdpicos — aqueles que usam hepatécitos como célula hospedeira principal,
secunddria ou em alguma fase do seu ciclo de vida — representam graves ameacas de saude e
constituem pesados fardos sociais e econdmicos. Entre os patogénios hepatotrdpicos que mais
necessitam de solugdes terapéuticas ou profilacticas eficientes destacam-se o virus da hepatite C (HCV)
e o plasmaodio (malaria).

Estes patogénios partilham uma caracteristicam em comum na medida em que, para além de in vivo,
so se replicam eficazmente em hepatdcitos humanos de cultura primaria, isto é, acabados de isolar do
figado. Apds o isolamento, os hepatécitos perdem rapidamente as suas carateristicas mais relevantes,
muitas vezes tornando-se refractdrios a infecgdo por estes microorganismos. Sistemas alternativos de
cultura in vitro, incluindo varias linhas celulares hepdticas humanas, ndo apresentam o fendtipo
carateristico de hepatdcitos primarios (acabados de isolar), ndo proporcionando um ambiente
adequado que permita recapitular o seu ciclo de vida. Esta limitacdo traduz-se na falta de modelos
celulares relevantes e robustos na investigacdao e desenvolvimentos de farmacos ou vacinas para o
tratamento ou prevencdo de patogénios hepatotodpicos.

OBJECTIVO

Este projecto tem como objectivo desenvolver novas linhas celulares humanas com as caracteristicas
semelhantes a hepatdcitos de cultura primaria, como modelos relevantes e fidedignos para teste de
farmacos e desenvolvimento de vacinas contra patogénios hepatotrdpicos. Estas células serdo
desenvolvidas a partir de culturas primarias que serdo imortalizadas e geneticamente manipuladas
para exibirem as caracteristicas fenotipicas das culturas primarias.

DESCRICAO DO PROJECTO

Hepatdcitos humanos — isolados a partir de bidpsias de figado de pacientes sujeitos a hepatectomia
parcial — serdo imortalizados com um painel de genes virais e celulares. Para além dos genes de
imortalizacdo serdo também manipulados (sobre-expressdo ou knock-out) genes especificamente
associados ao fendtipo de hepatdcito humano. Estas manipulacdes e entrega de genes imortalizantes
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(descricdo do projectos, continuagdo)

serdo feitas com recurso a vectores lentivirais. As diferentes células (resultantes das diferentes
estratégias de imortalizagdo combinadas com diferentes manipulacdes genéticas) serdo caracterizadas
para avaliar o fendtipo final resultante e comparadas com hepatdcitos humanos (de cultura primaria)
com recurso a varias técnicas (imunohistoquimica, RT-qPCR, next generation sequencing, testes
bioquimicos de funcionalidade, etc.).

As células que mais fielmente se assemelhararem a hepatdcitos humanos serdao avaliadas como
hospedeiros de replicagdo de HCV, que constitui actualmente o gold-standard da verificagdo do
fendtipo hepatico primario e da capacidade de replicacdo de outros patogénios hepatotrdpicos. Estas
células serdo comparadas com as linhas celulares hepaticas existentes e avaliadas como modelo de
estudo mais relevante, nomedamente em testes de farmacos contra o HCV e/ou ensaios de
neutralizacdo. A sua ultilizacdo para estudo e replicacdo de outros patogénios hepatotrépicos estd
igualmente prevista (sujeita a disponibilidade de tempo e do bom andamento dos trabalhos).

Tarefa 1 — Aprendizagem de técnicas de cultura de células animais: trabalhar em condigdes de
esterilidade numa camara de fluxo laminar, propagacdo de células, contagem de células,
congelamento de células. Leitura de bibliografia.

Tarefa 2 — Aprendizagem de técnicas de biologia molecular; clonagem, producdo de plasmideos,

producdo dos vectores lentivirais de imortalizacdo e manipulacdo genética, transfeccdo de células
animais, analise de células por citometria de fluxo, RT-qPCR.

Tarefa 3 — Aprendizagem de técnicas para estabelecimento de culturas primdrias de hepatdcitos
humanos (isolamento a partir de tecido); imortalizacdo dos hepatdcitos e sua manipulacdo genética;
caracterizagdo das células imortalizadas (imunohistoquimica, citometria de fluxo, microscopia de
fluorescéncia, RT-gqPCR, next generation sequencing, etc).

Tarefa 4 — Produgdo de virus da hepatite C, electroporagdo de células animais, analise e quantificagao
de HCV.

Tarefa 5 — Avaliagdo da replicagdo de HCV nas novas linhas celulares; teste de farmacos inibidores;
ensaios de neutralizagdo (desenvolvimento de vacinas).

Tese — Escrita da tese de Mestrado.
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