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RESUMO: Objetivo: O transplante de hepatécitos xenogénicos encapsulados pode ser utilizado no futuro em situagcBes como
a insuficiéncia hepatica fulminante. Porém, observa-se perda precoce da expressao de genes hepatocitarios especificos em
hepatdcitos humanos. O objetivo deste estudo é avaliar a influéncia da resposta imunol6gica na perda da expresséo genética
hepatocitéria de hepatocitos humanos encapsulados e transplantados em ratos. M étodo: Hepatdcitos humanos foram isolados
de fragmentos hepaticos, encapsulados em fibras e transplantados em ratos. Nos dias 3, 7 e 14 apds o transplante as fibras
foram coletadas e avaliadas a morfologia por microscopia éptica e eletrénica, e a expressdo dos genes por biologia molecular.
O ARNm da albumina humana foi quantificado por RT-PCR e Northern blot. A resposta imunolégica contra os hepatécitos
foi avaliada através do ADN hepatocitario na busca de apoptose do nucleo celular e pelo aumento da expressdo do CMH de
classe |. Resultados: Os aspectos morfoldgicos dos hepatécitos mantiveram-se normais até o sétimo dia ap6s o transplante.
N&o se observaram células envolvidas com resposta imunolégica do receptor nas fibras. Os transcritos da albumina foram
detectados até D-14. Entre os dias 3 e 7 estavam em 30% em relagdo ao dia 0. A andlise do ADN mostrou bandas preservadas
sem a presen¢a de fendbmenos de apoptose nos diferentes dias. Nao ocorreu aumento da expressdo do CMH de classe |I.
Conclusbes: Hepatécitos humanos encapsulados e transplantados em ratos permanecem viaveis apesar da diminui¢do da
expressdo de determinados genes. Este fendmeno, ndo se deve a resposta imunolégica do receptor, mas ao proprio processo

de isolamento celular (Rev. Col. Bras. Cir. 2004; 31(5): 311-317) - ISSN 0100-6991.
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INTRODUCAO

O transplante hepético ortotdpico constitui atual-
mente tratamento de escolha para doenga hepatica grave ou
terminal. Estaintervencdo comportagrande risco operatério,
0 paciente é submetido a tratamento imunossupressor por
toda a vida e o custo desta terapia é elevado. Ressalta-se
também que, no nosso meio, a doacdo de 6rgdos ndo condiz
com ademanda, acarretando aumento nafilade espera, com
conseqiientes agravos do estado clinico destes pacientes e
piores resultados dos transplantes, razdes pelas quais, certas
equipes comecaram arecorrer aalternativastais como o doa-
dor vivo ou o split liver.

O transplante de hepatdcitos i solados como recurso
para suprir insuficiéncia hepética poderia ser, em certos ca-
sos, dternativa ao transplante com figado inteiro. Principal-
mente em casos de hepatite fulminante, aassisténciahepética
através da reposicdo de hepatdcitos isolados, poderia dar
tempo a regeneracdo hepética ou mesmo, de se obter um oér-

géo isogrupo de qualidade, funcionando neste caso, como
“ponte” até a obtengdo de um érgdo adequado .

Existem basicamente dois sistemas de assisténcia
hepatica: o figado bioartificial externo ou bioreator eo figa-
do bioartificial implantével. O principio de funcionamento
do bioreator assemelha-se ahemofiltracdo através de mem-
brana biocompativel contendo hepatécitos. O figado
bioartificial consiste na implantacdo de hepatdcitos isola-
dos no figado, no bago, ou no periténio. O peritdnio oferece
Ccomo vantagens maior espaco para acomoda-los com su-
perficieideal paratrocas metabdlicas. Paraque os hepatdcitos
permanegam viaveis e funcionais no periténio devem, obri-
gatoriamente ser previamente fixados sobre suportes, ou
colocados em cépsulas 2°.

Com a perspectiva de desenvolvimento do figado
bioartificial implantavel em humanoss$, foi aplicadaatécnica
de encapsulacdo de hepatdcitos de roedores em hepatécitos
humanos. Porém observaram neste trabalho, perda precoce
de determinados fatores de diferenciacdo dos hepatdcitos
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transplantados, o que levantou a hip6tese de avaliar area
capacidade da fibra de encapsulacdo em proteger os
hepatdcitos transplantados contra a agressdo imunol 6gica
do organismo receptor, umavez que tratava-se de umacom-
binac8o filogenética extremamente discordante, homem-
rato.

Portanto, os objetivos do presente estudo séo: ave-
riguar a capacidade da fibra de encapsulaco em proteger
hepatécitos humanos transplantados em ratos, tendo como
indi cadores adiminuicdo daexpressao génica, a perdapreco-
ce de fatores de diferenciacdo, e se existem causas
imunol 6gicas envolvidas nestas perdas. Avaliar o ADN des-
tascélulas, naprocurade apoptose e determinar por RT-PCR a
expressdo do complexo maior de histocompatibilidade (CMH)
de classe | nos hepatdcitos transplantados, através do estu-
do do gene da3,microglobulina.

METODO

Delineamento experimental

Este estudo foi realizado noslaboratérios de Cirurgia
Experimental daUnidade U402 do Hospital Saint Antoineda
UniversidadedeParisV1 - Franca.

As fases seguidas para atingir os objetivos propos-
tosforam: isolamento de hepatécitos humanos, encapsul agéo
e transplantagéo dos hepatdcitos humanos isolados em ratos
Lewis, eutanasia e coleta de amostras para as avaliagGes nos
dias 3, 7 e 14 pos-implantagéo. Foram realizadas cinco séries
experimentais, cada série comportando seis ratos, dos quais
trés recebiam trés fibras com hepatdcitos e outros trés ratos
recebiam umafibravazia(controle). Foram transplantadastrés
fibras com hepatdcitos em cada rato do grupo experimento
paraque umafosse destinada paraavaliagdes morfol dgicas, e
as demais para as avaliagOes de biologia molecular. O proto-
colo experimental foi aprovado pela Comisso de Etica do
Hospital Saint Antoine.

Animais

Foram utilizados 30 ratos machos singénicos L ewis
provenientes do Centro de Criagdo R. Janvier (Le Genest
Saint-lle, Franga), com pesos médios de 235g, como recep-
tores de hepatdcitos humanos encapsulados. Foram sub-
metidos as mesmas condi ¢Bes ambientais e de manejo, dis-
pondo de alimentagdo e &gua ad libitum antes e apds o
transplante.

| solamentodehepatécitoshumanos

Oshepatécitosforam isoladosapartir defragmentos
hepéticos humanos, obtidos durante hepatectomias para
resseccao de metastases ou tumores benignos hepéticos.
Os hepatécitos foram isolados através de dissociagéo
enzimética ™°. Os fragmentos foram pesados e introduzidos
guatro catéteres nos orificios vasculares principais que se
apresentavam em suasuperficie. Osdemaisorificiosvasculares
foram ocluidos com pontos de sutura. Na sequiéncia, foi feita
alavagem do sangue contido nestes fragmentos com 1 litro de
solugdo tampdo HEPES a37 °C, com débito em torno de 10 mil/
min/cateter. A seguir era feita perfusdo de 500ml de solucéo
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tamponada fosfatada com colagenase, em débito de 5ml/mi-
nuto/cateter.

No final, os fragmentos de figado foram colocados
em placa de Petri contendo meio de cultura L-15 Leibovitz
enriquecido (SIGMA - L4386) atemperaturade 37°C. A cap-
sula de Glisson foi removida e os hepatdcitos separados
lentamente por agitacdo moderada. Eram ent&o lavados duas
vezes em meio de cultura L-15 enriquecido, contendo 0,2%
(p/v) deAlbuminaBovina(SIGMAL- A2153), 10.000U1/l de
PenicilinaG, 10mg/l de Estreptomicina, 2mM de Glutamina
(SIGMA-G9003), 100mUl/l delnsuling, 26mM deNaHCO,
€10% de Soro Fetal Bovino (SIGMA[- C5155). Foram reali-
zados doisciclosde centrifugagéo a 600rpm. A fim de elimi-
nar as células mortas e aumentar a pureza celular os
hepatécitos foram diluidos em solugdo contendo 1 volume
do meio de cultura, 0,9 volume de Percoll e 0,1 volume de
PBS 10X concentrado, e entdo centrifugados a 3000 rpm,
durante 8 minutos a 4°C. As células hepéticas foram conta-
das com o auxilio de c8ulade Malassez e suaviabilidade foi
analisada pelo teste de exlusdo com Eritrosina. A partir do
isolamento de mais de 120x10 °*hepatdcitosvidveis, dava-se
continuidade ao experimento.

Encapsulagéo

O material de encapsulagdo era composto por uma
fibrade hidrogel, com didmetro interno de 0,8 mm, espessura
de 0,2 mm e comprimento de 2 m, desenvolvida a partir da
membrana de didlise AN- 69 (Societé Hospal, R et D. Int,
France). A fibrafoi obtida pelacoextrusdo de solugdo conten-
do 6% do polimero AN-69 (Poliacrilonitrilo-metalil sulfonato
de s0dio), 91% de dimetil-sulfoxida (DM SO) e 3% de soro
fisiol6gico. O hidrogel obtido pela separacéo das fases desta
soluc@o em soro fisioloégico contém 83% de agua. A
permeabilidade das fibras medidas por difusdo é de 83% para
a abumina, de 13% para os IgG e nula paralgA e IgM. A
porosidade é estimada entre 150 e 165 kDA™ Sob cdmarade
fluxo laminar, asfibrasforam descontaminadas durante 20 mi-
nutosem Dial ox (Solug&o de &cido paracético a3%), diluido a
10% em soro fisiol 6gi co e posteriormente enxagliadas em soro
fisioldgico. A eliminacdo do Dialox foi controlada com papel
iodado. A suspensdo celular, contendo 1x10 *2hepatocitos/ml
foi introduzida em dois metros de fibra através de cateter ve-
noso 22G. As cépsulas eram ocluidas em suas extremidades
com clip cirdrgico e posteriormente depositadas em meio de
culturaL 15 enriquecido e conservados por umahoraem estu-
facom 95% de ar ambiental e 5% de CO,, até aoportunidade
do transplante.

Procedimentocir Urgico paraimplantacaointra-ab-
dominal dehepatdcitosencapsulados

Osanimais, foram anestesiados por inalagdo com éter
sulfarico e submetidos alaparotomia mediana e implantacéo
na cavidade peritoneal de trésfibras, cada uma contendo dez
milhdes de hepatdcitos com viabilidade superior a 95%, em
cadarato do grupo experimento eumafibracom meioL 15, em
cadarato do grupo controle. Foi realizada profilaxiaantibi6ti-
caper-operatOriapor viaintra-peritoneal com 1000UI de peni-
cilinae 1mg de estreptomicina.
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AvaliacdoM orfoldgica

A avaliacdo histol égicafoi realizadaapds coletadas
fibras e sua fixagdo em solugdo de Carlson por trés dias. Foi
realizadaa microscopiael etrénicaem cortes de 0,5mm, cora-
dos por Azul de Toluidina e em cortes ultrafinos de 600 A°,
contrastados com acetato de uranila e chumbo, em microscé-
pio eletrénico Zeiss EM 10. Foram assim avaliadas as
morfologias dos hepatécitos, bem como possiveiscélulasres
ponsaveis pelo fenémeno darejei¢do no interior dasfibrasde
encapsul agéo.

ExtracdodeARN/ADN

O processo utilizado paraextracdo dosacidosnuclécos
baseou-se naabsor¢do deARN/ADN em colunadesilicio (ARN/
ADN mini kit, Qiagen). A quantificagio dos &cidos nucl éicosfoi
medido peladensidade Optica (DO) a260 nm. Parase obter uma
preparacdo de ARN pura, ardagdo DO 260/DO 280 deveria
estar compreendidaentre 1,8 e 2. A qualidade dosARN/ADN
obtidos era verificadasobre gel ndo desnaturante deAgarosea
1%. No caso doADN averificacdo de suaqualidade sobreo gel
demonstrava se 0s mesmo estava fragmentado ou n&o compro-
vando-se dai a apoptose celular.

Reacdoem Cadeiada Polimerase (RT-PCR)

Transcricdo reversado ARN: 1ug de ARN total foi
“reversamentetranscrito” em ADN complementar (ADNCc) com
aenzimatranscriptase inversa Superscript™ 3.

Amplificacdo do ADNc por PCR: aPCRfoi realizada
com 2 ul deADNc ao qua foi acrescentado 48 il demix PCR
contendo as sequéncias necessérias para a co-amplificacao.

Deteccéo dos produtos amplificados: 9 pl de produ-
to de PCR, diluidoscom umml de azul polarizado foram depo-
sitados em um gel de agarose 2,5 %, contendo 0,5 pg/ml de
brometo de etidium para que se pudesse visualizar os produ-
tosde PCR emluz ultra-violeta(UV).

Foram colhidos5 jug de RNA total paracadaamostra
e na seqiiéncia misturados a 15 pl de uma solugdo contendo
500 pl deformamidadeionisada, 178 pl deformaldeido a37%e
100ul de um tampéo fosfato 10X concentrado. Apds
desnaturagdo das estruturas secundarias a 68 °C, as amostras
coradas com 2 ul de azul de depdsito (0,25% xileno cianal,
0,25% azul de bromofenol, 50% glicerol, ImM EDTA) foram
depositadas sobre um gel de agarose formal deido desnaturante.

Méodo Estatigtico

Neste trabalho foram realizadas cinco séries repre-
sentativas ndo compardveis entre si. Portanto as varidvels
guantitativas foram expressas sob forma de média + desvio
padréo. No caso dos resultados do rendimento do isolamento
dos hepatdcitos antes e apos gradiente de Percoll utilizou-se
o teste de Wilcoxon sendo que considerou-se significativo
guando p < 0,05.

RESULTADOS

| solamento dosHepat écitosHumanos
O rendimento de hepatécitos i solados obtidos ap6s
digestdo enziméticacom colagenase, foi em médiade 5,5x10%
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células vivas por grama de figado, com viabilidade de 65%
previamente ao gradiente de Percoll. Apds a separagéo das
células hepaticas vivas e mortas em Percoll foi observado au-
mento significativo daviabilidade (p<0,03) porém com dimi-
nui¢do também significativado rendimento (p<0,03). A pureza
dasolucdo fina contendo hepatécitosfoi proximade 100%.

Avaliacdo M orfol égicado Hepatdcitos

Conformedemonstrado naFigural, nodia(D) zero,
2h apds encapsulagdo, 0 aspecto das células no interior das
fibras em corte semi-fino era o de hepatdcitos isolados nor-
mais, por vezes binucleados. Alguns comecavam a aderir-se
entres eaparede dasfibras de encapsulagdo. No dia3, maior
guantidade de hepatdcitos estavam em contato uns com os
outros e aderiam a parede das fibras. As células formavam
traves, organizadas em duas camadas. A andlise ultra-estrutu-
ral mostrou nucleos com nucléolos presentes, estruturas
citoplasmaticas bem conservadas com mitocondriasereticulo
endoplasmaético granular intacto. A membranaplasméticafor-
mava microvilosidades e canalicul os biliares podiam ser ob-
servados na juncdo das células (Figura 2). No sétimo dia de
evolucdo, a maioria dos hepatdcitos estavam bem conserva-
doseorganizados em traves pluricel ulares aderentes a parede
dasfibras. Certas células (< 40%) em viade lise eram igual -
mente visiveis. No décimo quarto dia de evolugdo, amaioria
das células estavam lisadas ou em viade lise com desapareci-
mento da membrana citoplasmética. N&o foram observados
sinais de apoptose (fragmentac&o e/ou condensacdo nuclear)
nem demitosesaD-3, D-7 ou D-14, to pouco delinfécitosou
outros elementos celulares envolvidos nos fendmenos de re-
jeicéo dotipo celular.

QualidadedosADN extraidos

ApOs migragdo sobre gel de agarose foi observado
uma intensidade constante das bandas nos dias D-0, D-3 e
D-7 com umadiminuicdo do sinal aD-14. N&o foram observa-
dos, quaisquer processos de fragmentagdo compativel com
apoptose celular (Figura3).

DeteccdodoARNm daalbuminaedab,m atravésde
RT-PCR semi-quantitativa

ApOsvériastentativasfoi determinado que aquanti-
dade ideal de sequiéncias oligonucleotidicas da 3,m deveria
ser duas vezes mais elevadas que as daalbumina. A Figura4
representa os sinais obtidos apés eletroforese dos produtos
PCR durante umacinéticade amplificagdo, em um gel deagarose
2,5% corado pelo BET. Demonstra-se que no D-0 o nivel maxi-
mo do produto de amplificagdo do ARNm da albumina era
atingido jaapartir de 24 ciclos. Entre D-3 e D-7, o produto de
amplificagdo eradetectadojaa24 ciclos, porém o nivel méximo
s6 era atingido entre 28-30 ciclos. Enquanto que no D-14 o
sinal eramuito maisfraco, detectével unicamenteapartir de30
ciclos. Quanto ao sinal dab,m n&o haviamodificagdo entre D-
0eD-3, diminuiaem D-7 e estavaausente em D-14.

DeteccdodoARNmM daalbuminapor Northern blot
Os resultados da andlise dos ARNm da albumina
(Figura5) mostraram diminuicdo emrelacdo aD-0, jaapartir de



Nicoluzzi et al.

Viabilidade do Figado Bioatrtificial

Rev. Col. Bras. Cir.

Figural

»
Dia 0: (A) Hepatocitos encapsulados aderidos a parte’i nterna da fibra;
(B) Hepatécitos Binucleados (1250x).

Dia 7: Hepatoécitos encapsulados. (A) hepatécitos em lise. (B)
hepatécitos viaveis (400x).

D-3, de maneira mais importante que observado nos resulta-
dosdeRT-PCR.

DISCUSSAO

Diferentes tipos de membranas de encapsulagéo
foram desenvolvidos para proteger tanto células alogénicas
guanto xenogénicas dos fendmenos de rejeicdo, amaior parte
feitas de alginato 5. Embora a sobrevida de células
xenogénicas encapsuladas neste tipo de material tenha che-
gado a 29 dias foi dificil recuperar os hepatdcitos
microencapsul ados da cavidade peritoneal eavaliar asuavia-
bilidade. Por este motivo foi utilizado, neste estudo, fibrade
encapsulacdo de hidrogel (AN-69). A biocompatibilidade des-
tematerial jaestdbem estabel ecida®* e aporosidade estimada
entre 150 e 165 KDa é maior que a do alginato usado para
mi croencapsul agéo (porosidade estimadaentre 50 a120 K Da) .
Gragas a esta maior porosidade, a maior parte das proteinas
sintetizadas pel os hepatdcitos podem ser liberadas através da
membrana, com excecdo apenas daguelas com grande peso
molecular como o fibrinogénio, por exemplo, a0 mesmo tempo
gue previne o contato direto das células transplantadas com o
IgM e grande parte dos componentes do complemento do
receptor . Além disso, a recuperacdo pos-transplante deste
tipo dematerial ésimplese permite sem maioresdificuldadeso
estudo do material encapsulado. Poucos estudos relatam o
transplante de hepatdcitos humanos *-°. Em um destes estu-
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)

Dia 14: Hepatdcitos encapsulados. (A) reacdo inflamatéria na parte
externa da fibra (B) hepat6citos em vias de lise (400x).

dos, as células hepdticas humanas foram isoladas a partir de
segmentectomias e autotranspl antadas sem imunossupressao
em pacientes portadores de insuficiéncia hepéticacronica. O
sitio de implantacdo foi 0 bago no qual a persisténcia de
hepatécitosfoi evidenciadapor scanner, sem que umamelho-
ra clinica tenha sido demonstrada 8. Em outro estudo,
hepat6citos humanos transplantados sobre carreadores, per-
mitiu a correcdo de deficiéncia enzimatica em ratos Gunn

Figura 2

Dia 3: Fotomicrografia eletrénica de varredura de hepatdcitos
encapsulados demonstrando organelas intracelulares preservadas. (A)
hepatdécitos iniciando a formacéo de canaliculos biliares. (B) Reticulo
endoplasmatico rugoso (3150x).
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Figura 3 Figura4 Ciclos

D7 — b - - wd §s iy = 157

. e w157

D14
= 114

ARSINER 0% AR SO RT PCR para Albumina (157 pares de bases) e 8,microglobulina (114 pares

Dia (D): Peso Molecular (PM) de bases)

atimicos até o 30° dia. Entretanto, neste mesmo estudo, dos hepatdcitos expressarem baixos niveis de xenoantigenos °
hepatécitos humanos também foram transplantados em ratos eles sdo rapidamente destruidos, como foi demonstrado em
Gunnimunocompetentes, Sem imunossupressao, e nestes, acor- um estudo anterior do laboratério, no qual estes quando inje-
recdo da deficiéncia enzimética durou menos que cinco dias . tados em ratos sem encapsul agéo foram totalmente destruidos
Quando foi anteriormente utilizadaamesmatécnicaparatrans- em menos de sete dias 6. Porém quando encapsul ados, o0 mes-
plante de hepatdcitos alogénicos ou xenogénicos, de origem mo trabal ho demonstrou que mesmo 30 dias apds o transplan-
murina Sem imunossupressdo em ratos, a sobrevivéncia dos te eles ainda eram capazes de produzir albumina em cultura.
hepatécitos transplantados e a producdo de albumina foram Observou-se ainda que a partir de D-7 detectava-se aforma-
observadas até 0 90° dia . A corre¢do de deficiéncias ¢do tanto de Ac anti-albumina humana, quanto anti-
enziméticas e aumento da sobrevida de ratos em vigéncia de hepatocitos humanos, porém a membrana de encapsulacéo

insuficiéncia hepética aguda foram assim obtidas 2. eracapaz de protegé-los destaimunizacdo por pelo menos 30
Este estudo demonstra, portanto, que existem dife- dias sem perda da sua funcgo.

rencas entre os resultados da encapsulagéo e transplante de Estetrabalho, pelaprimeiravez naliteratura, serviu-

hepatécitos humanos em relagdo aos de origem murina. Ob- se de técni cas de biologia molecular paraevidenciar o ataque

Servou-se no presente trabalho, com técnicas de biologia do receptor contra as células humanas encapsuladas. Como
molecular, que os hepatécitos humanos sdo capazes de so-
breviver até pelo menos D-7 com aspecto ultra-estrutural de  Figura 5
hepatécitos bem diferenciados, assim como de conservar sua
capacidade de sintese demonstrada pela expressdo do gene
da albumina. Uma das hip6teses para essas diferencas é que
nos outros trabal hos foram utilizados critérios convencionais
de andlise de viabilidade celular, como dosagem de proteina,
atividade de citocromo P-450 e caracteristicas morfol égicas.
Estes métodos podem perder em sensibilidade para pequenas
reducdes de viabilidade celular em relacdo astécnicasde bio-
logiamolecular 2. Umaoutra hipGtese paraexplicar estasdis-
crepancias seriade origem imunol 6gi ca, pois as combinactes
xenogéni cas dos trabal hos anteriores eram menos discordan-
tes 2L, Porém, neste estudo, pensando-se numa resposta do
tipo celular, em momento algum foram observadas células
implicadas no processo de rejeicéo no interior das fibras de Do D3 D7 D14
encapsulacdo. Quanto a uma reagdo do tipo humoral, apesar Detecgdio dos ARNm da albumina por Northern blot.
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visto, 0 ADN das células manteve-se integro por todo periodo
de estudo comprovando a auséncia de apoptose celular ein-
diretamente auséncia de um mecanismo imunol 6gico. Ainda
em relacdo as moléculas do CMH de classe I, as quais estdo
envolvidas no processo de apresentagdo de antigenos aos
linfocitos T citotdxicos CD8+, gerd mente sb se exprimem nos
hepatocitos em caso de estimulagao °. O principal fator capaz
demodular aexpressio celular do CMH éarespostaimunol ogica,
sendo o interferon do tipo g o principal mediador capaz de
induzir asmoléculasdo CMH. Experimentalmentearejeicdo do
figado se acompanhadeforte expressdo demoléculasdo CMH:
expressdo de moléculas de classe | nos hepatdcitos e de classe
Il nos canais biliares, e estas alteractes aparecem progressiva
mente e s8o méximasno 7° dia. No presente estudo observou-
se diminuiggo progressiva da expressdo da,m, aqual € cons-
tituinte do CMH do tipo | e, portanto, este fendmeno observa-
do ndo é condizente com resposta imunoldgica contra os
hepatocitos humanos transplantados. A partir desses resulta-
dos, assim como dos resultados prévios da mesma equipe, ve-
rificou-se a ocorréncia de um grau de imunizagdo contra as
células humanas encapsuladas, porém, este fendbmeno, néo é
capaz de induzir a apoptose destas células, nem de prejudicar
suas funcdes pelo menos a curto prazo.

Pensando-se na utilizag@o deste modelo para perio-
dos mais longos de necessidade, foi inicialmente sugerido
gue aresposta humoral ndo apresentaria efeito deletério mes-
mo em longo prazo na fungdo de células xenogénicas como
hepatécitos e ilhotas pancredticas 6. Porém recentemente um
estudo demonstrou que associando-se um curto ciclo de
imunossupressdo com ciclosporina, eliminava-se aimuniza-
¢do contra hepatécitos xenogénicos e prolongava-se de ma-
neira significativa a reduggo do colesterol sérico em coelhos
Watanabe 2. Em estudo do Laboratorio de Cirurgia Experi-
mental do Hopital Saint-Antoine, utilizou-se hepatécitos hu-
manos, derivados de linhagem celular do tipo HepG2,
encapsulados e transplantados em ratos e submetidos a um
curto ciclo de ciclosporina. Conseguia-se, assim, eliminar a
imunizag&o anteriormente demonstrada e prolongar suasfun-
¢Oes por pelo menos 60 dias 2. Estes resultados sugerem que

existe um certo grau de dano cronico as células xenogénicas
induzido pelarespostahumoral ou por fatoressollveislibera-
dos das células T ativadas. Portanto, a encapsulagcdo pode
previnir o contato direto entre células encapsuladas e
anticorposnaturais|gM, assim como de componentesdo com-
plemento. A viaindiretade apresentagéo do antigeno, porém,
pode resultar na producdo de anticorpos ou de mediadores
inflamatdrios queteriam efeito del etério nafuncdo hepatocitaria
apos 30 dias do transplante 2.

Observou-se discordancia entre o bom aspecto das
células encapsuladas e transplantadas, com os resultados da
expressdo do gene daabumina, osquai sapresentaram umaque-
dasignificativaprecocemente, principal mente no Northern blot.
Oqueaprincipio poderiaser creditado erroneamenteaumadimi-
nuicao de viabilidade celular, deve-se, porém a uma reacdo da
propria célula ao processo de isolamento celular. A ruptura das
comunicagdes celulareslevaaumasaidados hepatdcitosdafase
delaténciaGO, naqual elessdo mantidosinvivo esuaentradana
fase G1 dociclo celular %, aqual seacompanhade umadiminui-
¢do da transcricdo dos genes hepatocitérios especificos. Teori-
camente nestemodel o deve ser possivel estimular-seaprolifera-
¢80 hepatocitaria como observado in vitro . Vérios estudos
demonstraram aumento da proliferacéo de hepatécitostransplan-
tados no bago 2 ou sobre esponjas biodegradaveis apods tanto
umahepatectomiaa 70% quanto apésinjecdo defatoresde cres-
cimento por viaexdgena.

Este trabalho permitiu demonstrar que, em modelo
xenogénico extremamente discordante, hepatdcitos humanos
encapsulados e transplantados em ratos sem imunossupresséo,
permanecem viaveisdurante pelo menos sete dias. Durante este
periodo oscritériosestruturai s de diferenciacdo se mantiveram.
A expressdo do gene de fungdo hepatocitéria de sintese se
manteve ainda que com uma perda precoce em relacéo a D-0.
Foi comprovado que este fendmeno ndo se deve aumareacdo
imunol dgica, mas provavel mente aumareacao dacéd ulahepéti-
caao traumatismo doisolamento celular. Restadeterminar, ago-
raqueaquestéo imunolégicafoi respondida, como estemodelo
iriase comportar numasituacdo de insuficiéncia hepaticaagu-
daexperimental antes de se passar aaplicagéo clinica.

ABSTRACT

Background: Xenogeneic hepatocytes encapsulated in semipermeable membranes could be used in the future; however,
encapsulated human hepatocytes presented an early decrease of hepatocyte gene expression. The objective of this study isto
investigate theimmunol ogical consequences of intraperitoneal implantation of encapsul ated xenogenei ¢ hepatocytes on gene
expression. Method: human hepatocytes wer e encapsulated in hollow fibers and transplanted in the peritoneal cavity of rats.
Thefiberswere explanted for analysisat days D3, D7 and D14 following transplantation. Morphological featuresunder light
and el ectron microscopies and gene expression wer e compared to those of non-transplanted encapsul ated hepatocytes. Human
albumin mRNAs were quantified by RT-PCR and Northern blot. Immunological activity against human hepatocytes was
assessed by the analysis of DNA searching for nucleolar apoptosis and also by the rise on MHC class | expression. Results:
Transplanted hepatocytes were more than 60% viables and exhibited mor phological criteria of hepatocytic differentiation up to
D7. At no time cellsinvolved with the immunol ogical response were observed inside the fibers. Albumin transcriptswere also
detected up to D14. At D3 and D7, albumin mRNA level swere of 30 %, compared to control. The DNA analysis showed well
preserved bands with no apoptosis at any time of evaluation. There was no rise on MHC class | expression. Conclusions:
Human hepatocytes remain viable following encapsulation and intraperitoneal transplantation in rats. Although thereisa
decreasein gene expression thisisnot dueto a host response against those cells. It seemsthat thiseffect israther related to the
process of hepatocyteisolation itself.

Keywords: Livetransplantation; Hepatocyte; Liver, artificial; Biocompatible materials.
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