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VIABILIDADE DO FÍGADO BIOARTIFICIAL UTILIZANDO HEPATÓCITOS
HUMANOS IMUNOPROTEGIDOS POR MACROENCAPSULAÇÃO

ASSESSMENT OF BIOARTIFICIAL LIVER USING HUMAN HEPATOCYTES
IMMUNOPROTECTED BY MACROENCAPSULATION
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RESUMO: Objetivo: O transplante de hepatócitos xenogênicos encapsulados pode ser utilizado no futuro em situações como
a insuficiência hepática fulminante. Porém, observa-se perda precoce da expressão de genes hepatocitários específicos em
hepatócitos humanos. O objetivo deste estudo é avaliar a influência da resposta imunológica na perda da expressão genética
hepatocitária de hepatócitos humanos encapsulados e transplantados em ratos. Método: Hepatócitos humanos foram isolados
de fragmentos hepáticos, encapsulados em fibras e transplantados em ratos. Nos dias 3, 7 e 14 após o transplante as fibras
foram coletadas e avaliadas a morfologia por microscopia óptica e eletrônica, e a expressão dos genes por biologia molecular.
O ARNm da albumina humana foi quantificado por RT-PCR e Northern blot. A resposta imunológica contra os hepatócitos
foi avaliada através do ADN hepatocitário na busca de apoptose do núcleo celular e pelo aumento da expressão do CMH de
classe I. Resultados: Os aspectos morfológicos dos hepatócitos mantiveram-se normais até o sétimo dia após o transplante.
Não se observaram células envolvidas com resposta imunológica do receptor nas fibras. Os transcritos da albumina foram
detectados até D-14. Entre os dias 3 e 7 estavam em 30% em relação ao dia 0. A análise do ADN mostrou bandas preservadas
sem a presença de fenômenos de apoptose nos diferentes dias. Não ocorreu aumento da expressão do CMH de classe I.
Conclusões: Hepatócitos humanos encapsulados e transplantados em ratos permanecem viáveis apesar da diminuição da
expressão de determinados genes. Este fenômeno, não se deve à resposta imunológica do receptor, mas ao próprio processo
de isolamento celular (Rev. Col. Bras. Cir. 2004; 31(5): 311-317) - ISSN 0100-6991.
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INTRODUÇÃO

O transplante hepático ortotópico constitui atual-
mente tratamento de escolha para doença hepática grave ou
terminal. Esta intervenção comporta grande risco operatório,
o 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 doação de órgãos não condiz
com a demanda, acarretando aumento na fila de espera, com
conseqüentes agravos do estado clínico destes pacientes e
piores resultados dos transplantes, razões pelas quais, certas
equipes começaram a recorrer a alternativas tais como o doa-
dor vivo ou o split liver.

O transplante de hepatócitos isolados como recurso
para suprir insuficiência hepática poderia ser, em certos ca-
sos, alternativa ao transplante com fígado inteiro. Principal-
mente em casos de hepatite fulminante, a assistência hepática
através da reposição de hepatócitos isolados, poderia dar
tempo à regeneração hepática ou mesmo, de se obter um ór-

gão isogrupo de qualidade, funcionando neste caso, como
“ponte” até a obtenção de um órgão adequado 1.

Existem basicamente dois sistemas de assistência
hepática: o fígado bioartificial externo ou bioreator e o fíga-
do bioartificial implantável. O princípio de funcionamento
do bioreator assemelha-se a hemofiltração através de mem-
brana biocompatível contendo hepatócitos. O fígado
bioartificial consiste na implantação de hepatócitos isola-
dos no fígado, no baço, ou no peritônio. O peritônio oferece
como vantagens maior espaço para acomodá-los com su-
perfície ideal para trocas metabólicas. Para que os hepatócitos
permaneçam viáveis e funcionais no peritônio devem, obri-
gatoriamente ser previamente fixados sobre suportes, ou
colocados em cápsulas 2-5 .

Com a perspectiva de desenvolvimento do fígado
bioartificial implantável em humanos 6, foi aplicada a técnica
de encapsulação de hepatócitos de roedores em hepatócitos
humanos. Porém observaram neste trabalho, perda precoce
de determinados fatores de diferenciação dos hepatócitos
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transplantados, o que levantou a hipótese de avaliar a real
capacidade da fibra de encapsulação em proteger os
hepatócitos transplantados contra a agressão imunológica
do organismo receptor, uma vez que tratava-se de uma com-
binação filogenética extremamente discordante, homem-
rato.

Portanto, os objetivos do presente estudo são: ave-
riguar a capacidade da fibra de encapsulação em proteger
hepatócitos humanos transplantados em ratos, tendo como
indicadores a diminuição da expressão gênica, a perda preco-
ce de fatores de diferenciação, e se existem causas
imunológicas envolvidas nestas perdas. Avaliar o ADN des-
tas células, na procura de apoptose e determinar por RT-PCR a
expressão do complexo maior de histocompatibilidade (CMH)
de classe I nos hepatócitos transplantados, através do estu-
do do gene da b

2
microglobulina.

MÉTODO

Delineamento experimental
Este estudo foi realizado nos laboratórios de Cirurgia

Experimental da Unidade U402 do Hospital Saint Antoine da
Universidade de Paris VI - França.

As fases seguidas para atingir os objetivos propos-
tos foram: isolamento de hepatócitos humanos, encapsulação
e transplantação dos hepatócitos humanos isolados em ratos
Lewis, eutanásia e coleta de amostras para as avaliações nos
dias 3, 7 e 14 pós-implantação. Foram realizadas cinco séries
experimentais, cada série comportando seis ratos, dos quais
três recebiam três fibras com hepatócitos e outros três ratos
recebiam uma fibra vazia (controle). Foram transplantadas três
fibras com hepatócitos em cada rato do grupo experimento
para que uma fosse destinada para avaliações morfológicas, e
as demais para as avaliações de biologia molecular. O proto-
colo experimental foi aprovado pela Comissão de Ética do
Hospital Saint Antoine.

Animais
Foram utilizados 30 ratos machos singênicos Lewis

provenientes do Centro de Criação R. Janvier (Le Genest
Saint-Ile, França), com pesos médios de 235g, como recep-
tores de hepatócitos humanos encapsulados. Foram sub-
metidos às mesmas condições ambientais e de manejo, dis-
pondo de alimentação e água ad libitum antes e após o
transplante.

Isolamento de hepatócitos humanos
Os hepatócitos foram isolados a partir de fragmentos

hepáticos humanos, obtidos durante hepatectomias para
ressecção de metástases ou tumores benignos hepáticos.
Os hepatócitos foram isolados através de dissociação
enzimática 7-9. Os fragmentos foram pesados e introduzidos
quatro catéteres nos orifícios vasculares principais que se
apresentavam em sua superfície. Os demais orifícios vasculares
foram ocluídos com pontos de sutura. Na seqüência, foi feita
a lavagem do sangue contido nestes fragmentos com 1 litro de
solução tampão HEPES à 37 °C, com débito em torno de 10 ml/
min/cateter. A seguir era feita perfusão de 500ml de solução

tamponada fosfatada com colagenase, em débito de 5ml/mi-
nuto/cateter.

No final, os fragmentos de fígado foram colocados
em placa de Petri contendo meio de cultura L-15 Leibovitz
enriquecido (SIGMA - L4386) à temperatura de 37°C. A cáp-
sula de Glisson foi removida e os hepatócitos separados
lentamente por agitação moderada. Eram então lavados duas
vezes em meio de cultura L-15 enriquecido, contendo 0,2%
(p/v) de Albumina Bovina (SIGMA - A2153), 10.000UI/l de
PenicilinaG, 10mg/l de Estreptomicina, 2mM de Glutamina
(SIGMA - G9003),  100mUI/l de Insulina, 26mM de NaHCO

3

e 10% de Soro Fetal Bovino (SIGMA - C5155). Foram reali-
zados dois ciclos de centrifugação à 600rpm. A fim de elimi-
nar as células mortas e aumentar a pureza celular os
hepatócitos foram diluídos em solução contendo 1 volume
do meio de cultura, 0,9 volume de Percoll e 0,1 volume de
PBS 10X concentrado, e então centrifugados à 3000 rpm,
durante 8 minutos a 4°C. As células hepáticas foram conta-
das com o auxílio de célula de Malassez e sua viabilidade foi
analisada pelo teste de exlusão com Eritrosina. A partir do
isolamento de mais de 120x10 10 hepatócitos viáveis, dava-se
continuidade ao experimento.

Encapsulação
O material de encapsulação era composto por uma

fibra de hidrogel, com diâmetro interno de 0,8 mm, espessura
de 0,1 mm e comprimento de 2 m, desenvolvida a partir da
membrana de diálise AN- 69 (Societé Hospal, R et D. Int,
France). A fibra foi obtida pela coextrusão de solução conten-
do 6% do polímero AN-69 (Poliacrilonitrilo-metalilsulfonato
de sódio), 91% de dimetil-sulfoxida (DMSO) e 3% de soro
fisiológico. O hidrogel obtido pela separação das fases desta
solução em soro fisiológico contém 83% de água. A
permeabilidade das fibras medidas por difusão é de 83% para
a albumina, de 13% para os IgG e nula para IgA e IgM. A
porosidade é estimada entre 150 e 165 kDA11. Sob câmara de
fluxo laminar, as fibras foram descontaminadas durante 20 mi-
nutos em Dialox (Solução de ácido paracético a 3%), diluído à
10% em soro fisiológico e posteriormente enxagüadas em soro
fisiológico. A eliminação do Dialox foi controlada com papel
iodado. A suspensão celular, contendo 1x10 12 hepatócitos/ml
foi introduzida em dois metros de fibra através de cateter ve-
noso 22G. As cápsulas eram ocluídas em suas extremidades
com clip cirúrgico e posteriormente depositadas em meio de
cultura L15 enriquecido e conservados por uma hora em estu-
fa com 95% de ar ambiental e  5% de CO

2
, até a oportunidade

do transplante.

Procedimento cirúrgico para implantação intra-ab-
dominal de hepatócitos encapsulados

Os animais, foram anestesiados por inalação com éter
sulfúrico e submetidos à laparotomia mediana e implantação
na cavidade peritoneal de três fibras, cada uma contendo dez
milhões de hepatócitos com viabilidade superior à 95%, em
cada rato do grupo experimento e uma fibra com meio L 15, em
cada rato do grupo controle. Foi realizada profilaxia antibióti-
ca per-operatória por via intra-peritoneal com 1000UI de peni-
cilina e 1mg de estreptomicina.
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Avaliação Morfológica
A avaliação histológica foi realizada após coleta das

fibras e sua fixação em solução de Carlson por três dias. Foi
realizada a microscopia eletrônica em cortes de 0,5mm, cora-
dos por Azul de Toluidina e em cortes ultrafinos de 600 Aº,
contrastados com acetato de uranila e chumbo, em microscó-
pio eletrônico Zeiss EM 10. Foram assim avaliadas as
morfologias dos hepatócitos, bem como possíveis células res-
ponsáveis pelo fenômeno da rejeição no interior das fibras de
encapsulação.

Extração de ARN/ADN
O processo utilizado para extração dos ácidos nucléicos

baseou-se na absorção de ARN/ADN em coluna de silício (ARN/
ADN mini kit, Qiagen). A quantificação dos ácidos nucléicos foi
medido pela densidade óptica (DO) à 260 nm. Para se obter uma
preparação de ARN pura, a relação DO 260/DO 280 deveria
estar compreendida entre 1,8 e 2. A qualidade dos ARN/ADN
obtidos era verificada sobre gel não desnaturante de Agarose a
1%. No caso do ADN a verificação de sua qualidade sobre o gel
demonstrava se os mesmo estava fragmentado ou não compro-
vando-se daí a apoptose celular.

Reação em Cadeia da Polimerase (RT-PCR)
Transcrição reversa do ARN: 1µg de ARN total foi

“reversamente transcrito” em ADN complementar (ADNc) com
a enzima transcriptase inversa SuperscriptTM 13 .

Amplificação do ADNc por PCR: a PCR foi realizada
com 2 µl de ADNc ao qual foi acrescentado 48 µl de mix PCR
contendo as sequências necessárias para a co-amplificação.

Detecção dos produtos amplificados: 9 µl de produ-
to de PCR, diluídos com um ml de azul polarizado foram depo-
sitados em um gel de agarose 2,5 %, contendo 0,5 µg/ml de
brometo de etidium para que se pudesse visualizar os produ-
tos de PCR em luz ultra-violeta (UV).

Foram colhidos 5 µg de RNA total para cada amostra
e na seqüência misturados à 15 µl de uma solução contendo
500 µl de formamida deionisada, 178 µl de formaldeído à 37% e
100µl de um tampão fosfato 10X concentrado. Após
desnaturação das estruturas secundárias à 68 °C, as amostras
coradas com 2 µl de azul de depósito (0,25% xileno cianol,
0,25% azul de bromofenol, 50% glicerol, 1mM EDTA) foram
depositadas sobre um gel de agarose formaldeído desnaturante.

Método Estatístico
Neste trabalho foram realizadas cinco séries repre-

sentativas não comparáveis entre si. Portanto as variáveis
quantitativas foram expressas sob forma de média ± desvio
padrão. No caso dos resultados do rendimento do isolamento
dos hepatócitos antes e após gradiente de Percoll utilizou-se
o teste de Wilcoxon sendo que considerou-se significativo
quando p ≤ 0,05.

RESULTADOS

Isolamento dos Hepatócitos Humanos
O rendimento de hepatócitos isolados obtidos após

digestão enzimática com colagenase, foi em média de 5,5x1010

células vivas por grama de fígado, com viabilidade de 65%
previamente ao gradiente de Percoll. Após a separação das
células hepáticas vivas e mortas em Percoll foi observado au-
mento significativo da viabilidade (p≤0,03) porém com dimi-
nuição também significativa do rendimento (p≤0,03). A pureza
da solução final contendo hepatócitos foi próxima de 100%.

Avaliação Morfológica do Hepatócitos
Conforme demonstrado na Figura 1, no dia (D) zero,

2h após encapsulação, o aspecto das células no interior das
fibras em corte semi-fino era o de hepatócitos isolados nor-
mais, por vezes binucleados. Alguns começavam a aderir-se
entre si e à parede das fibras de encapsulação. No dia 3, maior
quantidade de hepatócitos estavam em contato uns com os
outros e aderiam à parede das fibras. As células formavam
traves, organizadas em duas camadas. A análise ultra-estrutu-
ral mostrou núcleos com nucléolos presentes, estruturas
citoplasmáticas bem conservadas com mitocôndrias e retículo
endoplasmático granular intacto. A membrana plasmática for-
mava microvilosidades e canalículos biliares podiam ser ob-
servados na junção das células (Figura 2). No sétimo dia de
evolução, a maioria dos hepatócitos estavam bem conserva-
dos e organizados em traves pluricelulares aderentes à parede
das fibras. Certas células (< 40%) em via de lise eram igual-
mente visíveis. No décimo quarto dia de evolução, a maioria
das células estavam lisadas ou em via de lise com desapareci-
mento da membrana citoplasmática. Não foram observados
sinais de apoptose (fragmentação e/ou condensação nuclear)
nem de mitoses a D-3, D-7 ou D-14, tão pouco de linfócitos ou
outros elementos celulares envolvidos nos fenômenos de re-
jeição do tipo celular.

Qualidade dos ADN extraídos
Após migração sobre gel de agarose foi observado

uma intensidade constante das bandas nos dias D-0, D-3 e
D-7 com uma diminuição do sinal a D-14. Não foram observa-
dos, quaisquer processos de fragmentação compatível com
apoptose celular (Figura 3).

Detecção do ARNm da albumina e da b
2
m  através de

RT-PCR semi-quantitativa
Após várias tentativas foi determinado que a quanti-

dade ideal de seqüências oligonucleotídicas da β
2
m deveria

ser duas vezes mais elevadas que as da albumina. A Figura 4
representa os sinais obtidos após eletroforese dos produtos
PCR durante uma cinética de amplificação, em um gel de agarose
2,5% corado pelo BET. Demonstra-se que no D-0 o nível máxi-
mo do produto de amplificação do ARNm da albumina era
atingido já a partir de 24 ciclos. Entre D-3 e D-7, o produto de
amplificação era detectado já a 24 ciclos, porém o nível máximo
só era atingido entre 28-30 ciclos. Enquanto que no D-14 o
sinal era muito mais fraco, detectável unicamente a partir de 30
ciclos. Quanto ao sinal da b

2
m não havia modificação entre D-

0 e D-3, diminuía em D-7 e estava ausente em D-14.

Detecção do ARNm da albumina por Northern blot
Os resultados da análise dos ARNm da albumina

(Figura 5) mostraram diminuição em relação a D-0, já a partir de
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D-3, de maneira mais importante que observado nos resulta-
dos de RT-PCR.

DISCUSSÃO

Diferentes tipos de membranas de encapsulação
foram desenvolvidos para proteger tanto células alogênicas
quanto xenogênicas dos fenômenos de rejeição, a maior parte
feitas de alginato 14,15. Embora a sobrevida de células
xenogênicas encapsuladas neste tipo de material tenha che-
gado a 29 dias foi difícil  recuperar os hepatócitos
microencapsulados da cavidade peritoneal e avaliar a sua via-
bilidade. Por este motivo foi utilizado, neste estudo, fibra de
encapsulação de hidrogel (AN-69). A biocompatibilidade des-
te material já está bem estabelecida 11 e a porosidade estimada
entre 150 e 165 KDa é maior que a do alginato usado para
microencapsulação (porosidade estimada entre 50 a 120 KDa) 16.
Graças a esta maior porosidade, a maior parte das proteínas
sintetizadas pelos hepatócitos podem ser liberadas através da
membrana, com exceção apenas daquelas com grande peso
molecular como o fibrinogênio, por exemplo, ao mesmo tempo
que previne o contato direto das células transplantadas com o
IgM e grande parte dos componentes do complemento do
receptor 11. Além disso, a recuperação pós-transplante deste
tipo de material é simples e permite sem maiores dificuldades o
estudo do material encapsulado. Poucos estudos relatam o
transplante de hepatócitos humanos 17-19. Em um destes estu-

dos, as células hepáticas humanas foram isoladas a partir de
segmentectomias e autotransplantadas sem imunossupressão
em pacientes portadores de insuficiência hepática crônica. O
sítio de implantação foi o baço no qual a persistência de
hepatócitos foi evidenciada por scanner, sem que uma melho-
ra clínica tenha sido demonstrada 18. Em outro estudo,
hepatócitos humanos transplantados sobre carreadores, per-
mitiu a correção de deficiência enzimática em ratos Gunn

Dia 0: (A) Hepatócitos encapsulados aderidos à parte interna da fibra;
(B) Hepatócitos Binucleados (1250x).

Dia 3: Hepatócitos organizados em camadas (400x).

Dia 7: Hepatócitos encapsulados. (A) hepatócitos em lise. (B)
hepatócitos viáveis (400x).

Dia 14: Hepatócitos encapsulados. (A) reação inflamatória na parte
externa da fibra (B) hepatócitos em vias de lise (400x).

B

A

B

A

B
A

Dia 3: Fotomicrografia eletrônica de varredura de hepatócitos
encapsulados demonstrando organelas intracelulares preservadas. (A)
hepatócitos iniciando a formação de canalículos biliares. (B) Retículo
endoplasmático rugoso (3150x).

Figura 1

B

A

Figura 2
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atímicos até o 30° dia. Entretanto, neste mesmo estudo,
hepatócitos humanos também foram transplantados em ratos
Gunn imunocompetentes, sem imunossupressão, e nestes, a cor-
reção da deficiência enzimática durou menos que cinco dias 19.
Quando foi anteriormente utilizada a mesma técnica para trans-
plante de hepatócitos alogênicos ou xenogênicos, de origem
murina sem imunossupressão em ratos, a sobrevivência dos
hepatócitos transplantados e a produção de albumina foram
observadas até o 90° dia 20. A correção de deficiências
enzimáticas e aumento da sobrevida de ratos em vigência de
insuficiência hepática aguda foram assim obtidas 21.

Este estudo demonstra, portanto, que existem dife-
renças entre os resultados da encapsulação e transplante de
hepatócitos humanos em relação aos de origem murina. Ob-
servou-se no presente trabalho, com técnicas de biologia
molecular, que os hepatócitos humanos são capazes de so-
breviver até pelo menos D-7 com aspecto ultra-estrutural de
hepatócitos bem diferenciados, assim como de conservar sua
capacidade de síntese demonstrada pela expressão do gene
da albumina. Uma das hipóteses para essas diferenças é que
nos outros trabalhos foram utilizados critérios convencionais
de análise de viabilidade celular, como dosagem de proteína,
atividade de citocromo P-450 e características morfológicas.
Estes métodos podem perder em sensibilidade para pequenas
reduções de viabilidade celular em relação às técnicas de bio-
logia molecular 22. Uma outra hipótese para explicar estas dis-
crepâncias seria de origem imunológica, pois as combinações
xenogênicas dos trabalhos anteriores eram menos discordan-
tes 21. Porém, neste estudo, pensando-se numa resposta do
tipo celular, em momento algum foram observadas células
implicadas no processo de rejeição no interior das fibras de
encapsulação. Quanto a uma reação do tipo humoral, apesar

dos hepatócitos expressarem baixos níveis de xenoantígenos 10

eles são rapidamente destruídos, como foi demonstrado em
um estudo anterior do laboratório, no qual estes quando inje-
tados em ratos sem encapsulação foram totalmente destruídos
em menos de sete dias 16. Porém quando encapsulados, o mes-
mo trabalho demonstrou que mesmo 30 dias após o transplan-
te eles ainda eram capazes de produzir albumina em cultura.
Observou-se ainda que a partir de D-7 detectava-se a forma-
ção tanto de Ac anti-albumina humana, quanto anti-
hepatócitos humanos, porém a membrana de encapsulação
era capaz de protegê-los desta imunização por pelo menos 30
dias sem perda da sua função.

Este trabalho, pela primeira vez na literatura, serviu-
se de técnicas de biologia molecular para evidenciar o ataque
do receptor contra as células humanas encapsuladas. Como

Dia (D): Peso Molecular (PM)
RT PCR para Albumina (157 pares de bases) e β

2
microglobulina (114 pares

de bases)

Detecção dos ARNm da albumina por Northern blot.

D0

D3

D7

D14

Figura 3 Figura 4

D0 D3 D7 D14

Figura 5
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visto, o ADN das células manteve-se íntegro por todo período
de estudo comprovando a ausência de apoptose celular e in-
diretamente ausência de um mecanismo imunológico. Ainda
em relação às moléculas do CMH de classe I, as quais estão
envolvidas no processo de apresentação de antígenos aos
linfócitos T citotóxicos CD8+, geralmente só se exprimem nos
hepatócitos em caso de estimulação 10. O principal fator capaz
de modular a expressão celular do CMH é a resposta imunológica,
sendo o interferon do tipo g o principal mediador capaz de
induzir as moléculas do CMH. Experimentalmente a rejeição do
fígado se acompanha de forte expressão de moléculas do CMH:
expressão de moléculas de classe I nos hepatócitos e de classe
II nos canais biliares, e estas alterações aparecem progressiva-
mente e são máximas no 7° dia1. No presente estudo observou-
se diminuição progressiva da expressão da b
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m, a qual é cons-

tituinte do CMH do tipo I e, portanto, este fenômeno observa-
do não é condizente com resposta imunológica contra os
hepatócitos humanos transplantados. A partir desses resulta-
dos, assim como dos resultados prévios da mesma equipe, ve-
rificou-se a ocorrência de  um grau de imunização contra as
células humanas encapsuladas, porém, este fenômeno, não é
capaz de induzir à apoptose destas células,  nem de prejudicar
suas funções pelo menos a curto prazo.

Pensando-se na utilização deste modelo para perío-
dos mais longos de necessidade, foi inicialmente sugerido
que a resposta humoral não apresentaria efeito deletério mes-
mo em longo prazo na função de células xenogênicas como
hepatócitos e ilhotas pancreáticas 16. Porém recentemente um
estudo demonstrou que associando-se um curto ciclo de
imunossupressão com ciclosporina, eliminava-se a imuniza-
ção contra hepatócitos xenogênicos e prolongava-se de ma-
neira significativa a redução do colesterol sérico em coelhos
Watanabe 23.  Em estudo do Laboratório de Cirurgia Experi-
mental do Hôpital Saint-Antoine, utilizou-se hepatócitos 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
imunização anteriormente demonstrada e prolongar suas fun-
ções por pelo menos 60 dias 22. Estes resultados sugerem que

existe um certo grau de dano crônico às células xenogênicas
induzido pela resposta humoral ou por fatores solúveis libera-
dos das células T ativadas. Portanto, a encapsulação pode
previnir o contato direto entre células encapsuladas e
anticorpos naturais IgM, assim como de componentes do com-
plemento. A via indireta de apresentação do antígeno, porém,
pode resultar na produção de anticorpos ou de mediadores
inflamatórios que teriam efeito deletério na função hepatocitária
após 30 dias do transplante 22.

Observou-se discordância entre o bom aspecto das
células encapsuladas e transplantadas, com os resultados da
expressão do gene da albumina, os quais apresentaram uma que-
da significativa precocemente, principalmente no Northern blot.
O que a princípio poderia ser creditado erroneamente a uma dimi-
nuição de viabilidade celular, deve-se, porém a uma reação da
própria célula ao processo de isolamento celular. A ruptura das
comunicações celulares leva a uma saída dos hepatócitos da fase
de latência G0, na qual eles são mantidos in vivo e sua entrada na
fase G1 do ciclo celular 24, a qual se acompanha de uma diminui-
ção da transcrição dos genes hepatocitários específicos. Teori-
camente neste modelo deve ser possível estimular-se a prolifera-
ção hepatocitária como observado in vitro 25. Vários estudos
demonstraram aumento da proliferação de hepatócitos transplan-
tados no baço 26-30 ou sobre esponjas biodegradáveis após tanto
uma hepatectomia à 70% quanto após injeção de fatores de cres-
cimento por via exógena.

Este trabalho permitiu demonstrar que, em modelo
xenogênico extremamente discordante, hepatócitos humanos
encapsulados e transplantados em ratos sem imunossupressão,
permanecem viáveis durante pelo menos sete dias. Durante este
período os critérios estruturais de diferenciação se mantiveram.
A expressão do gene de função hepatocitária de síntese se
manteve ainda que com uma perda precoce em relação a D-0.
Foi comprovado que este fenômeno não se deve a uma reação
imunológica, mas provavelmente a uma reação da célula hepáti-
ca ao traumatismo do isolamento celular. Resta determinar, ago-
ra que a questão imunológica foi respondida, como este modelo
iria se comportar numa situação de insuficiência hepática agu-
da experimental antes de se passar à aplicação clínica.

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 is to
investigate the immunological consequences of intraperitoneal implantation of encapsulated xenogeneic hepatocytes on gene
expression. Method: human hepatocytes were encapsulated in hollow fibers and transplanted in the peritoneal cavity of rats.
The fibers were explanted for analysis at days D3, D7 and D14 following transplantation. Morphological features under light
and electron microscopies and gene expression were compared to those of non-transplanted encapsulated 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 I expression. Results:
Transplanted hepatocytes were more than 60% viables and exhibited morphological criteria of hepatocytic differentiation up to
D7. At no time cells involved with the immunological response were observed inside the fibers. Albumin transcripts were also
detected up to D14. At D3 and D7, albumin mRNA levels were 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 I expression. Conclusions:
Human hepatocytes remain viable following encapsulation and intraperitoneal transplantation in rats. Although there is a
decrease in gene expression this is not due to a host response against those cells. It seems that this effect is rather related to the
process of hepatocyte isolation itself.

Key words: Live transplantation; Hepatocyte; Liver, artificial; Biocompatible materials.
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