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Resumo

Introducao : O transplante de hepatécitos xenogénicos, encapsulados em
membranas semi-permeaveis, pode ser utilizado no futuro em situagdes tais como
em uma insuficiéncia hepatica fulminante. Porém, em um estudo anterior foi
observada uma perda precoce da expressao de genes hepatocitarios especificos em
hepatocitos humanos encapsulados. Objetivo : O objetivo portanto do presente
trabalho € o de avaliar o papel da resposta imunoldégica ao transplante de
hepatocitos encapsulados nesta perda da expressdo genética. Método : Os
hepatécitos humanos foram isolados a partir de fragmentos hepaticos, encapsulados
em fibras e transplantados em ratos imunocompetentes. Nos dias 03, 07 e 14 apos o
transplante, as fibras foram coletadas. A morfologia e a expressédo dos genes foram
comparadas aos dos hepatécitos encapsulados e nao transplantados do inicio do
experimento (D-0). O mARN da albumina humana foi quantificado tanto por RT-PCT
quanto por Northern blot. A resposta imunoldgica contra os hepatécitos foi avaliada
através do ADN hepatocitario na busca de apoptose do nucleo celular e pelo
aumento da expresséo do CMH de classe |. Resultados : Os aspectos morfolégicos
dos hepatdcitos, avaliados por microscopia optica e eletrénica, mantiveram-se até o
setimo dia apds o transplante. Nao observou-se a presenga de células envolvidas
com a resposta imunologia do receptor no interior das fibras. Os transcritos da
albumina foram detectados até dia 14. Entre os dias 03 e 07, os transcritos eram de
30% em relagéo ao dia 0. A andlise do DNA hepatocitario mostrou bandas bem
preservadas sem a presenga de fendbmenos de apoptose nos diferentes dias de
avaliacdo. Nao ocorreu aumento da expressao do CMH de classe |I. Conclusées:
Este trabalho permite demonstrar que os hepatécitos humanos encapsulados e
transplantados em ratos permanecem viaveis apesar de uma diminuicdo da
expressdo de determinados genes. Este fenbmeno porém, ndo se deve a uma
resposta imunoldgica do receptor, mas sobretudo ao proprio processo de isolamento
celular. A fase seguinte devera provavelmente ser a analise do comportamento
deste modelo numa situagado de insuficiéncia hepatica aguda fulminante.

Palavras-chave : Transplante ; Hepatoécito ; Figado Artificial ; Biomateriais.



Abstract

Background: Xenogeneic hepatocytes encapsulated in semipermeable membranes
could be used in the future for the treatment of acute liver failure. However, in a
previous study encapsulated human hepatocytes presented an early decrease of
hepatocyte specific gene expression. Aims: The purpose of this study is to
investigate the immunological consequences of intraperitoneal implantation of
encapsulated xenogeneic hepatocytes on gene expression. Method: Freshly isolated
human hepatocytes were encapsulated in hollow fibers and transplanted in the
peritoneal cavity of immunocompetent rats. The fibers were explanted for analysis at
D3, D7 and D14 following transplantation. Morphological features under light and
electron microscopy and gene expression were compared to those of non-
transplanted encapsulated hepatocytes (D0). Human albumin mRNAs were
quantified by RT-PCR and Northern blot. Immunological activity against human
hepatocytes was assessed by the analysis of hepatocytes DNA searching for
nucleolar apoptosis and also by the rise on MHC class | expression. Results:
Transplanted hepatocytes were more than 60% viable 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 DO hepatocytes. The DNA analysis shown 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 rat. 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. The next step will
be testing this system in a real condition of acute hepatic failure.

Key words: Transplantation ; Hepatocyte ; Artificial liver ; Biomaterials.
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Introdugdio 1

O transplante hepatico ortotépico constitui atualmente
tratamento de escolha para doenga hepatica grave ou terminal. Esta intervencéo
comporta grande risco operatério, 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 doagdo de érgdos ndo condiz com a demanda,
acarretando aumento na fila de espera, com conseqiientes agravos do estado clinico
destes pacientes e piores resultados dos transplantes, razdo porqué, certas equipes
comecaram a recorrer a outras alternativas, tais como o doador vivo, o split liver 1

ou ao xenotransplante.

O transplante de hepatocitos isolados como recurso para
suprir insuficiéncia hepatica poderia ser, em certos casos, alternativa ao transplante
com figado inteiro. Principalmente em casos de hepatite fulminante, a assisténcia
hepatica através da reposicdo de hepatoécitos isolados, poderia dar tempo a
regeneragdo hepatica ou mesmo, de se obter um 6érgdo isogrupo de qualidade,
funcionando neste caso, como "ponte", até a obtencdo de um o6rgdo adequado
(NORDLINGER et al. 1994).

Existem basicamente dois sistemas de assisténcia
hepatica : o figado bioartificial externo ou bioreator e o figado bioartificial implantavel.
O principio de funcionamento do bioreator, assemelha-se a hemofiltragao atraves de

membrana biocompativel contendo hepatécitos.

O figado bioartificial consiste na implantacdo de
hepatdcitos isolados no figado, no bago, ou no periténio. O peritdnio oferece como
vantagens maior espago para acomoda-los com superficie ideal para trocas
metabdlicas. Para que os hepatdcitos permanegam viaveis e funcionais no periténio
devem, obrigatoriamente serem previamente fixados sobre suportes, ou colocados
em capsulas (DEMETRIOU et al. 1986).

1 Técnica cirlirgica descrita em 1989 por Pichimayer e colaboradores, na qual o figado é dividido para dois receptores

simultaneamente, Geralmente um receptor adulto que recebe o lobo direito e o receptor pediatrico o lobo esquerdo



Introducgiio 2

Com a perspectiva de desenvolvimento do figado
bioartificial implantavel em humanos, NICOLUZZI et al. 2000 aplicaram a técnica de
encapsulagdo de hepatécitos de roedores em hepatécitos humanos, porém
observaram neste trabalho, perda precoce de determinados fatores de diferenciagao
dos hepatocitos transplantados, o que levantou a hipétese de avaliar a real
capacidade da fibra de encapsulacdo em proteger os hepatécitos transplantados
contra a agressao imunologica do organismo receptor, uma vez que tratava-se de

uma combinagéo extremamente discordante, homem-rato.

Portanto, os objetivos do presente estudo sao :

1. Averigliar a capacidade da fibra de encapsulagdo em proteger hepatocitos
humanos transplantados em ratos, tendo como indicadores a diminui¢gdo da
expressdo génica, a perda precoce de fatores de diferenciagdo, e se existem
causas imunoldgicas envolvidas nestas perdas.

2. Avaliar o DNA destas células, na procura de apoptose e determinar por RT-
PCR a expressdao do complexo maior de histocompatibilidade (CMH) de
classe | nos hepatécitos transplantados, através do estudo do gene da
Bomicroglobulina.

3. Utilizar técnicas de biologia molecular e microscopia eletrénica para analise

de viabilidade hepatocitaria.
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Revisdo da Literatura

2.1. Técnicas de Transplante de Hepatocitos Isolados
2.1.1. Preparacao de Hepatocitos

Os hepatocitos utilizados podem ser provenientes de duas origens : a partir
de individuos sadios ou de linhagens celulares cultivadas em cultura. No primeiro
caso, o transplante pode ser do tipo singénico, proveniente de um individuo de
mesmo gendtipo, ndo ocorrendo neste caso, reacdes de rejeicdo, porem é uma
situagdo especifica a experimentagcdo animal, situagdo na qual se dispéem de
geracgdes “puras”. No transplante alogénico, proveniente de um individuo diferente,
porém da mesma espécie, ocorre rejeicao alogénica do tipo celular. No caso de
transplante xenogénico, proveniente de espécies diferentes, as células podem sofrer
uma reacao hiperaguda xenogénica do tipo humoral.

No caso das linhagens celulares cultivadas, trata-se de células de origens
diversas, que foram submetidas artificialmente a transformagdes que Ihes permitem

sobreviver indefinidamente em cultura.

2.1.2. Dissociagao Hepatica

Tradicionalmente foi o rato o animal mais utilizado experimentalmente como
doador (e receptor) de hepatocitos em razdo do seu baixo custo. Os hepatocitos s&o
isolados do resto do parénquima hepatico por digestdo enzimatica através da
perfusao in situ do figado inteiro ou de fragmentos hepaticos.

A dissociagdo hepatica por cateterizagdo in situ da veia porta e perfuséo de
colagenase foi descrita por BERRY et al. em 1969 e depois modificada por SEGLEN
et al. em 1976. Num primeiro tempo, um tamp&o, sem Ca"" nem Mg*", é perfundido
a 37°C através da veia porta com o intuito de romper as jungées intercelulares. Na
seqiiéncia a solugdo de dissociagdo contendo colagenase (0,025 a 0,05%),
associada ao Ca’" é perfundida. Ao término da perfusédo, o figado €& retirado, a
capsula de Glisson removida e as células dispersadas por simples agitagéo. A
suspenséo celular é na sequéncia filtrada e posteriormente lavada. Alguns autores
associam ainda a colagenase tanto a dispase (HERRING et al. 1983) quanto a

hialuronidase (SEGLEN et al. 1976).
A dissociacdo hepatica com o EDTA foi descrita por Wang et al. em 1985. Ela

consiste na perfuséo portal de um tampao sem Ca*", contendo o EDTA, oxigenado e
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aquecido a 37°C. Ao término da perfusdo, o figado é retirado e cortado em
fragmentos os quais sdo colocados em um tampéo contendo Ca**. Na seqiiéncia os
hepatécitos sdo submetidos & uma purificagdo por centrifugagédo sob Percoll, o que
permite a eliminagado das células mortas e das células ndo parenquimatosas. O
numero de células obtidas por este processo é inferior ao precedente (RIBEIRO et
al. 1992), porém a viabilidade celular &€ equivalente (Wang et al. 1985).

No caso do grande animal, no qual a perfusdo de colagenase seria muito
cara, REES et al. em 1981, desenvolveram um sistema de digestdo enzimatica por
canulacéo de ramos portais ex situ. Este método permitiu igualmente o isolamento
de hepatocitos humanos provenientes de biopsias cirurgicas (BALLET et al. 1984 e
VONS et al. 1991).

A digestao enzimatica também pode ser feita por injecéo direta de enzima no
parénquima hepatico (WOODS et al. 1982) ou por imersao do figado na solugéo de
dissociagao (Fry, 1981).

A dissociagdo hepatocitaria por perfuséo in situ com colagenase € o método
mais utilizado, porque é o que da os melhores resultados em termos de numero de
hepatocitos recuperados (50,5 £ 26,6 x 10° células/g de tecido) (MORSIANI et al.
1985). O EDTA oferece uma viabilidade celular equivalente, porem com um
rendimento inferior. Para a dissociagdo de hepatocitos humanos a partir de biopsias

cirlrgicas € a colagenase o método de escolha.

2.1.3. Linhagens Celulares

E possivel, como alternativa a dissociagéo hepatica, a utilizagao de linhagens
hepatocitarias. Estas linhagens crescem rapidamente em cultura e permitem a
obtengédo de uma massa celular importante. A linhagem deve conservar uma boa
diferenciagdo para uma aplicagéo terapéutica. Além disso, a utilizagdo de celulas
modificadas expde teoricamente, no caso de passagem na circulagdo geral, ao
aparecimento de cancer. Sao portanto células que convém utilizar-se em circuito
fechado extra-corpéreo, o que ja foi aplicado ao grande animal (SUSSMAN et al.
1992), ou sob forma encapsulada no caso de transplante de hepatécitos isolados

(THI).
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2.2. Conservagao de Hepatécitos Isolados

Apesar dos progressos recentes, a duracdo da conservacado do figado
continua muito inferior a do rim (KALAYOGLU et al. 1988). A solugcdo UW
(Universidade de Wisconsin) permite um tempo de isquemia fria prolongada de até
20 horas. Um dos objetivos do THI seria o de prolongar este tempo de conservagao
para poder constituir um banco de hepatdcitos disponiveis a qualquer momento,
permitindo-se transplantar diversos receptores a partir de um Unico doador.

As condi¢cbes de conservacdo devem preservar tanto a viabilidade quanto a
atividade funcional e a diferenciacao celular. Dependendo do modo de THI, a
conservacao dos hepatécitos pode utilizar tanto a cultura celular quanto a

criopreservacao.

2.2.1. Cultura de Hepatocitos

Em condicdes habituais de cultura, hepatécitos acondicionados em placas de
Petri sem suporte especifico perdem suas jun¢des celulares em 12 & 24 horas, suas
atividades especificas dentro de 3 a 5 dias e morrem em 1 a 2 semanas (REID et al.
1984).Com o intuito de manter-se hepatocitos viaveis com manutencao de sua
atividade funcional e possibilidade de cultura em tempos mais prolongados, varias
técnicas foram propostas : cultura de hepatdcitos sem soro, cultura em presenga de
fatores de crescimento, co-cultura (CLEMENT et al. 1984), cultura sobre matriz ou
em trés dimensdes (SUSSMAN et al. 1992). A cultura em presenga de 2 % de
DMSO ¢é igualmente uma maneira de manter-se a diferenciagdo hepatocitaria em
cultura primaria, de eliminar-se as células ndo parenquimatosas, de evitar-se a
necessidade de recorrer-se a suportes de cultura e de permitir a manutengéo da

sintese de ADN e da proliferagdo celular (ISOM et al. 1985).

2.2.2. Criopreservagao

A criopreservgéo dos hepatocitos a -196°C em um meio de cultura contendo
10% de DMSO é possivel (KUSANO et al. 1981). Apos reaquecimento rapido a 37°C
e eliminacdo do DMSO por lavagem, hepatécitos foram transplantados no bago de

ratos singénicos. Um més apo6s o transplante, os hepatocitos intra-esplénicos
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conservavam a coloragdo ao PAS e haviam adotado, no centro do parénquima
esplénico, uma organizagao idéntica a de hepatocitos ndo congelados (FULLER et
al. 1983). Havia contudo uma diminuicdo de 50% da viabilidade em relagdo ao
periodo anterior ao transplante, apdés um més de criopreservacdo (KUSANO et al.
1981).

2.3. Locais de Implantagao Celular

O local ideal para o THI deve ser de facil acesso, oferecer um volume
suficiente para recebé-los, conter fatores hepatotréficos e permitir uma
individualizagdo facil dos hepatécitos transplantados para poder diferencia-los do
resto do parénquima hepatico.

No inicio utilizou-se a veia porta (MATAS et al. 1976 e SUTHERLAND et al.
1977), pois pensava-se que o parénquima hepatico era indispensavel a sobrevida
dos hepatdcitos. Contudo, este local de implante ndo permite a diferenciagao clara
dos hepatdcitos do doador do parénquima do receptor; além disso, a injecao portal
apresenta um risco de trombose. Na sequéncia injetou-se hepatécitos no musculo
(GROTH et al. 1977), no paniculo adiposo (JIRTLE et al. 1982), nos pulmdes
(SELDEN et al. 1984), ou sob a cépsula renal (RICORDI et al.). Os estudos mais

recentes tém utilizado o bago, o pancreas e o peritdneo.

2.3.1. Implantag¢ao no Bago

O bago foi utilizado como local de injegao por diversos autores (MINATO et al.
1984 : MITO et al. 1979 ; DEMMA et al. 1986 ; PANIS et al. 1990) por ser um 6rgéo
de facil acesso e também por ser facil a posterior localizagdo dos hepatécitos. O
baco do rato tém a capacidade de receber entre 0,4 & 1 ml de suspensédo de
hepatdcitos em uma concentragao de 1 x 10" hepatécitos/ml (MINATO et al. 1984 e
DEMMA et al. 1986).

O implante no bago permite aos hepatdcitos a proximidade ao sangue portal,
o0 que, para alguns autores asseguraria a eles contato com fatores de crescimento.
Além disso acredita-se também que a polpa vermelha esplénica favorece a
organizacdo dos hepatécitos em estrutura hepatica, pois se observa o aparecimento

de neo-acinos e de trama reticular (DARBY et al. 1986). Na polpa esplénica
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hepatoécitos singénicos se mantiveram visiveis em microscopia optica até 16 (MITO
et al. 1979) e 21 meses (DARBY et al. 1986), com porcentagem de hepatocitos
ocupando de 30 a 50% do volume esplénico (PANIS et al. 1990)

2.3.2. Implantagado no no Pancreas

O transplante de hepatocitos singénicos no pancreas nao acarretou
pancreatite (VROEMEN et al. 1988). Ap6s duas semanas os hepatécitos se
organizavam em cordbes e conjugavam a bilirrubina, porém ocupavam apenas 4%
do parénquima pancreatico. JAFFE et al. em 1988 apds injetarem hepatdcitos
singénicos em bacgos de ratos, observaram que os mesmos conservaram sua
vascularizagdo. Observaram ainda que os hepatocitos, apos migragéo pela veia
esplénica, ndo se desenvolviam apenas no bago mas também no péancreas onde
formavam figuras como “rosetas” em torno das ilhotas de Langerhans. Este
resultado, assim como a observagdo do transplante conjunto de hepatécitos e de
ilhotas de Langerhans (RICORDI et al. 1988) sugerem que as ilhotas secretam
fatores de crescimento benéficos para a sobrevida e proliferagdo dos hepatdcitos
(JAFFE et al 1988 e LEGRELLE et al. 1992). Além disto, o pancreas poderia ser um
local interessante para o THI pela facilidade de escoamento da bile para o duodeno

através do Wirsung.

2.3.3. Implantagao no Peritoneo

No periténeo, escolhido principalmente pela sua grande capacidade
volumétrica, obteve-se resultados desapontadores nos primeiros experimentos nos
quais simplesmente injetava-se hepatécitos sem nenhum tipo de suporte.
(MAKOWKA et al. 1980 ; SUTHERLAND et al 1977 ; MINATO et al. 1984). Porem
quando transplantou-se hepatdcitos isolados em conjunto com particulas de Dextran
recobertas de colageno (microsuportes) no peritbneo, observou-se que as células
aderiam ao material o que favorecia uma neo-vasvularizagdo (DEMETRIOU et al.
1986).

Atualmente os dois locais de preferéncia para o THI sdo o bago e o peritdneo.
O baco, que apresenta um volume limitado para receber um grande numero de

células, é de facil acesso no rato. Além disso o transplante no bago permite que se
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analise facilmente as células transplantadas, sendo que normalmente observa-se a
formacédo de canaliculos biliares e a organizacdo em camadas. O peritbneo tem
como vantagem permitir o implante de um numero mais significativo de células e o
de colocar os hepatécitos sobre suportes ou capsulas. O peritbneo parece mais

adaptado que o bago para aplicagao clinica.

2.4. Viabilidade e Fungao dos Hepatécitos
A maioria dos estudos utilizou primeiramente hepatocitos de origem

singénica, suprimindo desta maneira a interferéncia da rejeigdo na analise dos
resultados. Estes estudos permitiram a validacdo do conceito de THI. Foram
utilizados nestes estudos trés critérios para comprovar o interesse do THI para fins
terapéuticos :

1) os hepatocitos deveriam manter-se vivos;

2) os hepatocitos deveriam ser capazes de proliferar em caso de necessidade;

3) os hepatdcitos deveriam manter-se diferenciados.

2.4.1. Estudos Morfologicos

Hepatocitos singénicos transplantados no bago sobreviveram e formaram
traves celulares até 16 meses apos o THI (KUSANO et al. 1982). Em microscopia
Optica, a coloragdo PAS mostrou uma diminuigdo progressiva do numero de
particulas de glicogénio nos hepatécitos, apesar dos mesmos se reorganisarem
progressivamente em traves. Em microscopia eletrénica, a estrutura sinusoidal
reaparecia 6 meses apos o THI. A 16 meses ainda observava-se um espacgo de
Disse, células endoteliais e células de Ito. Estes dados foram confirmados no rato
(WOODS et al. 1982 ; FULLER et al. 1983 ; JIRTLE et al. 1982) e no porco
(NORDLINGER et al. 1985).

No pancreas hepatocitos singénicos de rato ainda continham particulas de
glicogénio 12 semanas apos o transplante. Os hepatécitos estavam organizados em
traves celulares, porém nado evidenciou-se estruturas que se parecessem com
|6bulos hepaticos (VROEMEN et al. 1988).

No caso de transplante intra-peritoneal utilizando-se hepatécitos singénicos

sobre micro-suportes, observou-se o aparecimento de elementos biliares e de
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estruturas intra-citoplasmaticas intactas até 60 dias pds trasplante (DEMETRIOU et
al 1986). Além disto hepatocitos encapsulados transplantados no peritbneo
mantiveram o caractere PAS-positivo (CAl et al. 1988).

Em alguns casos, as células hepaticas transplantadas adquirem as
caracteristicas proprias a doenca do receptor (HILLAN et al 1989). Hepatdcitos
transplantados no bacgo de ratos portadores de cirrose induzida por tetracloreto de
carbono, organizavam-se em nédulos circundados por tecido fibroso e apresentavam
vacuolos de degeneracgao. Hepatécitos injetados no bago de animais colestaticos
assumiam o aspecto de células de transigao. Concluiu-se entdo que os hepatocitos
transplantados poderiam sofrer a influéncia de fatores produzidos pelo receptor os

quais agiriam na sua diferenciacao.

2.4.2. Multiplicagao de Hepatocitos Transplantados

Inimeros marcadores de proliferacdo celular foram utilizados pés THI. A
captacdo da timidina permitiu demonstrar a proliferagdo de hepatocitos
transplantados no bago com pico uma semana ap6s o THI. VROEMEN et al em
1988 propuseram um index de proliferagdo que seria a relagéo entre a incorporagéo
da bromodeoxiuridina (captada na fase S) pelos hepatocitos intra-esplénicos e pelos
hepatécitos do receptor, para avaliar a multiplicagédo especifica dos hepatocitos
transplantados. A autohistoradiografia foi utilizada por NORDLINGER et al. em 1987
para avaliar a proliferagdo hepatocitaria no baco.Apds injegdo de hepatdcitos
encapsulados na cavidade peritoneal de camundongos em insuficiéncia hepatica
aguda, o numero de células viaveis no interior das capsulas aumentou apds o
transplante, o que sugere a existéncia de fatores de proliferagdo (MAGANTO et al.
1988).

2.4.3. Atividade Funcional dos Hepatocitos Transplantados

O controle da manutengéo da diferenciacéo celular apés THI foi realizado
através do estudo da sintese das seguintes substancias : y-glutamil transpeptidase,
a-ornitina carbamil transferase (MAGANTO et al. 1988), alfa-fetoproteina e albumina

(MITO et al. 1979). O problema reside justamente na diferenciagéo entre a atividade
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funcional do figado do receptor e dos hepatodcitos transplantados. PANIS et al em
1990 utilizaram um modelo de bago isolado e perfundido, contendo hepatoécitos
isolados, para demonstrar que um ano apoés o THI duas atividades metabdlicas
especificas dos hepatocitos se mantinham : o clearance da antipirina (o que reflete a
atividade de mono-oxigenases citocromo P-450 dependentes) e a sintese da
albumina avaliada pela captacédo de **S-metionina.

A medida da captacao de %M Tc-HIDA (4cido hepatico iminodiacético) por
cintilografia permite avaliar a fungdo de captagéo dos hepatécitos no bago (WOODS
et al.1982 e CUERVAS et al 1985). A captagao do *™ Tc-HIDA pelos hepatécitos foi
constatada até i ano apoés o THI. Este método permite ainda a localizagdo de
hepatoécitos em locais distantes do local de implante primario.

A expressdo do ARNm da albumina e dos citocromos P-450 foi igualmente
avaliada nos hepatocitos transplantados no bago (MAGANTO et al. 1990). A
persisténcia de um aumento da sintese de ARNm pelo fenobarbital, 15 meses apds
o THI, demonstra a existéncia de atividade funcional do hepatdécito.

Apos o desenvolvimento das técnicas de transfecgéo (introdugédo de um gene
em uma célula utilizando-se um virus, adenovirus ou retrovirus), certos autores
utilizaram hepatécitos isolados transgénicos como marcadores de localizagéo e de
atividade dos hepatdcitos transplantados. GUPTA et al em 1990 transplantaram no
baco hepatacitos isolados de camundongo os quais expressavam o antigeno HBs. A
atividade funcional dos hepatocitos foi avaliada pela deteccdo do antigeno HBs no
soro e a localizagéo dos hepatocitos transplantados foi efetuada por hibridagao in

situ no parénquima esplénico.

2.5. Aplicagoes Terapéuticas Experimentais

2.5.1. Correcao de um déficit enzimatico

A utilizagdo de animais portadores de déficit enzimatico como receptores,
permite avaliar-se indiretamente a existéncia de hepatocitos funcionais através da
dosagem de substancias que ndo eram anteriormente sintetizadas pelo receptor. O
rato Gunn, animal deficitario em uridina difosfato glucoroniltransferase , foi utilizado

em diferentes modelos de THI intra-esplénica (MATAS et al. 1976 ; GROTH et al.
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1977; VROEMEN et al 1986), em transplante hepatocitario intra-peritoneal fixados
em micro-suportes (DEMETRIOU et al 1986) e em transplante hepatocitario
imunoprotegidos por encapsulacao (DIXIT et al 1990). Hepatocitos humanos fixados
a micro-suportes foram utilizados em ratos Nar (analbuminémicos), atimicos
(MOSCIONI et al 1989). O THI utilizando-se hepatocitos alogénicos normais na
cavidade peritoneal ou na veia porta de coelhos Watanabe (deficientes em
receptores ao LDL) acompanhou-se de diminuicdo da concentragdo sérica de
colesterol (WILSON, 1991).

Nos modelos com animais portadores de déficits da funcéo hepatica, a
dificuldade reside no fato de avaliar-se somente a atividade funcional dos
hepatécitos transplantados e ndo a atividade residual do figado do receptor ou de
hepatocitos ectdpicos. Por exemplo no modelo com o rato Gunn, a diminuigéo da
concentracdo da bilirrubina total, induzida no receptor pelo THI (o qual permite a
conjugagao e portanto a eliminacédo da bilirrubina) poderia ser igualmente explicada
por um aumento da excregdo realizada pelo proprio figado do receptor. Foi de fato
demonstrado que em ratos Gunn tratados pelo soro anti-linfocitario, observava-se
uma diminui¢do da bilirrubina mesmo sem THI simultdneo (SEBROW et al 1980).
Ainda a auséncia de bilirrubina conjugada apés esplenectomia em ratos Gunn que
haviam recebido THI intra-esplénica poderia ser explicada pela presenca de
hepatécitos funcionais extra-esplénicos, resultado de migracdo no momento do THI
(VROEMEN et al 1986).

2.6. Correcao da Insuficiéncia Hepatica Fulminante

A hepatite fulminante pode ser induzida no rato artificialmente através
da administracdo de dimetilnitrosamina (SUTHERLAND et al. 1977) ou de D-
galactosamina (SOMMER et al. 1979), produtos reconhecidamente hepatotoxicos,
ou pela ocluséo simultdnea da veia porta e da artéria hepatica 48 h apos a criagao
de um shunt porto-cava latero-lateral e ressecg¢do simultdnea do lobo esquerdo
(SOMMER et al 1980). A corregédo da insuficiéncia hepatica pode ser avaliada
através do aumento da sobrevida dos animais submetidos ao THI em relagao ao
grupo controle. MAKOWKA et al em 1980 ndo observaram aumento significativo da

sobrevida dos animais, ap6s THI, tanto em hepatite fulminante induzida
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quimicamente quanto cirurgica. SOMMER et al em 1979 demonstraram aumento da
sobrevida de ratos Gunn apés transplante de hepatdcitos singénicos, porém sem
que se tenha sido obtido corregdo associada da hiperbilirrubinemia. Em outros
estudos, foi demonstrado que tanto a injecdo de citosol quanto de sobrenadante de
cultura hepatocitaria apresentavam o mesmo efeito que o THI em relagdo ao
aumento de sobrevida dos animais (MAKOWKA et al. 1981 e BAUMGARTNER et al.
1983). Ainda nestes mesmos estudos ndo se observou diferengas significativas na
sobrevida dos ratos. Em outro estudo também n&o se observou diferengas
significativas na sobrevida de animais em insuficiéncia hepatica aguda induzida pela
D-galactosamina, independente da inje¢do de hepatdcitos singénicos, alogénicos ou
xenogénicos (MAKOWKA, 1980), o que poderia ser explicado tanto por um efeito
imunossupressor da D-galactosamina a qual permitiria uma sobrevida prolongada
dos hepatécitos alo ou xenogénicos, ou pelo fato que a sobrevida, mesmo de curta
duracdo dos hepatécitos alo ou xenogénicos fosse suficiente para reduzir a

mortalidade.

2.7. Hepatectomia Cirurgica

Para causar um quadro prolongado e significativo de insuficiéncia hepatica aguda
no rato por cirurgia, a hepatectomia deve compreender pelo menos 70% do figado,
ou seja ressecar pelo menos o lobo esquerdo e os lobos medianos (ZIEVE et al.
1985 e DEMETRIOU et al. 1988). Minato et al em 1984 realizando hepatectomias a
75%, associadas a anastomose porto-cava em ratos, demonstraram aumento da
sobrevida de animais que receberam hepatoécitos singénicos 3 dias antes do ato
cirirgico. MICHALOPOQULOS et al em 1982 sugeriram que existe agado do HGF (fator
de crescimento hepatotrofico) na estimulagdo da proliferagdo do parénquima
hepatico e dos hepatécitos transplantados o que veria a influenciar na sobrevida dos
animais submetidos a ressecgdes hepaticas de 2/3 do parénquima. Observou-se que
ocorre um menor ganho na sobrevida apds hepatectomia que em animais em
insuficiéncia hepatica induzida quimicamente. Isto se deve provavelmente primeiro
devido & uma hipoglicemia severa pos-hepatectomia, o que mata rapidamente os

ratos, e segundo as vezes a massa hepatica restante € muito reduzida para permitir

uma regeneracgao ulterior eficaz.
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2.8. Mecanismos Hipotéticos do efeito do THI na Insuficiéncia Hepatica Aguda

Demonstrou-se que existe aumento da sobrevida de ratos em insuficiéncia

hepatica fulminante apos transplante de hepatécitos isolados, mesmo quando estas

células transplantadas representam apenas 3 a 5% da massa hepatica total (PANIS

et al. 1990). Certos autores sugeriram que atividade metabdlica dos hepatécitos

transplantados n&o seria diretamente responsavel pelo aumento da sobrevida

constatada em ratos em insuficiéncia hepatica aguda.

Outras hipoteses sao possiveis :

a) O efeito do THI poderia ser na verdade devido a presenga no citosol

hepatocitario de fatores hepatotroficos : pois observou-se que a injegao
isolada de citosol aumentava a regeneracao hepatica (WIEDERKEHR,
1990) ; que o sobrenadante de culturas hepatocitarias (BAUMGARTNER
et al. 1983), mesmo de culturas ndao hepatocitarias (BUCHER et al. 1985)
estimularam igualmente a regeneragao hepatica em determinados
modelos ; ainda que o transplante de hepatdcitos com viabilidade
diminuida (MAKOWKA et al.1980), de fragdes sub-celulares (MAKOWKA
et al.1981) e até mesmo de medula 6ssea (MAKOWKA et al.1980) foram
acompanhadas de aumento significativo da sobrevida de ratos em
insuficiéncia hepatica aguda. Em resumo estes diferentes estudos tém a
demonstrar a mesma conclusdo, ou seja que as células transplantadas
liberam fatores de regeneracao hepatica.

Outro mecanismo proposto para explicar o aumento da sobrevida apos
injecdo celular seria um aumento da atividade do sistema reticulo-
endotelial. HIYASHI et al em 1981 demonstraram que ocorre uma
depressao do sistema reticulo-endotelial apés hepatectomia a 70%. Ainda
a estimulagdo prévia do sistema reticulo-endotelial por injecao de
estreptococos piogénicos aumentou a sobrevida de ratos em insuficiéncia
hepatica fulminante (EBATA et al 1985). A explicagdo para este fenémeno
¢ desconhecida. Nao demonstrou-se a participacdo do sistema reticulo-

endotelial apds transplante de hepatocitos ou de esplendcitos (DEMMA et
al. 1986).
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2.9. Correcao da Insuficiéncia Hepatica Cronica

A cirrose causada pelo tetracloreto de carbono foi muito utilizada como
modelo de insuficiéncia hepatica crénica. Porém ndo € um modelo ideal de estudo,
pois o ciclo da uréia ndo & deprimido (SNODGRASSS, 1989) e a encefalopatia
hepatica que é associada a cirrose apresenta-se neste modelo com alteragdes
diversas de dificil interpretacdo(MULLEN et al. 1989).

RIBEIRO et al. em 1992 demonstraram que em ratos portadores de
encefalopatia hepatica cronica induzida por anastomose porto-cava latero-lateral, os
disturbios de comportamento eram corrigidos pelo transplante de hepatdcitos
singénicos. Ainda que 3 meses po6s-THI, a atividade locomotora e exploradora dos
ratos normalizava-se em relagdo aos grupos controle. Também foi constatada

corregao concomitante da concentragéo plamatica do triptofano e da glutamina.

2.10. Perspectivas Futuras
2.10.1. Aperfeigoamento de Bioreatores

Uma outra alternativa para utilizacdo de hepatécitos isolados seria a utilizagao
de um figado bio-artificial extracorpéreo. A técnica mais simples seria a hemodialise
através de um meio de cultura contendo os hepatocitos em suspenséo
(MATSUMURA et al. 1987). O principal inconveniente deste modelo seria a
sobrevida curta das células. Uma maneira para tentar melhorar esta sobrevida seria
a cultura tridimensional dos hepatocitos no bioreator, fixados sobre suportes, para
dai serem colocados em contato com a circulagdo extra-corpérea (WOLF et al.
1979). Experimentalmente hepatocitos fixados em capsulas de alginato e colocados
em contato com a circulagdo sanguinea de ratos Gunn conjugaram a bilirrubina
endégena destes animais (FREMOND et al 1994). SUSSMAN et al em 1992 fixaram
sobre suportes hepatocitos provenientes de linhagem humanas e demonstraram que
era possivel a corregdo de certos caracteres de encefalopatia hepatica em caes. Em

24 a 48 horas, 2 de 3 animais puderam ser desconectados do bioreator.

2.10.2. Terapia Génica e THI

A terapia génica se propde a tratar certas afecgdes atraves da inoculagéo de

um gene exoégeno sadio em um organismo receptor doente. Essa técnica,
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inicialmente descrita para as células hematopoiéticas (KARLSON, 1991), foi também
idealizada para os hepatoécitos os quais constituem um alvo privilegiado quando sao
local de erro inato do metabolismo (déficit de receptor LDL ou doenga do ciclo da
uréia por exemplo). Além disso, o figado apresenta importante atividade de sintese
protéica e situacdo na circulagdo geral que permitiria utiliza-lo como local de
producdo de proteina circulante. A incorporacdo do gene pode ser feita tanto por
injecdo do ADN diretamente no figado (DUBENSKI et al. 1984), quanto por via
periférica ou intraportal ap6s encapsulamento do ADN nos liposomos (KANEDA et
al.1989), ou pela associagdo do ADN a proteinas carreadoras. A transferéncia de
informagéo genética a célula alvo pode também ser feita por virus e mais
particularmente retrovirus (FERRY et al. 1991). Com o auxilio de retrovirus a
transferéncia (transfecgao) pode ser feita ex vivo para células em cultura (WILSON
et al. 1990). O tratamento consiste na retirada de uma amostra de hepatdcitos,
através de hepatectomia parcial, cultura celular, infeccdo das culturas com o
retrovirus recombinante e posteriormente um reimplante de células no sistema porta.
As células geneticamente modificadas colonizam o figado e podem representar
apops o transplante de 0,5 a 2% da massa hepatocitaria total (KAY et al. 1992). A
alternativa a este método seria a realizar a transferéncia genética in vivo através da
perfusdo do 6rgéo isolado com um preparado de vetores vitais. Demonstrou-se que
a expresséo do gene exdgeno podia ser detectado em 1 a 5% dos hepatdcitos e

permanecia estavel durante um ano (FERRY et al. 1991).

2.10.3. Transplante de Hepatécitos Alo ou Xenogénicos

Os hepatocitos normais exprimem pouco as moléculas do complexo maior de
histocompatibilidade (CMH) de classe | e nada ou quase nada as moléculas de
classe Il. Durante o fendmeno de rejeicdo do alo-transplante, os hepatdcitos
exprimem de maneira importante as moléculas de classe |, mas continuam
geralmente a ndo expressar as de classe Il. Apesar da auséncia da expressao do
CMH de classe I, o qual desempenha um papel primordial na antigenicidade de uma
célula, os hepatécitos séo antigénicos e sdo destruidos por um receptor alogénico
(CALMUS et al. 1991). Na maioria das combinagées alogénicas, os hepatocitos sao

rejeitados em 4 a 7 dias na auséncia de tratamento imunossupressor concomitante.
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Existem quatro técnicas que podem ser utilizadas para retardar ou suprimir a
rejeicdo @ a utilizagdo de imunossupressao, a irradiacao dos hepatécitos com raios

ultra-violeta (UV), o THI sobre suportes e a encapsulagao celular.

2.10.4. Utilizacao de Imunossupressao

A ciclosporina A aumenta a sobrevida de hepatécitos transplantados no baco
(MORSIANI et al. 1985 e COBOURN et al. 1987). Neste caso, o alo-transplante
intra-esplénico de hepatdcitos corrigiu o déficit enzimatico de ratos Gunn até 21 dias
pés THI (MAGANTO et al. 1988 e MAKOWKA et al. 1986). A utilizagdo de
imunussupressao conjuntamente ao THI faz com que perca-se uma grande parte do
interesse da utilizagao deste método, uma vez que o objetivo do transplante celular é

justamente o de causar a menor morbidade possivel.

2.10.5. Irradiagao dos Hepatocitos com UV

Os UV, principalmente os UV B, alteram a resposta imunolégica do receptor
através da modificacdo da apresentacdo antigénica implicada na rejeicao do alo-
enxerto (DEEG, 1988). Células hepaticas provenientes de ratos Wistar, injetadas por
via intra-portal em ratos analbuminémicos, com ou sem irradiagéo pelos UV B e sem
cultivo prévio, normalizaram a concentragdo de albumina 2 semanas apos o
transplante foram apds este periodo diminuindo progressivamente. No caso de
células previamente cultivadas durante 20 horas, porém n&o submetidas a
irradiagéo, a concentragdo de albumina manteve-se por 6 semanas. No caso da
associacgao cultivo e irradiagdo, a concentragédo de albumina permaneceu estavel até
32 semanas apds o transplante. Foi portanto demonstrado um efeito potencializador
da irradiagdo com UV mais cultivo de hepatocitos alogénicos na redugéo da
imunogenicidade e no aumento da sobrevida de hepatécitos em combinagao
alogénica (BOREL et al. 1992).

2.10.6. Transplantes de Hepatécitos Isolados em Suportes
Além da vantagem da neovascularizagéo que ocorre quando os hepatocitos
sao transplantados neste material, os suportes oferecem também uma superficie de

adesdo , além de bloguear o sistema retico-endotelial. Eles podem desta maneira
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reduzir a resposta imunoldgica dirigida contra as células hepaticas. A utilizagdo de
micro-suportes por DEMETRIOU et al. em 1986 permitiu suporte hepatico até 6 dias
em ratos analbuminémicos e em ratos Gunn que haviam recebido hepatocitos
alogénicos. Este suporte chegava até 28 dias com hepatodcitos singénicos
(DEMETRIOU et al 1986).

O transplante de hepatécitos sobre micro-suportes tornou possivel a
sobrevida de 40% dos ratos submetidos a hepatectomia de 90%, enquanto que
100% dos animais que nao receberam THI morreram em 3 a 5 dias. Este resultado
foi observado tanto quando utilizou-se hepatocitos singénicos quanto alogénicos.
Quando os hepatécitos foram transplantados 3 dias antes da hepatectomia, a
hipoglicemia profunda que segue-se a cirurgia foi reduzida. No 28° dia pos
transplante os animais sobreviventes foram autopsiados. Observou-se que 0s micro-
suportes contendo hepatécitos singénicos estavam envolvidos com tecido fibro-
colageno com rica neo-vascularizagdo ; enquanto que os hepatocitos alogénicos
estavam completamente destruidos (DEMETRIOU et al 1988).

2.10.7. Encapsulagao

A microencapsulagao foi descrita pela primeira vez por Chang em 1964. Este
método inicialmente concebido para o imuno-isolamento das ilhotas de Langerhans
(LIM, 1980), foi utilizado mais tarde para transplantar hepatécitos na cavidade
peritoneal. O principio desta técnica é o de proteger as células hepaticas do ataque
imunoldgico do receptor através de uma membrana semi-permeavel, preservando-se
simultaneamente as trocas metabdlicas das células implantadas. O processo de
encapsulacado é variavel : os hepatocitos podem ser encapsulados isoladamente ou
em pequeno numero. Também é possivel introduzi-los em uma macro-capsula
previamente fabricada. A injecdo de hepatoécitos alogénicos encapsulados no
peritbneo aumentou significativamente a sobrevida de camundongos em
insuficiéncia hepatica aguda ocasionada pela D-galactosamina (WONG et al. 1988).
Foi observada em ratos Gunn sintese de bilirrubina por hepatécitos alogénicos
encapsulados (BRUNI et al 1989).

As membranas de encapsulagéo utilizadas provocam comumente uma reacao

inflamatoria e processos de fibrose peri-capsular com conseqliente ameaga a
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protecéo contra a rejeicao. Para tentar contornar este problema as micro-capsulas
constituidas com sal de alginato a 2%, inicialmente utilizadas por CHANG, foram
recobertas com grupos aminas como a poli-L-lisina (CAl et al. 1988) com o intuito de
diminuir a reacao inflamatéria pericapsular, porém sem grande sucesso. Para
melhorar este sistema de protecdo celular foi aperfeicoado no Laboratorio de
Cirurgia Experimental do Hépital Saint-Antoine, Paris-Franga. outros tipos de fibras
de encapsulacdo semi-permeaveis a partir de um copolimero de poliacrilonitrilo
matalilsulfonato (AN69 Hospal Franca) transformado em hidrogel. Estas membranas
sdo biocompativeis e capazes de proteger os hepatdcitos transplantados das
reacbes imunoldgicas do receptor ao mesmo tempo que assegura as trocas
metabdlicas das células sem induzir fibrose peri-capsular (HONIGER et al. 1995).

Desta maneira foi demonstrado que o transplante intraperitoneal de
hepatdcitos alogénicos encapsulados nas fibras de hidrogel (AN69) permitia o
aumento da taxa de sobrevida e a regeneracdo do figado nativo de animais apos
hepatectomia de 95% (ROGER et al. 1996). Em uma combinagé&o xenogénica foi
demonstrada a correcdo de déficit enzimatico em ratos Gunn assim como aumento
da sobrevida de ratos em insuficiéncia hepatica aguda, ambos estudos sem
imunossupressédo (GOMEZ et al. 1997, ROGER et al. 1998).

Com a perspectiva da aplicagédo clinica utilizando-se hepatécitos humanos
transplantados neste material para corrigir insuficiéncia hepatica aguda, a
manutencédo da viabilidade e da fungdo desse hepatdcitos € fundamental. Durante
uma etapa inicial houve uma fase de aprendizado e posterior aperfeicoamento da
técnica de isolamento e encapsulacéo de hepatédcitos humanos, a qual diferia da
técnica realizada em animais. Numa fase posterior demonstrou-se que apos
encapsulacdo e transplante em ratos, os hepatécitos humanos mantém diferentes
critérios de diferenciagcéo porém com uma diminui¢do progressiva com o passar do
tempo (NICOLUZZI et al. 2000). Contudo se estes resultados foram devido a um

mecanismo imunoldgico isto ndo pode ser confirmado.



3. Material e Método
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3.1 Delineamento experimental

Este estudo foi realizado nos laboratérios de Cirurgia
Experimental da Unidade U402 do Hospital Saint Antoine da Universidade de Paris
VI - Franca.

As fases seguidas para atingir os objetivos propostos
foram : Isolamento de Hepatdcitos Humanos; Encapsulacdo e transplantagédo dos
hepatoécitos humanos isolados em ratos Lewis; Eutanasia dos animais e coleta de

amostras para as avaliagdes nos dias 3, 7 e 14 pos-implantagao.

Foram realizadas cinco séries experimentais, cada série
comportando seis ratos, dos quais trés recebiam trés fibras com hepatocitos e outros
trés ratos recebiam uma fibra vazia (controle). Foram transplantadas trés fibras com
hepatocitos em cada rato do grupo experimento para que uma fosse destinada para

avaliagcbes morfolégicos, e as demais para as avaliagdes de biologia molecular.

Tabela 1 Demonstrativo do delineamento experimental :
NUmero de ratos por sub- | Nimero de rato submetidos
Séries Numero grupos as avaliacées
Experimentais | de ratos CoFCt;r)oIe Expe(rén;ento Dia 3 Dia 7 Dia14

1 6 3 3 1Ce1E 1Ce1E 1Ce1E
2 6 3 3 1Ce1E 1Ce1E 1Ce1E
3 6 3 3 1Ce1E 1Ce1E 1Ce1E
4 6 K 3 1Ce1E 1Ce1E 1Ce1E
5 6 3 3 1Ce1E 1Ce1E 1Ce1E

. 5C 5C 5C

Totais 30 15 15 5E 5E 5E

O protocolo experimental foi aprovado pela Comissao de
Etica do Hospital Saint Antoine e foram aplicadas as Normas para Apresentagéo de

Documentos Cientificos da Universidade Federal do Parana.
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3.2 Animais

Foram utilizados 30 ratos machos singénicos Lewis
provenientes do Centro de Criacdo R. Janvier (Le Genest Saint-lle, Franga), com

pesos médios de 200g, como receptores de hepatdcitos humanos encapsulados.

Foram submetidos as mesmas condi¢cdes ambientais e de

manejo, dispondo de alimentacao e agua ad libitum antes e ap6s o transplante.

3.3 Isolamento de hepatécitos humanos

Os hepatécitos foram isolados a partir de fragmentos
hepaticos humanos, obtidos durante hepatectomias para ressecgdo de metastases
ou tumores benignos hepaticos. Os hepatoécitos foram isolados atraves de
dissociacdo enzimatica segundo a técnica descrita por BERRY et al. em 1969 e
SEGLEN et al. em 1976.

Os fragmentos foram pesados e introduzidos quatro
catéteres nos orificios vasculares principais que se apresentavam em sua superficie.
Os demais orificios vasculares foram ocluidos com pontos de sutura. Na sequéncia,
foi feita a lavagem do sangue contido nestes fragmentos com 1 litro de solugdo

tampao HEPES a 37 °C, com débito em torno de 10 ml/min/cateter.

Tabela 2  Composigdo da Solugdo Tampé&o para
a dissociagédo do tecido hepatico :

Concentragao

Faduio (gramas / litro)
NaCl 8,00
KCI 0,20
HEPES 2,38
NazHPO4.12H,0 0,10

H,O destilada (qsp) 1000ml
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O passo seguinte, consistia na perfusdo de 500ml| de

solucdo tamponada fosfatada com colagenase, em débito de 5ml/minuto/cateter.

Tabela 3 Composi¢do da Solugé&o

Enzimatica :

Produto | Concentragao
NaCl 8,00g/1
KCI 0,209/l
HEPES 2,38g/l
Na, HPO4.2H,0 0,10g/l
Colagenase D 0,05%
CaCI2.2 HQO 0,075%

No final da perfusdo, os fragmentos de figado foram
colocados em placa de Petri contendo meio de cultura L-15 Leibovitz enriquecido
(SIGMA®- L4386) a temperatura de 37°C. A capsula de Glisson foi removida e os
hepatocitos separados lentamente por agitagdo moderada. A seguir foram lavados
duas vezes em meio de cultura L-15 enriquecido, contendo 0,2% (p/v) de Albumina
Bovina (SIGMA®- A2153), 10.000Ul/l de PenicilinaG, 10mg/l de Estreptomicina, 2mM
de Glutamina (SIGMA®- G9003), 100uUl/I de Insulina, 26mM de NaHCO3 e 10% de
Soro Fetal Bovino (SIGMA®- C5155). Foram realizados dois ciclos de centrifugagéo

a 600rpm.

A fim de eliminar as células mortas e aumentar a pureza
celular os hepatdcitos 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 entao
centrifugados a 3000 rpm, durante 8 minutos a 4°C. As células hepaticas foram
contadas com o auxilio de célula de Malassez e sua viabilidade foi analisada pelo
teste de exlusdo com Eritrosina (KRAUSE et al. 1984). A partir do isolamento de

mais de 120x10° hepatocitos viaveis, dava-se continuidade ao experimento.
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3.4. Encapsulagao

3.4.1. Material

O material de encapsulagéo era composto por uma fibra
de hidrogel, com diametro interno de 0,8 mm, espessura de 0,1 mm e comprimento
de 2 m, desenvolvida a partir da membrana de dialise AN- 69 (Societé Hospal, R et

D. Int, France).

A fibra foi obtida pela coextrusdo de solugao contendo 6%
do polimero AN-69 (Poliacrilonitrilo-metalilsulfonato de sédio), 91% de dimetil-
sulfoxida (DMSO) e 3% de soro fisiolégico. O hidrogel obtido pela separagéo das
fases desta solugdo em soro fisiolégico contém 83% de agua. A permeabilidade das
fibras medidas por difusdo 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 kDA (HONIGER et al.
1995).

3.4.2. Macroencapsulagao

Sob camera de fluxo laminar, as fibras foram
descontaminadas durante 20 minutos em Dialox (Solugdo de acido paracético a 3%),
diluido a 10% em soro fisiolégico e posteriormente enxaguadas em soro fisiolégico.
A eliminagdo do Dialox foi controlada com papel iodado. A suspensao celular,
contendo 1x10"hepatécitos/ml foi introduzida em dois metros de fibra através de
cateter venoso 22G. As capsulas eram ocluidas em suas extremidades com clip
cirirgico e posteriormente depositadas em meio de cultura L15 enriquecido e
conservados por uma hora em estufa com 95% de ar ambiental e 5% de CO, até a

oportunidade do transplante.
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abdominal de ratos

3.5. Procedimento cirirgico para implantagao intra-abdominal de hepatécitos

encapsulados

Os animais, foram anestesiados por inalagdo com éter
sulfurico e submetidos a laparotomia mediana e implantagéo na cavidade peritoneal
de trés fibras, cada uma contendo dez milhdes de hepatdcitos com viabilidade
superior a 95%, em cada rato do grupo experimento e uma fibra com meio L 15, em
cada rato do grupo controle. Foi realizado profilaxia antibiética per-operatoria por via

intra-peritoneal com 1000UI de penicilina e 1mg de estreptomicina.

3.6 Avaliagcao Morfologica
A avaliacao histologica foi realizada ap6s coleta das fibras

e sua fixacdo em solugdo de Carlson por 3 dias. Foi realizada a microscopia

eletrénica em cortes de 0,5mm, corados por Azul de Toluidina e em cortes ultra-finos
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eletrénica em cortes de 0,5mm, corados por Azul de Toluidina e em cortes ultra-finos
de 600 A° contrastados com acetato de uranila e chumbo, em microscépio
eletrénico Zeiss EM 10. Foram assim avaliadas a morfologia dos hepatécitos, bem
como possiveis células responsaveis pelo fendbmeno da rejeicdo no interior das

fibras de encapsulacao.

Tabela 4 Composig¢éo do liquido de Carlson

(pH : 7,42) :

Produtos | Volume
Solugéo de NaH,PO4H,0 a 2,25% 720 ml
Formaldeido 40% 180 ml
Solucéo de NaOH a 2,5% 100 ml

3.6 Extracao de ARN/ADN

O processo utilizado para extragdo dos acidos nucléicos
baseou-se na absorgdo de ARN/ADN em coluna de silicio (ARN/ADN mini Kit,
Qiagen). As fibras apés extracdo foram lavadas em solugdo de PBS (1X) a 4°C,
congeladas em nitrogénio liquido para a posterior maceragéo e suspensao em 500y
de solucéo de lise. Este produto era entdo misturado a 500 pl de tampao QRV1

fornecido no Kkit.

Apo6s o periodo de centrifugagédo a 15000 x g & 4°C por 20
minutos, o sobrenadante era precipitado com 0,8 volume de isopropanol. Apds
precipitacdo dos acidos nucléicos, foi realizada uma nova centrifugagéo a 15000 x g
a 4°C durante 30 minutos. O soluto obtido foi resuspendido em 0,15 ml de tampéao
QRL1 a 60°C. Na seqiiéncia as amostras foram misturadas com 1,35 ml de tampéo
QRV?2 e centrifugadas 5 minutos a 5000 x g a 4°C. Apo6s equilibrio das colunas com
1 ml de tamp&o QRE, a mistura foi depositada, os ADN recolhidos e os ARN fixados
nas colunas foram dissolvidos pelo tampdo QRU, aquecidos a 45°C e entao

precipitados com 1 volume de isopropanol a 4°C.
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Os ADN recolhidos foram uma vez mais depositados
sobre as colunas, dissolvidos com o tampao QF, aquecido a 45°C e precipitados
com 0,7 volume de isopropanol a temperatura ambiente. Os acidos nucléicos foram
centrifugados 30 minutos a 15000 x g a 4°C, os solutos de ADN ou ARN foram
lavados 2 vezes em etanol 70% e os sobrenadantes eliminados por centrifugacao
durante 20 minutos a 15000 a 4°C. Os solutos de ARN foram finalmente

resuspendidos em 10ul de agua Rnase-free e os de ADN em 10ul de agua destilada.

A quantificagdo dos acidos nucléicos foi medido pela
densidade éptica (DO) a 260 nm. Para se obter uma preparagcdo de ARN pura, a
relagdo DO 260/DO 280 deveria estar compreendida entre 1,8 e 2. A qualidade dos
ARN/ADN obtidos era verificada sobre gel ndo desnaturante de Agarose a 1%. No
caso do ADN a verificagdo de sua qualidade sobre o gel demonstrava se os mesmo

estava fragmentado ou ndo comprovando-se dai a apoptose celular.
3.8. Reagao em Cadeia da Polimerase (RT-PCR)

3.8.1. Transcrigao reversa do ARN

Um pg de ARN total foi “reversamente transcrito” em ADN
complementar (ADNc) com a enzima transcriptase inversa Supersc:riptT'\’I (Life
Technologies, Cergy Pontoise®). Para cada pg de ARN em um volume de 5 pl
previamente desnaturado a 68°C, foram acrescentados 15ul de Solugdo Tampao

de Transcrigéo reversa (Tabela 5).

A transcricdo reversa em ADNc, foi realizada a 42°C
durante uma hora. Na sequéncia a enzima era desnaturada a 68°C durante 5

minutos para parar a reagao.

Os controles negativos,foram solugdo sem ADN e o soluto

obtido a partir das fibras vazias transplantadas nos animais. Os ADNc eram
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mantidos a -80°C se fosse o caso de conserva-los para uma utilizagéo ulterior ou

mantidos a 4°C se fossem ser usados imediatamente para uma reagéo de PCR.

Tabela 5 Composigdo da Solugdo Tampéo de
Transcrigéo reversa

Produtos | Quantidade
Tampao Rtase 1x
DNTP 0,5 mM
DTT 10 mM
PD (N)e 5 uM
Rtase Superscript™ 10 Ul/ul
H,O estéril gsp 20 ml

3.8.2. Amplificagdo do ADNc por PCR.

A PCR foi realizada com 2 pul de ADNc ao qual foi

acrescentado 48 ul de mix PCR contendo as sequéncias necessarias para a co-

amplificacao.

Tabela 6 Composigéo da Solugdo Tampé&o para Reagéo
em Cadeia de Polimerase para Albumina e [
microglobulina

Composicao | Concentracéo
Tampao 1X
DNTP 0,1 mM
Sequen. S Alb 0,05 uM
Sequen. AS Alb 0,05 uM
Sequen. S om 0,01 uM
Sequen. AS fom 0,1 uM
Taq Polimerase 0,025 Ul/ul
H.0 estéril gsp 10 ml

As sequéncias oligonucleotidicas escolhidas para a
albumina, Alb S : 5°CTT GAA TGC GCT GAT GAC AGG 3’ (senso) e Ab AS :5° G
CAA GTC AGC AGG CAT CTC ATC 3" (anti-senso) estao situadas respectivamente

nos exon 7 e 8, e amplificaram uma seqiiéncia de 157 pares de bases.
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Foi também realizada uma co-amplificagdo com o gene da
(2 microglobulina, a qual serviu ao mesmo tempo como controle da albumina e
também como critério de avaliacdo do aumento da expressdo do CMH de classe |
nos hepatécitos. As sequéncias (2 mS : 5AC CCC ACT GAA AAA GAT GA 3
(senso) e (2 mAS : 5 ATC TTC AAA CCT CCA TGA TG 3’ (anti-senso) conduziram a

uma seqiéncia de 114 pares de bases.

Cada amostra foi recoberta com 25 (I de 6leo mineral a
fim de evitar a evaporacao durante os ciclos de amplificacédo. A PCR foi realizada em
um termociclo de ADN (perkin-Elmer-Cetus) segundo programa de “touch douwn”
(Don et al. 1991): desnaturacdo a 94( C durante 5 minutos, seguido de 35 ciclos
associando-se uma desnaturacao a 94( C durante 1 minuto, emparalhamento das
seqUéncias durante 1 minuto e alongamento a 72( C durante 1 minuto 30. Durante
os 10 primeiros ciclos, a temperatura para favorecer o emparelhamento diminuia a
cada 2 ciclos em 2( C, iniciando-se em 68( C até chegar a 58( C. Apds o ultimo ciclo,

todas as amostras foram submetidas a um alongamento a 72( C durante 8 minutos.
3.8.3. Detecgéao dos produtos amplificados

9(I de produto de PCR, diluidos com um (I de azul
polarizado foram depositados em um gel de agarose 2,5 %, contendo 0,5 (g/ml de
brometo de etidium para que se pudesse visualizar os produtos de PCR em luz ultra-
violeta (UV). A migracao foi realizada a 80 V em Tris Borato EDTA (TBE) 1X.

Em seguida o gel foi desnaturado com NaOH 0,4 N
durante 15 minutos e em seguida transferido por capilaridade para uma membrana
de nylon polarizada. Ap6s uma transferéncia de duas horas e quinze a temperatura
ambiente, a membrana foi neutralizada com Standard Sodium Fosfato EDTA (SSFE)
2X durante 2 minutos e acondicionada para hibridagdo. A confirmagéo da boa
qualidade da transferéncia foi confirmada pelo desaparecimento dos produtos PCR

no gel verificados em luz UV.
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As sondas oligonucleotidicas de albumina (5'TCA CAG
CAT TCC TTC AGT TTA CTG GAG ATC 3°) e da (2 microglobulina (56°CTG CTT
ACA TGT CTC GAT CCC ACT TAA CTATCT TGG GCT G 3°) foram marcadas com
32P (ATP, 10 mCi/ml, (3() e com T4 quinase (10 U/(l, 1(l). A radioatividade
especifica das sondas foi determinada por contagem em efeito Cerenkov apds

purificagdo em colénia “Probe QuantTM G-50" (Pharmacia).

A membrana de nylon carregada, sobre a qual foram
fixados os DNA, foi pré-hibridada a 42°C, sob agitacdo constante, durante 1 a 2
horas em um forno de hibridagdo. O meio de pré-hibridacao (tabela 7) foi substituido

por meio de hibridacdo, de composicao idéntica, porem contendo a sonda marcada

(2x10° com/ml).

Tabela 7 Meio de pré-hibridag&o e Hibridag&o dos
produtos amplificados
Componente | Quantidade

SSPE 6X

Denhardt 5X

Heparina 0,5 mg/ml

SDS 0,1 %

H20 estéril gsp 10 ml

A hibridagao foi realizada a 42°C, sob agitagao
constante durante toda uma noite em um forno de hibridagdo. A membrana foi na
seqiiéncia lavada em tampao SSPE 6X Sodium Dodecil Sulfato (SDS) 0,1 % durante

30 minutos a 55°C. A mesma sequéncia foi sucessivamente realizada com a sonda

B2 microglobulina e depois com a albumina.

A membrana foi exposta, em presenca de uma tela
intensificadora, para autoradiografia com um filme Hyperfim MP (Amersham). A
intensidade das bandas da albumina e da B, microglobulina, obtidas a partir das
autoradiografias foi quantificada por densitometria utilizando-se o programa NIH

image/Fotolook.
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3.9. Northern Blot

Foram colhidos 5 pg de RNA total para cada amostra e na
seqliéncia misturados a 15 pl de uma solugdo contendo 500 pl de formamida
deionisada, 178 nl de formaldeido a 37% e 100ul de um tampao fosfato 10X

concentrado.

Apds desnaturagao das estruturas secundarias a 68 °C,
as amostras coradas com 2 pul de azul de dep6sito ( 0,25% xileno cianol, 0,25% azul
de bromofenol, 50% glicerol, TmM EDTA) foram depositadas sobre um gel de
agarose formaldeido desnaturante. Na seqiéncia a eletroforese foi conduzida sob
uma voltagem de 20 V durante a noite em presenga de tampéao fosfato 1X com
recirculacdo do tampado. Esta recirculagdo constante do tampéo fosfato permitiu

manter-se o pH constante.

Apbs migracao, o gel foi desnaturado em uma solugédo de
NaOH 50 mM — NaCl 10 mM, duas vezes em 15 minutos ; coradas durante 15
minutos em solucdo de acetato de aménia (NH4 Ac) 150 mM de brometo de etidium
0,5 ug/ml ; e descoradas durante 15 minutos em solugcdo de NH4 Ac 150 mM. O gel
foi entéo transferido por capilaridade sobre uma membrana de nylon (Amersham) na
presenca de solugdo NH4 Ac 150 mM. A transferéncia foi efetuada durante 5 h em
temperatura ambiente. Apoés transferéncia para a membrana, os RNA foram

revelados sob radiacéo ultra-violeta durante 5 minutos.

Todas as sondas com exceg¢éo da sonda oligonucleotidica
28S, foram preparadas por RT-PCR, purificadas sobre gel de agarose e também por
um kit de purificagdo de bandas de gel GFX™ (Pharmacia). As sondas de albumina
(157 bp), om (114 bp), e 28S foram marcadas com 5 pl de adCTP P** (10 mCi/ml,
3000 Ci/mmole) com um kit Megaprime (Amersham). As sondas foram purificadas

sobre colunas Probe Quant™ G50 (Pharmacia). A radioatividade das sondas foi
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determinada por contagem em efeito Cerenkov. A membrana de nylon foi pré-

hibridada (Tabela 8) dentro de um forno de hibridagao a 42°C durante 2 horas.

Tabela 8 Composigéo do meio de Pré-hibridagdo para
Northern Blot

Produtos | Quantidade
SSPE 6 X
Denhardt 5X
SDS 0,1%
PPNa 0,1%
Heparina 0,5 mg/ml
Formamida 50%
SsDNA 100 pg/ ml
Tampao DEPC 100ml

E depois hibridada em um meio (Tabela IX) contendo a

sonda de interesse marcada com **P desnaturada por calor.

Tabela 9 Meio de hibridagdo para Northern Blot
Produtos | Quantidade
SSPE 6X
Denhardt 5X
SDS 0,1%
PPNa 0,1%
Heparina 0,5 mg/ml
Formamida 50%
Tampao DEPC 100ml
Sonda de interesse 2 x 10° com / ml de solugéo

A hibridacao foi realizada a 42°C, sob agitagédo constante
em um forno de hibridacdo, durante uma noite. A membrana foi lavada com
diferentes solugdes adstringentes de acordo com a sonda utilizada (albumina, Bom e
28S). Na seqliéncia foi exposta a um filme Biomax MS junto com uma tela
intensificadora a -80°C. A intensidade das bandas do autoradiograma respectivo foi
quantificada por densitometria utilizando-se para este fim o programa NIH

image/Fotolook. Todos os resultados foram relacionados ao 28S, RNA ribossémico

utilizado como referéncia.
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3.10. Método Estatistico

Neste trabalho foram realizadas 5 séries representativas
ndo comparaveis entre si. Portanto as variaveis quantitativas foram expressas sob
forma de média + desvio padréo.

No caso dos resultados do rendimento do isolamento dos
hepatdcitos antes e apds gradiente de Percoll utilizou-se o teste de Wilcoxon sendo

que considerou-se significativo quando p < 0,05



4. Resultados
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4.1 Isolamento dos Hepatocitos Humanos

O rendimento de hepatécitos isolados obtidos apds
digestdo enzimatica, com colagenase, dos fragmentos hepaticos foi em média de
5,5x10° células vivas por grama de figado, com viabilidade de 65% previamente ao
gradiente de Percoll.

Apbs a separagdo das células hepaticas vivas e mortas
em Percoll foi observado aumento significativo da viabilidade (p<0,03) porém com
diminuicao também significativa do rendimento (p<0,03). A pureza da solugao final

contendo hepatécitos foi proxima de 100%.

4.2. Resultados Morfologicos :

No dia zero, 2h apés encapsulagcdo, o aspecto das
células no interior das fibras em corte semi-fino era o de hepatdcitos isolados
normais, por vezes binucleados. Alguns comegavam a aderir-se entre si e a parede

das fibras de encapsulagao (figura 2).

Figura 2 : Dia 0 - (A) Fotomicrografia de hepatdcitos encapsulados aderidos a parte
interna da fibra (B) Hepatdcitos Binucleados (1250x)
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No dia 3, maior quantidade de hepatécitos estavam em
contato uns com os outros e aderiam a parede das fibras. As células formavam
traves, organizadas em duas camadas. A analise ultra estrutural mostrou nticleos
com nucléolos presentes, estruturas citoplasmaticas bem conservadas com
mitocdndrias e reticulo endoplasmatico granular intacto. A membrana plasmatica
formava microvilosidades e canaliculos biliares podiam ser observados na juncao

das células.

Figura 3 : Dia 3 - Fotomicrografia de hepatdcitos organizados em camadas (400x)
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Figura 4 : Dia 3 - Fotomicrografia eletrénica de varredura de hepatécitos
encapsulados demonstrando organelas intracelulares preservadas. (A) hepatocitos
iniciando a formagé&o de canaliculos biliares. (B) Reticulo endoplasmatico rugoso.

(3150x)
No sétimo dia de evolugao, a maioria dos hepatdcitos
estavam bem conservados e organizados em traves pluricelulares aderentes a
parede das fibras. Certas células (< 40%) em via de lise eram igualmente visiveis

(figura 5).
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Figura 5 : Dia 7 - Fotomicrografia de hepatdcitos encapsulados. (A) hepatécitos em
lise. (B) hepatdcitos viaveis (400x).

No décimo quarto dia de evolugdo, a maioria das células
estavam lisadas ou em via de lise com desaparecimento da membrana
citoplasmatica. Nao foram observados sinais de apoptose (fragmentacao e/ou
condensacgdo nuclear) nem de mitoses a D-3, D-7 ou D-14, tdo pouco de linfocitos

ou outros elementos celulares envolvidos nos fenédmenos de rejeicao do tipo celular.
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Figura 6 : Dia 14 - Fotomicrografia de hepatécitos encapsulados. (A) reagao
inflamatéria na parte externa da fibra. (B) hepatécitos em vias de lise (400x).

4.3. Qualidade dos ADN extraidos

Apos migracao sobre gel de agarose foi observado uma
intensidade constante das bandas nos dias D-0, D-3 e D-7 com uma diminui¢gdo do
sinal a D-14. Nao foram observados, qualquer processo de fragmentacao

compativel com apoptose celular (figura 7).
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bases

Figura 7 : Qualidade dos ADN extraidos

4.4. Detecciao do ARNm da albumina e da B.m através de RT-PCR semi-

quantitativa

Apbs varias tentativas foi determinado que a quantidade
ideal de seqliéncias oligonucleotidicas da p.m deveria ser 2 vezes mais elevadas
que as da albumina.

A figura 8 representa os sinais obtidos apos eletroforese
dos produtos PCR durante uma cinética de amplificacdo, em um gel de agarose
2,5% corado pelo BET.

Demonstra-se que a D-0 o nivel maximo do produto de

amplificagdo do RNAm da albumina era atingido ja a partir de 24 ciclos. Entre D-3 e
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D-7, o produto de amplificacdo era detectado ja a 24 ciclos, porém o nivel maximo

s0 era atingido entre 28-30 ciclos. Enquanto que a D-14 o sinal era muito mais fraco,

detectavel unicamente a partir de 30 ciclos.
Quanto ao sinal da .m nao havia modificagéo entre D-0 e

D-3, diminuia a D-7 e estava ausente a D-14.
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Figura 8 : Resultados RT PCR para Albumina (157 pares de bases) e
S=microglobulina (114 pares de bases)

4.5. Deteccao do RNAm da albumina por Northern blot

Os resultados da andlise dos RNAm da albumina
mostraram diminuicdo em relagdo a D-0, ja a partir de D-3, de maneira mais

importante que observado nos resultados de RT-PCR.
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Figura 9 : Detecgdo dos ARNn, da albumina por Northern blot
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Diferentes tipos de membranas de encapsulagdo foram
desenvolvidas para proteger tanto células alogénicas quanto xenogénicas dos
fendmenos de rejeicdo. Sendo que a maior parte delas eram feitas de alginato
(DIXIT et al. 1990, HIRAI et al. 1993, KASAI et al. 1992, BRUNI et al. 1989). Embora
a sobrevida de células xenogénicas encapsuladas neste tipo de material chegou até
29 dias (WONG, et al. 1988), foi dificil de recuperar-se os hepatocitos

microencapsulados da cavidade peritoneal e avaliar a sua viabilidade.

E por este motivo que foi utilizado neste estudo fibras de
encapsulacao de hidrogel (AN-69). A biocompatibilidade deste material ja esta bem
estabelecida (HONIGER, et al. 1995) e a porosidade estimada entre 150 e 165 KDa
€ maior do que a do alginato usado para microencapsulagao (porosidade estimada
entre 50 a 120 KDa) (WEN et al. 1998). Gragas a esta maior porosidade, a maior
parte das proteinas sintetizadas pelos hepatécitos podem ser liberadas através da
membrana, com exceg¢do apenas daquelas com grande peso molecular como o
fibrinogénio 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 (HONIGER, et al. 1995). Além disso a recuperagéao pos-transplante deste
tipo de material € simples e permite sem maiores dificuldades o estudo do material

encapsulado.

Poucos estudos relatam o transplante de hepatdcitos
humanos (MOSCIONI, et al. 1989, MITO, et al.1991). Em um destes estudos, as

células hepaticas humanas foram isoladas a partir de segmentectomias e
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autotransplantadas sem imunossupressdo em pacientes portadores de insuficiéncia
hepatica crénica. O sitio de implantagdo foi o bago no qual a persisténcia de
hepatocitos foi evidenciada por scanner, sem que uma melhora clinica tenha sido
demonstrada (MITO, et al.1991). Em outro estudo, hepatdcitos humanos
transplantados sobre carreadores, permitiu a correcdo de deficiéncia enzimatica em
ratos Gunn atimicos até o 30° dia. Entretanto, neste mesmo estudo, hepatdcitos
humanos também foram transplantados em ratos Gunn imunocompetentes, sem
imunossupressao, e nestes, a corregéo da defici€ncia enzimatica durou menos que 5
dias (MOSCIONI, et al. 1989). Quando foi anteriormente utilizada a mesma técnica
para transplante de hepatocitos alogénicos ou xemogénicos, de origem murina sem
imunossupresséo em ratos, a sobrevivéncia dos hepatécitos transplantados e a
producdo de albumina foram observados até o 90° dia (BALLADUR, et al. 1995). A
corregcao de deficiéncias enzimaticas e aumento da sobrevida de ratos em vigéncia
de insuficiéncia hepatica aguda foram assim obtidas (GOMEZ, et al. 1997, ROGER,

et al. 1998).

Este estudo demonstra portanto que existem diferencas
entre os resultados da encapsulacdo e transplante de hepatocitos humanos em
relacdo aos de origem murina. Observou-se no presente trabalho, com técnicas de
biologia molecular, que os hepatdcitos humanos sao capazes de sobreviver até pelo
menos D-7 com aspecto ultraestrutural de hepatécitos bem diferenciados, assim
como de conservar sua capacidade de sintese demonstrada pela expresséo do gene

da albumina. Uma das hipdtese para essas diferengas € que nos outros trabalhos

foram utilizados critérios convencionais de analise de viabilidade celular, como
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dosagem de proteina, atividade de citocromo P-450 e caracteristicas morfolégicas.
Estes métodos podem perder em sensibilidade para pequenas reducgdes de
viabilidade celular em relag&o as técnicas de biologia molecular (WEN, et al. 2000).
Uma outra hipdtese para explicar estas discrepancias seria de origem imunolégica,
pois as combinagbes xenogénicas dos trabalhos anteriores eram menos
discordantes (GOMEZ, et al. 1997, ROGER, et al. 1998). Porém neste estudo,
pensando-se numa resposta do tipo celular, em momento algum foram observadas
células implicadas no processo de rejeicdo no interior das fibras de encapsulacéao.
Quanto a uma reagéo do tipo humoral, apesar dos hepatécitos expressarem baixos
niveis de xenoantigenos (CALMUS, et al. 1993, FUJIOKA, et al. 1995) eles sao
rapidamente destruidos, como foi demonstrado em um estudo anterior do
laboratoério, no qual estes quando injetados em ratos sem encapsulagdo foram
totalmente destruidos em menos de sete dias (WEN, et al. 1998). Porém quando
encapsulados, como no nosso caso, o mesmo trabalho demonstrou que mesmo 30
dias apos o transplante eles ainda eram capazes de produzir albumina em cultura.
Observou-se ainda que a partir de D-7 detectava-se a formacgao tanto de Ac anti-
albumina humana, quanto anti-hepatdcitos humanos, porém a membrana de
encapsulagcao era capaz de protege-los desta imunizagéo por pelo menos 30 dias

sem perda da sua fungao.

Neste trabalho, pela primeira vez na literatura, serviu-se
de técnicas de biologia molecular para evidenciar-se o ataque do receptor contra as

células humanas encapsuladas. Como visto, o DNA das células manteve-se integro
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por todo periodo de estudo comprovando-se a auséncia de apoptose celular e
indiretamente auséncia de um mecanismo imunologico.

Ainda em relacdo as moléculas do CMH de classe
[, as quais estdo envolvidas no processo de apresentagdo de antigenos aos
linfocitos T citotéxicos CD8+, geralmente s6 se exprimem nos hepatdcitos em caso
de estimulacdo (Calmus et al. 1991). O principal fator capaz de modular a expressao
celular do CMH é a resposta imunolégica (Calmus et al 1991), sendo o interferon do
tipo y o principal mediador capaz de induzir as moléculas do CMH.
Experimentalmente a rejeicdo do figado se acompanha de forte expressdo de
moléculas do CMH : expresséo de moléculas de classe | nos hepatdcitos e de classe
Il nos canais biliares, sendo que estas alteragcdes aparecem progressivamente e sido
maximas no 7° dia (Fabble et al. 1987). Enquanto que no presente estudo observou-
se diminuigdo progressiva da expressao da 2m, a qual é constituinte do CMH do
tipo | e portanto este fenbmeno observado ndo € condizente com resposta
imunolégica contra os hepatécitos humanos transplantados. Entdo a partir
dessesresultados assim como dos resultados prévios da mesma equipe, existe
portanto um grau de imunizagdo contra as células humanas encapsuladas porém
este fendbmeno ndo é capaz nem de induzir a apoptose destas células e nem de

prejudicar suas fungdes pelo menos a curto prazo.

Pensando-se na utilizacdo deste modelo para periodos
mais longos de necessidade, foi inicialmente sugerido que a resposta humoral nao
apresentaria efeito deletério mesmo a longo prazo na fungéo de células xenogénicas

como hepatécitos e ilhotas pancreaticas (WEN, et al 1998, LANZA, et al. 1994).
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como hepatécitos e ilhotas pancreaticas (WEN, et al 1998, LANZA, et al. 1994).
Porém recentemente um estudo demonstrou que associando-se um curto ciclo de
imunossupressido com ciclosporina, eliminava-se a imunizagdo contra hepatécitos
xenogénicos e prolongava-se de maneira significativa a reducao do colesterol sérico
em coelhos Watanabe (GUNSALUS, et al. 1997). Em um estudo do Laboratério de
Cirurgia Experimental do Hépital Saint-Antoine, justamente abordando entéo esta
questéo, utilizou-se hepatocitos humanos, porém derivados de linhagem celular do
tipo HepG2, encapsulados e transplantados em ratos e submetidos a um curto ciclo
de ciclosporina conseguia-se eliminar-se a imunizacéo anteriormente demonstrada e

prolongava-se suas fungdes por pelo menos 60 dias (WEN, et al. 2000).

Estes resultados sugerem portanto que existe um certo
grau de dano crénico as células xenogénicas induzido pela resposta humoral ou por
fatores soluveis liberados das céluals T ativadas. Portanto a encapsulacdo pode
previnir o contato direto entre células encapsuladas e anticorpos naturais IgM, assim
como de componentes do complemento. Porém a via indireta de apresentagdo do
antigeno pode resultar na produgédo de anticorpos ou de mediadores inflamatorios
(GILL, et al. 1995) que teriam efeito deletério na fungéo hepatocitaria apés 30 dias

do transplante (WEN, et al. 2000).

Observou-se uma discordancia entre o bom aspecto das
células encapsuladas e transplantadas , com os resultados da expresséo do gene da
albumina, os quais apresentaram uma queda significativa ja precocemente

principalmente no Northern blot. O que a principio poderia ser creditado
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erroneamente a uma diminui¢éo de viabilidade celular, deve-se porém a uma reacao
da propria célula ao processo de isolamento celular. A ruptura das comunicacgées
celulares leva a uma saida dos hepatécitos da fase de laténcia GO, na qual eles sao
mantidos in vivo e sua entrada na fase G1 do ciclo celular (ILYIN, et al. 1998), a qual
se acompanha de uma diminuicdo da transcrigdo dos genes hepatocitarios
especificos. Teoricamente neste modelo deve ser possivel estimular-se a
proliferagcédo hepatocitaria como observado in vitro (BLOCK, et al. 1996). Varios
estudos demonstraram aumento da proliferacdo de hepatécitos transplantados no
baco (GUPTA, et al. 1987, KATO, et al. 1996, JIANG, et al. 1997, YAMAGUCHI, et
al. 1997) ou sobre esponjas biodegradaveis (MOONEY, et al. 1997) apds tanto uma
hepatectomia a 70% quanto apos injegdo de fatores de crescimento por via

exogena.



6. Conclusodes
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Este trabalho permitiu portanto a demonstracdo que em
modelo xenogénico extremamente discordante, hepatdcitos humanos encapsulados
e transplantados em ratos sem imunossupressdo, permaneceram viaveis durante

pelo menos sete dias.

Durante este periodo os critérios estruturais de
diferenciagdo se mantiveram. A expressdo do gene de funcdo hepatocitaria de
sintese se manteve ainda que com uma perda precoce em relagdo a D-0. Foi
comprovado que este fendmeno ndo se deve a uma reagdo imunoldgica, mas sim
provavelmente a uma reagdo da célula hepatica ao traumatismo do isolamento

celular.

Resta determinar, agora que a questdo imunolégica foi
respondida, como este modelo iria se comportar numa situagao de insuficiéncia

hepatica aguda experimental antes de se passar a aplicagéo clinica.
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