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Linsufficienza epatica fulminante (IEF) ¢ una grave sin-
drome caratterizzata dalla presenza di ittero ed encefalo-
patia, che si sviluppa in soggerti non apparentemente
affetti da preesistente patologia epatica, la quale ¢ gra-
vata da elevata mortalitd (1, 2, 3). A causa della seve-
ritd del quadro clinico, da tempo sono stati intrapresi
numerosi tentativi di sviluppare sistemi atti a fornire un
adeguato supporto metabolico ai pazienti con IEE Tali
sistemi di supporto devono favorire la rigenerazione spon-
tanea del fegato, oppure servire come trattamento tem-
poraneo, c.d. ponte, fino al trapianto di fegato in regi-
me di urgenza (4).

I sistemi di supporto epatico sono classificabili in 1] non-
biologici o totalmente artificiali, che basano il loro prin-
cipio di funzionamento sulla detossificazione operata
dall’emodialisi, dalla ultrafiltrazione ematica o plasmati-
ca, dalla plasma exchange, dalla plasmaferesi ad alti volu-
mi, dall’emofiltrazione o plasmafiltrazione su resine a
scambio ionico, neutre o carboni attivati; 2] biologici,
cio¢ basati essenzialmente sulle funzioni biosintetiche e
detossificanti del fegato, umano o di origine animale,
totalmente perfuso in circolazione crociata extracorporea
con il sangue del paziente; 3] ibridi o bioartificiali, nei
quali cellule epatiche di origine umana od animale, pre-
cedentemente isolate con un processo di digestione enzi-
matica e perfuse in vitro grazie a sistemi di circolazione
extracorporea del sangue intero o del plasma, sono uti-
lizzate in associazione a componenti artificiali varie, come
sistemi di supporto per la coltura cellulare, membrane
semipermeabili o colonne per plasma assorbimento. Il
sistema di supporto epatico ibrido, anche noto come
fegato bioartificiale (FBA), ¢ attualmente oggetto di spe—
rimentazioni cliniche da parte di numerosi gruppi
ricerca. Essi partono dal concetto che solamente la cel—

Riassunto

[ tentativi di sviluppare sistemi di supporto epatico extra -
corporeo per il trattamento di pazienti affetti da insuffi -
cienza epatica acuta, sono andati dall’emodialisi, allutiliz -
zagione della plasma exchange, all’uso di particelle di car -
bone attivaro o di resine sintetiche, fino allimpiego di bio -
reattori contenenti tessuto epatico coltivato in vitro. Allo
stato attuale delle conoscenze, nessuno dei sistemi fino ad
0ggi utilizzati, si & comunque dimostrato in grado di inci -
dere significativamente sulla sopravvivenza, né alcuno di
tali sistemi ¢ stato finora testato su larga scala in campo
clinico. 1l trapianto di fegaro risulta attualmente [unico
trattamento efficace in grado di modificare significativa -
mente il decorso clinico dell’insufficienza epatica acuta, ma
la scarsita cronica di organi, rende urgente la ricerca di
nuovi sistemi di supporto epatico. Nel presente lavoro vie -
ne rivista l'esperienza storica nel campo dei sistemi artifi -
ciali di assistenza epatica, con particolare riferimento ai
cosiddetti sistemi ibridi o bioartificiali, in cui alle compo -
nenti artificiali tradizionali, come le membrane selettive, il
carbone o le resine, vengono associati epatociti isolati.
Parole chiave: Insufficienza epatica cauta; trapianto di
fegato, sistemi di supporto epatico artificiale, fegato
bioartificiale.

Summary

HYBRID OUTLINE BIOARTIFICIAL LIVER SUP -
PORT HISTORICAL AND ACTUAL DEVELOPMENT

Attempts to develope liver support systems for the treatment
of acute liver failure patients have ranged in the past, from
the use of hemodialysis, or plasma exchange, or activated
charcoal particles and sinthetic resins, as well as the use of
bioreactors loaded with liver tissue. However, no system
demostrated a significant improvement of patient survival,
nor has achieved a wide clinical use. Liver transplantation
remains the only treatment for severe hepatic failure that
can improve patient survival. On the other hands, the chro -
nic scarcity of organs for transplantation, leads to an urgent
necessity of liver support systems. In this paper, we rewie -
ved the historical experience and current status of artificial
liver support systems, with particular emphasys on the so-
called hibrid or bioartificial liver, in which ro the tradi -
tional artificial components, such as selective membranes,
charcoal particles and resins, isolated hepatocytes are used.
Key words: Acute liver failure, liver transplantation, arti-
ficial liver support systems, bioartificial liver.

Ann. Ital. Chir, LXXI, 3, 2000 311



E. Morsiani

lula epatica pud rimpiazzare completamente le funzioni
mancanti di un fegato seriamente danneggiato di un
paziente affetto da IEE Per una revisione storica dei siste-
mi di supporto epatico non-biologici, si consiglia la let-
tura degli articoli di Malchesky (5), Atillasoy ¢ Berk
(6), Kamlot ez al. (7). Nel presente articolo mi limiterd
ad una trattazione dei sistemi di supporto ibridi o bioar-
tificiali.

Takahashi ez al. (8) e pili recentemente Rozga ez al. (9),
hanno esaminato in maniera estensiva lo sviluppo dei
sistemi di supporto epatico bioartificiale. E nella prima
meta degli anni 50 che Sorrentino introduce il concet-
to di sistema di supporto epatico biologico, dimostran-
do che un omogenato fresco di fegato di bue era capa-
ce di metabolizzare salicilati, barbiturici e corpi chetoni-
ci e di produrre urea a partenza dal cloruro di ammo-
nio (10). Poco dopo le prime esperienze sperimentali di
Sorrentino con cellule epatiche di bue, Kimoto mise in
atto un sistema di circolazione crociata extracorporea, nel
quale il dializzato proveniente da un paziente in coma
epatico veniva fatto circolare attraverso il fegato di un
cane (11). Il trattamento in oggetto, come riportato da
Hori (12), risulto efficace producendo un miglioramen-
to dello stato di coscienza nel paziente, anche se sola-
mente transitorio, ed un significativo decremento dei
livelli di ammoniemia. Mikami ez 2/ (13) e Nose et al.
(14), eseguirono una serie di esperimenti iz vitro ed in
vivo in quattro pazienti in coma, utilizzando un omo-
genato disidratato di fegato di cane o fettine di fegato
fresco, le quali erano mantenute separate dal sangue del
paziente da una membrana semipermeabile di cellopha-
ne.

Solamente dopo il successo della prima preparazione di
epatociti isolati vitali, ottenuta a mezzo di digestione col-
lagenasica da Howard ¢ Pesh (15), con le successive
modifiche attuate da Berry & Friend (16) e da Seglen
(17), gli epatociti diventarono di un certo interesse nel
campo dei sistemi di supporto epatico. Infatti, utiliz-
zando una metodica originalmente sviluppata per la cre-
scita di linee cellulari e di cellule tumorali (18), venne
dimostrato che epatociti isolati, coltivati nello spazio
extra-fibre di bioreattori a fibre cave erano in grado di
mantenere per alcune ore funzioni differenziate, come la
coniugazione della bilirubina (19), la sintesi di urea e di
proteine circolanti (20) ed il metabolismo di alcuni far-
maci (21, 22). Gli epatociti isolati perfusi in un siste-
ma di circolazione extracorporea, da utilizzare come mez-
zo per supportare le funzioni metaboliche in corso di
IEF vennero studiati in maniera intensiva da Eiseman ez
al. a partire dall’inizio degli anni ‘70. Egli merita una
speciale menzione in quanto introdusse due importanti
concetti, cio¢ I'uso della plasmaferesi ¢ quindi I'impiego
del solo plasma ossigenato all’'interno del circuito extra-
corporeo e la perfusione ad alto flusso delle cellule epa-
tiche (23). Venne anche utilizzata una macchina per il
lavaggio automatico dei globuli rossi, che grazie all’alto
flusso ed alla possibilita di ossigenare le cellule, si dimo-
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stro una eccellente camera di perfusione per gli epatoci-
ti (24). 11 concetto di perfondere il FBA con il solo pla-
sma venne adottato anche da Uchino ez al, che descris-
sero un sistema originale composto da colture cellulari
monostrato multiple (25).

Il primo impiego clinico del FBA fu riportato da
Matsumura ez al. nel 1987 (26). Circa 100 grammi di
epatociti di coniglio, isolati e congelati, vennero intro-
dotti in una cella da emodialisi, nella quale 'originale
membrana di Cuprophane era stata sostituita con un
foglio di cellulosa delle dimensioni di 1 m?, per per-
mettere la diffusione di molecole di peso molecolare
intermedio (400-1500 Dalton). Tale sistema venne ripe-
tutamente usato per il supporto metabolico di un pazien-
te in coma con insufficienza epatica acuta ed affetto da
colangiocarcinoma inoperabile. Non fu possibile in quel-
la occasione registrare un significativo miglioramento del-
lo stato di coscienza del paziente, ma venne ottenuto un
calo del 68% della bilirubinemia totale. Due anni pil
tardi, Margulis ez al. riportarono una serie di 59 pazien-
ti affecti IEE tutti trattati per sei ore a mezzo con emo-
perfusione attraverso una colonna caricata con 0,5 gram-
mi di epatociti isolati di maiale e particelle di carbone
attivato; come controllo, 67 pazienti furono trattati con
terapia intensiva tradizionale (27). Questo ¢ il primo stu-
dio clinico caso-controllo che abbia dimostrato I'effica-
cia del FBA, ma i pazienti in questione non avevano
una IEF sufficientemente documentata, ad esempio per
mezzo di un coma score, cosl come scarsa era la docu-
mentazione dei vari parametri clinici di valutazione, atti
a dimostrare un significativo miglioramento dello stato
clinico rispetto ai controlli.

Nel 1992, Sussman et al. hanno pubblicato una serie di
studi sperimentali eseguiti in cani anepatici o con IEF
da farmaci, nei quali si ¢ avuto un completo migliora-
mento del quadro metabolico epatico in due animali su
tre, dopo un periodo di trattamento protratto da 42 a
48 ore (28). Il sistema utilizzato consisteva in un bio-
reattore a fibre cave nel cui spazio extrafibre erano col-
tivate cellule derivate da una linea di epatoma umano
(C3A). I risultati incoraggianti ottenuti in questi studi
sperimentali, unitamente a studi clinici preliminari che
utilizzavano lo stesso sistema (29), sono stati seguiti da
un trial clinico pilota condotto al King’s College Hospital
di Londra (30). Nel primo gruppo di pazienti affetti da
IEF e trattati con il FBA, gruppo composto da casi non
in lista per il trapianto di fegato, si ¢ avuta una soprav-
vivenza del 58% (7 casi su 9), mentre nel braccio di
controllo, composto da pazienti non trattati con FBA,
la sopravvivenza ¢ stata del 75% (6 casi su 8). Nel secon-
do gruppo composto da pazienti affetti da IEF in lista
per il trapianto epatico, quindi a maggiore gravita, e trat-
tati con il FBA, la sopravvivenza ¢ stata del 33% (1 caso
su 3), mentre nel braccio di controllo la sopravvivenza
¢ stata del 25% (1 caso su 4). Questi dati, seppur di
notevole interesse, non hanno dimostrato un significati-
vo aumento della sopravvivenza nei pazienti trattati con
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FBA, forse per I'esiguita della casistica (30). Questi stu-
di indicano la effettiva possibilita di avere a disposizio-
ne una fonte inesauribile di cellule, per di piu di origi-
ne umana, che rappresenta una alternativa interessante
all’'uso di cellule di origine animale. D’altra parte,
I'impiego clinico di epatociti di derivazione tumorale rap-
presenta un potenziale pericolo per i pazienti affetti da
IEF e trattati con FBA, di per sé gia immunosoppressi,
a causa della possibile fuga di cellule all’esterno del siste-
ma extracorporeo di supporto e loro successivo impian-
to intracorporeo e metastatizzazione a distanza (31).

II FBA che ha ricevuto negli ultimi anni la maggiore atten-
zione per il successo terapeutico ottenuto in un consistente
numero di pazienti trattati ¢ quello sviluppato da
Demetriou ez al. al Cedars-Sinai Medical Center di Los
Angeles. Tale sistema si basa su epatociti isolati di suino,
coltivati su microcarriers di destrano rivestiti di collagene;
tali aggregati cellulari sono racchiusi nello spazio extra-
capillare di un bioreattore a fibre cave. Il sistema ¢ stato
testato estensivamente iz vitro (32, 33, 34) ed in vivo (35,
36, 37), prima della sua applicazione clinica preliminare
(38) e dell’inizio dello studio clinico di fase I, i cui risul-
tati sono stati recentemente pubblicati (39). Sono stati
presi in considerazione 3 gruppi di pazienti, tutti trattati
con FBA: nel I° gruppo di pazienti affetti da IEF, 16 casi
sono stati supportati con successo a mezzo di FBA fino
al trapianto di fegato, mentre in un caso si ¢ avuta la rige-
nerazione spontanea del fegato senza la necessita del tra-
pianto; nel II° gruppo, tutti e 3 i pazienti con non-fun-
zione primaria del fegato dopo trapianto ortotopico, sono
stati supportati con FBA fino al re-trapianto di fegato; nel
III° gruppo di 10 pazienti con insufficienza epatica acu-
ta in corso di cirrosi epatica, solamente 2 casi sono soprav-
vissuti dopo trattamento con FBA e trapianto epatico (39).
In un certo numero di pazienti affetti da IEF con coma
allo stadio IV, edema cerebrale ed ipertensione intracra-
nica, il trattamento con FBA ha comportato una rapida
normalizzazione della pressione intracranica. In un caso,
il controllo della pressione intracranica e dell’edema cere-
brale & stato mantenuto con intervento di epatectomia
totale e trattamenti ripetuti successivi con FBA, prima
dell’esecuzione del trapianto epatico in urgenza (40). Il
FBA del Cedars-Sinai Medical Center basa la sua effica-
cia clinica e la sua sicurezza sulle seguenti caratteristiche
tecniche del sistema: 1) I'impiego di epatociti freschi o
criopreservati di maiale, che grazie alla preventiva rimo-
zione di cellule nonparenchimali, che presentano antige-
ni di istocompatibilitd di classe II, hanno una immuno-
genicita ridotta; 2) 'uso di microcarriers per la riaggrega-
zione cellulare, che favoriscono il ripristino della polarita
citoplasmatica ed il mantenimento delle interazioni tra cel-
lula e cellula e tra cellula e matrice extracellulare; 3) la
circolazione del plasma all’interno del sistema extracorpo-
reo e del bioreattore ad un elevato flusso, che grazie anche
all'impiego di fibre cave con un cut-off considerevole (0,2
wm), premette la perfusione del FBA senza la necessita di
eparinizzare il paziente; 4) I'uso integrato del carbone atti-

vato nel circuito extracorporeo, che aggiunge una azione
detossificante, in particolare proteggendo gli epatociti sui-
ni dal plasma tossico del paziente (40).

Alla fine degli anni ‘80 Gerlach ez a4/ hanno proposto
un nuovo biorattore per la coltura e la perfusione
degli epatociti (41) e cid ha costituito un importante
passo avanti per lo sviluppo del FBA, poiché questo
¢ stato il primo biorattore appositamente disegnato e
costruito per tale uso. La struttura principale del
bioreattore & rappresentata da quattro fasci di fibre
cave indipendenti, intersecati tra di loro, in cui
ciascun fascio svolge una funzione differente:
immissione all’interno del biorattore di terreno di
coltura o plasma, immissione di O, e rimozione di
CO,, estrazione del terreno di coltura o del plasma,
eventuale co-cultura degli epatociti con cellule
sinusoidali. Ogni fascio di fibre cave & costituito da
materiale diverso: poliammide per l'immissione del
terreno o del plasma, polipropilene idrofobico o
silicone per lossigenazione, polipropilene idrofobico
per la rimozione del mezzo di coltura e I'eventuale co-
cultura con cellule sinusoidali (42). A differenza del
FBA di Demetriou, allestibile per un impiego clinico
in circa 3 ore ed utilizzato per 6-8 ore di trattamento
singolo, il FBA di Gerlach prevede il continuo
mantenimento in coltura di bioreattori gia pronti, fino
ad un massimo di 3-4 settimane per ogni singolo
modulo, con impiego immediato in pazienti affetti da
IEE. A tal proposito ¢ stato presentato uno studio
ultrastrutturale e funzionale che evidenzia il
mantenimento di attivitd metaboliche differenziate da
parte di epatociti di maiale coltivati in wvitro nel
bioreattore per 7 settimane (43). Fino ad oggi, questo
sistema ¢ stato impiegato con successo alla Virchow
Klinicum dell’ Ospedale Charite di Berlino in 10
pazienti affetti da IEF; tutti i casi sono stati trattati
con FBA fino al trapianto di fegato (J.C. Gerlach,
comunicazione personale dellautore).

Gli svantaggi dei moduli a fibre cave normalmente uti-
lizzati per la dialisi o la plasma separazione e disponibi-
li in commercio, in particolare il ridotto spazio extrafi-
bre e 'insufficiente capacita di scambio attraverso la pare-
te delle fibre cave (mass-transfer), hanno spinto Naruse
et al. allo sviluppo di un originale modello di bioreat-
tore a flusso radiale (44). Esso consiste in un conteni-
tore di policarbonato riempito con aggregati di epatoci-
ti di maiale immobilizzati in tessuto-non tessuto di polie-
stere (44). Secondo questa configurazione, il perfusato
diffonde inizialmente verso la periferia del modulo per
poi ritornare al centro, dopo aver attraversato la strut-
tura tridimensionale di poliestere contenente gli epatoci-
ti immobilizzati.

E infine da segnalare il recente sviluppo di un bioreat-
tore che permette la perfusione di epatociti coltivati ad
elevata densita, creato presso I’Academic Medical Center
di Amsterdam (45). Il bioreattore consiste in una strut-
tura tridimensionale di tessuto-non tessuto di poliestere
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Tab. I — STORIA DEGLI ESPERIMENTI /N VITRO ESEGUITI CON VARI MODELLI DI FEGATO BIOARTIFICIALE BASA-
TO SU EPATOCITI ISOLATI. MODIFICATA DA ROZGA & MORSIANI (9)

Autore Epatociti Bioreattore Efferti
Wolf & Munkelt (19) Epatoma di Reuber Fibre cave Coniugazione bilirubina
Hager er al. (21) Topo Fibre cave Sintesi di urea e proteine,
metabolismo diazepam,
deaminazione citidina
Kasai et al (14) Cane Fibre cave Xenocitotossicita, ATP
Demetriou et al. (32) Ratto, microcarriers Colonna da Coniugazione bilirubina,
cromatografia sintesi proteica
Uchino et al. (25) Ratto e coniglio Piatti di coltura Detossificazione ammonio,
multipli sintesi di urea,
Sussman et al. (28) Cellule C3A derivate Fibre cave Metabolismo glucosio,
da epatoma umano sintesi di albumina
Nyberg er al. (31) Ratto, gel entrapment Fibre cave Sintesi di albumina,
urea ed ornitina, consumo di O,,
metabolismo lidocaina, clearance arginina
Rozga ez al. (36) Ratto, microcarriers Fibre cave Metabolismo ciclosporina
e 19-nor-testosterone
Gerlach et al. (42) Maiale Fibre cave Sintesi di albumina,

Naruse et al. (44) Maiale, tessuto non-
tessuto di poliestere
Maiale, tessuto non-

tessuto di poliestere

Flendrig ez al. (45)

Flusso radiale

Flusso tangenziale

metabolismo midazolam,

clearance galattosio e sorbitolo
Detossificazione ammonio,

sintesi di urea e di albumina
Eliminazione galattosio,

detossificazione ammonio,

sintesi di urea, metabolismo

lidocaina ed aminoacidi,

rapporto lattato/piruvato, sintesi proteica

per la immobilizzazione degli epatociti, avvolto a spira-
le intorno ad un fascio di fibre cave, integrate nel modu-
lo per la ossigenazione e la rimozione dell’anidride car-
bonica. Tale bioreattore ha dimostrato la sua efficacia sia
in esperimenti iz vitro (45), che in studi sperimentali
nell’animale da laboratorio (46) ed & attualmente in fase
di utilizzazione in un trial multicentrico europeo che
vede presenti anche Centri italiani.

Lo sviluppo dei sistemi di supporto epatico bioartificia-
le ha una lunga e complessa storia, ma il numero di
gruppi di ricerca che si sono occupati dell’argomento &
relativamente piccolo. I risultati degli esperimenti 7z vitro
ed in vivo eseguiti con vari modelli di FBA basati su
epatociti isolati sono riassunti nelle Tabelle I e II.

La storia dei sistemi di supporto epatico bioartificiale ¢
per gran parte caratterizzata dagli sforzi per migliorare le
metodiche di isolamento, coltivazione e conservazione di
grandi quantitd di epatociti vitali, ma anche dal conti-
nuo sviluppo di sistemi artificiali, come membrane sin-
tetiche semipermeabili, fibre cave porose ed altri poli-
meri, che possano essere utilizzati insieme alle cellule per
il trattamento di pazienti affetti da IEE. Durante gli ulti-
mi ventanni, ¢ stato dimostrato che nel fegato la super-
ficie citoplasmatica basale (sinusoidale) ¢ in stretto con-
tatto con la membrana basale, anche se una vera e pro-
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pria membrana basale non pud essere dimostrata a livel-
lo ultrastrutturale (50). Nel fegato, la membrana basale
consiste di fibre di collagene, in gran parte del tipo IV
e V, glicoproteine tra cui la laminina e la fibronectina
ed il proteoglicano eparansolfato (51). In particolare, ¢
stato dimostrato che gli epatociti isolati espongono distin-
ti recettori di superficie per il collagene, la fibronectina,
a la laminina (52). Epatociti appena isolati ed incubati
in un mezzo di cultura completo sono in grado di ripri-
stinare molte delle caratteristiche morfostrutturali tipiche
del fegato in vivo, comprese strutture intercellulari che
assomigliano a canalicoli biliari. Gli epatociti si sono
anche dimostrati capaci di proliferare se coltivati in un
terreno senza siero, ma arricchito di ormoni definiti e
varie componenti della matrice extracellulare (53). La
superficie latero-basale di singoli epatociti aderisce ai sub-
strati del mezzo di coltura, riproducendo le interazioni
esistenti tra le cellule e la lamina basale, presenti nel
fegato intatto. Mentre il periodo di stabilitd funzionale
di aggregati epatocitari in sospensione ottenuti da fega-
ti adulti, normalmente non supera le 48 ore, 'uso di
componenti della matrice extracellulare nel terreno di col-
tura, ad esempio quelli estratti dalle cellule della linea
tumorale di Engelbreth-Holm-Swarm (Matrigel®), per-
mette la stabilitd funzionale delle cellule per almeno 3
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Tab. II — STORIA DEGLI ESPERIMENTI IN VIVO ESEGUITI CON VARI MODELLI DI FEGATO BIOARTIFICIALE BASA-
TO SU EPATOCITI ISOLATI. IEF: INSUFFICIENZA EPATICA FULMINANTE. MODIFICATA DA ROZGA & MORSIANI (9)

Autore Epatociti Bioreattore Modello Efferti
animale
Matsumura et al. (26) Ratto e coniglio Dializzatore Cirrosi da CCl Clearance BSP,
nel ratto sintesi bilirubina
e albumina
Olumide ez al. (24) Maiale Membrane Maiale anepatico Riduzione coma,
Parallele aumento sopravvivenza
Kasai et al. (14) Cane Fibre cave IEF da Galattosamina Aumento sopravvivenza
nel cane
Uchino et al. (25) Maiale Piatti cultura Maiale anepatico Aumento sopravvivenza
in vetro
Yanaghi ez al. (47) Coniglio Piatti rotanti IEF da ischemia Clearance ammonio
cellule in idrogel epatica
Arnaut et al. (35) Ratto, Fibre cave Ratto iper- Coniugazione della
microcarriers bilirubinemico bilirubina
Shyna et al. (48) Ratto, Colonna IEF da Galattosamina Aumento sopravvivenza
Microcarriers IEF da CCI4, ratto
Nyberg er al. (49) Ratto, Fibre cave Coniglio anepatico Sintesi albumina,
gel entrapment clearance a. acidi, clearance
ammonio ed acido lattico
Sussman et al. (28) Cellule C3A da Fibre cave IEF da acetamino- Aumento sopravvivenza
epatoma umano fene nel cane
Rozga et al. (36) Cane, maiale, Fibre cave IEF da ischemia Clearance ammonio,
microcarriers epatica nel cane aumento glicemia,
clearance a. lattico
Gerlach er al. (43) Maiale Fibre cave Maiale anepatico Aumento sopravvivenza,
clearance ammonio,
sintesi di albumina
Flendrig er al. (46) Maiale, Flusso IEF da ischemia Aumento sopravvivenza
poliestere tangenziale epatica nel ratto

settimane (54). Cid sembrerebbe essere una diretta con-
seguenza del ripristino della polarita cellulare nella col-
tura primaria (55).

Queste interessanti scoperte sono state introdotte rapi-
damente nelle ricerche miranti alla costruzione del FBA.
Un approccio interessante proposto dall'Universita di
Harward ¢ stata la creazione di un originale sistema di
coltura in cui epatociti adulti isolati, mantenuti tra due
strati di gel di collagene (configurazione c.d. a sandwi-
ch), hanno mantenuto a lungo funzioni differenziate (56,
57). Nella configurazione a sandwich, la prolina ¢ risul-
tata un componente critico ed essenziale per una coltu-
ra ottimale degli epatociti in terreno senza siero (58).
All'Universita del Minnesota ¢ stato messo a punto un
sistema di coltura da utilizzare come FBA, in cui epa-
tociti isolati vengono intrappolati in un gel di collagene
all'interno del lume delle fibre cave di un normale bio-
reattore; dopo contrazione a caldo del gel che avvolge le
cellule all’interno del lume della fibra cava si ha la crea-
zione di uno spazio che viene utilizzato per la perfusio-
ne diretta delle cellule con mezzo di coltura, mentre il
sangue del paziente da trattare scorre nello spazio ester-
no alle fibre cave (31, 49). Alla Brown University, il

\

metabolismo del Diazepam ¢ stato estensivamente stu-
diato in un sistema di coltura in cui epatociti isolati di
ratto venivano mantenuti nello spazio extrafibre di un
bioreattore a fibre cave di polisulfone, rivestite sulla loro
superficie esterna a diretto contatto con le cellule con
un preparato a base di collagene bovino (Vitrogen®) pri-
ma della introduzione delle cellule (59). Con una con-
figurazione colturale simile, ¢ stata eseguito uno studio
in vivo in conigli intossicati con D-galattosamina, dimo-
strando un aumento significativo della sopravvivenza,
probabilmente dovuto al mantenimento della funzione
del citocromo P450 da parte degli epatociti (22). Luso
di sferoidi epatocitari, rappresentati da aggregati di cir-
ca 20-30 cellule, ha comportato il mantenimento di fun-
zioni metaboliche differenziate per un periodo di tempo
superiore a quello di una sospensione di singoli epato-
citi (60). Infine, I'interazione tra gli epatociti ed il man-
tenimento di funzioni metaboliche differenziate fino a
40 giorni ¢ stata resa possibile in una coltura tridimen-
sionale che impiega un reticolato di poliuretano, all’inter-
no del quale gli agglomerati cellulari si annidano ed
immobilizzano (61).

La sopravvivenza dei pazienti colpiti da IEF ¢ aumentata
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negli ultimi 10 anni. Cid ¢ molto probabilmente dovuto
alle aumentate possibilita di rigenerazione spontanea offer-
te al fegato seriamente danneggiato, da parte delle varie
terapie di supporto messe in atto in ambiente intensivo.
Nei pazienti in cui tale possibilita di rigenerazione non si
¢ verificata o non ¢ stata sufficiente a cambiare il quadro
clinico, il trapianto di fegato in regime di urgenza ha rap-
presentato 'unica misura terapeutica efficace. In questo
senso, il trapianto di fegato in emergenza ha cambiato in
maniera radicale la sopravvivenza in caso di IEFE. Il ruolo
del FBA di cui si sono brevemente descritti la storia pas-
sata e lo stato attuale degli studi, nonché il ruolo di altri
sistemi totalmente artificiali di supporto epatico, si inse-
riscono a questo livello per permettere e forse anche per
stimolare la rigenerazione spontanea del fegato colpito da
un danno necrotico ancora potenzialmente reversibile, o
per supportare il paziente fino al reperimento dell’organo
ed al trapianto. Gli studi clinici controllati di fase II e III
recentemente iniziati negli Stati Uniti ed in Europa ci
diranno nel giro di qualche anno se il FBA manterra le
promettenti aspettative innescate dopo quasi cinquant’anni
di affascinanti ricerche.
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