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RESUMO

O figado é indispensavel para manter a homeostase do corpo por ser responsavel
pelos principais processos metabdlicos do organismo. Além disso, € um 6rgdo que
desenvolveu como caracteristica importante a capacidade de regenerar-se. Apesar
de muitos estudos sobre a regeneracdo do figado, as doencas a ele relacionadas
ainda sdo causas de Obito pela resposta insuficiente do 6rgdo a regeneracao,
dependendo do grau de lesdo. Portanto, sistemas bioartificiais tem sido propostos
como substitutos na insuficiéncia hepatica em estagio final. Aqui, relatamos uma
plataforma bioldgica polimérica que induziu a proliferacdo sequencial do parénquima
hepatico dentro da plataforma em camundongos. Os discos porosos de poliéter-
poliuretano foram colocados cirurgicamente no figado e removidos nos dias 4, 8, 12 e
25 apods a implantacdo. Nao foram adicionados fatores de crescimento exdgenos ou
componentes da matriz extracelular na plataforma. Este dispositivo bio-hibrido
proporcionou um preenchimento gradual com parénquima hepético e células nao
parenquimatosas, como detectado por andlise histoldgica. Nos dias 12 e 25, uma
estrutura semelhante ao figado preenchia 2/3 da plataforma, sua organizacdo se
assemelhava ao do figado controle, inclusive componentes vasculares, hepatécitos e
outras células foram positivas para o marcador de proliferacdo celular por imuno-
histoquimica. Por coloracdo com Picrosirius, demonstrou-se que a deposicao de
colageno no parénquima hepatico no implante era semelhante ao figado controle. A
atividade de MPO foi maior no primeiro tempo avaliado (8 dias pos-implantacdo) e a
atividade de NAG foi maior no dia 25 pos-implantacdo. Os niveis de TNF-a foram
elevados nos dias 8 e 12, e no dia 25 retornou ao mesmo nivel inicial, os niveis de
VEGF atingiram o pico no dia 8 e os niveis de TGF-B1 foram semelhantes em todos
os tempos avaliados. A concentracéo sérica de proteinas totais, albumina e AST nao
apresentou alteracBes durante o periodo experimental, apenas ALT aumentou
inicialmente apos a implantacéo, mas retornou gradualmente aos niveis de controle.
A plataforma porosa sintética (sem adicdo de fatores exdgenos) colocada adjacente
ao figado dos animais exibe potencial de ser explorado para investigar mecanismos
fisiologicos de regeneracao hepatica.

Palavras-chave: Modelo animal; Parénquima hepatico; Proliferacao celular;

Implante.



ABSTRACT

The liver is indispensable for maintaining body homeostasis by acting in the metabolic
processes. It is an organ that has developed an important characteristic of
regenerating itself. Despite of many studies about on liver regeneration, liver diseases
are still causes of death by subsequent failure depending on the lesion degree.
Therefore, bioartificial liver systems have been proposed as surrogates for end-stage
liver failure. Here, we report a polymeric biological platform that induced sequential
proliferation of liver parenchyma inside the scaffold in mice. Porous discs of polyether-
polyurethane were surgically placed on the liver and removed at days 4, 8, 12 and 25
after implantation. No exogenous growth factors or extracellular matrix components
were added to the scaffold. This biohybrid device provided a scaffold that was gradually
filled with parenchymal and non-parenchymal liver tissue as detected by histological
analysis. By days 12 and 25 a liver-like structure filled 2/3 of the scaffold, its
organization resembled that of a mature liver, inclusive vascular components.
Therefore, hepatocytes and other cells were stained to immunohistochemistry for cell
proliferation marker. By Picrosirius staining it was shown that collagen deposition in
hepatic tissue into implant was similar to the control liver. MPO activity was higher in
the first time evaluated (8 days post-implantation) and NAG activity was higher at day
25 post-implantation. TNF-a levels were elevated on days 8 and 12, returning to
baseline at 25 days, VEGF levels peaked at day 8 and TGF-31 levels were similar at
all-time points evaluated. The serum concentration of total proteins, aloumin and AST
did not change during the experimental period, only ALT increased initially after
implantation, but gradually returned to control levels. The synthetic porous scaffold
(without addition of exogenous factors) placed adjacent to the native animal liver
exhibits the potential to be exploited to investigate physiological mechanisms of liver
regeneration.

Keywords: Animal model, Liver parenchyma, Cell proliferation, Scaffold.
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1 INTRODUCAO
1.1 Figado

1.1.1 Caracteristicas morfoldgicas

O figado é a maior viscera do corpo humano, localizado no quadrante
superior direito da cavidade abdominal, abaixo do diafragma. Apresenta-se
macroscopicamente subdividido em quatro lobos (direito, esquerdo, quadrado e
caudado), com ligamentos proeminentes em sua superficie, conforme Figuras 1 e 2

(BRASILEIRO, 2012; GARTNER,; HIATT, 2007, NETTER, 2011).

g

>4
.

Quadrante
superior esquerdo

Quadrante
superior direito

Quadrante
inferior esquerdo

Quadrante
inferior direito

| ot

Figura 1 — Localizagdo do figado humano. A maior viscera do corpo humano, o figado, esta localizado no
guadrante superior direito ou hipocdndrio direito do abddmen, abaixo do diafragma. Fonte: Adaptado de Rogers;
Dintzis (2012, p. 195).
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Figura 2 — Macroscopia do figado humano. O figado é subdividido em quatro lobos: direito, esquerdo,
quadrado e caudado, com ligamentos proeminentes em sua superficie, conforme ilustrado e identificado na
figura. Fonte: Atlas de Anatomia Humana (NETTER, 2011).
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E um 6rgdo ricamente vascularizado, com dupla irrigacdo sanguinea,
recebendo sangue oxigenado da artéria hepética esquerda e da artéria hepéatica
direita, bem como sangue rico em nutrientes advindo dos intestinos através da veia
porta. ApGs a metabolizacéo, secrecao e detoxificagdo pelos hepatdcitos, o sangue é
drenado pelas veias hepaticas e direcionado a veia cava inferior (GARTNER; HIATT,

2007; GUYTON; HALL, 1996).

1.1.2 Funcdes hepaticas
O figado é um o6rgao versatil, capaz de realizar funcdes indispensaveis para
manter a homeostase corporal. Seguem abaixo algumas das principais fungdes por

ele realizadas (Quadro 1).

Funcodes hepaticas

Augxilia no processo de digestdo, emulsificando

Froducie da Mo a gordura da dieta.

Armazenamento de vitaminas A. D, B;; entre outras.

Armazena triglicérides e realiza a quebra por

Metabolismo de lipidios il hose

Armazena glicose em glicogénio e realiza

Manutencao da glicose no sangue : 252 i
glicogenolise quando necessario.

Conversiao de substancia nocivas Converte amoénia em uréia.

Forma fibrinogénio. fator III. globulina
aceleradora e protrombina.

Pela atuacao das ceélulas de Kupfifer e natural
Killers.

Produz albumina, proteinas do sistema
Sintese de proteinas complemento, globulinas e todos os
aminoacidos n3o-essenciais.

Formacao de fatores de coagulacio

Funcao imunologica

Degradacao hormonal Degrada hormonios de glandulas endocrinas.

Detoxificacdo de substancias nocivas Inativa drogas e toxinas.

Quadro 1 - Fungdes hepaticas.
Elaborado com base em: Brasileiro (2012); Gartner; Hiatt (2007); Wisse et al (1997).
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Neste contexto, é necessario que a estrutura do figado esteja preservada
para a execucdo adequada de todas as suas funcgles, indispensaveis para a
homeostase do organismo. Infortunadamente, o figado, como qualquer outro 6rgéo, é
passivel de sofrer lesdes que, dependendo dos fatores influenciadores, podem levar
a reducdo ou perda de funcdo (CORLESS, 1983; FOX; BROWN, 2012; STRAUSS,

2011).

1.1.3 Comparacéo entre os figados humano e de camundongo

Ao comparar o figado humano com o de camundongo, que € 0 nosso modelo
de estudo, sédo notaveis as semelhancas como o tamanho do 6rgao (maior viscera),
divisbes de lobos hepaticos (ambos com quatro lobos), localizacdo abaixo do
diafragma (Figura 3), bem como as formacdes lobulares intra-hepatica e a presenca
dos mesmos tipos celulares (hepatdécitos, células estreladas, células de Kupffer, entre

outras) (GARTNER; HIATT, 2007; ROGERS; DINTZIS, 2012).

Vesicula biliar
Esdfago

Lobo medial Lobo esquerdo

Estémago
Tecido adiposo
branco e pancreas

Intestino
delgado

Bago

Figura 3 — Localizacdo do figado em camundongo. O figado localiza-se na linha média ventral, centralizado
na cavidade abdominal, abaixo do diafragma. Fonte: Traduzido de Rogers; Dintzis (2012, p. 195).
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Constituido por quatro lobos (medial, esquerdo, direito e caudado) (Figura 4),
o figado de camundongo exibe uma formacao vascular na qual, em semelhanga ao
humano, o sangue venoso e arterial entra no I6bulo através de triades portais

(ROGERS; DINTZIS, 2012).

Istmo

Vesicula biliar

Lobo medial

Lobo direito Lobo esquerdo

Lobp medial

Vesicula biliar

Lobo diretto

Lobo esquerdo

Lobo caudado

Figura 4 — Macroscopia do figado de camundongo. Os quatro lobos exibidos pelo figado de
camundongo séo: direito, esquerdo, quadrado e caudado. Fonte: Traduzido e adaptado de Rogers;
Dintzis (2012, p. 196).

Sob a analise microscopica, tanto o figado humano como o de camundongo
apresentam uma organizacao hexagonal de I6bulos classicos, na qual o humano exibe

cordbes de hepatocitos bem definidos e alinhados, enquanto no figado de
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camundongo esta organizacdo ndo é tao linear. O volume da massa do 6rgdo em
relagdo ao corpo é maior no camundongo. Além disso, o figado dos camundongos
exibe menos tecido conjuntivo do que o de humanos, tanto na satde como na doenca
(ROGERS; DINTZIS, 2012). O Quadro 2 detalha a comparacdo do figado do
camundongo com o figado humano.

As diferencas existentes entre as duas espécies devem ser observadas e
consideradas para a utilizagdo de camundongos como modelos de pesquisa.
Entretanto, todas as semelhancas encontradas na estrutura geral e funcdes hepaticas
entre o humano e o camundongo superam as diferencas, reforcando a viabilidade da
utilizacdo do modelo animal em trabalhos experimentais, principalmente a
semelhanca na capacidade de regeneracdo, sendo uma caracteristica importante

para os estudos cientificos (ROGERS; DINTZIS, 2012).

CARACTERISTICA CAMUNDONGO HUMANO

Localizacio Subdiafragmatico Quadrante abdominal superior direito

Lobos 4: Medial, esquerdo (maior), direito (bisecado), caudado |4: Direito (maior), esquerdo, caudado, quadrado

Vesicula biliar Istmo central do lobo medial Abazo do lobo direito

Ligamentos Indistinto Proeminente

Ldbulos hepticos Menos aparente Aparente

Triades portais Pequenas toades nio aparentes Todos os tamanhos sio aparentes

Tecido conjuntivo fibroso [REN ; z Ee 2 : z .
. Nioe prmlmnente em saude oun doenga Nioe PIDElTll.lleﬂtE em saude; ZlPZlIElltE Eem Ciirose
dentro e entre triades

Estrutura do sinusoide Fenestrado e descontinuo Fenestrado e descontinuo

Canaliculos biliares Nio facilmente detectavel no figado nommal Nio facilmente detectavel no figado nommal

Hepatocitos bie ) .
p. Comum com o avanco da idade 25% das celulas
multinucleados

Citoplasma - degeneragio

hidrépica e aumentode [ NPNEI RS ISt Te) Incomum
volume

Células de Kupffer Comum;, melhor vistas com imunohistoquimica F4/80  |15% do total de celulas do figado

Células de Ito Presentes em sinusoides Presentes em sinuscides

Quadro 2 — Comparacéo entre o figado humano e de camundongo. Fonte: adaptado de
Roger; Dintzis (2012, p. 194).
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1.2 Regeneracdo hepéatica

Estudos cientificos sobre regeneracdo hepatica tem demonstrado que este
processo ja é bem estabelecido em mamiferos, consistindo na restauragéo da massa
hepatica, restabelecendo as funcfes necessarias para a manutencédo da homeostasia
do corpo. Além disso, a relacéo peso do 6rgao/peso corporal pode alcancar até 100%
da dimensdo original apdés a hepatectomia parcial ou outras lesbes
(MICHALOPOULOS, 2014; MICHALOPOULOS; DEFRANCES, 1997). Isso ocorre por
um mecanismo de crescimento compensatorio, no qual as células remanescentes
apos a agressao ao figado se proliferam para substituir as células perdidas (FAUSTO;
CAMPBELL; RIEHLE, 2006).

Entre as abordagens para o estudo da capacidade regenerativa do figado,
podemos citar o modelo de hepatectomia parcial em roedores, técnica primeiramente
descrita por Higgins e Anderson, em 1931. A cirurgia, pode ser realizada através da
hepatectomia parcial ou oclusdo da veia porta, e induz a regeneracao compensatoéria
do lobo do figado remanescente ou regeneracdo compensatoria do lobo contralateral
(HIGGINS; ANDERSON, 1931). Outro modelo de lesdo é a administracédo de produtos
guimicos lesivos, como o tetracloreto de carbono (CCls) e 0 acetaminofeno (HARDIN,
B.L.,1954; Ll etal., 2015; MILLER et al., 1976). A administrac&o de produtos quimicos
hepatotoxicos resulta na morte de hepatocitos e, em seguida, na regeneracao e no
reparo tecidual (WEI et al., 2015).

A utilizacdo de modelos animais forneceu a base para a compreenséo de
mecanismos e sinais moleculares que controlam a regeneracao do figado gravemente
lesado (Figura 5). ApGs hepatectomia parcial, os hepatécitos sdo as primeiras células

a responderem aos estimulos regenerativos, desencadeados por receptores
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importantes no processo de proliferacéo celular, e em seguida outras células do érgao
também proliferam, como as células do ducto biliar, células estreladas e células
endoteliais.

No inicio do processo regenerativo, também chamado de fase de iniciacdo, o
figado desenvolve uma resposta de fase aguda, quando células inflamatérias locais
identificam os sinais liberados pela morte das células hepaticas, os padrdes
moleculares associados ao dano (DAMPs - do inglés damage-associated molecular
pattern molecules) e liberam citocinas inflamatérias, como TNF-a e IL-6 (POSSAMAI
et al., 2014).

Em seguida, na fase de proliferacdo, as citocinas (TNF-a e IL-6) e também
fatores de crescimento, como fator de crescimento de hepatocito (HGF), fator de
crescimento transformante alfa (TGF-a) e fator de crescimento epidermal (EGF),
induzem a entrada dos hepatdcitos no ciclo celular. Tais sinais mitogénicos séo
provenientes da quebra da matriz e de hepatdcitos e células adjacentes, como células
endoteliais, células estreladas e macréfagos. Hepatécitos em proliferacdo, por sua
vez, sintetizam fatores de crescimento efetivos para as células adjacentes, como TGF-
a, FGF, VEGF, PDGF, entre outros.

Células epiteliais biliares também respondem aos sinais proliferativos dos
hepatécitos (HGF, EGFR) e produzem PDGF, que atua como fator mitogénico para
células estreladas (FAUSTO; CAMPBELL; RIEHLE, 2006; MICHALOPOULOQOS, 2013).
Em resposta aos estimulos das citocinas e fatores de crescimento, as células
hepaticas desencadeiam uma resposta intracelular, acionando vias de sinalizacdo que
culminam na ativacdo de fatores de transcricdo, como por exemplo o NFkB, que

permitem transcricdo de genes relacionados ao ciclo celular.
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A ativacdo de NFKB nos hepatdcitos, apds hepatectomia parcial, é induzida
por TNF-a e também por outros fatores, como EGF e HGF. Estes sinais também
ativam o ciclo celular por desencadearem outro fator de transcricdo, o STAT3
(FUJIYOSHI; OZAKI, 2011; MICHALOPOULOQS, 2013, 2014). O fim do reparo ocorre
guando o figado reestabelece sua massa e fungéo, correspondente a fase de inibicdo
do processo regenerativo. Os principais sinais dessa fase séo induzidos por TGF-31.
Além dele, a MEC parece também regular a resposta dos hepatdcitos aos fatores de

crescimento (MICHALOPOULOS, 2014; RIEHLE et al., 2011).

Células estreladas

Fatores de transcricio para
entrada no ciclo celular
O
o>
c
g8 NFkB
c
83 STAT3
&8 R
&3
8
1
Hepatécito
Células epiteliais
biliares
Figura 5 - Esquema de sinalizacdo molecular externa na regeneracdo hepatica apés

hepatectomia parcial. Fatores de crescimento mitogénicos e fatores auxiliares convergem em
hepatécitos para induzir a entrada no ciclo celular. Isso desencadeia producdo de crescimento sinais
de hepatécitos, que séo direcionados para outros tipos de células hepaticas, induzindo sua entrada em
proliferacdo e estimulando a producdo de sinais de crescimento, sdo direcionados de volta aos
hepatdcitos. Fonte: traduzido e adaptado de Michalopoulos (2013).

Portanto, € possivel perceber o quanto todo esse processo € complexo,
envolvendo as diferentes células presentes no figado que respondem a diversos

fatores mitogénicos e citocinas, induzindo o alcance da homeostase em reposta a
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alguma lesdo. Porém, dependendo da progressdo do dano, a restauracdo do

parénquima e estrutura hepéatica tornam-se insuficientes.

1.3 LesOes hepaticas

1.3.1 Epidemiologia

Diversos tipos de lesdes no figado podem ocorrer em decorréncia de condi¢cdes
patolégicas, sendo que as principais compreendem: (a) as de natureza inflamatdria,
como hepatites agudas ou crénicas e as esteato-hepatites; (b) as les6es da arvore
biliar, como as malformacOes e as colangites; (c) as alteracbes vasculares, que
atingem principalmente os ramos venosos portais, Como ocorre na esquistossomose,
ou o sistema de drenagem do 6rgdo, como a doenca veno-oclusiva ou trombose das
veias hepdticas. A insuficiéncia cardiaca também é considerada uma importante
causa de disturbios no segmento poés-sinusoidal da circulacdo hepatica
(BRASILEIRO, 2012).

As hepatites causadas por virus, séo infecgdes definidas por inflamacéao do
figado, podendo resultar em doenca que varia de leve a grave (WHO, 2017). Dados
da Organizacdo Mundial de Saude indicam que 130 a 150 milhdes de pessoas em
todo o mundo tem infeccéo cronica pela hepatite C e cerca de 500.000 morrem todos
0s anos por doencas hepaticas relacionadas a hepatite C (WHO, 2017).

A doenca hepética alcodlica (DHA) é um tipo de dano ao figado causado pelo
uso abusivo de alcool e é a causa mais comum de cirrose no mundo ocidental e uma
das dez causas comuns de morte (KAPLAN, 2004). Em 2015, uma estimativa revelou

gue cerca de 325 milhdes de pessoas foram diagnosticadas com hepatite crénica e

destas mais de 1 milhdo de pessoas evoluiram ao 6bito (WHO, 2015).
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A doenca hepatica gordurosa nado alcodlica (DHGNA) é definida como
infiltracBes gordurosas no figado que ndo sdo causadas pelo alcool e ocorre em
aproximadamente 20% da populagcdo em todo o mundo (SATTAR; FORREST;
PREISS, 2014). A Organizacdo Mundial de Gastroenterologia, através de diretrizes
publicadas em 2012, demonstraram que a prevaléncia de DHGNA duplicou nos
altimos 20 anos. Tanto a DHGNA como a esteato-hepatite nédo alcodlica (NASH) estao
associadas ao diabetes e a obesidade e juntos sédo considerados a principal causa de
doenca hepatica nos paises do ocidente (WORLD GASTROENTEROLOGY
ORGANISATION GLOBAL GUIDELINES, 2012). Entre 10 e 30% dos pacientes com
DHGNA tem NASH e progridem para a cirrose (DYSON; ANSTEE; MCPHERSON,
2015).

Mokdad et al (2014), apontam a cirrose como uma das complicacbes das
doencas hepaticas, uma doenca crbnica caracterizada pela substituicdo de
parénquima fisioldgico por tecido cicatricial (fiborose). Mundialmente, foi estimado que
em 2010 mais de um milhdo de ébitos ocorreram pela cirrose, o equivalente a cerca
de 2% de todas as mortes em todo o mundo (MOKDAD et al., 2014). Neste
contexto, diversas lesdes hepaticas, quando nao tratadas adequadamente, favorecem
a sua evolucao, estimulando o desenvolvimento de doenca hepética grave e a

incapacidade regenerativa (BLACHIER et al., 2013; CIENFUEGOS et al., 2014).

1.3.2 Lesdes hepaticas ndo passiveis de regeneracao

A regeneracdo ocorre na maioria das doencgas hepaticas, porém, existem
doencas que ndo desenvolvem este processo, as quais sdo classificadas como
doencas hepaticas fulminantes (DHF). S&o vérias as DHF e igualmente de diferentes

etiologias tais como hepatites por virus, uso de medicamentos, doencas metabdlicas,
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exposicao a téxicos, isquemia e uma miscelanea de doencas listadas no quadro 3. A
investigacdo de todos os possiveis agentes etiologicos é criteriosa, entretanto, nem

sempre é bem sucedida, e cerca de 40% a 50% dos casos ficam sem etiologia

determinada (ACHARYA et al., 1996).

Exposicio a drogas e toxinas Infecciosas Miscelineas
a) Relacionada a dose Hepatites virais: A, B e associagdes Hepatite auto-imune
Acetaminofeno Citomegalovirus Doenga de Still do adulto
CCl, Herpes simples Linfoma
Amanita phalloides Epstein-Barr Metdstases hepdticas (melanomas, pulmo)
Fasforo amarelo Paramixovirus Esteatose aguda na gravidez
b) Idiossincrdsica Adenovirus Hipertermia
Halotano Dengue Hepatectomia parcial
Isoniazida Febre amarela Criptogenética
Rifampicina Metabolicas
Tetraciclina Doenga de Wilson
Dissulfiram Deficiéncia de alfa 1-antitripsina
Sindrome de Reye (dcido acetilsalicilico) Galactosemia
Cetoconazol Tirosinemia
Antiinflamatérios n3o hormonais
Antitireoidianos, hidantoinas, alfa-metildopa
Isquémicas‘hipdxia
Doenga veno-oclusiva
Disfungio priméria hepdtica pas-transplante
Choque hepatico isquémico
Insuficiéncia cardiaca

Quadro 3 — Causas de faléncia hepética fulminante. Fonte: Adaptado da publicagéo sobre Faléncia
hepatica, da Sociedade Brasileira de Hepatologia (www.sbhepatologia.org.br/pdf/FASC_HEPATO_ 27
_FINAL.pdf)

Baseado em tais doencas, pesquisas tém sido desenvolvidas para identificar
gual seria o "gatilho" inicial para desencadear a resposta regenerativa, esclarecer a
cinética deste processo na proliferacdo hepatica e o funcionamento deste tecido. No
entanto, os modelos experimentais desenvolvidos até agora para o estudo da
regeneracao e/ou proliferacdo hepatica requerem uma injuria prévia (lesdo hepatica,
hepatectomia parcial) e, com isso, a busca por novos modelos para o estudo da
regeneracdo e proliferacdo hepdética tornou-se necessaria. Nesse sentido, novas
abordagens da medicina regenerativa baseada em biomateriais tem sido propostas

para melhorar a regeneracao hepatica, desde que eles fornecam um microambiente
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passivel de ser controlado (NADERI; MATIN; BAHRAMI, 2011; PEREZ; JUNG; KIM,

2017).

1.4 Biomateriais

Biomateriais sdo estruturas biocompativeis que tem sido utilizadas como
plataformas capazes de interagir com o0s sistemas biologicos, para utilizacdo em
novos procedimentos terapéuticos (LANGER; TIRRELL, 2004; PARK; LAKES, 2007;
RATNER, 2016). S&o considerados uma das bases da engenharia de tecidos que, de
forma interdisciplinar, relaciona principios de biologia e engenharia, afim de
desenvolver substitutos de tecido funcional (ABBOTT et al.,, 2016; LANGER,;
VACANTI, 1993). Os biomateriais proveem um suporte tridimensional para a
integracdo entre as células e moléculas, guiando temporalmente e espacialmente o
complexo processo multicelular da formacéo e regeneragao tecidual (LANGER,;
TIRRELL, 2004; NADERI; MATIN; BAHRAMI, 2011).

Recentes estudos buscam aplicar o desenvolvimento de novos materiais para
medicina regenerativa do figado, associando a estes biomateriais fatores de
crescimento e/ou componentes extracelulares em plataformas poliméricas
implantados diretamente no parénquima lesado. Hammond et al (2011), mostraram
gue a incorporacéo de fatores de crescimento e de derivados da MEC do figado, em
um biomaterial constituido de polimero biodegradavel, promoveu a proliferagdo de
células hepéticas e células ndo parenquimais na plataforma implantada junto ao
figado normal e lesado (HAMMOND et al., 2011a). Outros pesquisadores testaram
uma plataforma constituida de material da familia do poliéster polihidroxialcanoato
(PHA), produzido por uma bactéria recombinante Aeromonas hydrophila. A plataforma

foi preenchida com células tronco do corddo umbilical humano e transplantada em
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animais que apresentaram lesdo hepatica devido ao tratamento com CCL4 e a partir
do dia 14 o figado mostrou sinais de regeneracéo (LI et al., 2015).

Outra estratégia utilizada de forma geral nos estudos de regeneracdo de
tecidos tem sido a descelularizacdo de 6rgaos, de forma que a estrutura da matriz
extracelular permaneca para que sirva de suporte/plataforma. Lee et al (2014)
mostraram resultados positivos para cultura e transplante de hepatdcitos utilizando
matriz descelularizada (LEE et al., 2014). Porém, uma desvantagem desse tipo de
matriz é a dependéncia da doacao de 6rgéos.

Apesar de recentes estudos trazerem novas abordagens utilizando
biomateriais na regeneracdo hepatica, eles necessitaram da adicdo de fatores
exégenos para alcancarem o processo de reparo, como fatores de crescimento ou a
necessidade de se adicionar a tais materiais células progenitoras. Os estudos atuais
falham em estimular o desenvolvimento de uma estrutura morfofuncional do orgéo na
auséncia de adicao de fatores as plataformas propostas.

A matriz sintética de poliéter-poliuretano tem sido utilizada por nosso grupo
de pesquisa como implante para andlise da interacao entre o organismo hospedeiro e
0 corpo estranho na cavidade subcutanea ou intraperitoneal de roedores. Estudos
anteriores demonstraram que, na auséncia de adicdo exogena de fatores de
crescimento ou qualquer componente da matriz extracelular, os implantes
subcutaneos tornam-se infiltrados por um tecido fibrovascular proliferativo. De forma
semelhante, quando o implante foi realizado na regido intraperitoneal, a matriz
sintética mostrou-se firmemente aderido aos 6rgdos viscerais (figado, intestino)
contendo células parenquimatosas e nao parenquimatosas desses 6rgédos (CASTRO

et al., 2012; MENDES et al., 2007). Essas observacoes forneceram a ideia de que
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esta matriz sintética poderia funcionar como uma plataforma bio-hibrida para inducéo

de proliferacdo hepética.

2 JUSTIFICATIVA

Neste contexto, diversas lesfes hepaticas, quando né&o tratadas
adequadamente, favorecem a sua evolucdo estimulando o desenvolvimento de
doenca hepatica grave, prejudicando a capacidade regenerativa (BLACHIER et al.,
2013; CIENFUEGOS et al.,, 2014). Nestes casos, o desenvolvimento de figados
bioartificiais € considerada a principal abordagem terapéutica viavel. O modelo de
plataforma polimérica apresenta potencialidade para incluir a formacdo de um novo

parénquima hepatico capaz de restabelecer a morfofuncionalidade do 6rgao.

3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral
Caracterizar a cinética dos componentes celulares e vasculares do
parénquima hepatico recém-formado, bem como determinar a producdo de

marcadores hepaticos (enzimas) utilizando uma plataforma polimérica.

3.2 Objetivos especificos
e Induzir a formacdo de parénquima hepéatico em animais Swiss intra-implante,
utiizando uma matriz sintética de poliéter-poliuretano, sob o lobo hepatico

esquerdo;

e Avaliar a proliferagdo do parénquima hepatico nas matrizes sintéticas, nos dias 4,

8, 12 e 25 pos implante (histologia e imuno-histoquimica);
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e Analisar a area de colageno intra-implante (Picrosirius) nos diferentes tempos

avaliados;

e Realizar avaliacdo dos componentes vasculares do parénquima hepatico intra-

implante (contagem das veias centrolobulares);

e Avaliar a atividade das enzimas mieloperoxidase (MPO) e N-acetil-B-D-

glucosaminidase (NAG);

e Fazer dosagens dos niveis das citocinas TNF-a, VEGF e TGF-1 intra-implante

nos diferentes tempos avaliados;

e Analisar os niveis de proteinas totais, albumina, AST e ALT, em amostras de soro

de animais implantados e controle.

4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Aspectos éticos
Este trabalho foi aprovado pela Comisséo de Etica em Experimentacio

Animal (CEUA/UFMG), sob o Protocolo n°® 264/2011 (Anexo A).

4.2 Animais

Utilizamos camundongos da linhagem Swiss, machos de aproximadamente
8 semanas de idade (n=10/grupo), fornecidos pelo Centro de Bioterismo (CEBIO) da
Universidade Federal de Minas Gerais (UFMG). Todos os animais foram alimentados
com racdo padrdao (NUVILAB CR-1 Brasil) e agua ad libitum no biotério do
Departamento de Patologia Geral, livre de patdégenos e mantidos sob um ciclo

claro/escuro de 12 horas. Todos os procedimentos realizados estavam de acordo com
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0s padrdes estabelecidos nas diretrizes para o cuidado e uso de animais

experimentais pelo Comité Institucional de Bem-Estar Animal local.

4.3 Modelo experimental

As matrizes sintéticas de poliéter-poliuretano foram cortadas com o auxilio de
um punch cirdrgico, em discos de 5 mm de espessura e 8 mm de diametro (Vitafoam
Ltd, Manchester, U.K.), foram embebidas em alcool a 70% (overnight). Antes da
implantacdo, os discos foram colocados em um béquer de vidro sobre uma placa
aquecida e esterilizados por ebulicdo em agua destilada durante trinta minutos
(ANDRADE; FAN; LEWIS, 1987).

Todos os animais foram anestesiados com uma mistura de 60 mg/kg de
ketamina e 10 mg/kg de xilazina. O pélo abdominal dos animais foi tricotomizado e
realizada a antissepsia da pele com alcool a 70%. As matrizes sintéticas foram
implantadas na cavidade abdominal através de uma incisdo da linha média ventral de
0,5 cm de comprimento, na linha alba do abdémen, abaixo do processo xiféide e
inseridas sob o lobo esquerdo do figado. O peso do 6rgdo manteve o implante
imobilizado, permitindo o contato direto entre o figado e a matriz sintética,
proporcionando assim uma interface: parénquima hepatico/implante.

As incisBes foram suturadas com fio de nylon ndo absorvivel. Os animais
foram mantidos isolados (um animal/caixa) e monitorados apés a cirurgia para
detectar quaisquer sinais de infec¢cao ou desconforto.

Em intervalos de tempos predeterminados 04, 08, 12 e 25 dias apés a
implantagéo, grupos de animais foram eutanasiados por administragdo de uma
sobredose de anestesia. Os implantes foram cuidadosamente dissecados a partir de

tecido aderente, removidos, pesados e processados para as analises abaixo
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descritas. A amostragem de sangue foi coletada para analise bioquimica. Os figados
e 0 sangue de um grupo controle (ndo implantados, n=10) também foram removidos

e processados.

4.4 Andlises histolégicas e imunohistoquimicas

Os implantes foram fixados em 10% de formol por 24h, em seguida
processados para inclusdo em parafina. Apés a inclusdo em parafina, os cortes com
espessura de 5 um foram coradas com hematoxilina e eosina (H & E) para avaliar o
parénquima hepatico intra-implante. A coloracdo com Picrosirius seguida de
microscopia de luz polarizada foi utilizada para visualizar e determinar fibras de
colageno. Um total de 30 campos/lamina foram capturados com uma camera digital
JVC TK-1270/JCB conectada a um microscépio com uma amplificacao final de 400 x
para analisar os parametros descritos acima. Todos os parametros foram analisados
pelo software Image Pro Plus 7.0.

Cortes histolégicos também foram processados para imuno-histoquimica
com o objetivo de avaliar a proliferacdo celular. Para isso, foram desparafinados,
hidratados e submetidos a etapas de bloqueio subsequentes: bloqueio de peroxidase
enddégena com de H20:2 (0,3%) com metanol (1:1) durante 15 minutos e 5% de BSA
durante 1 hora a temperatura ambiente. As laminas foram ent&o incubadas overnight
a temperatura ambiente com o anticorpo primario: anticorpo monoclonal de
camundongo anti CDC-47 (1:300 - Neomarkers), seguido de incubacdo com Dako kit
LINK e HRP-estreptavidina (1 hora cada). O cromdgeno DAB foi usado para visualizar
a atividade da peroxidase. Os cortes foram entdo contrastados com hematoxilina. O

controle negativo foi realizado pela omissdo do anticorpo primario.
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4.5 Determinacdo das atividades de mieloperoxidase (MPO) e N-acetil-B-D-
glucosaminidase (NAG) intra-implante

A infiltragdo de neutrofilos nos implantes foi avaliada indiretamente por
andlise da atividade da MPO, como descrito anteriormente (PEREIRA et al., 2017) .
Os implantes foram pesados, homogeneizados em tampé&o NaPO4 0,05 M (pH 5,4) e
centrifugados a 12000 x g durante 10 min. A atividade de MPO nas amostras
sobrenadantes foi determinada medindo a alteragdo na absorbancia (densidade
optica; DO) a 450 nm utilizando tetrametilbenzidina (1,6 mM) e H202 (0,3 mM). A
reacao foi terminada pela adicdo de 50 pl de H2SO4 (4M). Os resultados foram
expressos como alteracdo na DO por g de tecido Uumido. Os resultados foram

expressos como mudanca no DO / g de tecido imido.

Quanto a infiltracdo de macréfagos nos implantes, foi avaliada indiretamente
pelos niveis da enzima lisossdmica NAG (ALMEIDA et al., 2017; ORELLANO et al.,
2015; RODRIGUES VIANA et al., 2015). As amostras foram homogeneizadas em
solucdo de NacCl (0,9% v / v) contendo 0,1% v / v de Triton X-100 (Promega, Madson,
WI, EUA) e centrifugadas (3.000 x g; 10 min a 4°C). As amostras do sobrenadante
(100 ul) foram incubadas por 30 minutos a 37°C com 100 ul de p-nitrofenil-N-acetil-
beta-D-glucosaminidase (Sigma-Aldrich, St Louis, MO, EUA), preparados em tampao
citrato / fosfato (Acido citrico 0,1 M, Na2HPO4 0,1 M, pH 4,5) para produzir uma
concentracéo final de 2,24 mM. A reacéo foi interrompida pela adicao de 100 ul de
tampéo de glicinaa 0,2 M (pH 10,6). A hidrélise do substrato foi determinada medindo

a absorcéo a 400 nm. Os resultados foram expressos em nmol / mg de tecido amido.
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4.6 Dosagem do conteudo de TNF-a, VEGF e TGF-B1 intra-implante

O procedimento foi inciado pela homogeneizacdo dos implantes em PBS a
um pH de 7,4 contendo 0,05% de Tween e centrifugados a 10.000 x g durante 30
minutos. As citocinas, TNF-a , VEGF e TGF-B1 foram medidos em 100 pl do
sobrenadante utilizando kits de imunoensaio (R e D Systems, EUA), de acordo com o
protocolo do fabricante. As diluigcdes de sobrenadantes foram adicionadas a placas de
ELISA revestidas com um anticorpo monoclonal murino especifico contra a citocina
de interesse, seguindo-se a adicdo de um segundo anticorpo policlonal conjugado
com horseradish peroxidase (HRP).

Apds a lavagem e remoc¢do de qualquer reagente de anticorpo-enzima nao
ligado, adicionou-se aos pogos uma solugao de substrato (50 pL de uma solucgéo 1:1
de peroxido de hidrogénio e 10mg/ml de tetrametilbenzidina em DMSO). O
desenvolvimento de cor foi interrompido apds 20 minutos de incubagdo com acido
sulfurico 2N (50 pL) e a intensidade de cor foi medida a 540 nm em um
espectrofotometro (E max - Molecular Devices). Os padrdes utilizados para as
diluigbes de 0,5 log10 de citocinas murinas recombinantes de 7,5 pg/ml a 1000 pg/ml

(100 pl). Os resultados foram expressos como pg de citocina/mg de tecido umido.

4.7 Funcdo hepatica

Para avaliar a funcéo hepatica, foram realizadas analises bioquimicas do soro
dos camundongos. As enzimas Aspartato Aminotransferase Sérica (AST/SGOT),
Alanina Aminotransferase (ALT/SGPT), proteinas totais e albumina foram dosadas em
amostras de soro utilizando um Kit Bioclin (Copyright © 2012 Bioclin/Quibasa),

conforme recomendacdes do fabricante.
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4.8 Analises estatisticas

Os resultados do trabalho sédo apresentados como média + SEM. A
normalidade e homocedasticidade foram determinadas para posterior andlise
estatistica. A analise estatistica foi realizada utilizando o software GraphPad Prism
5.0, através dos testes ANOVA unidirecional e comparacdo mdltipla pos-teste
Newman-Keuls. Foi considerado estatisticamente significante um valor de p menor

que 0,05.

5 RESULTADOS

5.1 Macroscopia e microscopia dos implantes

Macroscopicamente, nao foi encontrado nenhum sinal de rejeicéo no local de
implantacdo. A plataforma polimérica foi colocada sob o lobo esquerdo do figado para
criar uma interface entre a matriz sintética e o parénquima hepatico (Fig. 6A). Imagens
representativas dos implantes intraperitoneais revelaram que a matriz sintética foi
integrada e infiltrada pelo figado durante o tempo experimental (Fig. 6 B e C). O peso
umido dos implantes aumentou inicialmente, diminuindo no dia 25 pds-implantacéo

(Fig. 6 B).

A
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A

Dia 12 Dia 25
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C) Dia 4 Dia 8

Figura 6 - Implantacdo de matriz sintética. A) Micrografia representativa da técnica de implantacéo
em camundongos e da matriz sintetica em detalhe; B) Imagem macroscépica da matriz sintética apés
a implantacéo (4, 8, 12 e 25 dias). C) Imagem microscopica da infiltragcdo progressiva do figado no
implante (aumento de lupa — Barra = 0,5cm Hematoxilina-Eosina).

5.2 Proliferagdo hepéatica intra-implante

O implante da matriz de poliéter-poliuretano induziu a proliferagcdo de um
tecido fibrovascular seguido do desenvolvimento do parénquima hepético como
mostrado pela coloracdo com H & E. Inicialmente (dia 4), o tecido recém formado foi
composto de um denso infiltrado inflamatdrio, fibroblastos e células endoteliais
formando microvasos (Figura 7 A).

No dia 8, agrupamentos de hepatécitos foram vistos dentro do implante, além
de estruturas ductais e vasculares (Figura 7 B I-V). Para quantificar a infiltracdo do
parénguima hepatico no implante, medimos a area do parénquima hepatico e o peso
da matriz sintética (Figura 7 C e D). Estas caracteristicas aumentaram
progressivamente durante o periodo experimental, com reducéo do peso da matriz no

dia 25. Interessantemente, o parénquima hepatico proliferou no implante de forma

organizada.
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Figura 7 - Perfil daregeneracéo hepatica na matriz sintética. Cortes histolégicos representativos de
implantes (matriz sintética de poliéter-poliuretano) removidas em intervalos de tempo pré determinados
(4, 8, 12 e 25 dias). A infiltragdo progressiva do tecido hepético é vista no implante. B) |- grupo de
hepatécitos dentro do implante; II- hepatdcito individual (indicado pela seta) proximo da matriz
sintética*; Ill- ductos biliares (indicados pela seta); IV- veia centrolobular (circulo preto); V- espaco porta
(cruz); C) Area do parénquima hepatico intra-implante. D) Valores de peso dos implantes Gmidos. Os
valores apresentados sdo expressos como média + SEM. *Diferenca significativa entre os grupos
(ANOVA)*P <0,05; ** P <0,01; *** P <0,001; Barra = 100 pm.
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Avaliando a proliferacao celular, observamos que diferentes células do figado
foram positivas para CDC47 (marcador de proliferacdo celular), tanto hepatocitos
como células de ito (estreladas), e também fibroblastos e células endoteliais (Figura 8
A-F). O numero de células positivas para CDC47 foi maior no dia 8 e progressivamente
menor nos dias 12 e 25 (Figura 8 G).

G

-
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Indice de hepatécitos
positivos para CDC47 (%)

Figura 8 - Marcador de proliferacdo celular em cortes de implantes nos dias 8 (A), 12 (B) e 25 (C).
Hepatdcitos, fibroblastos, células endoteliais e células de Ito foram positivas para o marcador de
proliferacéo celular CDC47 por coloragdo imuno-histoquimica. D) Célula endotelial em detalhe*. E)
Hepatdécitos em detalhe (indicados pela seta) e células de Ito (indicadas pela seta). F) Fibroblastos em
detalhe (indicados pela seta). G) Analise morfométrica da porcentagem de células positivas para
CDC47 apresentou maior niumero de hepatdcitos positivos para o anticorpo no dia 8, em comparacao
com os dias 12 e 25. Dados representam média + SEM para cada intervalo. *Diferenca significativa
entre os grupos (ANOVA) *P < 0,05. (A-C: Barra = 50 ym; D-E: Barra = 20 um).
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5.3 Andlise do colageno intra-implante

A analise densitométrica do conteudo de colageno no parénquima recém-
formado foi determinada usando coloracdo com Picrosirius e microscopia de luz
polarizada (Figura 9 A e B). Observou-se um aumento inicial da deposi¢édo de
coldgeno (dia 8) pés implantacdo seguido por uma diminuicdo nos dias 12 e 25,

atingindo os valores do figado normal. (Figura 9 C).
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Figura 9 - Andlise da &area de coladgeno intra-implante. A-B) Seccéo histoldgica representativa
(coloracdo com Picrosirius) de deposicdo de colageno no parénquima hepético; C) Analise
morfométrica da deposicao de colageno. Os dados representam média + SEM para cada intervalo *
Diferenca significativa entre os grupos (ANOVA) * P <0,05. (Barra = 100 pm).

5.4 Andlise de componentes vasculares do figado recém-formado

As veias centrolobulares e portais foram observadas no tecido recém-

formado. Houve um aumento progressivo nas veias centrolobulares durante o periodo
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experimental. O valor médio no dia 25 foi semelhante ao controle do figado (Figura

10)

Viapram

A Cntrle

Veia central / campo

Figura 10 - Componentes vasculares do figado recém formado. A) SecOes histolégicas
representativas (HE) das veias centrolobulares no tecido hepatico no controle do figado (CT) e no
parénquima hepatico intra-implante (8, 12 e 25). B) Analise morfométrica do ndimero das veias
centrolobulares. Os dados representam média + SEM para cada intervalo. *Diferenca significativa entre
os grupos (ANOVA) *P <0,05. (Barra = 50 um)
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5.5 Dosagem dos niveis de NAG e MPO intra-implante

As atividades das enzimas inflamatérias MPO e NAG foram avaliadas (Figura
11 A e B). Observou-se diminuicdo da quantidade de MPO a partir do dia 8 até o final
do tempo analisado, indicando menor atividade de neutrofilos no final do experimento.
Quando avaliamos a atividade de NAG, observamos aumento no dia 25, o que estaria
relacionado ao aumento de atividade de macréfagos nos implantes no final do

experimento.
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Figura 11 - Niveis de MPO e NAG intra-implante. A) Houve um aumento da atividade da enzima MPO
no dia 4 e reducéo nos dias 4, 12 e 25 em relacdo ao dia 4. B) Os resultados demonstram que houve
um aumento progressivo dos niveis da enzima NAG (4, 8, 12 e 25). Os dados representam média +
SEM para cada intervalo. *Diferenca significativa entre os grupos (ANOVA) *P <0,05; ** P <0,01.
5.6 Dosagem do contetdo de TNF-a, VEGF e TGF-B1 intra-implante

A medicéo das citocinas, TNF-a, VEGF e TGF-1 nos implantes € mostrada
nas Figura 12 (A-C). O pico da producédo de TNF-a foi alcancado no dia 8 pés-
implantacdo, com reducéo dos niveis no dia 25, retornando aos mesmos niveis do dia
4. Os niveis de VEGF atingiram o pico no dia 8 e nos tempos seguintes (12 e 25 dias)

mostraram niveis menores comparados com os demais tempos avaliados. Os niveis

de TGF-B1 nao foram significativamente diferentes durante o periodo experimental.
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Figura 12 - Niveis de TNF-a e VEGF e TGF-B1 intra-implante. Os niveis de TNF-a exibiram um
padrao bifasico enquanto que os niveis de TGF-B1 eram semelhantes em todos os tempos avaliados.
Os niveis de VEGF apresentou um aumento no dia 4, progressédo desse aumento no dia 8, mas houve
diminuicdo consideravel nos dias 12 e 25. Os dados representam média + SEM para cada intervalo.
*Diferenca significativa entre os grupos (ANOVA) * P <0,05
5.7 Avaliacéo da funcédo hepética

Avaliamos se o implante alteraria a funcdo do 6rgdo dosando Aspartato
Aminotransferase Sérica (AST/SGOT), Alanina Aminotransferase (ALT/SGPT),
proteinas totais e concentracdes de albumina em diferentes pontos de tempo: dias 4,
8, 12 e 25 apo6s implantagdo (Figura 13). Nao houve diferenga significativa nas
concentracbes séricas de proteina total, albumina e AST em ambos 0s grupos

comparando os quatro pontos de tempo. A concentragao de ALT no soro foi maior no

dia 4, apenas em comparagado com o soro de animais nao implantados.
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Figura 13 - Avaliacdo da funcdo hepatica. A) Concentracdo sérica de proteinas totais (g / dL); B)
Concentragdo sérica de albumina (g/dL); C) Alanina Aminotransferase sérica (ALT/SGPT) (Ul); D)
Aminotransferase de Aspartato de Soro (AST/SGOT) (Ul). Nao houve diferenca significativa na proteina
total sérica, albumina e AST entre os tempos analisados. O ALT sérico aumentou no dia 4, mas retornou
ao nivel basal no dia 25. Os dados representam média + SEM para cada intervalo. *Diferenca
significativa entre os grupos (ANOVA) * P <0,05.

6 DISCUSSAO

O figado apresenta uma caracteristica Unica de reparo frente a lesdes, porém
pode apresentar resposta regenerativa insuficiente ou desenvolver respostas
fibroticas que torna o 6rgdo ndo funcional. Assim, a medicina regenerativa vem
trabalhando para desenvolver novos modelos de estudo de regeneracdo baseados
em microambientes controlaveis, como os biomateriais (NADERI; MATIN; BAHRAMI,
2011; PEREZ; JUNG; KIM, 2017). Os estudos recentes com animais que exploram a

regeneracdo hepética sdo baseados em extensas lesdes organicas através da
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hepatectomia parcial ou da administracdo de produtos quimicos prejudiciais (CCla,
acetaminofeno) e associam plataformas para auxiliar a regeneragdo hepatica
acrescentadas de fatores externos, como fatores de crescimento, células
progenitoras, componentes da MEC (HAMMOND et al., 2011b; LEE et al., 2014; LI et
al., 2015). No entanto, a proliferacédo de parénquima hepatico sem que haja uma lesédo

extensa e sem a adicao de fatores externos nao tem sido relatada.

No presente estudo, utilizamos o implante de uma plataforma porosa como
modelo de proliferagdo hepatica, definindo uma interface com o parénquima hepético
do camundongo, fornecendo um estimulo para a migragéo sequencial e a proliferacado
do parénquima hepatico para o interior da plataforma. Embora nédo exista resseccéo
hepética ou morte extensa de hepatdcitos, o parénquima hepatico conseguiu colonizar
a matriz sintética formando uma estrutura semelhante a um figado.
Interessantemente, nenhum fator de crescimento exdgeno ou componentes
extracelulares foram adicionados ao implante. Importantes caracteristicas deste nosso
modelo de proliferacdo hepatica (sem necessidade de fatores exdgenos e
minimamente invasivos) superam as desvantagens de outros modelos em que 0s
implantes tiveram de ser carregados com fatores de crescimento Unicos/multiplos e
componentes da matriz extracelular (HAMMOND et al., 2011a; TAKIMOTO et al.,
2003). A adigao de fatores de crescimento exdégenos aos implantes é de valor limitado,
devido a falta de informacg@es sobre a dosagem e o tipo de fatores a serem carregados
(HAMMOND et al., 2011a).

E provavel que algumas caracteristicas (tamanho do poro, arquitetura) de
nossa matriz sintética proporcionem um microambiente adequado que permite a

colonizacdo do implante pelas células do figado parenquimatosas e nao
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parenquimatosas. O diametro médio dos poros da matriz de poliéter-poliuretano foi de
474 pym, como relatado anteriormente (PEREIRA et al., 2017). Foi proposto que o
tamanho do poro de um implante determina o sucesso do processo de vascularizagéo
pés-implantacdo, uma vez que didmetros menores que 400 um limitam o crescimento
e o diametro dos vasos sanguineos (FENG et al., 2011).

Além disso, o potencial para as células migrarem para a matriz porosa é
influenciado pela sua natureza biofisica, por exemplo, o préprio biomaterial e sua
arquitetura (HAMMOND et al., 2011b; VASANTHAN et al., 2012). Apés o implante da
matriz sintética de poliéter-poliuretano no figado, ndo foi observada nenhuma
disfuncdo hepética relevante durante a maior parte do periodo experimental, ja que
apenas no dia 4 pos implantacdo houve aumento da ALT sérica, retornando aos niveis
do controle apds o oitavo dia.

A analise histoldgica dos implantes demonstrou que o padrao de proliferacdo
hepatica observado se assemelha ao da proliferacdo normal do figado. A migracéo
celular (hepatdcitos, células endoteliais, células de Ito) foi seguida pela geracéo de
capilares sinusoides subsequentes e pela presenca de canais biliares. Este
desenvolvimento sequencial de tecido hepatico é consistente com o observado apés
lesdo hepatica e/ou estimulo como descrito por Wack et al (2001) e Ross et al (2001)
(ROSS et al., 2001; WACK, 2001).

A proliferacdo de hepatocitos dentro do implante sintético foi confirmada
utilizando anticorpo monoclonal de camundongo anti CDC47. Este marcador de
proliferacdo celular apresentou-se aumentado nos implantes do oitavo dia em
comparacao com os implantes de 12 e 25 dias. A proliferacédo celular no figado tecido
controle (sem implante) foi semelhante a encontrada nos implantes de 25 dias. Nossos

resultados estdo em corcordancia com o estudo de Ramalho et al (1993), que mostrou
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gue o processo regenerativo no figado tem a duracao de 7 a 14 dias (RAMALHO et
al., 1993)

O tecido recém-formado que infiltrava o implante foi inicialmente (dia 4)
composto por uma matriz extracelular, infiltrado inflamatorio denso, vasos sanguineos
de varios tamanhos e fibroblastos. Apés o dia 8, foram identificados e quantificados o
tecido hepético parenquimatoso e ndo parenquimatoso, incluindo os Vvarios
componentes vasculares (veias centrolobulares, espaco porta e capilares sinusoides).
A inducdo de uma rede capilar em implantes é um pré- requisito e vantagem em
gualquer dispositivo que envolve biomateriais (NISHIGUCHI et al., 2014).

A deposicdo de colageno no tecido hepatico deve ser adequada para néo
gerar uma resposta fibrotica, sendo um resultado indesejavel de doencas cronicas
hepaticas, o que resulta em perda de microvilosidades, reducdo do nimero e tamanho
da fenestracao de hepatécitos e menor sintese proteica (FRIEDMAN, 1993; HAHN et
al., 1980; ROJKIND; GIAMBRONE; BIEMPICA, 1979). Avaliamos a deposicado de
colageno no tecido que infiltrava o implante e ndo encontramos diferenca significativa
entre a quantidade de colageno no figado recém formado nos diferentes tempos
avaliados (8, 12 e 25 dias), comparado ao controle. Assim, ocorreu a proliferacao de
um parénquima hepético saudavel no implante, o que poderia ser explorado como
uma forma de restaurar o parénquima normal em doencas fibréticas do figado.

Varios fatores pro-inflamatorios e de crescimento (TNFa, IL-6, HGF, EGF)
estdo envolvidos no controle da regeneracéo hepatica (MICHALOPOULOQOS, 2007).
Desta forma, é provavel que a reacao inflamatoria e sua resolucéo no local do implante
e consequente producao de citocinas possam ter contribuido para a migracao celular
para a plataforma. De fato, o nivel de atividade de MPO foi maior no dia 4 poés

implantacdo, indicando maior atividade de neutrofilos no inicio do processo. No final
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do experimento (dia 25) a atividade de MPO foi reduzida, o que também coincide com
0 menor peso das esponjas no dia 25, indicando resolugéo do processo inflamatério.
Além disso, a atividade de NAG foi maior no ultimo tempo avaliado (25 dias) indicando
uma maior atividade de macrofagos. Tais células sdo conhecidas pela sua
plasticidade na funcédo que exercem no processo inflamatorio, atuando inicialmente
como pro-inflamatorias e posteriormente como anti-inflamatoérias (STOUT et al., 2005).
Esta plasticidade também é observada nos processos inflamatérios no figado, com
atuacao do macréfago na fase resolutiva do processo inflamatério (POSSAMAI et al.,
2014). You et al (2013) mostraram que animais sem macréfagos apresentaram atraso
no processo de reparo do figado lesado (YOU et al., 2013). Assim,sugerimos que a
maior atividade de NAG no dia 25 indique a participacdo de macréfagos resolutivos
no processo de proliferacdo hepéatica em nosso modelo, e ressaltamos que mais

avaliacOes sdo necessarias para confirmarmos a atuacéo de tais células no processo.

Os niveis de citocinas inflamatorias, angiogénicas e fibrogénicas importantes
para o processo, TNF-a, VEGF e TGF-B1, respectivamente, foram avaliados no
implante. A producdo de TNF-a exibiu um perfil bifasico, ou seja, houve um pico no
dia 8, seguido de uma diminuicdo no dia 25. Isto indica que esta citocina modulou o
processo de proliferagdo hepatica em um padrdo controlado, o que é consistente com
0 papel bem estabelecido do TNF-a em outros modelos de regeneragdo hepatica
(MCMAHAN et al., 2013; MOHAMMED et al., 2004). O nivel de VEGF apresentou um
pico no dia 8, o que esta de acordo com o menor niumero de veias centrolobulares
observado nesse mesmo tempo e coincidiu com o pico de proliferacédo de hepatdcitos.
De fato, hepatécitos em proliferacao sintetizam VEGF, que por sua vez estimula os

receptores (VEGFR) em células endoteliais induzindo-as a produzir HGF. Essa
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sinalizacdo permite a proliferacdo e organizacdo de células endoteliais entre os
hepatdcitos em proliferacdo, formando canais vasculares, restaurando a estrutura
vascular do figado regenerado (MICHALOPOULOS, 2013; TAKI-ELDIN et al., 2012).
TGF-B1 é uma das citocinas mais importantes que induzem a fibrose hepatica. E
também um dos inibidores mais potentes da proliferacdo de hepatocitos. Nossos
achados demonstram que os niveis de TGF-1 nos implantes foram semelhantes em
todos os tempos avaliados. E possivel que a produgéo constante desta citocina esteja
envolvida na atividade proliferativa de células parenquimatosas e nao
parenquimatosas e no controle de deposicdo da matriz extracelular no implante

(ROKUSZ et al., 2017).

Vérios tipos de plataformas sintéticas carregadas com fatores de crescimento
e/ou componentes extracelulares provaram ser dispositivos biocompativeis Gteis para
induzir a proliferacdo hepatica (HAMMOND et al, 201la; HOU; BANKA;
SHAKESHEFF, 2004; KIM et al., 2010). No entanto, usando 0 nosso sistema bio-
hibrido polimérico, demonstramos o desenvolvimento de componentes hepaticos
parenquimatosos e nao parengquimatos sem a necessidade de fatores de crescimento
exégenos. Além disso, nenhuma incisdo cirdrgica para o figado foi necesséria para o
implante da matriz sob o lobo esquerdo do 6rgao. Este modelo tem potencial para
investigar mecanismos fisiolégicos de proliferacdo hepéatica, pois ocorreu na auséncia

de ressecc¢ao hepatica ou toxicidade.

7 CONCLUSAO
O nosso modelo de matriz, sem aditivos exdégenos, em interface com o figado,
foi capaz de induzir a proliferacdo de um figado fisiol6gico, mantendo caracteristicas

morfofuncionais observadas no figado controle. Vale destacar que a nossa plataforma
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bio-hibrida superou limitaces de outros trabalhos, os quais adicionam as suas
matrizes sintéticas componentes da MEC ou fatores de crescimento, que fazem
resseccdes extensas ao 0rgao e utilizam farmacos hepatotdxicos. Portanto, sob esta
perspectiva, concluimos que o nosso modelo apresenta potencial para investigar

mecanismos fisioldgicos de proliferacdo hepética.
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9 ANEXOS

9.1 ANEXO A — Certificado da Comisséao de Etica no Uso de Animais

UNIVERSIDADE FEDERAL DE MINAS GERAIS
COMITE DE ETICA EM EXPERIMENTAGAO ANIMAL
-CETEA-

CERTIFICADO

Certificamos que o Protocolo n° 264/2011, relativo ao projeto intitulado
“Avaliagdo morfométrica da regeneragdo hepatica em modelo murino de
implante de biomaterial’, que tem como responsavel(is) Paula Peixoto
Campos Lopes , esta(50) de acordo com os Principios Eticos da Experimentagdo
Animal, adotados pelo Comité de Etica em Experimentagdo Animal
(CETEA/UFMG), tendo sido aprovado na reunido de 14/ 03/2012.

Este certificado expira-se em 14/ 03/ 2017.

CERTIFICATE

We hereby certify that the Protocol n® 264/2011, related to the project entitled
“Evaluation morfometric of hepatic regeneration in a murine biomaterial
implant model’, under the supervisiors of Paula Peixoto Campos Lopes, is in
agreement with the Ethical Principles in Animal Experimentation, adopted by the
Ethics Committee in Animal Experimentation (CETEA/UFMG), and was
approved in March 14, 2012.

This certificate expires in March 14, 2017.

Belo Horizont | 16 de Margo de 2012.
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Telefone: (31) 3499-4516
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9.2 ANEXO B - Artigo publicado na Revista Life Sciences
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Abstract

Aims: Currently, ammal models of liver regeneration are based on extensive lesions of
the native organ and on cellular approaches usmg biomatenals to host growth factors
and exfracellular components to create arfificial liver systems. We report a polymenc
bwologcal platform, mmmmally invasive, that mduced sequental proliferation of Liver
parenchyma inside the scaffold in mice.

Main methods: Porous dises of polyether-polyurethane were surmcally placed under
the left liver lobe and removed at days 4, 8, 12 and 23 after mplantation No exogenous
orowth factors or extracellular matnx components were added to the scaffold
Histological analysis of the mmplants was performed to idenhfy hepatocytes, biver
vascular stroctures and bile docts m the newly formed tissue. In addihon systenme
markers for hepatic fimehon were determined.

Key findings: This biohybnd device prowvided a scaffold that was gradually filled with
parenchymal and non-parenchymal liver fissue as detected by lustological analysis. At
day 4, the pores of the scaffold were filled with inflammatory cells and spindled-shaped
hke fibroblasts, and extracellular matnx components. At day 8, hepatocytes clusters,
ceniral lobular hepatic veins, portal space confaimng artenies, veins and bibiary ducts
were detected. By days 12 and 25 a liver-like structure filled 2/3 of the scaffold Its
organization resembled that of a mature liver. Serum conceniration of ALT increased
three-fold imbally after mplantation, refunung gradually to control levels.

Significance: The plam synthetic scaffold (without addihon of exogenous molecules)
placed under the mntact left liver lobe exiubits the potential to mvestigate physiological
mechanisms that regulate liver parenchyma proliferation.

Key words: scaffold, liver parenchyma, preliferation, amimal model.
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1 Introduction

Liver regeneration 15 a well-established process 1n mammals i which the
organ'body weight ratio retums to 100% of the onginal dimension takes place after
partial hepatectomy or other injuries [1]. Hepatocytes, the main fuinctional cells of the
bver, manage to prolhferate to restore mass and simmultanecusly to deliver all hepafic
functions necessary to mamtain body homeostasis. They are the first cells to respond to
regenerative shmull tiggered by mutogemic growth factor receptors MET (the
hepatocyte growth factor receptor) and epidermal growth factor receptor and
complemenfed by mpohary outogeme signal: mmduced by other cyviokimes [2-6]. A
number of different approaches using m witro systems, as well as amumal models has
been established mchiding the rodent liver resection or admmmstration of damagmg
chemacals (CCl4, acetamuinophen, ete) [7-9]. Surgery, which mmchides parfual
hepatectomy and portal vein occlusion, leads fo compensatory regeneration of the
remnant lver lobe or compensatory regenerztion of the contralaterzl lobe. The
admimistration of hepatotoxic chemucals resulis m the death of hvercell: and m
subsequent hepatic regeneration and tsswe repawr [10]. The use of these rodent’s models
has provided the basis mio understanding mechamsms and molecular signals that
control regeneraton of severe damaged hver Altermative cellular approaches using
biomatenals to host growth factors and'or extracellular components have been
developed o provide ammal models of hver regeneration. This has been achieved by
means of intrzhepatic delivery of growth factors via systemic or portal vein infusion or
by meorporatng  extracellular matnx  components and'or growth factors in
hiodegradable polvmer scaffolds mmplanted directly info normmal or regenerating hepatic
parenchyma [11-13]. In those studies, it has been reported that the cells mugrated mto

the porouws of the scaffold sequentally. Hepatic stellate cells were the first to mugrate
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and deposit ECM. Then, the scaffolds became vascularized and non-parenchymal cell
probiferated within the mmplant=. However, in those studies the use of scaffolds zlone
(without ECM or growth factors) has been reported to be unable to mduce expressive
bver fissue penetration, implving that there are hmutations o the mamufachwmg and
aszemblng of growth factor-loaded scaffolds apphed fo bver regeneration. Thus, it
seemys that none of these approaches fulfills all requrements to make bver cells

successfully colomze the scaffolds.

We have used syothetic matnx of polyether-polimethane as the implanted
seaffold to analyze the imterzction between the host and the foreiznm matenial m the
subrufaneous or perttoneal cavity of rodents. In a previous publication, we showed that
m the absence of exogencus addiion of zmowih factors or extracellular matnx
components, the subcoutanecus 1mplants become mfilbated by a proliferative
fibrovascular tissue contaiming skin or skeletal muscle fibers and enveloped by a fibrous
capsule § days after immplantation. In a spmlar manner, the intrapentoneal implant of the
synthetic matnx was shown to become fimly adhered fo visceral organs (Imver or
mtestines or muscles) contaming parenchymal and non-parenchymal cells from these
organs [14,15]. These observatons provided the i1dea of a biohvbnd scaffold that
mteprated the biomatenzl with the swrounding emvironment Since no extensive
damaze of the mtemal organs has been observed usmg this procedurs we reasoned that
thiz polymenc platformn could be forther explodted to  establish the
morphofimetionability of newly mmduced bver parenchyvma. This would m twn provide a
new model to investizate lver prolhiferation in which po resection or toxicrty has been
mflicted to the organ. Thus, the aim of this investigation was to characterize the kinetics
of the vascular and cellular components of the newly formed hepatic issue, as well as to

deternume the produchon of liver markers (enzyvmes) using this polymenc platform.
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2 Material and Mlethods

2.1 Amimals

The Ethics Commuttee of Animal Use (CEUA) of the Federal University of
Mmas Gerans, (protocol pumber 2647201 1) approved all ammmal procedures. We used 8-
week-old male Swiss mice (p=10/zroup) provided by Centro de Bioterizsmo (CEBIO) of
the Federal Unmversity of Minas Gerais (UFMG). All mice were provided with standard
chow pellets (NUVILAB CE-1 Bra=zl) and water ad [ibinm m owr pathogen-free
facibity, and mamtained under 2 12-howr hght'dark cyecle. All ammal procedures were in
accordance with the standards set forth in the pmdelmes for the care and use of

experimental ammals by our local Inshtuhonal Anrmal Welfare Commuttee.

2.2 Experimental design

Synthetic polyether-polyurethane matnces m dise format, 5 mm thick x 8 oom n
diameter (Vitafoam Ltd Manchester, UK}, were sozked overmght in 70%: ethanol and
stenlized by boiling in distilled water for 30 mun prnior to mplantation [16].

All ammals were anesthetized with a muxture of ketzmine and xvlazme (60
mg'kg and 10 mgkg respectively). The abdonunal hawr was shaved and the skin wiped
with 70%s ethanol. The scaffolds were aseptically mmplanted inside the abdonwnal cavity
through a 0.5 cm long ventral mmdhne ncision m the lme alba of the abdomen and
placed under the left liver lobe. The weight of the organ kept the scaffold mmmobihzed
allowing direct contact between the liver and the svothetic matnx, thus providing an
interface: hepatic parenchyma'scaffold The mmecisions were closed wath =salk brazded no
absorbable suture. The ammals were kept 1solated (one amimal'cage) and momtored

post-surgery for any signs of mfecton or discomfort.
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At mtervals of predetermined times - 04, 08, 12 and 25 days post implantahon
groups of ammals were euthamzed by administration of an overdose of anesthetic. The
mplants were carefully dissected from adherent tissue, removed, weighed and
processed for assays described below. Blood sampling was collected to biochemmcal
analysis. Livers and blood from a control group (non-beanng mplant n=10) were also

removed and processed.

2 3 Histelogical and immunchisiochemistry analysis

The implants were fixed m 10% fommol for 24h After paraffin mclusion
sections with 5-mm thickness were stammed with hematoxyln and eosin (H&E) to
evaluate the hepatic parenchyma mira mplant. Picrosimus-red stammg followed by
polanzed-hght microscopy was used to visnalize and determune collagen fibers. A total
of 30 fields/shde were captured with a dimtal camera JVC TE-1270/JCB connected to a
mucroscope with a magmification of x 400 to analyze the parameters descnbed above.
All parameters were analyzed by Image Pro Plus 7.0 software.

Other sechons were processed for mmmmolistochemistry to assess the cell
preliferation. They were deparaffimzed hydrated. and submitted to subsequent blockmg
steps: endogenous peroxidase block with 30% H:O:: methanol (1:1) for 13 minutes and
3% B5A for 1 hour at ambient temperature. The shdes were then mcubated overmght
at room temperature with the pnmary antibody: mouse monoclenal anbboedy antt CDC-
47 (1:300 - Neomarkers), followed by incubation with Dako kit LINK and HRP-
sireptavidin (1 hour each). DAB chromagen was used to wisualize the peroxidase
activity. Sections were then counterstamed with hematoxylm The negative control was

performed by omitting the pnmary antbody.
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2.4 Liver function

Biochemical analyses of the amimal serum were camed out to assess the liver
function. Serum aspartate amunotransferasze (AST/SGOT), Alamine Aminotransferase
(ALT/SGPT), totzl proteins and alburmin were measured 1n serum samples usmng a

Brochn Eits (Copymght € 2012 BrochinQwbasa) according to mamufacturer’s protocol.

2.5 Measurement of INF-a and TGF- 81 comant of the seqffeld

Implantz were homogemrzed m FBS pH 7.4 contmmmng 0.05% Tween and
centrfuged at 10,000 x g for 30 min The cytokmes, humor necrosis factor alpha (THF-
o), and Transformung growth factor beta (TGE- Bl) were measured mm 100 ul of the
supematant usmg Immunoassay Eits (R and D Systemns, USA) and followng the
manufacturer’s protocol. Dilutons of cell-free supernatants were added to ELISA plates
coated with a specific mmnne monoclonal anhbody agamst cvtokine, followed by
adding a second horseradish peromidase-conjugzted peolyelonal antibody agaimst
cytokme After washing to remove any unbound anhbody-enzyme reagent, a substrate
soluton (30ul of a l:1 solubon of hydrogen percude and tetramethylbenzidine
10mgm] m DMSO) was added to the wells. Color development was stopped after 20
min meubation with 2N sulphune aced (30 ul) and color mtensity was measured at 340
om on a spectrophotometer (E max — Molecular Devices). Standards were 0.5-logl0
dilutions of recombmant munme cvickines from 7.5 pgml to 1000 pg/ml {100 pli. The

results were expressed as pg of cyvtokine’'myz of wet tissue.

2.0 Statistical analysis
Eesults are presented as mean + 5EM. The assumptons of normality and

homescedasheity were determined for subsequent stahstical analy=is. Statistical analysis
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was performed using the GraphPad Pnsm 5.0 seftware, by One-way AMOVA and post-
test Mewman-Keul: Mulople Comparison. A p-value of less than 0.05 was considered

statistically sipmficant.

3 Results
3.1 Gross appearance and microscopic examinaiion of the implanits

Maeroscopically, oo signs of rejection were observed at the site of implantation.
The scaffold was placed under the liver left lobe to create an mterface between the
syvothetic matiix and the hepatic parenchyvma (Fig. 1A). Eepresentative mmapes of
mtrzpentoneal mplants revealed that the synthefic matnx was integrated and infiltrated

by the liver over the experimental finse (Fiz. 1B and C).

3.2 Hepartic prolifaration intra-implamt

The scaffold of the polyether-polvurethane matnx mduced probfersfion of a
fibrovascular tissue followed by hepatic parenchyma development as showm by HEE
staming. Imtazlly (day 4. the newly formed fssue was composed of a dense
mflammatory mfiltrate, spindle-chaped hke fitwoblasts and proliferating endothelial
cells formang mucrovessals (Fig. 24)

Bv day &, clusters of hepatocytes were seen inside the scaffold. (Fiz. 2 B). To
quantify the mfilration of hepatic parenchyma mnfo the mmplant, we measured the area
of hepatic parenchyma and the sponge werght (Fiz 2 C and IV). These features mereased
progressively during the expenmentzl penod, with reduction of sponge weight at 25
day. Inferestimply, hepatic parenchyvma proliferated info the synthetic matnx m an

organized manner.
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Liver cells were positive for CDNC47 (cell proliferaton marker) (Fig. 3 A-C).
The number of CDC47-positive cells was agher at day 8§ and progressmvely lower at

days 12 and 25 (Fig. D).

3.3 Collagen analvsiz

Densitometric analysis of collagen content in the newly formed parenchyma was
determined using Picrosirius staming and polanzed hight microscopy (Fiz. 4 A and B).
An mitial increase m collagen depositon was observed (day 8) post mplantation

followed by a decrease at days 12 and 23, reaching the values of normal hiver. (Fig 4 C).

3.4 Vascular components analysis of the newly formed liver
Central and portal veins were seen mn the newly formed tissue (Fig 5 A) . There
Was 4 progressive Increase In cenfral veins dunng the experimental penod. The mean

value af day 235 was simular to the control Iver (Fig. 3B)

3.5 Hepatic Function

We assessed whether the scaffold would alter the organ funchon by meazsunng
serum  Aspartate  Ammotransferase (AST/SGOT). Alamine  Amunotransferase
(ALT/SGPT), total protemns and albumin concentrations at different time points: days 4,
g, 12 and 25 after implantation (Fig 6). There were no sizmficant differences in serum
total protemn, albumun and AST concentrations 1 both groups companng the four-time
pomnts. The serum ALT concentration was higher at day 4 only compared with serum

from non-scaffold beanng amimals.
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3.0 Cytokine levels in the scqffold

The measwrement of the cviokmes, THE -a and TGE-fl 1 the sponge mmplants 15
shown in Fig. 7 A and B. The peak production of TNF-o was achieved at day & post-
mplantation, falling to the levels of 4-day old 1mplants at day 25 post-mmplantation

The levels of TGEF-Bl were not different durning the expenmental pernod examined

4 Dizcnszzion

The cwrent amimal models to stmdy ver regeneration are based on extensive
lesions of the mative organ by means of parhal hepatectomy or admumistration of
damaging chemmcals (CCl4, acetamunophen  ete). These models have greatly
contributed to owr understanding into mechamsms and molecular signals mvolved m
hepatic regenerahon. acute lrver faihure, hepanic function, metabolic response to mpury.
However, hepatic parenchyma proliferaton following less severe mjury has seldom
been reported.

Here, we descnbe a model of liver prohiferation m which an interface between
the porous scaffold and the hepafic tizsue was created providing the stomulus that
mduced the sequential mugraton and probferzhon of bver parenchyma m mmee.
Eemarkably, although there was no lmver resection or extensive hepatocyte death, the
Liver parenchyma was able to colomze the synthete matnx formmng a liver-hke
structure. It 15 hikely that the mflammatory reachon at the site of mmplantation and the
production of cytokmes may have contnbuted to the process of cell migraton towards
the scaffold A pumber of pro-inflammatory and mrowth factors (THFa, IL-6,
hepatocyte zrowth factors and epidermal growth factors) is mvolved in controllng hiver
regeneration [17]. Previous studies from our group have shown that implantation of thes

biccompatble scaffold mtrapentoneally mmduced the formation of a fibrovascular fizsue
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that contammed parenchymal and non-parenchymal cells from the adjacent organs that
had fimly adhered to 1t [14,18-20]). Inferestmply, no exogenouws growth factors or
extracellular components were added to the scaffold More mmportantly, apart from the
surgical incision to the abdomumal wmscles and pentoneal shuchwes, the placement of
the scaffold under the Imver left lobe did not require any further damage to the organ.
These mmportant features of our model of hepatic probiferstion (no need of exogencus
factors and minmmally imvasrve) overcome the disadvantages of other models m whach
the scaffolds had to be loaded with zmnsle’mmlbtple growth factors and extracellular
matrx components [11.13]. Addihon of exogenous growth factors to scaffolds 15 of
limited value due to lack of mformaton about dosage and type of factors to be loaded
[13]. I 15 hkelv that some features (s1ze of the pore, architecture) of owr synthetic matmx
provided a surtable mocroenvironment that allowed the colomzation of the scaffold by
the parenchymal and non-parenchyvmal hver cells. The average pore diamseter of the
polvether-polyurethane scaffold was 474 um as previously reported [20]. It has been
proposed that the pore size of a scaffold determumes the success of the vasculanzaton
process post implantaton, since diameters soualler than 400pm bt the growth and
diameter of blood vessels [21]). Furthermore, the potential for cells to migrate mto the
porons of a scaffold 15 mfluenced by the hiophysical nature of that secaffold, for
example, the biomatenal itself, its architecture, the hgand capacity [22,23].

Mo relevant hver dysfunchon was observed dunng most of the experimental
period after the placement of the polyvether-polyvurethane scaffold on the Inver, as only at
day 4 post immplantafion serum ALT increased but decreased to control levels at day 8
omwards.

Histologeal amalvsis of the implant: showed that the pattern of hepatic

proliferation observed resembled that of mommal liver proliferation. Cell migration
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(hepatocytes, endothelial cells, stellate cells) was followed by subsequent smusced
capillanes generaton and by the presence of tile ducts. This sequential liver
development 15 conmistent with that observed after hepatic lesion and/or stmmh as
desenbed by Wack er @l 2001 and Ross er al 2001 [24.25]. The prohiferaton of
hepatocvtes wathin the synthetic scaffold was confirmed using mouse monoclonal
anfibody ant CDC-47. This marker of cellular prohiferation was higher 1n 8 and 12-day
old mmplants compared with that 1o 25 dav-old mmplants. Cellular prohferation m control
hiver fissue {non-bearmg implant) was simlar to that found m 25-day old implants. Chur
finding= are 1 agreement with the work by BEamalbo af al 1993 who clammed that the
regenerative process in the iver keeps on from 7 to 14 days [26].

The newly tissue that infiltrated the scaffold was mutally (day 4) composed of
an extracellular matmx, dense mflammatory mfilrate, blood ves=ls of vanous sizes,
and spmndle-shaped fibroblasts. After day B, parenchymal and non-parenchymal liver
tissue meluding the vanous vaseular components (central vemns, portal space and
smusolds capillanes) were identified. Inducton of a capillary network mto scaffold 15 a
requrement and advantage of any construct mvelving biomatenals [27].

Collagen depomition m the liver fissue has to be adequate not to generate a
fibrotic response, the most fearful result of hver chromic diseases, resulting m loss of
mucrovill, reduction m the number and size of fenestration of hepatocytes and lower
accessibiity of the same protem [28-30]. We evaluated collagen deposition i the fissue
that infiltrated the 1mplant and found no sigmficant difference betwesn the amount of
collagen m the newly formed lrver at the vanous time points (8, 12 and 25 days) and the
contrel hver. Thus, it seems that a healthv hepatic parenchvma was induced 1 the
scaffold that could be further explored to restore normal parenchvma m fibrotic hver

dizezses.
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The levels of relevant inflammatory and fibrogemc cytokines, TNF-o and TGE-
Bl, respectvely, were examuined in the scaffold The production of THF-a exiubited a
biphasic profile, that 1=, there was a peak at dav 8 followed bv a decrease at day 25, Thas
indicates that this cvickine modulated the process of hiver proliferafion 1o a confrolled
pattern whoch 15 conmistent with the well-estabhished role of TNF-o mm other liver
regenerahion models [31,32]. TGF- 15 one of the most important cyvtokines drimving liver
fibrozs. It 15 also one of the most potent mhibifors of hepatocyte prohferation. Chr
findmngs showed that the levels of TGE-f in the scaffolds were simular at all me points
examined. It 15 possible that the steady produchon of thus cyvtokine was mvolved mn the
probferatrve actrvaty of both parenchymal and non-parenchymal cell and m controlling

extracellular matrx deposihon in the scaffold [33].

Vanous types of synthetic scaffolds loaded wath growth factors and'or
extracellnlar components have proved useful mmplantable devices to mduce lmver
proliferation [22.34.35]. However, using owr polymenc bohybnd system we were able
to show the development of parenchymal and non-parenchyvmal lmver components
without the need of exogenous growih factors. Futhermore, o surgical mersion to the
liver was necessary for the placement of the scaffold under the liver left lobe Thus
model holds potential to inveshzate physiological mechamsms of liver proliferation,
rather than regenerston andor remodelmg, =ince 1t occured m absence of hepatic

resechion or tosicity.
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Fizure legends

Fiz. 1 5vuthetic matrix implantation. A) Eepresentative photograph of the
mnplantation techmque m the mouse and the dise of the synthetc matnx 1n detail; B)
Gross appearance of the scaffold after mplantaton (4, 8§, 12 and 25 daws). ©)
Microscopic appearance of control liver and progressive mfiltration of the scaffold by
bver fissue at days 4, 8, 12 and 25 (lupa magmfication - Bar 0 5cm — Hematoxyvhin-
Eosin)

Fiz. I Representative histologzical sechions of scaffolds (synthetic matnx of polyether-
polyurethane) removed at fixed time mtervals (4, 8, 12 and 25 days). — Progressmve
mfiltration of hepatic fissue 1 the scaffold 15 seen. B) I- hepatocyte cluster mside the
scaffold; II- mdnndual hepatocyte (arow) close to the sponge matnix®; III- biliary ducts
(arrowhead); IV- central vein {(black curels) V- portal space {cross) C) Area of hepatic
parenchvima miva-implant. I¥) Wet weight values of the scaffolds. Values shown are
expressed as mean = SEM. *5Sigmificant difference between the groups (AMOVA) P =
0.05; **P=0.01; *** P=0.001; Bar 100 pm

Fiz. 3 Cell prohferation marker in scaffold sections at days 8 (A), 12 (B) and 23 (C).
Hepatocytes, spindle-shaped fibroblast-hke cells, endothehal cells and stellate cells
were postiive to cell prohferation marker CDC4 7T by mumminolstochemm sty staimins,

¥y High magmfication of endothehal cell*. E) Hish magmficaton of hepatocyvie (black
amow) and stellate cell (ammowhead). F) High magmficaton of spindle-shaped
fibroblast-like cells (white arrows). &) Morphometne analvmis of percentage of CDHC4T-
posiive ¢ells showmpg higher pumber of CDC4T-posiive hepatocyies af dav 8,
compared with days 12 and 23, Data represent mean = 5EM for each inferval
*Sizmuficant difference between the groups (ANOVA) * P < 0.05. (A-C: Bar = 50 um;
D-E: Bar = 20 pma}.

Fiz.4 Amalyziz of collagen area in the scaffold. A-B) Eepresentatrve histological
sechon (Plerosius staming) of collagen deposihon mm hepatic paremchyvma; ©)
Morphometric analysis of the collagen deposihon. Data represent mean + SEM for each
mterval *51gmificant difference between the groups (AMOVA) * P = 0.05. Bar 100 pm
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Fiz. & Vascular components of the newh formed bver. A) Fepresentairve
histological sections (HE) of central vemns m hepatic tissue 1n control liver (CT) and m
hepatic hissue mntra-implant (8, 12 and 25 days after mplantation). B) Morphometne
analy=is of the central vein mumber. Datz represent mean = SEM for each mierval
*Lizmificant difference between the groups (ANOVA) * P = 0.05. Bar 50 pm

Fig. 6 Aszsessment of hepatic function, A) Serum total protemn concentration (g'dL); B)
Serum albumin concentration (g/'dL); C) Serum Alanine Ammotransferase (ALT/SGPT)
(UI); D) Serum Aspartate Aminotransferase (AST/SGOT) (UL The levels of serum
total protem. albuwrmn and AST were summlar 1mn the between control ammals (non-
beanng scaffold and bearmp-scaffold m the 4 tume points examined. The serum ALT
mecreased at day 4 but retwned to basal level at day 25, Data represent mean = SEM for
each interval *Sigmificant difference between the groups (ANOVA) * P = 0.05

Fig. 7 Time course produchon of THF-o and TGE-fl m the scaffold The levels of
THF-a exhibited a hiphasic pattern whereas the levels of TGF-Bl were sumilar at all
time pomts evaluated Data represent mean = 5EM for each mterval *Sizmficant
difference between the groups (ANOWVA) * F = 0.05
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9.3 ANEXO C - Ata da defesa da dissertacdo de mestrado

PROGRAMA DE POS.-GRADUAGAO EM PATOLOGIA

UNIVERSIDADE FEDERAL DE MINAS GERAIS U F G

ATA DA DEFESA DA DISSERTAGCAO DA ALUNA
MARCELA GUIMARAES TAKAHASHI DE LAZARI

Realizou-se, no dia 14 de dezembro de 2017, as 09:.00 horas, C3 241, ICB,
UFMG Campus Pampulha, da Universidade Federal de Minas Gerais, a defesa de
dissertacao, intitulada Inducdo de proliferagBo hepética utilizando uma plataforma
polimérica em camundongos, apresentada por MARCELA GUIMARAES TAKAHASHI
DE LAZARI, nimero de registro 2016662829, graduada no curso de ENFERMAGEM,
como requisito parcial para a obtencdo do grau de Mestre em PATOLOGIA, a seguinte
Comissao Examinadora: Prof. Paula Peixoto Campes Lopes Orientadora (UFMG) |
Prof. André Gustavo de Oliveira (UFMG), Prof(a). Cristiano Xavier Lima (UFMG).

A Comiss&o considerou a dissertacdo:

(X) Aprovada

( ) Reprovada

Finalizados os trabalhos, lavrei a presente ata que, lida e aprovada, val assinada por

mim € pelos membros da Comiss3o.
Belo Horizonte, 14 de dezembro de 2017.

o S Gorlps

Prof* Paula Peixoto Campos Lopes - Orientadora

‘I_‘NAM (-_wrs\n»a M &X&Ju‘nu

Prof. Andre Gustavo de Oliveira { Doutor )

Prof Xavier Lima ( Doutor )
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9.4 ANEXO D - Folha de aprovacéao

UNIVERSIDADE FEDERAL DE MINAS GERAIS

UF G

PROGRAMA DE POS-GRADUAGAO EM PATOLOGIA

FOLHA DE APROVACAO

Inducéo de proliferacio hepética utilizando uma plataforma polimérica em
camundongos

MARCELA GUIMARAES TAKAHASHI DE LAZARI

Dissertacdo submetida & Banca Examinadora designada pelo Colegiado do Programa
de Pés-Graduagio em PATOLOGIA, como requisito para obtenglio do grau de Mestre em
PATOLOGIA, idirea de concentrugio PATOLOGIA INVESTIGATIVA,

Aprovada ecm 14 de dezembro de 2017, pela banca constituidla pelos membros:

A j&wbt/z;wpuo‘-ﬁr e
Pm(.'thPdmbC?sgLopes-Ori:nm
LUFMG

2 2ol {
L&,::\,\U (‘_)‘MW' 7 (&l ml\uﬂc.
f. André Gustavo de Oliveira
UFMG

Prof. Cristy vder Lima
1G

Belo Hormzonte, 14 de dezembro de 2017.
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