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Caracterizacgao histologica do desenvolvimento hepatico em diferentes estagios
embrionarios de ratos

Histological characterization of the liver development at different embryonic stages of rats

Arthur Ciassio de Lima Luna' Cristiane Carlin Passos” Amanda Olivotti Ferreira"
Maria Angélica Miglino” Ricardo Romao Guerra™

RESUMO

Os ratos apresentam desenvolvimento
embrionario similar aos de animais domésticos e humanos,
sendo assim um modelo valido para estudos cientificos. Dentre
eles, o F344 se destaca por ser uma linhagem isogénica,
facilitando a leitura dos resultados obtidos, devido a sua
homogeneidade génica. Devido a falta de estudos histologicos
acerca do desenvolvimento hepdtico em ratos, o presente
estudo tem como objetivo caracterizar histologicamente pela
primeira vez o processo de desenvolvimento hepdtico nos
estdgios embriondrios de E12,5 (12,5 dias de gestagdo), E13,5,
El4,5, E15,5 e E16,5 em ratos F344. Cinco embrioes de cada
estdagio embriondrio foram coletados, fixados em Metacarn,
incluidos em paraplast e realizadas coloragées histologicas e
histoquimica. Os brotos hepdticos de embrides entre 12,5-14,5
dias apresentaram-se como aglomerados de hepatoblastos,
ainda desorganizados e circundados por inumeras células
precursoras sanguineas nucleadas. Observou-se que os
hepatoblastos possuem um nicleo grande basofilico com
pouco citoplasma. Sinusoides com eritroblastos e células
de Kupffer também foram encontrados. Com 14,5 dias, foi
observada a coexisténcia de hepatoblastos e hepatocitos, além
de megacariécitos. Nos embriées com 15,5 dias, comegou a
verificar-se distingdo entre os cordées de hepatocitos em
formagao, limitados pelos capilares sinusoides. Tais cordées
comegavam a confluir para as presentes veias centrolobulares.
Com 16,5 dias, a arquitetura parenquimal estava mais proxima
da encontrada em figados adultos, sendo a quantidade
de hepatécitos  superior a de hepatoblastos. Nesse prazo
gestacional, o figado ainda tinha fungdo hematopoiética. O
estudo traz histologicamente o desenvolvimento hepadtico
entre 12,5-16,5 dias de ratos da linhagem F344, evidenciando
as células que compdem cada periodo gestacional, gerando
subsidios para futuros estudos.

Palavras-chave: hepatogénese, hepatocitos, histologia, isogénia.

ABSTRACT

The rats have embryonic development similar to
other domestic animals and human beings, thus a valid model for
scientific studies. Among them, the F344 stands out for be isogenic,
facilitating the reading of the results obtained because of their genetic
homogeneity. Due to the lack of histological studies concerning
hepatic development in rats, the present study aimed to characterize
histologically for the first time the process of developing liver in the
stages of gestation of E12.5 (12.5 days of gestation), E13.5, E14.5,
E15.5 and E16.5 in rats F344. Five embryos of each embryonic
stage were collected, fixed in Metacarn, embedded in Paraplast and
then histological stains and histochemistry were performed. The
hepatic bud of embryo among 12.5-14.5 days presented themselves
a cluster of hepatoblasts still disorganized and surrounded by
numerous nucleated blood precursor cells. It was observed that the
hepatoblasts have a large nucleus basophilic with little cytoplasm.
Sinusoids with erythroblasts and Kupffer cells also have been
found. At 14.5 days it was observed the coexistence of hepatoblasts
and hepatocytes. In the embryos with 15.5 days began the verify
distinction between the cords of hepatocytes in formation limited by
capillary sinusoids. Such cords began to converge for the present
centrilobular veins. At 16.5 days the parenchymal architecture was
nearer found in the adult liver, being the quantity of hepatocytes
greater than hepatoblasts. During this gestation period the liver
also had hematopoietic function. The study brings histologically the
rats F344 hepatic development between 12.5-16.5 days, evidencing
the cells that comprise each gestational period generating subsidies
for future studies.
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INTRODUCAO

O desenvolvimento embrionario dos
vertebrados tem sido o foco de estudos durante muito
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tempo, no entanto, somente nas ultimas décadas,
o progresso desses estudos tem sido esclarecido
(PASSOS, 2010). Apesar desses esclarecimentos,
as caracteristicas histologicas de tais processos
continuam sendo uma lacuna, principalmente de
orgaos de origem endodérmica com o figado.

O figado € o maior 6rgao interno, fornecendo
metabolicos essenciais, exocrino € enddcrino. Estes
incluem a producao da bile, metabolismo de compostos
alimentares, de desintoxicacdo, a regulagdo dos niveis
de glicose por meio de armazenamento de glicogénio
e de controle da homeostase do sangue por secre¢do
de fatores de coagulacdo e proteinas séricas, tais como
a albumina (POUTON & HAYNES, 2005; ZORN,
2008). O processo de formagdo do figado ¢ composto
por multiplos estadgios de desenvolvimento, no qual a
inducdo da destinacao hepatica depende de interagdes
reciprocas entre o endoderma ventral do intestino
anterior e o tecido mesenquimal adjacente (ZARET,
2002). Em ratos, o desenvolvimento embrionario ¢é
similar ao dos outros vertebrados, tendo o inicio da
gastrulacdono oitavo dia de gestag@o (E8,5). A formagao
dos somitos comeca no final de E9,5 ¢ inicio de E10,5,
quando o intestino anterior e posterior tornam-se
visiveis e o processo de desenvolvimento hepatico se
inicia, o que se da pela conectividade da endoderme do
intestino anterior com o desenvolvimento do coragdo
(ELMAOUHOUB, 2006).

Por volta de E8, em camundongos, a parede
ventral do endoderma do intestino anterior inicia seu
desenvolvimento para uma destinacdo hepatica, em
resposta as a¢des indutivas de fatores de crescimento,
no qual o FGF (fator de crescimento fibroblastico) é
um deles, sendo este liberado pelo mesoderma cardiaco
adjacente e pelas BMPs (proteinas morfogenéticas do
0ss0) advindas do mesénquima do septo transverso
(DUNCAN, 2003; BAHARVAN et al., 2006; CAI et
al., 2007; ZORN, 2008). Aproximadamente em E9, as
células da endoderma do intestino anterior ja iniciaram
aproliferacdo e diferenciagdo em hepatoblasto, levando
a formacao do broto hepatico neste estagio (ZHAO &
DUNCAN, 2005; ZORN, 2008). Ap6s a formagado do
broto hepatico (BH) e a migracdo dos hepatoblastos
do intestino anterior para formar corddes em diregdo
ao septo mesenquimal transverso, as células dentro do
ambiente hepatico embrionario se organizam para uma
segunda diferenciacdo celular, gerando uma arquitetura
hepatica complexa (ZHAO & DUNCAN, 2005).

Em ratos (Rattus norvegicus), o que se
tem descrito quanto as caracteristicas histoldgicas do
desenvolvimento hepatico ¢ que o BH comeca a se
desenvolver com 10,5 dias de gestag@o. Nesse periodo,
as células hematopoiéticas saem do figado para suas
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destinacdes finais e o figado inicia a organizacdo
de sua estrutura e desenvolve numerosas fungdes
metabdlicas, tornando-se maturo (ELMAOUHOUB,
2006). Embora o desenvolvimento embrionario de
ratos e camundongos, principalmente o ultimo, seja
relativamente bem compreendido atualmente, as
caracteristicas histologicas hepaticas sdo ainda uma
lacuna no conhecimento.

Sendo assim, o presente estudo teve como
objetivo caracterizar histologicamente o processo
de desenvolvimento hepatico embrionario em ratos,
visando futuros estudos.

MATERIAL E METODOS

Animais

Para o estudo, foi utilizada a linhagem
de ratos isogénicos Fischer 344, a qual apresenta
vantagens experimentais sob outros ratos ndo
isogénicos, como a histocompatibilidade e a
uniformidade genotipica e fenotipica, reduzindo o
nimero de animais no experimento, permitindo a
repetibilidade dos experimentos (BAPTISTA et al.,
2011). Essa linhagem tem sido utilizada principalmente
em pesquisas envolvendo terapia celular e transplante
autologo (MIN et al., 2005; MURAOKA et al., 2006),
devido as caracteristicas ja citadas.

Acasalamentos e obtencao dos embrides

Os acasalamentos das ratas isogénicas F344
para obteng@o dos embrides em diferentes periodos
gestacionais foram realizados apos verificagdo do
ciclo estral destas. Lavado vaginal com solucdo
fisiologica 0,9% foi realizado na manha seguinte
a juncdo dos casais para verificacdo da presenga
de espermatozoides, em laminas histologicas, com
auxilio de microscopio de luz. Sendo contabilizado,
quando da presenca de espermatozoides no lavado
vaginal, o dia embrionario 0,5 (E0,5). Cinco embrides
de ratos F344 de cada periodo gestacional (E12,5;
E13,5; E14,5; E15,5; e E16,5) foram coletados apds
eutanasia das ratas com a utilizagdo de isofluorano
por tempo prolongado.

Processamento das amostras

Os embrides coletados foram fixados em
Metacarn (60% metanol, 30% cloroférmio e 10%
acido acético) por 12 horas. As amostras foram
desidratas em uma série de etandis em concentracdes
crescentes e diafanizados em xilol, seguido de
inclusdo (JUNQUEIRA & CARNEIRO, 1994) em
paraplast® (Paraplast Embedding Media, Paraplast
Plus, Sigma, Oxford Lab. USA). Foram realizados
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cortes seriados de 5 pm de espessura, obtidos através
de um micrétomo semi-automatico (Leica, RM2165).

Coloragdes histologicas

Foram realizadas as seguintes
coloragdes: Hematoxilina-eosina, tricomio de
Masson (BANCROFT,1996), PAS (Periodic Acid
Schiff) (BANCROFT, 1996) e picro sirius. As
fotomicrografias foram realizadas por meio do
software KS400 4.4, marca ZEISS. Utilizou-se o
microscopio OLYMPUS (modelo BX60) e a camera

AxioCam (Modelo HCr, marca ZEISS) para o
procedimento.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Com E12,5 dias (Figura 1A), os embrides
de rato Fischer 344 (F344) apresentaram BH em
inicio de desenvolvimento. Nele, ¢ possivel observar
dois segmentos do BH, precursor do figado adulto.
Nesse periodo, o BH ¢ constituido por células-tronco
bipotenciais, os hepatoblastos, células capazes de

medula

aspinhal
coluna *
vertebral

Barras = 500pm.

Figura 1 - Fotomicrografias de embrides de ratos F344 em diferentes estagios embrionarios (E12,5;
E13,5; E14,5; E15,5; E16,5) com estruturas identificadas. a - E12,5, CR: 7,23+0,16 mm. b -
E13,5, CR: 9,51 mm. ¢ - E14,5, *Jungdo dos dois segmentos hepaticos (também indicado
por seta), CR: 12,34+1,30 mm. d - E15,5. e - E16,5. a, b, e- Coloragdo de hematoxilina-
eosina. ¢ - Coloragao de periodic acid Schiff (PAS). d - Coloragéo de tricomio de Masson.
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extensiva proliferacdo (KIYOTA et al., 2007) e
subsequente diferencia¢do em células do ducto biliar
e hepatocitos (Figura 2A) (THONSON et al., 1998).
Tais células apresentam nucleo grande basdfilo e
pouco citoplasma (Figura 2A, B), como descrito
na literatura (OH et al., 2005). O periodo com 13,5
dias (Figura 1B) distingue-se do anterior apenas
pelo formato diferenciado dos hepatoblastos. Neste,
essas células apresentaram-se mais fusiformes,

caracteristica possivelmente devido a eminente
diferenciacdo em hepatocito (Figura 2B), fato esse
também observado no cultivo celular (GUERRA et
al., 2009).

Com El14,5 dias (Figura 1C), o BH
apresenta quatro lobos hepaticos distintos, sendo
possivel evidenciar histologicamente hepatoblastos
e hepatocitos concomitantemente, além de
megacariocitos, células com nucleos multilobulados

Barras = 20um.

Figura 2 - Fotomicrografias de figados (broto hepatico) de embrides de ratos F344 em diferentes
estagios embrionarios. (a) E12,5: 1- hepatoblastos. (b) E13,5: 1 e 2- Hepatoblastos,
3- Micro regido de células sanguineas em processo de maturagdo. (c) E14,5: 1-
Megacariocitos, 2- Hepatocitos, 3- Células de Kupffer. (d) E15,5: 1 e 2- Células de
Kupffer, 3- Hepatocito binucleado, 4— Eritrocito em sinusdide, 5- Eritroblasto em
sinusoide. (e) E16,5: Observa-se hepatdcitos se organizando em corddes hepatocitarios,
1- Células de Kupffer; 2- Sinusoide com eritrocito em seu limen; 3- Megacaridcito, 4-
Hepatocito, a, b, d, e) Coloragio de hematoxilina e eosina. ¢) Coloragdo de picro sirius.

Ciéncia Rural, v.43, n.6, jun, 2013.
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precursoras das plaquetas. Nessa fase, células
sanguineas precursoras,aindanucleadas,denominadas
eritroblastos foram também observadas, uma vez que
o figado ¢ o primeiro 6rgao hematopoiético depois do
saco vitelino (Figura 2C), assumindo essa fungdo até
a formagao da medula 6ssea (MOORE & PERSAUD,
2008).

Em embrides com 15,5 e 16,5 dias (Figura
1D, E), fica notério o aumento de volume dos BHs
nos embrides, 0s quais ja possuem um aspecto
morfoloégico semelhante a um figado maduro,
permitindo seu isolamento com maior facilidade,
quando necessario experimentalmente, utilizando
instrumentos microcirargicos (GUERRA et al.,
2009). Entretanto, histologicamente, ele ainda nao
possui as mesmas caracteristicas de um figado
maduro. Nos embrides com 15,5 dias (Figura
2D), verificou-se, assim como naqueles com 14,5,
a coexisténcia de hepatoblastos e das células ja
diferenciadas, os hepatocitos. Em embrides com 15,6
dias, a arquitetura hepatica comega a ser alterada
com a formagdo de intimeros sinusoides. Nesse
prazo gestacional, também ¢é possivel observar dentro
dos sinusoides células sanguineas em diferentes
estagios de maturacgdo, além de células de Kupffer,
aderidas principalmente a por¢ao luminal das células
endoteliais dos sinusodides (regido perissinusoidal),
sendo suas caracteristicas morfoldgicas e posicao em
consonancia com o encontrado na literatura (LOPEZ
etal., 2011).

Com 16,5 dias (Figura 1E e 2E), a
quantidade de hepatdcitos ¢ maior em detrimento
de hepatoblastos, representando a grande maioria
das células do 6rgdo em maturagdo. Nesse prazo,
¢ possivel observar de forma nitida a formacéo
dos corddes de hepatdcitos que confluem para
as veias centrolobulares, caracteristicas de
um figado maduro, notério pela formagdo dos
lébulos hepaticos, unidade funcional hepatica
(JUNQUEIRA & CARNEIRO, 2004). Ramos da
veia porta também sdo observados, os quais fazem
parte do espaco porta, que fica entre os lobulos
hepaticos (JUNQUEIRA & CARNEIRO, 2004).
Nesse prazo, o figado possui fungdo hematopoiética,
uma vez que ainda sdo encontradas células da
linhagem sanguinea em diferentes estidgios de
diferenciacdo no parénquima hepatico. Como a
diferenciacdo final da linhagem celular hepatica,
em camundogos, ocorre até os 17,5 dias (MCLIN
& ZORN, 2006), ¢ de se esperar que o processo
de diferenciac¢do final nos ratos ultrapasse tal prazo
gestacional, visto o maior prazo gestacional (21
dias) em ratos (LADELLA et al., 2003).

CONCLUSAO
Os resultados demonstram
histologicamente,  pela  primeira  vez, o

desenvolvimento hepatico de embrides de ratos
entre 12,5-16,5 dias, evidenciando as células que
compdem cada periodo gestacional. Os resultados
apresentados poderdo trazer subsidios para futuros
estudos embrionarios, hepaticos ou de terapia celular,
utilizando-se esse promissor modelo animal.
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