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Artigo submetido a Revista Brazilian Journal of Veterinary Research and Animal Science
A(;AO DA PROGRANULINA DURANTE O DESENVOLVIMENTO HEPATICO EM

RATOS F344

Resumo

O transplante é a Unica terapia efetiva para o tratamento de doencas hepaticas em
estagio avancado, como a cirrose. A terapia utilizando células-tronco do broto hepatico
poderia ser uma alternativa de tratamento, uma vez que essas células tém maior potencial de
proliferacdo e diferenciacdo em hepatdcitos adultos. Dessa forma, o desafio € identificar
métodos que promovam sua diferenciacdo em linhagens adultas especificas e funcionais. O
presente trabalho visou avaliar a acdo do fator de crescimento progranulina (PGRN) e HNF4-
alfa durante o desenvolvimento hepatico em ratos F344, assim como, comparar 0S Seus picos
de positividade com o do PCNA. Cinco embribes de cada periodo embrionario (E12,5; E13,5;
E14,5; E15,5 e E16,5) foram coletados, fixados em Metacarn e incluidos em paraplast.
Posteriormente, foi realizado o procedimento de imuno-histoquimica, utilizando o anti-
PGRN, anti-HNF4-alfa e anti-PCNA, seguindo o protocolo padréo para o procedimento. O
anti-PGRN foi positivo em todas as fases observadas, entretanto, em E12,5 e 15,5 demonstrou
menor positividade. O anti-HNF4-alfa apresentou maior positividade durante os periodos de
E12,5-E14,5, apresentando o seu pico em sincronia com a PGRN (E13,5). O anti-PCNA teve
seu pico de positividade em E12,5 e menor positividade em E13,5. Conclui-se que a PGRN
esta presente na hepatogénese em diferentes estagios embrionérios de ratos F344, e que a
mesma parece estar envolvida no processo de diferenciacdo de hepatoblastos em hepatdcitos
apos sua ativacdo pelo HNF4-alfa, no entanto, a PGRN ndo parece assumir uma funcéo de
proliferacdo celular durante a hepatogénese, pois ndo apresenta seu pico de positividade em

sincronia com o0 PCNA.



Palavras-Chave: Broto hepético, células-tronco embrionérias, figado, HNF4-alfa,

progranulina.

Abstract

The transplant is the only effective therapy for the treatment of liver diseases in
advanced stage, such as cirrhosis. Bridge transplant with stem cells from hepatic bud could be
an alternative of treatment, once these cells have greater potential of proliferation and
differentiation in adult hepatocytes. Thus, the challenge is to identify methods that promote
their differentiation in adult specific and functional strains. The present work aimed to
evaluate the action of the growth factor progranulin (PGRN) and HNF4-alpha during the liver
development of rats F344, as well as, compare the peaks of positivity to those of the PCNA.
Five embryos from each embryonic period (E12.5; E13.5; E14.5; E15.5, and E16.5) were
collected, fixed in Metacarn and included in paraplast. Posteriorly, it was carried out
immunohistochemistry with anti-PGRN, anti- HNF4-alpha and anti-PCNA, following the
standard protocols procedure. The anti-PGRN was positive in all stages observed, however, in
E12.5 and 15.5 demonstrated a lower positivity. The anti-HNF4-alpha showed high positivity
during stages E12.5-E14.5, presenting its peak of positivity in synchrony with that of the
PGRN (E13.5). The anti-PCNA had its peak of positivity in E12.5 and less positive in E13.5.
It can be concluded that PGRN is present in hepatogenesis in different embryonic stages of
F344 rats, and that it seems to be involved in the differentiation of hepatoblast into
hepatocytes after activation by HNF4-alpha, however, PGRN does not seem to assume a
function of cell proliferation during hepatogenesis, because its peak of positivity is out of
synchrony with that of the PCNA.

Keyword: Hepatic bud, embryonic stem cells, liver, HNF4-alpha, progranulin.



Introducéo

Doencas envolvendo érgdos endodermicamente derivados, particularmente pulmdes,
figado e péncreas, incluindo fibrose cistica, hepatite cronica e diabetes, respectivamente,
afetam milhares de pessoas no mundo. Particularmente, no figado, ainda que sejam atribuidas
propriedades regenerativas, a maioria das lesdes ocorrentes sdo extremamente prejudiciais,
podendo ocasionar lesdes progressivas neste 6rgdo, e cirrose em casos mais severos (Alfieri &
Mies, 2001). Dessa forma, os mecanismos de reparacdo tornam-se ineficazes, sendo o
transplante hepético a Unica opcdo. Entretanto, a quantidade insuficiente de doadores de
0rgdos e a complexidade do procedimento cirdrgico sdo, ainda nos dias atuais, fatores
normalmente limitantes para esta via de tratamento. Uma via alternativa de tratamento para
esses pacientes € estimular a regeneracdo do tecido atingido in vivo ou gerar tecido de
substituicdo in vitro. Essa area da pesquisa é referida como Medicina Regenerativa (Spence &
Wells, 2007).

O uso de hepatdcitos primérios derivados de um numero reduzido de células de figado
adulto, para cultivo celular, poderia ser utilizado como uma solu¢do para o numero limitado
de doadores humanos. No entanto, observa-se que estas linhagens de células ndo possuem
grande capacidade de proliferacdo in vitro. Contudo, este fator limitante ndo é verificado em
células-tronco embrionarias, as quais mantém seu potencial de diferenciacdo para diversos
tipos celulares e consequentemente as torna fonte importante para diversos tipos celulares e
para a terapia celular (Park & Lee, 2005). Outra fonte importante séo as células de linhagens
hepéticas pré-estabelecidas que possuem maior potencial de diferenciacdo (Kiyota et al.,
2007). Desta forma, o desafio € identificar métodos que promovam sua diferenciacdo em
linhagens hepatocitarias adultas e funcionais (Spence & Wells, 2007). Essas linhagens podem
formular-se como uma proposta futura ndo apenas para o tratamento de doencas hepaéticas,

mas também na elaboracdo de novos medicamentos (Pouton & Haynes, 2005).

12



Estudos mostram que o fator de crescimento Progranulina (PGRN) pode estar
envolvido na diferenciacdo de células-embrionarias, sendo uma proteina de grande habilidade
para a inducédo de proliferacdo celular (He & Bateman, 2003), uma vez que esta envolvido no
desenvolvimento embrionario e neonatal (Daniel et al., 2003), sendo assim, poderia estar
vinculada a diferenciacéo de hepatoblasto em hepatdcito.

A PGRN também estd envolvida na sobrevivéncia celular (Guerra et al., 2007), na
tumorigénese (Tangkeangsirisin et al., 2004) e no impedimento da degeneracdo fronto-
temporal lobar (Mackenzie et al., 2006; Whitwell et al., 2012; Petkau et al., 2012), estando
presente (proteina e mMRNA) em figado e intestino de ratos cirrdticos (Guerra et al., 2009).
Segundo Diaz-Cueto (2000) a inibi¢cdo da acdo da PGRN retarda a formacéao do blastocisto e a
PGRN exdgena tem a capacidade de acelerar o inicio da cavitagcdo, sendo um fator de
crescimento para células do trofoectoderma epitelial. J& Suzuki et al. (2000) mostram que 0
comprometimento na produgdo da PGRN hipotalamica conduz a uma diferenciagdo sexual
danificada do hipotalamo masculino.

Li et al. (2012) mostraram que a alta expressdo da PRGN esta associada com a maior
angiogénse do carcinoma mamario. A PGRN atua ainda como um promissor neuroprotetor
enddgeno com propriedades anti-apoptoticas e anti-inflamatérias, sendo utilizado para a
recuperacdo das funcdes neuroldgicas e motoras ap6s o infarto cerebral (Tao et al., 2012).
Estudos também sugerem que a PRGN esta envolvida na progressdo do astrocitoma, podendo
servir como um biomarcador prognostico para o glioblastoma (Yilmaz et al., 2011). Este fator
estd também associado com o grau de fibrose hepatica em pacientes ndo-alcodlicos (Al-
Ayadhi & Mostafa, 2011). No entanto, apesar da grande diversidade de funcdes atribuidas a
PGRN nos ultimos anos, estudos elucidando a sua relagdo com o processo hepatogénico ainda

S80 escassos.
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Outra proteina, o Fator Hepatocitario Nuclear 4-alfa (HNF4-alfa) é um fator de
transcricdo pertencente a familia dos receptores do hormonio esterdide (Chen et al., 2010).
Estudos tém demonstrado que o HNF4-alfa age na cascata de fatores de transcri¢do que levam
a diferenciacdo das células hepatica, sendo entdo um marcador hepatocitério, que pode ser
utilizado em nossos estudos. Por sua vez, O PCNA (antigeno de proliferacdo celular nuclear)
é uma proteina que esta envolvida nos processos mitéticos, sendo essencial para a replicacéo
do DNA eucarittico e considerado um marcador da proliferacdo celular, por conseguinte,
também presente na hepatogénese (Tan et al., 1986; Bravo et al., 1987; Prelich et al., 1987).

Dessa forma, nossa proposta visa elucidar a acdo do fator de crescimento PGRN e
HNF4-alfa durante a hepatogénese em diferentes estadgios embrionarios em ratos (Rattus
norvegicus) Fischer 344, visando & utilizagdo futura como agentes diferenciadores de celulas
embrionarias em hepatdcitos, assim como, comparar 0s picos de expressdo do PCNA com o0s

da PGRN e HNF-4-alfa.

Material e Métodos
Fixacdo, inclusdo e processamento histolégico: Os embrides com 12,5 dias de
desenvolvimento (E12,5); E13,5; E14,5; E15,5; e E16,5 foram coletados e cedidos pelo Setor
de Anatomia do Departamento de Cirurgia da FMVZ-USP, Brasil, segundo as exigéncias do
Comité de Bioética da mesma Instituicdo sob ndmero 1377/2008. O material bioldgico foi
coletado e fixado em Metacarn (60% metanol, 30% cloroférmio e 10% é&cido acético), sob
condicBes assépticas. Os materiais cirargicos utilizados, a superficie de contato e o ambiente
laboratorial foram esterilizados.

Apos fixacdo por 12 horas, as amostras foram desidratadas em uma série de etanois

em concentragdes crescentes (de 70 a 100%) e diafanizados em xilol, seguido de inclusdo do
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embrido inteiro em paraplast® (Paraplast Embedding Media, Paraplast Plus, Sigma, Oxford
Lab. USA) (Junqueira, 1995).

Foram realizados cortes seriados de 5 pum de espessura de todo o embrido, obtidos por
meio de um micrétomo semi-automatico (Leica, RM2165). Os cortes foram aderidos em
laminas histoldgicas, cinco por periodo embrionario, e deixadas em estufa (Fanen) a 60°C.
Deteccdo dos antigenos PGRN, HNF4-alfa e PCNA: O anticorpo primério anti-PGRN foi
cedido pelo Dr. Andrew Bateman, produzido em seu laboratério — Endrocrinology
Laboratory/ Victoria Hospital/ McGill/ Canada. Os cortes histolégicos foram coletados em
laminas silanizadas, desparafinadas e desidratadas seguindo o protocolo padrdo. As laminas
foram submetidas a trés banhos de 1 minuto em H,O destilada, e posteriormente submetidas a
blogueio por Peréxido de Hidrogénio, durante 10 minutos, repetindo 3 vezes, e em seguida
foram lavadas trés vezes em Tampéo Fosfato (PBS) durante 3 minutos cada. Posteriormente,
as laminas foram submetidas ao procedimento de desmascaramento antigénico, utilizando
Tampéo Citrato (pH6.0), durante 10 minutos em microondas, seguidos por 20 minutos em
temperatura ambiente. Apés este procedimento, as laminas foram lavadas com PBS e
incubadas em camera Umida, overnight e a 4°C, contendo o controle positivo, ao qual,
receberam o anticorpo primario (anti-PGRN), diluido em PBS, e controle negativo, contendo
apenas PBS. Em seguida, as Iaminas foram lavadas e incubadas com anticorpos secundarios
biotinilado, durante 15 minutos, e posteriormente foram incubadas com o complexo
Estreptavidina-peroxidase (LSAB-Dako) durante 30 minutos. As células positivas foram
evidenciadas apds a coloracdo com DAB (Dako) durante 5 minutos. Para deteccdo dos
antigenos HNF4-alfa e PCNA (Santa Cruz) foi utilizado o mesmo procedimento descrito
acima, diferindo apenas os anticorpos primarios utilizados. Para obtencdo das imagens foi
utilizado o microscopio OLYMPUS (modelo BX60) acoplado a camera AxioCam (Modelo

HCr, marca ZEISS).
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Resultados
Imuno-histoquimica para marcacdo da PGRN

A imuno-histoquimica para marcacdo da expressdo da proteina PGRN, assim como
para os demais anticorpos, foi realizada e repetida para todas as fases embrionérias propostas
no trabalho. A positividade das proteinas foram inferidas de modo qualitativo, de acordo com
0 procedimento adotado, avaliando dessa forma a intensidade da coloracdo marrom, que
caracteriza a presenca da proteina. A Anti-PGRN apresentou positividade em todos os
estagios verificados (figura 1), sendo que a idade E12,5 (Figura 1b) mostrou-se menos
positiva a marcacédo e o pico de positividade foi com E13,5 (figura 1d).
Imuno-histoquimica para marca¢do do HNF4- alfa

O anti-HNF4-alfa também se mostrou positivo no figado durante todas as fases
embronérias estudadas (figura 2). Entretanto, estava altamente positivo durante as fases
E12,5; E13,5e E,14,5 (figura 2b, d e f), e baixa durante os periodos de E15,5 e E16,5 (figura
2h e j). O pico de positividade para o anti-HNF4-alfa foi em E13,5 (figura 2d).
Imuno-histoquimica para marcagdo do PCNA

O anti-PCNA foi positivo em todas as fases embrionarias observadas (figura 3). O
PCNA teve seu pico de positividade em E12,5 (figura 3 - 12,5) e menor positividade em

E13,5 (figura 3 - 13,5).

Discusséo

Os resultados demonstraram primeiramente que a PGRN tem expressdo no figado
durante todo o periodo hepatogénico estudado, no entanto, apresenta menor positividade em
E12,5. Como em ratos o inicio da hepatogénese é por volta de E10,5 (Elmaouhoub, 2006),
guando o intestino anterior e posterior tornam-se visiveis, o fato da PGRN estar pouco

presente no primeiro estagio estudado (E12,5) demonstra que esse fator de crescimento
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provavelmente ndo esta relacionado com essa fase do desenvolvimento hepatico. O fato da
maior positividade para PGRN ser durante E13,5 pode sugerir que haja uma relacdo direta
entre células-tronco indiferenciadas hepaticas, chamadas também de células bipotenciais ou
hepatoblastos, e a PGRN. A hipdtese do presente trabalho € de que a PGRN estimularia a
diferenciacdo celular de hepatoblastos em hepatdcitos durante a hepatogénese. Corroborando
essa hipotese e o resultado obtido, sabe-se que entre E13,5-14,5 ha a maior diferenciacdo de
hepatoblastos em hepatdcitos e células do epitélio biliar (colangidcitos) em camundongos
(animal com desenvolvimento embrionario parecido com o de ratos) (Mclin & Zorn, 2006).
Além disso, é nesses periodos que ocorre a maior diferenciacdo morfoldgica das células do
broto hepéatico em ratos (Passos, 2010). Esses resultados podem sugerir que a PGRN age
direta ou indiretamente na diferenciacdo das células da linhagem hepética.

O HNF4-alfa, necessario para a diferenciacdo e desenvolvimento de hepatocitos
(Maeda et al., 2006), foi positivo durante todo o processo da hepatogénico estudado. Sabendo
que em ratos o broto hepético comeca a se devenvolver no E10 (EImaouhoub, 2006), e que 0
HNF4-alfa atua como regulador central da hepatogénese através da ativacdo da cascata de
fatores de transcricdo que geram o perfil final da expressdo génica do hepatocito maduro
(Watt et al., 2003), é realmente de se esperar que este fator de transcricdo apresente maior
positividade durante o inicio da difereciacdo dos hepatoblastos em hepatécitos em E12,5;
E13;5 e E14,5, 0 que ocorreu em nosso estudo.

Utilizando como base o estudo de Chang et al. (2010) que demonstraram que a
expressdo de HNF4-alfa controla varios genes especificos do figado necessarios para a
diferenciacdo hepatica, assim como fungdes especificas do figado maduro, presupde-se que a
expressdo do HNF4-alfa possa estar diretamente ligada a ativagdo da expressdo da PGRN,

tendo em vista que o aumento da positividade da PGRN (em E13,5) durante a diferenciagédo
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de hepatoblasto em hepatdcito s6 é observada 1 dia apds a expressao de HNF4-alfa em E12,5,
sendo pouca a positividade da PRGN neste Gltimo periodo.

Sendo assim, a positividade do HNF4-alfa durante as idades embrionérias estudadas e
a sincronia do seu pico de positividade com o da PRGN (em E13,5), reforca a idéia de que o
fator de transcricdo HNF4-alfa é indispensavel para a diferenciacdo e desenvolvimento de
hepétocitos, para a ativacdo de genes figado-especificos (Chang et al., 2010), e para a
ativacdo da PGRN.

A reacdo imuno-histoquimica para marcacdo da proteina PCNA foi realizada com a
finalidade de verificar a positividade dessa proteina essencial na proliferacdo celular, uma vez
que a mesma é utilizada como marcador de atividade mit6tica em diversos 6rgdos (Naryzhny,
2008; Strzalka, et al., 2011). Para tanto, comparou-se a positividade de PCNA com os da
PGRN e HNF4-alfa. A PGRN j& foi evidenciada em 6rgdos em desenvolvimento (Li et al.,
1996; He & Bateman, 2003), inclusive no figado (He & Bateman, 2003), e como fator de
crescimento e indutor da proliferagéo celular no processo de incubagéo, adeséo e crescimento
do blastocisto (Daniel et al., 2003 e Qin et al., 2005). Dessa forma, a PGRN também poderia
estar atuando na proliferacdo, e ndo apenas na diferenciacdo do figado em desenvolvimento.

Os resultados demonstraram que h& um pico de positividade de PCNA em E12,5,
sendo a positividade menor nas demais idades. Tendo em vista que o embrido se encontra em
desenvolvimento, com alta proliferacdo celular, e a que a PGRN j& fora descrita como
precursor de proliferacdo celular (Daniel et al., 2003; He & Bateman, 2003; Li et al., 1996;
Qin et al., 2005), esperava-se um pico de positividade para PCNA concomitantemente com o
pico para HNF4-alfa e PGRN, denotando assim, que a PGRN teria uma fungdo na
proliferacdo celular durante a hepatogénese, o que ndo ocorreu.

Sendo assim, parece que primeiramente se tem um pico de proliferacdo celular em

E12,5, que pode ser induzido pelo HNF4-alfa, que é altamente positivo desde E12,5 até
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E14,5. Posteriormente, haveria o pico de diferenciacdo celular em E13,5 comandado pela
PGRN apds inducdo pelo HNF4-alfa. Corroborando essa hipdtese, ambos os picos de
positividade para PGRN e HNF4-alfa foram com E13,5. Em seguida (E14,5-E16,5), 0s niveis
de positividade para PGRN, HNF4-alfa e PCNA diminuem, coincidindo com o periodo de
maturacgdo das celulas do figado (Passos, 2010).

Conclui-se que a PGRN estd presente na hepatogénese em diferentes estagios
embrionarios de ratos F344 e que a mesma parece estar envolvida no processo de
diferenciacdo de hepatoblastos em hepatocitos apds sua ativacdo pelo HNF4-alfa, entretanto, a
PGRN né&o parece assumir uma funcdo de proliferacdo celular durante a hepatogénese, pois
ndo apresenta seu pico de positividade em sincronia com o PCNA. Considerando a presenca
da PGRN durante os estagios de diferenciacdo celular, e a descri¢cdo bibliografica que lhe
atribui tal competéncia, seria possivel a utilizacdo desta proteina em futuros protocolos de

diferenciacdo celular hepatica, visando a utilizacéo na terapia celular.
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Legendas de Figuras

Figura 1. Reacdo imuno-histoquimica + coloracdo de hematoxilina para marcacdo de anti-
progranulina no figado de embrides de ratos Fischer 344 em diferentes prazos gestacionais
(E12,5; E13,5; E14,5; E15,5 e E16,5). Controle — controle negativo sem anticorpo. Barras =
200 pm.

Figura 2. Reacdo imuno-histoquimica + coloracdo de hematoxilina para marcacdo de anti-
HNF-40 no figado de embrides de ratos Fischer 344 em diferentes estagios gestacionais
(E12,5; E13,5; E14,5; E15,5 e E16,5). Controle — controle negativo sem anticorpo. Barras =
200 pm.

Figura 3. Reacdo imuno-histoquimica para PCNA + coloracdo de hematoxilina. As
fotomicrografias do broto hepéatico seguem com suas respectivas idades embrionérias (12,5;
13,5; 14,5; 15,5 e 16,5). As setas representam a marcacao nuclear positiva para hepatocitos ou
hepatoblastos. Um figado demonstrando 2 lobos identificado na figura 15,5. Como controle

positivo da reacdo foi usado o duodeno do animal correspondente (dado ndo mostrado).
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Artigo submetido a Revista Ciéncia Rural
CARACTERIZAQAO HISTOLOGICA DO DESENVOLVIMENTO HEPATICO EM

DIFERENTES ESTAGIOS EMBRIONARIOS EM RATOS

Resumo

Os ratos apresentam desenvolvimento embrionario similar ao 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
sua homogeneidade génica. Devido a falta de estudos histologicos acerca do desenvolvimento
hepatico em ratos, o presente estudo tem como objetivo caracterizar histologicamente, pela
primeira vez, o processo de desenvolvimento hepéatico nos estdgios embrionarios de E12,5
(12,5 dias de gestagdo), E13,5, E14,5, E15,5 e E16,5 em ratos F344. Cinco embrides de cada
estdgio embrionario foram coletados, fixados em Metacarn, incluidos em paraplast e
realizadas coloracfes histoldgicas. Os brotos hepéaticos de embribes entre 12,5-14,5 dias
apresentaram-se como aglomerados de hepatoblastos ainda desorganizados e circundados por
inimeras células precursoras sanguineas nucleadas. Observou-se que o0s hepatoblastos
possuem um nucleo grande basofilico e pouco citoplasma. Sinusdides com eritroblastos e
células de Kupffer também foram encontrados. Com 14,5 dias foi observado a coexisténcia de
hepatoblastos e hepatécitos, além de megacariécitos. Nos embribes com 15,5 dias ja é
possivel distinguir os corddes de hepatdcitos, ainda em formacgdo, os quais se encontram
limitados pelos capilares sinusoides. Com 16,5 dias a arquitetura parenquimal estava mais
proxima daquela encontrada em figados adultos, sendo a quantidade de hepatdcitos superior a
de hepatoblastos. Neste prazo gestacional o figado ainda apresentava fun¢do hematopoiética.

O estudo traz histologicamente o desenvolvimento hepético entre 12,5-16,5 dias de ratos da



linhagem F344, evidenciando as células que compdem cada periodo gestacional e gerando
subsidios para futuros estudos.

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

Abstract

The rats have embryonic development similar to other domestic animals and humans
and is thus a valid model for scientific studies. The F344 stands out for being 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 development 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 stages were collected, fixed in Metacarn, embedded in
Paraplast and histological stains were performed. The hepatic bud of embryo among 12.5-14.5
days presented a cluster of hepatoblasts still disorganized and surrounded by numerous
nucleated blood precursor cells. The hepatoblasts presented a large nucleus basophilic and
little cytoplasm. Sinusoids with erythroblasts and Kupffer cells have also been found. At 14.5
days the coexistence of hepatoblasts and hepatocytes was observed. In the 15.5 embryos it
was visible the distinction between the cords of hepatocytes in formation limited by capillary
sinusoids. The parenchymal architecture was closer to that found in the adult liver at 16.5
days, and the quantity of hepatocytes was greater than hepatoblasts. During gestation period
the liver also had hematopoietic function. The study shows the histological hepatic
development the of rats F344 between 12.5-16.5 days, evidencing the cells that comprise each
gestational period and possibly subsiding future studies.

Key words: hepatocytes, hepatogenesis, histology, isogenia.



Introducéo

O desenvolvimento embrionario dos vertebrados tem sido foco de estudos durante
muito tempo, entretanto, apenas nas ultimas duas décadas foi que houve um enorme progresso
no estudo da definicdo das linhagens celulares, do potencial de desenvolvimento celular em
embrides jovens e na compreensdo dos mecanismos moleculares que regulam a modelagem e
diferenciacdo celular (Passos, 2010). Apesar desses esclarecimentos, as caracteristicas
histolégicas do desenvolvimento embriondrio ainda continuam sendo uma lacuna,
principalmente de 6rgdos de origem endodérmica como o figado.

O figado é o segundo maior 6rgéo do corpo e a maior glandula, sendo um 6rgao no
qual os nutrientes absorvidos no trato digestivo sdo processados e armazenados para
utilizacdo por outros drgdos, sendo, portanto, uma interface entre o sistema digestivo e 0
sangue (Junqueira & Carneiro, 2004). O processo de formacdo do figado é composto por
multiplos estagios de desenvolvimento; durante este Gltimo a inducéo da destinacdo hepética
depende de interacGes 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 e o inicio da gastrulagdo ocorre durante o oitavo dia de gestacdo
(E8,5). A formacédo dos somitos comeca no final de E9,5 e inicio de E10,5, quando o intestino
anterior e posterior tornam-se visiveis e o0 processo de desenvolvimento hepético se inicia.
Este processo se d& pela conectividade do endoderme do intestino anterior com o
desenvolvimento do coracdo (ElImaouhoub, 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 acoes
indutivas de fatores de crescimento. Dentre eles, o fator de crescimento fibroblastico (FGF) é
liberado pelo mesoderma cardiaco adjacente e pelas BMPs (proteinas morfogenéticas do 0sso)

advindas do mesénquima do septo transverso (Duncan, 2003; Baharvan et al., 2006; Cai et
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al., 2007; Zorn, 2008). Aproximadamente em E9 as células do endoderma do intestino
anterior ja iniciaram a proliferacdo e diferenciacdo em hepatoblasto, levando a formacéo do
broto hepético neste estagio (Zhao & Duncan, 2005; Zorn, 2008). Apos a formacao do broto
hepéatico (BH) e a migracdo dos hepatoblastos do intestino anterior para formar corddes em
direcdo ao septo mesenquimal transverso, as células dentro do ambiente hepatico embrionério
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 é que o BH comeca a se desenvolver com 10,5 dias
de gestacdo. Nesse periodo as células hematopoiéticas saem do figado para suas destinaces
finais e o figado inicia a organizacdo de sua estrutura e desenvolve numerosas funcbes
metabdlicas, tornando-se maduro (Elmaouhoub, 2006). Embora o desenvolvimento
embrionario de ratos e camundongos, principalmente os Ultimos, seja relativamente bem
compreendido atualmente, as caracteristicas histoldgicas hepaticas sdo ainda uma lacuna no
conhecimento.

Sendo assim, 0 presente estudo teve como objetivo caracterizar histologicamente o

processo de desenvolvimento hepatico embrionario em ratos.

Material e Métodos

Animais: Este trabalho foi aprovado pelo comité de bioética da FMVZ/USP, protocolado sob
0 n° 1377/2008. Para o estudo foi utilizada a linhagem de ratos isogénicos Fischer 344.
Acasalamentos e obtencdo dos embrides: Os acasalamentos das ratas isogénicas F344 para
obtencdo dos embrides em diferentes periodos gestacionais foram realizados apés verificacdo
do ciclo estral das mesmas. Apds a juncdo dos casais, na manhd seguinte, realizou-se a

lavagem vaginal com solucdo fisiologica 0,9% para verificagdo da presenca de
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espermatozoides, em laminas histologicas, com auxilio de microscopio de luz. Havendo a
presenca de espermatozoides no lavado vaginal, deu-se inicio a contabilizacdo da idade
gestacional 0,5 (E0,5). Cinco embribes de ratos F344 de cada periodo gestacional (E12,5;
E13,5; E14,5; E15,5; e E16,5) foram coletados apds eutandsia das ratas com a utilizacdo de
isoflurano por tempo prolongado.

Processamento das amostras: Os embrides coletados foram fixados em Metacarn (60%
metanol, 30% cloroférmio e 10% acido acético) por 12 horas. Posteriormente, as amostras
foram desidratas em uma série de etandis em concentragBes crescentes e diafanizados em
xilol, seguido de inclusdo (Junqueira, 1995) em paraplast® (Paraplast Embedding Media,
Paraplast Plus, Sigma, Oxford Lab. USA). Foram realizados cortes seriados de 5 pum de
espessura obtidos através de um micrétomo semi-automatico (Leica, RM2165).

Coloragdes histologicas: Foram realizadas as seguintes colorag@es: Hematoxilina-eosina,
tricomio de Masson (Bancroft,1996), PAS (Periodic Acid Schiff) (Bancroft, 1996) e
picrosirius. Para obtencdo das imagens foi utilizado o microscépio OLYMPUS (modelo

BX60) acoplado a cdmera AxioCam (Modelo HCr, marca ZEISS).

Resultados

Com E12,5 dias (figura 1a) os embrides de rato Fischer 344 (F344) apresentaram BH
em inicio de desenvolvimento, sendo visiveis dois segmentos do BH, precursor do figado
adulto. Neste periodo o BH € constituido pelos hepatoblastos (figura 2a). O periodo com 13,5
dias (figura 1b), ndo apresenta distingdo significativa comparada ao periodo anterior,
diferindo apenas no formato dos hepatoblastos, e por apresentar micro regido de células
sanguineas em processo de maturacdo (figura 2b).

Com E14,5 dias, o BH apresenta quatro lobos hepaticos distintos (figura 1c);

hitologicamente é possivel evidenciar hepatoblastos e hepatocitos concomitantemente, além
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de megacariocitos, que sdo células com ndcleos multilobulados precursoras das plaquetas
(figura 2c).

Em embrides com 15,5 e 16,5 dias (figura 1d, e) fica notério o aumento de volume dos
BHs nos embrides, os quais ja possuem aspecto morfolégico semelhante a um figado maduro,
permitindo seu isolamento com maior facilidade, quando necessario experimentalmente,
utilizando instrumentos microcirurgicos (Guerra et al., 2009). Histologicamente é possivel
observar em E15,5 (figura 2d) os hepatocitos binucleados, as células de Kupffer, eritroblastos
e eritrocitos, e inumeros sinusdides em formacdo. Em E16,5 (figura 2e) observa-se 0s
hepatdcitos se organizando em corddes hepatocitarios, nos quais possuem grande quantidade
de hepatocitos, evidencia-se ainda neste periodo, células de Kupffer, sinusdides com

eritrocitos em seu limen e megacariocito.

Discusséo

Em embribes com 12,5 o BH é constituido por células-tronco bipotenciais, 0s
hepatoblastos (figura 2a). Segundo Kiyota et al. (2007) estas células sdo capazes de extensiva
proliferacdo, e subsequente diferenciacdo em células do ducto biliar e hepatdcitos (Thonson et
al., 1998). Tais células apresentam nucleo grande basofilo e pouco citoplasma (figura 2a, b)
como descrito na literatura (Oh et al., 2005). Os embrides com 13,5 dias (figura 2b)
apresentaram células mais fusiformes, possivelmente devido a eminente diferenciacdo em
hepatdcito (figura 2b), fato esse também observado no cultivo celular (Guerra et al., 2009).

Na fase de E14,5, foram também observados eritoblastos, células sanguineas
precursoras de eritrocitos, ainda nucleadas, pois o figado é o primeiro 6rgdo hematopoiético
depois do saco vitelino (figura 2c), assumindo essa funcdo até a formacdo da medula dssea

(Moore & Persaud, 2008).

34



Nos embrides com 15,5 dias (figura 2d) verificou-se, assim como naqueles com 14,5,
a coexisténcia de hepatoblastos e das células j& diferenciadas, os hepat6citos. Em embrides
com 15,6 dias a arquitetura hepatica comeca a ser alterada com a formagdo de inimeros
sinusdides. Neste prazo gestacional também é possivel observar, dentro dos sinusoides,
células sanguineas em diferentes estagios de maturacdo, além de células de Kupffer, aderidas
principalmente a porcdo Iluminal das células endoteliais dos sinusoides (regido
perissinusoidal), estando suas caracteristicas morfoldgicas e posicdo em consonéncia com o
encontrado na literatura (Lopez et al., 2011).

Com 16,5 dias (figura 1e e 2e) a quantidade de hepatdcitos é maior em detrimento a
hepatoblastos, representando a grande maioria das células do érgdo em maturacdo. Neste
prazo é possivel observar de forma nitida a formacdo dos corddes de hepatdcitos que
confluem para as veias centrolobulares. Estas sdo caracteristicas de um figado maduro,
notorio pela formagdo dos lébulos hepéticos, unidade funcional hepética (Junqueira &
Carneiro, 2004). Também sdo observados ramos da veia porta, que fazem parte do espaco
porta, 0 qual fica entre os l6bulos hepaticos (Junqueira & Carneiro, 2004). Neste periodo
(E16,5) o figado, ainda, possui funcdo hematopoiética, uma vez que sdo encontradas células
da linhagem sanguinea em diferentes estagios de diferenciacdo no parénquima hepaético.
Como a diferenciacéo final da linhagem celular hepatica, em camundogos, ocorre até os 17,5
dias (Mclin & Zorn, 2006), € de se esperar que o processo de diferenciacdo final nos ratos
ultrapasse tal prazo gestacional.

Os resultados demonstram histologicamente pela primeira vez o desenvolvimento
hepatico de embribes 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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Legendas de Figuras

Figura 1: Fotomicrografias de embrifes 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, * Juncdo dos dois segmentos hepéaticos (também
indicado por seta), CR: 12,34+1,30 mm. d- E15,5. e- E16,5. a, b, e- Coloragdo de
hematoxilina-eosin, c- Coloracdo de &cido periodico de Schiff (PAS), d- Coloragdo de
tricomio de Masson.

Figura 2: Fotomicrografias de figados (broto hepético) de embrides de ratos F344 em
diferentes estdgios embrionarios. (a) E12,5: 1- hepatoblastos. (b) E1355: 1 e 2-
Hepatoblastos, 3- Micro regido de células sanguineas em processo de maturagdo. (¢) E14,5: 1-
Megacariécitos, 2- Hepatocitos, 3- Células de Kupffer. (d) E15,5: 1 e 2- Células de Kupffer,
3- Hepatdcito binucleado, 4— Eritrocito em sinusoide, 5- Eritroblasto em sinuséide. (e) E16,5:
Observa-se hepatdcitos se organizando em corddes hepatocitarios, 1- Células de Kupffer; 2-
Sinuséide com eritrocito em seu lumen; 3- Megacaridcito, 4- Hepatocito. a, b, d, e -

Coloracdo de hematoxilina e eosina, c) Coloracao de picrossirius.
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Figura 1.
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Figura 2.
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