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Identificacdo do nicho de progenitores mesenquimais no figado
de embrides e fetos caninos: uma fonte de células-tronco para
terapia celular!

Daniele S. Martins?*, Cristiane V. Wenceslau®, Eduardo Vieira®, André Luis R. Franciolli?,
Carlos E. Ambrdsio? Ana F. Carvalho® e Maria A. Miglino*

ABSTRACT.- Martins D.S., Wenceslau C.V,, Vieira E., Franciolli A.L.R., Ambrésio C.E., Carvalho
AF. & Miglino M.A. 2012. [Identification of mesenchymal progenitor niches from liver
of embryo and fetuses of canines: a source of stem cells for cell therapy.] Identificacdo
do nicho de progenitores mesenquimais no figado de embrides e fetos caninos: uma fonte de
células-tronco para terapia celular. Pesquisa Veterindria Brasileira 32(Supl.1):15-20. Depar-
tamento de Zootecnia, Faculdade de Zootecnia e Engenharia de Alimentos, USP, Av. Duque de
Caxias Norte 225, Pirassununga, SP 13635-900, Brazil. E-mail: daniele@usp.br

Stem cells (SC) derived from fetal tissues (FT) were the most recent discoveries among
the SC, and lately had demonstrated broad therapeutic potential; the FT from the fetal liver
(FL) presents great therapeutic potential. This organ during the fetal period in mammals
acts as a transient hematopoietic niche, being the main organ responsible for hematopoiesis
in the fetus, and contribute to the formation of permanent niche in the adult bone marrow,
thus can be considered a niche for mesenchymal stem cells (MSC) and parents. However,
little is known about the location of these cells in FF, so the present study aims to identify the
niche of mesenchymal progenitors in FF and dogs in order to contribute to the techniques of
cell isolation and extraction. Together was performed to verify the expression of the trans-
cription factor Oct-3/4 of the protein and DNA polymerase delta (PCNA). For the analysis
of five embryos were used and 11 canine fetuses with gestational ages ranging from 25-60
days. The results elucidated from 25 days of gestation showed the FF is bulky and composed
of all the typical structures, among them the portal triad, bile ducts and hepatic artery bran-
ches. With 30 days of gestation were identified the first requirements of mesenchymal pro-
genitors (MP) at 60 days while the niches were completely formed with location similar to
adult liver (AL). However, cells immunoreactives for Oct-3/4 were not identified, therefore,
point out that the FL is a source of PM, presenting as an alternative for therapeutic purposes
as well as for studying the developmental biology of MSC and parents.

INDEX-TERM: Liver, dogs, morphology, stem cells.
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RESUMO.- As células-tronco (CT) derivadas dos tecidos fe-
tais (TF) foram as mais recentes descobertas entre as CT,
e ultimamente tem demonstrado amplo potencial terapéu-
tico, dentre os TF o figado fetal (FF) apresenta grande po-
tencial terapéutico. Este 6rgao durante o periodo fetal em
mamiferos é um nicho hematopoético transitério, sendo
o principal érgdo responsavel pela hematopoese no feto,
além de contribuir com a formagdo do nicho definitivo na
medula 6ssea adulta, portanto pode ser considerado um
nicho de células-tronco mesenquimais (CTM) e progenito-
res. No entanto, pouco se sabe sobre a localizacdo destas
células no FF, desta forma o presente estudo visa identificar
o nicho de CTM e progenitores em FF de c3es, a fim de con-
tribuir com as técnicas de isolamento e extracdo celular. Em
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conjunto foi realizada a verificagdo da expressdo do fator
de transcricdo Oct-3/4 e da proteina delta polimerase do
DNA (PCNA). Para a andlise foram utilizados cinco embri-
oes e 11 fetos caninos com idades gestacionais variando de
25-60 dias. Os resultados elucidaram a partir de 25 dias de
gestacdo o FF apresentou-se volumoso e composto por to-
das as estruturas tipicas, dentre elas a triade portal, ductos
biliares e ramos das artérias hepaticas. Com 30 dias de ges-
tacdo foram identificados os primeiros sitos de progenito-
res mesenquimais (PM) enquanto que aos 60 dias os nichos
estavam completamente formados com localizagcdo seme-
lhante ao figado adulto (FA). No entanto, células imunopo-
sitivas para Oct-3/4 nio foram identificadas; sendo assim,
destacamos que o FF é uma fonte de PM, apresentando-se
como uma alternativa para a utilizagdo terapéutica, bem
como para os estudos da biologia do desenvolvimento das
CTM e progenitores.

TERMOS DE INDEXACAO: Figado, caninos, morfologia, células-
-tronco.

INTRODUCAO

O feto e os tecidos fetais (TF) apresentam-se como poten-
cial fonte para os transplantes celulares, pois possuem
menor risco e contaminacgdo viral e/ou bacteriana quando
comparado com as os tecidos adultos (TA), por residirem
em um ambiente imunoprivelegiado dentro do ttero. Além
disso, a maioria das células fetais (CF) prolifera mais rapi-
damente, em meio de cultura, quando comparadas as cé-
lulas adultas (CA) e outra caracteristica apresentada pelos
TF é a auséncia de questionamento ético quanto a sua uti-
lizacdo clinica em transplantes (Bruder et al. 1997, Abdul-
razzak et al. 2010).

As primeiras células-tronco (CT) utilizadas em trans-
plantes foram as células-tronco hematopoiéticas (CTH)
para o tratamento de doengas neoplasicas, hematoldgicas
ou ndo, doengas metabdlicas e deficiéncias imunoldgicas.
No entanto, sua utilizacio traz certas limitacdes como, por
exemplo, a necessidade de testes de imunocompatibiliade
entre o doador-receptor (Azevedo & Ribeiro 2000), enquan-
to que as CT isoladas dos TF sdo imunogénicas, ampliando
a sua utilizacdo terapéutica (O’Donogue & Fisk 2004). Célu-
las-tronco mesenquimais isoladas do FF demonstraram um
grande potencial terapéutico no tratamento de imunodefi-
ciéncias e desordens hematoldgicas (Touraine et al. 1993).

O figado fetal é excepcionalmente volumoso, ocupando
um amplo espacgo da cavidade abdominal (Konig & Liebich
2004). Este é o principal sitio para o desenvolvimento de
progenitores hematopoiéticos, atuando na diferenciagao e
maturagdo da linhagem hematopoética definitiva (Koury et
al. 2002) e esta fungdo é assumida pelo figado fetal a partir
do ter¢o médio de gestacdo em mamiferos (Badylak 2002).
Acredita-se que esta fungdo é promovida pelo nicho de
CTM e seus progenitores presentes no figado que regulam
a hematopoese (Banks 1992). O figado ao nascimento sofre
uma mudanca morfolégica e funcional quanto ao aumento
dos hepatdcitos em nimero e volume, enquanto o nimero
de CTH diminui e ocorre o predominio de progenitores he-
paticos, células hepaticas e epitelial biliar.
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Os progenitores hepaticos no figado adulto sdo respon-
saveis pela capacidade de regeneracdo por meio de proge-
nitores, que se localizam nos canais de Hering e entre as
pequenas ramificagdes biliares intra-hepaticas, alinhadas
com os hepatdcitos e com a linhagem de células epiteliais
ductulares e na zona periductular/intraportal (Theise et al.
1999, Vessey & Hall 2001).

Porém pouco se sabe sobre o nicho das células no figa-
do fetal em especial sobre as células-tronco mesenquimais
(CTM), desta forma o presente estudo visa demonstrar a
localizacdo destas células no figado fetal de cies em dife-
rentes idades gestacionais correlacionando os dados com
a organogenese do 6rgdo. Assim, o estudo possibilitara a
compreensdo do mecanismo de formagio do nicho hema-
topoético e sua fungio, propondo um novo modelo para o
estudo da hematopoese fetal. Este conhecimento servira
como fonte para futuras pesquisas relacionadas a extra-
¢do de CT e progenitores a partir do figado que poderdo
ser essenciais para a compreensao do hematopoese fetal e
adulta, sendo utilizadas para futuras pesquisas de terapia
celular para o tratamento para doencas hematolégicas em
humanos e animais.

MATERIAL E METODOS

0 estudo foi conduzido ap6s aprovacido da Comissiao de Bioética
do Centro Universitario da Fundagdo de Ensino Octavio Bastos,
Sdo Jodo da Boa Vista/SP.

Foram analisados 5 embrides com idades gestacionais de 25-
30 dias e 11 fetos com 35-60 dias de gestagdo de cdes sem raga
definida. As idades gestacionais foram estimadas através do mé-
todo de Crown-Rump (CR) estabelecido por Evans & Sack (1973)
variando entre 25 a 60 dias de gestacdo (Quadro 1). Os embrides
e fetos obtidos eram oriundos de campanhas de castracdo ofere-
cidas pelos Centros de Controle de Zoonoses, localizados em Sao
Jodo da Boa Vista e em cidades vizinhas.

0 procedimento para a coleta dos fetos caninos seguiu o como
o descrito por Martins et al. (2011) ap6s coletado, o material os
animais foram seccionados e coletou-se uma amostra do figado, os
fragmentos foram submersos em solucdo aquosa de paraformal-
deido a 4% em tampdo sédio-fosfato (PBS) (Sigma, St. Louis, Mo,
USA). Seguidamente foram desidratados com séries de alcodis em

Quadro 1. Idade gestacional aproximada de embrides e fetos
caninos sem raca definida

Fémea  Numero de fetos Dias de gestacdo Crown-Rump (CR)
1 3 25 26mm
2 2 30 40mm
3 3 35 50mm
4 3 45 80mm
5 3 55 140mm
6 2 60 145mm

Quadro 2. Anticorpos utilizados para marcag¢ido imuno-
histoquimica do figado embrionario e fetal de caes

Anticorpo Empresa Catdlago Diluicao Fixagdo

Oct-3/4 Santa Cruz Bio- sc-5279 1:100  Paraformoldeido
(C-10) technology

Vimentin ~ Santa Cruz Bio-  sc-73259  1:300  Paraformoldeido
(0.N.602) technology

PCNA Santa Cruz Bio- sc-56 1:300  Paraformoldeido
(PC10) technology
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concentragdes crescentes (70% a 100%) e diafanizados em xilol,
seguido de inclusdo em paraplast (Paraplast Embedding Media-Pa-
raplast Plus, Oxford Lab., USA). Posteriormente, sec¢des de 4-5 mi-
crometros foram realizadas em micrétomo. Os cortes provenientes
foram corados com HE - Hematoxilina-Eosina, para analise celular.

0 processamento de imuno-histoquimica baseou-se no méto-
do descrito por Vejlsted et al. (2005), no qual utilizamos anticor-
po OCT3/4, Vimentina, e PCNA, de acordo com o quadro abaixo
(Quadro 2)

RESULTADOS E DISCUSSAQO

Este estudo foi o primeiro a demonstrar o nicho de PM
durante o desenvolvimento do figado em cdes, correlacio-

. ;.‘.‘j&'«:.:' iamny o

nando com as caracteristicas morfolégicas do desenvol-
vimento. O modelo canino por apresentar semelhancas
morfolégicas bem como fisiologicas ao ser humano é con-
siderado um excelente modelo para os estudos da biologia
do desenvolvimento das CT (Hoorn et al. 2004), entretanto
nao ha referencias de estudos prévios nesta espécie animal.

A estimativa da idade gestacional dos figados embrio-
ndrios e fetais caninos deu-se através do método de Crown-
-Rump (CR), como descrito por Noden & Lahunta (1990)
e Evans & Sack (1973), entretanto nossos resultados dis-
cordam do referido por esses autores para embrides e fe-
tos caninos, pois houve grande variagdo do tamanho nos
dias 25, 30 e 35 de gestacdo, no qual demonstramos que
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Fig.1. Estruturacdo do figado fetal de cdes SRD. (A, E e I) Fase gestacional de 25 dias. (B, F e ]J) Fase gesta-
cional de 35 dias. (C, G e K) Fase gestacional de 45 dias. (D, H e L) Fetos de 55 dias de gestacdo. (A e B)
Figado fetal canino (setas). (E-H) Hepatdcitos (H), veia porta (Vp), ducto biliar (Db) e ramos da artéria
hepatica (Ah). (I-L) Veia centro lobular (VcL), sinusoides (Ss) e hepatdcitos (H). Coloragio HE. Barras:

F-H,Je K=100umeE,I e L =50um.

Pesq. Vet. Bras. 32(Supl.1):15-20, dezembro 2012
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os animais com essa idade apresentam aproximadamente o
dobro do tamanho estipulado nestas literaturas. Todavia os
periodos de 45, 55 e 60 dias de gestagdo o tamanho dos ani-
mais apresentou total confluéncia com nossos resultados.

Nossos resultados revelaram que os figados fetais apre-
sentaram-se extremamente volumosos em todas as faixas
etarias estudadas, ocupando um amplo espaco da cavida-
de abdominal (Figura 1A-D) como descrito por Noden &
Lahunta (1990) e por Konig & Liebich (2004), entretanto
as analises histoldgicas demonstraram diferencas claras
nas diferentes idades quando avaliamos a micro-organiza-
¢do do 6rgao.

Os dados histologicos elucidam que em todas as fases
avaliadas o figado fetal apresentou as estruturas tipicas,
composta pela presenca da triade portal, contendo a veia
porta, ramos do sistema hepatico biliar, representado pelos
ductos biliares e ramos das artérias hepaticas (Fig.1E-H)
assim como descrito por Ross et al. (2003) em vertebrados.
Entretanto quando analisamos a veia centro lobular, desta-
camos que aos 25 dias de gestac¢do a presenca de hepatoci-
tos imaturos com sinusoides venosos (Fig.11), tal caracte-
ristica se mantém aos 35 e 45dias, todavia os hepatdcitos
apresentam-se em maior quantidade como o descrito por
Lavon & Benvenisty (2005) em camundongos, quando re-
lata grande quantidade de hepatdcitos em todas as idades
gestacionais; outra caracteristica demonstrada nesta fase
gestacional é o processo de rearranjo celular indicando o
inicio da formacdo dos corddes de hepatécitos (Fig.1J-L).

O figado fetal canino com 55 dias de gesta¢do apresen-
tou os hepatocitos dispostos ao redor da veia centrolobu-
lar em aglomerados celulares, formando placas celulares,
as quais apresentaram-se direcionadas da periferia para o
centro lobular, formando os sinusoides hepaticos (Fig.1L)
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como o sugerido por Godlewski et al. (1997) em ratos com
16 dias de gestacgdo. Essas informagdes elucidam que o fi-
gado canino sofre mudanc¢as morfoldgicas e funcionais du-
rante a ontogénese, demonstrada através reestruturacgdo e
organizac¢do dos hepatdcitos em diferentes idades gestacio-
nais, como o mencionado por Badylak (2002) para caes e
Duncan (2003) para mamiferos.

Tal reestruturacdo e organizacdo envolvem intensa ati-
vidade celular de proliferagao. Esta atividade foi confirma-
da através da imunopositividade nos ntcleos dos hepato-
citos a proteina delta polimerase do DNA (PCNA), proteina
auxiliar que tem papel essencial na replicagio e reparagio
do DNA (Shivji et al. 1992). As analises de imunohistoqui-
mica indicam que o figado fetal estd em constante atividade
celular e que possivelmente é mediada através de células-
-tronco e progenitores celulares, os quais contribuem para
o rapido crescimento do embrido e do feto (Fig.2E,F), como
relatado por Harada et al. (1997) em humanos, Yoshioka et
al. (2004) em caes, Suksaweang et al. (2004) em frangos e
Banlunara et al. (2005) em patos.

A intensa atividade hepatica ndo esta somente resumi-
da ao crescimento hepatico, mas também a fun¢do hema-
topoética que o figado fetal exerce durante a ontogénese.
Este 6rgdo possui um ambiente que fornece condigdes a
diferenciacdo e a maturagdo dos progenitores hematopoé-
ticos em células adultas funcionais, que estdo em continua
atividade celular.

A vimentina é uma proteina de citoesqueleto que se
expressa em células de origem mesodermal, inclusive em
CTM. Células imunopositivas para esta proteina foram ob-
servadas a partir de 30 dias de gestacdo no FE. Neste peri-
odo gestacional a imupositividade foi verificada na capsula
hepatica e em algumas células do parénquima hepatico; en-

Vimentina
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Fig.2. Imuno-histoquimica dos figados fetais caninos com 30 e 60 dias de gestacdo. (A e B) Animais de 30 e 60 dias de gestacdo, respec-
tivamente. (C e D) Ntcleo negativo para o fator de transcri¢do Oct-3/4 (setas). (E e F) Imunopositividade do nicleo das células para
PCNA (setas amarelas). (G) Pprogenitoras mesenquimais localizados na capsula hepatica e no parénquima (seta). (H) Imunopositi-
vidade das células ao redor da veia porta (vp), ducto biliar artéria hepatica. Barras: C-F = 25um, G e H = 10pm.

Pesq. Vet. Bras. 32(Supl.1):15-20, dezembro 2012
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tretanto aos 60 dias de gestacdo era intensa a imunopositi-
vidade de células localizadas ao redor da triade portal. Tais
células no figado fetal, contribuem para o nicho hematopo-
ético transitorio, emitindo sinalizagdes para as CTH contro-
lando os mecanismos de diferenciagio, apoptose e estado
de quiescéncia das mesmas. (Fig.2G,H), indo ao encontro
do descrito por ljzer et al. (2006) em figado fetal e/ou adul-
to. Em figado adulto os progenitores hepaticos também se
localizam preferencialmente préximos aos principais vasos
e ductos do figado, como o descrito por Theise et al. 1999,
Vessey & Hall 2001)

Os resultados obtidos neste estudo concordam com os
dados colhidos por Campagnoli et al. (2001) e Mendes et
al. (2009) que isolaram in vitro CTM a partir de fetos de hu-
manos e camundongos, confirmando a utilizacdo do figado
fetal como fonte de células tronco mesenquimais.

Entretanto, as analises imuno-histoquimicas revelaram
que o figado fetal ndo apresenta reatividade para o anti-
corpo Oct-3/4, que é um marcador especifico para células-
-tronco embriondarias.(Figura 2C-D), diferente do descrito
por Tai et al. (2005) em células-tronco de figado humano,
Pesce et al. (1998), Okamoto et al. (1990), Pesce & Scholer
(2001), Lengner et al. (2007) e Scholer et al. (1990) em ca-
mundongos, e Tai et al. (2005) em humanos.

CONCLUSAO

Os resultados demonstraram que progenitoras mesenqui-
mais podem ser identificadas no figado fetal canino a par-
tir de 30 dias de gestacdo, sendo que seu niumero progride
proporcionalmente com o desenvolvimento e organizagao
hepatica. Assim como no figado adulto, o nicho do figado
fetal localiza-se preferencialmente préximo a triade por-
tal. Sendo assim, este estudo contribui para as pesquisas
de biologia do desenvolvimento das células tronco e seus
progenitores, que contribuirdo para o desenvolvimento de
técnicas de isolamento in vitro destas células e de células
tronco hematopoiéticas e seus progenitores.
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Paulo (FAPESP) pelo apoio financeiro.
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