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PERIODOS GESTACIONAIS'

EDUARDO VIEIRA? DANIELE DOS SANTOS MARTINS?, CRISTIANE VALVERDE WENCESLAU®, CARLOS EDUARDO
AMBROSIO*, ANA FLAVIA DE CARVALHO*, RICARDO ALEXANDRE ROSA®, MARIA ANGELICA MIGLINO®

1 Projeto de Pesquisa — Bolsa de Iniciagdo Cientifica FAPESP

2 Graduando do 3° ano de Medicina Veterinaria do Centro Universitario da Fundagdo de Ensino
Octavio Bastos. Av. Dr. Octavio da Silva Bastos, s/n°, Sdo Jo&o da Boa Vista/SP, 13874-159.

2 Pds-graduando da Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia da Universidade de Szo Paulo,
Cidade Universitaria, S&o Paulo/SP.

* Professores do curso de Medicina Veterinaria do Centro Universitario da Fundagéo de Ensino
Octavio Bastos. Av. Dr.
Octavio da Silva Bastos, s/n°, S&o Jodo da Boa Vista/SP, 13874-159.

2 Apoio Técnico do Centro Universitario da Fundagéo de Ensino Octavio Bastos. Av. Dr. Octavio da
Silva Bastos, s/n°,
S&o Jodo da Boa Vista/SP, 13874-159.

® Professora Titular da Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia da Universidade de Sao
Paulo, Cidade Universitaria, Sdo Paulo/SP.

RESUMO: O estudo da capacidade de diferenciacédo de algumas células, denominadas células-
tronco ou “stem cells”, representa uma importante ferramenta para o entendimento e
desenvolvimento de novas pesquisas, assim como, um enorme potencial para a descoberta de
tratamentos de inimeras doengas. Estas células-tronco embrionarias s&o pluripotentes, capazes de
multiplicagéo e diferenciacdo, podendo se proliferar em varios tipos celulares dependendo das
condigbes de cultivo. A identificacdo de fatores que levam ao direcionamento do processo de
diferenciagdo celular permitira que, a partir de células-tronco embrionarias possibilite que o cultivo
celular seja realizado sob forma controlada dentre os os mais diferentes tipos celulares, tornando
viavel a bioengenharia. Neste trabalho, foram estudadas células de figado fetal canino. O figado
executa importante fungédo hematopoiética durante o desenvolvimento fetal, enquanto no adulto,
possui uma multiplicidade de fungdes como: excregéo, secregéo de bile, armazenamento, sintese e
biotransformagéo. Os figados, para estudo, foram obtidos a partir de fetos com idade gestacional
meédiade 25, 35, 45 e 55 dias, oriundos de fémeas de cdes sem raca definida que sofreram
ovariosalpingohisterectomia. Estas células de figado fetal canino foram analisadas histologicamente,
para a caracterizagdo da diferenciagéo celular, mediante métodos histolégicos previamente
estabelecidos.
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PALAVRAS-CHAVE: figado, embrido, células-tronco, pluripotencialidade
INTRODUGAO

Phemister (1974) dividiu o desenvolvimento pré-natal dos cdes em trés periodos: periodo do ovo,
este inicia-se com a fertilizag&o do odcito e vai até o0 momento em que o blastocisto atinge o ttero (2°
ao 17° dia); periodo do embrido o qual comega com a implantagéo do blastocisto e engloba todo o
periodo embrionario (18° ao 35° dia); e o periodo do feto, que é caracterizado pelo surgimento da
aparéncia e caracteristica do cdo e quando ocorre a maior parte do crescimento (36° dia até o final
da gestagao).

A idade gestacional em cées pode ser estimada pelo método de Crown Rump (CR), baseando-se no
comprimento cranio-caudal (NODEN & LAHUNTA, 1990).

No feto, o figado é excepcionalmente volumoso, ocupando um amplo espaco da cavidade abdominal
(KONIG & LIEBICH, 2004). Os hepatdcitos compreendem aproximadamente 80% do total da massa
do figado sendo o restante composto principalmente por células epiteliais biliares e células de
Kupffer (LAVON et al., 2005). Nos vertebrados, o figado apresenta uma disposicado primaria baseada
em hepatdcitos, canaliculos biliares e sinuséides. O arranjo do parénquima hepatico consiste de uma
veia central e de canaliculos biliares envoltos por células hepaticas (ROSS et al., 2003).

O figado em desenvolvimento € ricamente vascularizado por sinusodides venosos em torno dos
corddes de hepatocitos. Estes vasos sanguineos se formam a partir do mesénquima do septum
transversum, das veias umbilicais e vitelinas que atravessam o septum alcangando o seio venoso do
coragéo (NODEN & LAHUNTA, 1990).

Em um estudo histolégico do desenvolvimento do figado de rato durante o periodo embrionario
realizado por GODLEWSKI et al. (1997), foi observado em embrides com 13 dias de idade, um
figado bem desenvolvido, contendo a triade portal com os hepatocitos arranjados de forma
compactada ao redor dos vasos sanguineos. Também foram observados que os embrides com 14
dias de idade, apresentavam um parénquima compacto com hepatécitos densamente organizados e,
aos 16 dias de idade, o figado era composto por sinusdides venosos entre os corddes.

O figado fetal & considerado um importante érgdo hematopoiético durante o desenvolvimento
embrionario e fetal, sendo que esta funcdo é bem caracteristica no final da gestacao. Ao nascimento
o figado sofre mudangas morfologicas e funcionais, significativas; ocorre um aumento relativo na
proporcdo de hepatécitos (nimero e volume) e ha uma queda na populagdo de células
hematopoéticas residentes no figado. (BADYLAK, 2002).

Durante desenvolvimento hepatico, o figado & composto principalmente por um tipo celular o qual &
comumente referido como, hepatoblastos (LEMAIGRE & ZARET, 2004).Ha indicios que estas céluas
sdor bipotenciais, com capacidade de se diferenciarem em hepatécitos ou células do ducto biliar
(SHIOJIRI et al., 2001). Segundo SHIOJIRI et al. (1991), os hepatoblastos s&o descritos como a
origem das células progenitoras do figado durante o desenvolvimento, pois s80 responsaveis pela
diferenciacéo durante a organogénese hepatica. Em ratos os hepatoblastos sofrem uma maturacédo
gradual em hepatécitos maduros, ou células dos ductos biliares intra e extrahepaticos. DUNCAN,
(2003) menciona que esta diferenciagéo dos hepatoblastos em hepatocitos € um processo gradual,

levando vérios dias durante o desenvolvimento embrionario. Estas células ainda podem sofrer
maturacao tornando-se células ovais no figado adulto.

O potencial de diferenciagdo de hepatécitos imaturos isolados de figado embrionario e fetal,
demostrou que estas células s&o bipotentenciais dependendo das condigbes de cultivo. Portanto,
estes hepatdcitos imaturos com alta capacidade proliferativa poderiam ser precursores de células-
tronco hepaticas adultas (FIEGEL et al., 2003).

Segundo FIEGEL et al. (2003), com base nos seus estudos relacionados ao desenvolvimento
primario do figado, apontan que os hepatoblastos e ou hepatdcitos imaturos possuem propriedades
de células-tronco. Apesar de que, a grande maioria destas células se diferenciem em hepatocitos
maduros e células do ducto biliar no organismo in vivo, ha uma pequena proporgéo de células que
atuem como célula-tronco.

Com base em todas as evidencias relatadas em relagéo a pluripotencialidade do figado tanto fetal
como o adulto o presente trabalho objetiva investigar a morfologia do figado fetal, acompanhando
todo seu desenvolvimento; fornecendo subsidios morfoldgicos para as pesquisas de células- tronco.

MATERIAIS E METODOS

A realizagéo deste trabalho contou com a integracdo dos centros de pesquisas do Departamento de
Cirurgia da Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia da Universidade de So Paulo e do
Departamento de Ciéncias Morfologicas da Faculdade de Medicina Veterinaria do Centro
Universitario da Fundagéo de Ensino Octavio Bastos (UNIFEOB).
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Foram utilizados, para o estudo histolégico, 12 fetos de cades sem raca definida, sendo: 3 fetos com
idade gestacional de 25 dias, 3 fetos com 35 dias, 3 fetos com 45 dias e 3 fetos com 55 dias. Os
fetos foram coletados de animais submetidos a ovariosalpingohisterectomia no Hospital Veterinario
da UNIFEOB, em Sé&o Jo&o da Boa Vista — SP, assim como oriundos de Centros de Controle de
Zoonoses, localizados em S&do Jodo da Boa Vista e cidades vizinhas.

De acordo com a idade gestacional encontrada, estabelecidas por meio do método de Crown-Rump
(CR), os fetos foram retirados através de abertura cirirgica do utero. Apds a coleta, os fetos
selecionados foram processados de acordo com as técnicas histolégicas previamente determinadas.
Para a investigacéo histolégica, as células do figado fetal foram separadas, por meio da secgéo do
figado, e os fragmentos foram submersos em solugéo aquosa de parafolmaldeido a 4% em tamp&o
sédio-fosfato (PBS). Os fragmentos foram desidratados com séries de alcoois em concentragdes
crescentes (70% a 100%) e diafanizados em xilol, seguido de inclusdo em paraplast (Paraplast
Embedding Media-Paraplast Plus, Oxford Lab., USA). Posteriormente, secgdes de 4-5 micrometros
foram realizadas em micrétomo. Os cortes provenientes foram corados com HE — Hematoxilina-
Eosina, para analise celular.

RESULTADOS E DISCUSSAO

A estimativa da idade gestacional dos figados fetais caninos foi realizada através do método de
Crown Rump (CR), como descrito por EVANS E SACK (1973); entretanto em nossos resultados
observamos uma grande variag&o no tamanho dos fetos com idades de 25 e 35 dias de gestagao,
sendo que os fetos apresentaram aproximadamente o dobro do tamanho estipulado nesta literatura
estimadas. Todavia, para os periodos de 45 e 55 dias de gestacdo, o tamanho dos animais
apresentou total confluéncia com nossos resultados. Os autores também n&o se especificaram no
seu trabalho, o tamanho da mé&e dos filhotes e o nimero de filhotes por ninhada, sendo esta mais
uma variavel para a estipulagéo exata da idade fetal, sendo estes dados conferidos por nos.

O periodo fetal caracteriza-se pelo surgimento da aparéncia e caracteristica do animal, em nosso
estudo essa fase deu-se a partir do 45° dia de gestacéo diferentemente do relatado por Phemister
(1974), que descreve essa fase a partir do 36° dia de gestagdo em cées.

Os figados fetais caninos se apresentaram extremamente volumosos assim como descrito por
KONIG e LIEBICH (2004) em mamiferos, ocupando um amplo espaco da cavidade abdominal e
altamente vascularizado por sinuséides venosos, como relatado por NODEN e LAHUNTA (1990).
Nas diferentes idades gestacioais estudadas, o figado canino sofreu mudangas morfologicas e
funcionais durante a fase fetal. Estas mudangas consistem em um proporcional aumento e
hepatécitos e na organizagdo e disposicdo dos hepatocitos, dados estes também como o
mencionados por BADYLAK et al. (2002) para cdes e DUNCAN (2003) para mamiferos
Concordamos com LAVON et al. (2005), quando relatam uma grande quantidade de hepatocitos em
todas as idades gestacionais, constituindo uma alta porcentagem da massa total do figado.
Histologicamente, o figado fetal canino com idade gestacional de 25 dias apresentou a triade portal,
assim como, a veia centrolobular com os hepatécitos desarranjados ao seu redor. Aos 35 e 45 dias,
observamos a triade portal, os sinusdides e a veia centrolobular, com a reorganizacdo dos
hepatécitos, como descrito por ROSS et al. (2003) em vertebrados. Com 55 dias notificamos a
formagao de cordbes celulares ao redor da veia centrolobular como sugerido por Godlewski et al.
(1997) em ratos com 16 dias de gestacao.

Assim como sugerido por SHIOJIRI et al. (1991) GERMAIN et al. (1988), FIEGEL et al. (2003) para
ratos, SHIOJIRI et al. (2001), WEISS et al. (2003), LEMAIGRE & ZARET (2004) para camundongos,
DUNCAN (2003) para mamiferos, as células observadas no figado fetal canino, referidas como
hepatécitos podem ser consideradas como hepatoblastos ou hepatdcitos imaturos, pois estas células
s&o encontradas durante a fase de desenvolvimento embrionario e fetal, assim como descrita pelos
autores.

CONCLUSOES

Os resultados parciais nos permitem concluir que o figado canino sofre intensas mudangas
morfolégicas e funcionais durante a toda a fase fetal, esta caracteristica esta diretamente
relacionada a pluripotencilidade das células hepaticas, o que indica a grande capacidade de
replicagdo e crescimento celular, sendo este um novo modelo que fornecerd subsidios para os
estudos de terapia celular e células-tronco.
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