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APRESENTACAO

A colecéo “Acdes de Saude e Geracao de Conhecimento nas Ciéncias Médicas”
€ uma obra que tem como foco principal a discussao cientifica por intermédio de
trabalhos diversos que trazem implicacdes praticas, alicercadas teoricamente.

A intencdo desta obra é apresentar a pluralidade de saberes e praticas por
meio de estudos desenvolvidos em diversas instituicoes de ensino e de pesquisa
do pais. O e-book reline pesquisas, relatos de casos e revisdes que transitam nas
varias especialidades e na multidisciplinaridade, constituindo-se em uma importante
contribuicao no processo de producao de conhecimento.

A coleténea esta organizada em trés volumes com temas diversos. O volume 1
contém 25 capitulos que representam acdes de saude por meio de relatos de caso
e relatos de experiéncia vivenciados por universitarios, docentes e profissionais
de saude, além de praticas de pesquisa acerca de estratégias ou ferramentas que
envolvem o escopo do livro.

O volume 2 contém 27 capitulos que tratam de pesquisas que utilizaram como
fonte varios dados obtidos no Departamento de Informatica do Sistema Unico de
Saude (DATASUS), em sua maioria, além de dados de instituicbes de saude e de
ensino e estudos experimentais. O volume 3 contém 21 capitulos e € constituido por
trabalhos de reviséao de literatura.

Deste modo, esta obra apresenta uma teoria bem fundamentada nos resultados
praticos obtidos pelos diversos autores, bem como seus registros de desafios e
inquietacdes, de forma a contribuir para a construcéo e gestdao do conhecimento. Que
estes estudos também auxiliem as tomadas de decisao baseadas em evidéncias e
na ampliacdo e fortalecimento de agcdes de saude ja em curso.

Uma étima leitura a todos!

Marileila Marques Toledo
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RESUMO: O
embrionario

figado durante o periodo
atua como um oOrgdo da
hematopoese e a composicdo e organizagdo
estruturalde suascélulas e de seuscomponentes
de matriz extracelular sdo decisivos para o
desenvolvimento do tecido hematopoético e a
consequente maturidade funcional hepatica.
Os objetivos deste trabalho foram analisar as
alteracbes estruturais dos componentes da
matriz extracelular durante o desenvolvimento
embrionario do figado, bem como, identificar as
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areas de hematopoese. A amostra constou de quinze figados de fetos humanos do
sexo masculino na idade gestacional de 3, 6 e 9 meses e de um figado de cadaver
adulto. Na analise microscépica, foram evidenciadas areas de hematopoese proximas
a capsula conjuntiva e nos espacos sinusoidais, como também uma organizagdo
estrutural tipo alveolar ou lacunar, nos trés periodos gestacionais em estudo. Maior
concentracéo de espacgos-porta foi visualizada na regido central do 6rgdo. Na matriz
extracelular foi observada maior concentracdo de fibras colagenas em torno dos
vasos dos espacgos-porta, em arranjo concéntrico. A deposicéo de fibras colagenas
e a intensidade de birrefringéncia variaram de maneira crescente e de acordo com a
idade gestacional dos fetos. Desse modo, as alteragdes estruturais das células e dos
componentes da matriz extracelular do figado fetal, pareceram compativeis com a
progressao de sua maturagao funcional.

PALAVRAS-CHAVE: Ontogenia, Hematopoese, Figado, Colageno, Histologia.

ONTOGENY OF HEMATOPOESIS AND EXTRACELLULAR MATRIX IN HUMAN
FETAL LIVER

ABSTRACT: The liver acts as the host organ for hematopoiesis during embryogenesis.
The composition and structural organization of cells and extracellular matrix are
decisive for the development of hematopoietic tissue and consequent functional
maturity of the liver. The objectives of this work were to analyze the structural changes
and extracellular matrix components during the embryonic development of the liver,
as well as to identify areas of hematopoiesis. The sample consisted of fifteen livers
of human male fetuses at gestational age of 3, 6 and 9 months and one liver adult
cadaver. In the microscopic analysis, areas of hematopoiesis were evidenced near
the connective capsule and in the sinusoidal spaces in all samples. Additionally, the
structural organization type alveolar or lacunar was observed in the three gestational
periods analyzed. Greater concentration of door-spaces was visualized in the central
region of the organ. In the extracellular matrix was observed a higher concentration of
collagen fibers around the vessels of the portal spaces, in a concentric arrangement.
The collagen fiber deposition and birefringence varied in intensity between the three
gestation periods, on an ascending scale. Therefore, the structural changes of cells
and extracellular matrix found in the fetal hepatic parenchyma are compatible with the
progression of its functional maturation.

KEYWORDS: Ontogeny, Hematopoiesis, Liver, Collagen, Histology.

INTRODUGAO

Os estudos sobre os momentos de desenvolvimento ou ontogenia de 6rgaos
ou estruturas do corpo humano durante o periodo gestacional sdo relevantes por
evidenciar as altera¢cdes anatomicas, celulares e do substrato morfolégico ou estroma,
com vistas a prover o entendimento sobre a sua atividade funcional e orientar as
abordagens, quanto a diferentes processos patologicos e terapias nos casos de
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doencas. A hematopoese consiste na renovagéo das células sanguineas a partir da
divisdo mitoética das células localizadas nos érgéos adequados a essa funcédo. Este
processo tem inicio por volta da 3% semana de gestacdo, no mesoderma do saco
vitelinico e altera os seus sitios de produ¢do de acordo com a idade humana. Em
funcao disto, pode-se dividi-la em trés periodos: mesoblastico, hepatico e medular
(SILVA, 2007; CHOW; FRENETTE, 2014).

O periodo mesoblastico ocorre no saco vitelinico desde o 19° dia e termina
ao final do 3° més de gestacéo. O hepatico se inicia precocemente, por volta do 1°
més, e torna-se predominante na hematopoese entre o 3° e 0 6° més gestacional.
E o medular comeca a partir do 6° més de gestacéo. Até aos cinco anos de idade a
medula de todos 0s 0ssos do corpo participa do processo e a medida que 0s anos
avancam, ocorre uma substituicdo gordurosa na medula dos ossos longos. Na vida
adulta somente os 0ssos da pelve, esterno, ossos do cranio, umero, fémur e costelas
seréo capazes de gerar células sanguineas (LUNA et al. 2012; CHOW; FRENETTE,
2014).

Na fase mesoblastica, observa-se a sintese de hemacias no interior de vasos
sanguineos que se formam na parede externa do saco vitelino, inicialmente como
pequenos aglomerados de células, que se transformam em ilhotas sanguineas,
chamadas ilhotas de Wolff. As células mais externas destas ilhotas irdo formar
as paredes dos primeiros vasos sanguineos, ja as células mais internas irdo se
transformar em glébulos vermelhos primitivos (megaloblastos). Com a involugéo do
saco vitelino por volta da 6% semana de gestacao, inicia-se a sintese de globulos
vermelhos fora de vasos sanguineos e, assim permanece durante toda a vida
(CHOW; FRENETTE, 2014).

A caracterizacéo do substrato morfologico hepatico, ou seja, as altera¢des dos
seus componentes da matriz extracelular durante o desenvolvimento embrionario
tornam-se relevante para compreender a participacéo do figado durante o processo
de hematopoese, nas fases da habitacdo e da desabitacdo hematopoética (SILVA,
2007; LUNA et al. 2012). A matriz extracelular € uma rede estrutural complexa, que
rodeia e suporta as células do tecido conjuntivo. Sao as préprias células do tecido
conjuntivo que segregam as diferentes moléculas que constituem a matriz extracelular,
que possui caracteristicas mecanicas e bioquimicas especificas compativeis com o
desempenho funcional dos érgaos ou estruturas nos quais esta presente (MARXEN
et al. 2003).

De maneira geral, os varios componentes fibrosos e néo fibrosos da matriz
extracelular formam um sistema dinamico e interativo que informam as células
sobre as mudangas quimicas e bioquimicas do ambiente extracelular. Estes
componentes macromoleculares sao importantes para entender o comportamento
da matriz extracelular em figado de fetos humanos durante a sua organogénese.
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Essas macromoléculas s&o fundamentais na regulacdo de ades&o, migragao
e sobrevivéncia de diversos tipos celulares, estando também envolvidos no
desenvolvimento embrionario normal, reparo tecidual e processos inflamatorios e
neoplasicos (BEDOSSA, 2003).

Este estudo teve por objetivos, analisar as alteracbes estruturais dos
componentes da matriz extracelular durante o desenvolvimento embrionario do

figado e identificar as areas de hematopoese.

MATERIAIS E METODOS

Obtencao dos fetos

Foram utilizados quinze fetos humanos do sexo masculino e um cadaver adulto
procedentes do Laboratério de Anatomia da Universidade Tiradentes, obtidos de
acordo com a Lei 8.501 de 30 de novembro de 1992, que trata do uso de cadaveres
nao reclamados utilizados para estudos e pesquisas. Foram incluidas as amostras
de figado fetal que apresentaram integridade anatémica.

Procedimento Experimental

Foram dissecados quinze fetos do sexo masculino no 3°, 6° e 9° més da idade
gestacional e um cadaver adulto para a remocéo dos figados. As amostras foram
fixadas em paraformaldeido a 10% em tamp&o Milloning (Fosfato 0,1M, em pH 7,4)
durante 24 horas, a temperatura ambiente, e posteriormente lavadas rapidamente
em agua corrente. Desidratadas em uma série crescente de éalcoois de 70, 80, 90 e

100%, diafanizadas em dois banhos de xilol e embebidas em parafina.

Histologia
Coloracéao pela hematoxilina-eosina

Os cortes de 5 ym foram desparafinizados, hidratados e corados pela
hematoxilina de Harris durante 4 minutos, lavados rapidamente em agua destilada e
diferenciados em etanol 70% durante 1 minuto. Posteriormente foram contra-corados
em solucao de eosina durante 1 minuto, lavados rapidamente em agua destilada,
secados ao ar, clarificados em xilol e montados em Entelan (Merck), (BEHMER et
al. 1976).

Coloracao pelo tricromo de Masson

As laminas obtidas da microtomia foram refixadas em Bouin por cerca de 12
horas em temperatura ambiente. O material sera desparafinado, lavado em agua,
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corado em hematoxilina de Harris por 5 minutos e novamente lavado. Corado pela
fucsina acida- escarlate de Biebrich por 5 minutos e lavado em agua por 10 minutos.
Em seguida, sera corado pelo azul de anilina acética por 10 minutos, lavado em
agua, desidratado e montado em Entelan (Merck), (BEHMER et al. 1976).

Coloracao pelo método do picrosirius-hematoxilina

Apos a desparafinizagdo e hidratacdo, os cortes de figado foram corados pela
solucao de picrosirius (Sirius-Red f 3B 200 a 0,1% em solucado saturada de acido
picrico), contra corados pela hematoxilina de Harris durante 10 minutos e submetidos
a 3 banhos rapidos em agua destilada. Em seguida, foram desidratados em uma
série etandlica crescente, clarificados em xilol e montados em Entelan (Merck)
(JUNQUEIRA et al. 1979).

Analise e Documentacao Fotografica

Aanalise das alteragdes estruturais e dos componentes da matriz extracelular do
parénquima hepatico de fetos humanos nos periodos de 3, 6 e 9 meses de gestacao
foi realizada de forma descritiva, através de imagens capturadas por camera de
video da marca NIKON acoplada a um microscépio de luz da mesma marca. Para
analise das anisotropias Opticas, as laminas foram analisadas e documentadas em
foto microscopio digital marca NIKON empregando-se luz polarizada.

RESULTADOS

Na analise macroscépica dos figados fetais humanos com 3, 6 e 9 meses
de gestacao, foi observada a integridade anatdmica dos mesmos, sendo possivel
identificar os lobos hepaticos em suas vistas visceral (Fig. 1A) e diafragmatica (Fig.

1B). Além disto, ao toque verificou-se uma consisténcia mais esponjosa nas amostras

- @

de 3 meses de gestacao.

~p&

Figura 1. Vistas visceral (1A) e diafragmatica (1B) dos figados fetais humanos com 3, 6
e 9 meses de gestagéo, respectivamente, da esquerda para a direita.
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Através do exame das laminas histologicas coradas com HE, foi observado
qgue nos trés periodos gestacionais o parénquima hepatico era de aspecto alveolar,
com inumeras lacunas, compativeis com areas de substancia fundamental, e entre
0S espacos sinusoidais, a presenga de corddes entrelagados de células hepaticas.
A veia centrolobular e os espacos-porta foram bem visualizados em todo o material
examinado. A maior densidade celular e de deposicdo de fibras colagenas foi
observada nas amostras de 6° e 9° meses de gestacéao (Figs. 2C, 2D, 2E, 2F, 2G e
2H). Adicionalmente, foram realizados cortes de figado humano adulto para efeito
de comparacgao quanto a organizacao estrutural do parénquima hepatico, no qual se
observou apresentacdo mais compacta dos corddes celulares de hepatdcitos nos
I6bulos hepéticos (Figs. 2A e 2B).
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Figura 2. O parénquima hepatico adulto (2A e 2B) e fetal humano com 3 meses
(2C e 2D), 6 meses (2E e 2F) e 9 meses de gestacéo (2G e 2H) corados com HE.
Visualizou-se os corddes hepaticos (seta preta), as lacunas compativeis com os
espacos sinusoidais e areas de substancia fundamental (asterisco preto), os vasos dos
espacos-porta (circulo rosa) e as veias centrolobulares dos l6bulos hepaticos (circulo
azul), no aumento de 100X. Escala da barra 10ym.

Nas amostras de 3, 6 e 9 meses de gestacdo, coradas em HE, foi visualizado
quantidade significativa de tecido hematopoiético de diferentes linhagens na periferia
do 6rgao, proximo a capsula conjuntiva, assim como, nas lacunas compativeis com
0s espacos sinusoidais. Nas amostras de 3 meses de gestacéo foi encontrada maior
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quantidade de células do referido tecido (Fig. 3).

Figura 3. Cortes histologicos do parénquima hepatico de feto humano com 3,6 e 9

meses de gestacéo corados com HE. Em 3A, 3B e 3C, foram verificadas areas de

hematopoese (seta verde) préximo a capsula conjuntiva e nas lacunas compativeis
com 0s espacgos sinusoidais. Aumento de 100X. Escala da barra 10pym.

Nas amostras coradas pelo tricromo de Masson, foram visualizados feixes
de fibras colagenas, em tom de azul, com organizagdo concéntrica em torno dos
vasos que compdem 0s espacos-porta em todas as amostras dos trés periodos de
gestacéo analisados (Fig.4).

Figura 4. Cortes histologicos do parénquima hepatico de feto humano com 3,6 e 9
meses de gestacdo, respectivamente, corados pela técnica do tricromo de Masson.
Em 4A, 4B e 4C, foi visualizado marca¢dao em azul das fibras coladgenas em torno dos
vasos dos espacos-porta, no aumento de 100X. Escala da barra 10pym.

Nos cortes histolégicos corados pelo picrosirius, foi detectada a presenca
de fibras colagenas do tipo | birrefringentes em torno dos vasos que compdem 0s
espacos-porta, de forma que a intensidade da birrefringéncia variou de acordo com
o periodo gestacional: fraca nos fetos de 3 meses, média nos de 6 meses e forte nos
de 9 meses de idade gestacional (Fig. 5).
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Figura 5. Cortes histologicos do parénquima hepatico de feto humano com 3 meses
(5A e 5B), 6 meses (5C e 5D) e 9 meses (5E e 5F) de gestacao corados com
picrosirius. Em 5A, 5C e 5E (sem polarizador) e em 5B, 5D e 5F (com polarizador),
observou-se a presenca de feixes de colageno tipo | com niveis variados de
birrefringéncia (seta amarela) em torno de vasos que compdem 0s espagos-porta
(circulo rosa). Aumento de 100X. Escala da barra 10um.

DISCUSSAO

A hematopoese tem inicio por volta da 3% semana de gestacdo. O figado
representa o segundo grande sitio da hematopoese, durante o periodo embrionario,
que ocorre por volta do 1° més de gestacao e alcanga o pico maximo entre 0 3° e 0
6° més, declinando logo apés, com o estabelecimento da vascularizagcao dos 0ssos
longos, quando entédo as células hematopoéticas migram para a medula 0ssea, via
circulagdo sanguinea, estabelecendo a janela ontogenética definitiva do processo,
que é o periodo medular (CUMANQO; GODIN, 2008; DIERZAK; SPECK, 2008).

O tecido hematopoético foi visualizado proximo a capsula conjuntiva, area com
maior concentracao de fibras colagenas, provavelmente, composta pela linhagem
granulocitica. O achado esta em conformidade com Chagraoui et al. (2003) e Silva

(2007), ao relatarem que estas células tém predilecao por areas mais densas da matriz
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extracelular. Também foi encontrado tecido hematopoético em outras areas, como
nos espacos sinusoidais e na parede dos vasos dos espacos-porta, especialmente,
da linhagem eritroide, que tem preferéncia pelas areas mais lacunares e de menor
densidade de matiz extracelular. Estes achados corroboram também com Chagraoui
et al. (2003) e Silva (2007), ao observarem que nestas regides os macrdfagos
criam nichos favoraveis a diferenciacao das células eritrdides, as chamadas ilhas
eritroblasticas, que podem abrigar até 19 eritroblastos.

Para Arias e Sterwart (2002), a hematopoese hepatica coincide com o periodo
de imaturidade funcional do figado, durante o qual os hepatocitos atuariam como
células estromais favoraveis ao desenvolvimento deste processo, capazes de atuar
como agentes indutores da determinacao do destino celular de diversas linhagens.

Egawa et al. (2001) sugeriram que a migracao de células hematopoéticas para
o figado fetal é guiada por quimiocinas produzidas pelos hepatocitos, destacando
dentre elas o fator CXCL-12 ou SDF-1, denominado de fator derivado de estroma-1,
que tem a capacidade de atrair e reter estas células no microambiente hepatico em
sua fase imatura. Nas amostras analisadas, foi observado maior concentracéo de
tecido hematopoético no 3° més de gestacao em diversos sitios: proximo a capsula
conjuntiva, nos espacos sinusoidais e nos vasos dos espacos-porta, 0 que parece
estar de acordo com estes autores.

Em trabalho experimental, com cultivo de células isoladas de figados fetais
de murinos em diferentes estagios de desenvolvimento embrionario, e utilizacao
de marcadores imunoistoquimicos mesenquimais e epiteliais, Chagraoui et al.
(2003), concluiram que os hepatocitos imaturos tendem a expressar os marcadores
mesenquimais e quando alcangam a maturidade funcional expressam somente
0s marcadores epiteliais e, por isso estas células passariam por uma transicao
“mesénquima-epitelial”. A morfologia da célula também alternaria entre o aspecto
fusiforme e o poligonal conforme avanca para a maturidade funcional.

Quanto a organizacédo estrutural hepética, encontramos nos trés periodos
gestacionais analisados um padréo alveolar, bastante esponjoso, com inumeras
lacunas compativeis com o0s espacos sinusoidais delimitados por corddes de
hepatocitos e por uma matriz extracelular de baixa densidade e pouco colagénica,
criando um ambiente de baixa resisténcia propicio para a proliferacéo e diferenciacéao
das células hematopoéticas. Shiojiri e Sugiyama (2004) descreveram padrao
estrutural semelhante, tanto em camundongos a partir do 12,5 dpc (dia pés-coito),
quanto em humanos a partir da 5 semana de gestacéo.

Na amostra analisada, os locais de maior concentracdao de fibras colagenas
foram encontrados na regido capsular e subcapsular, bem como em torno da
parede dos vasos dos espacos-porta em arranjo concéntrico. A quantidade de fibras
colagenas aumentou progressivamente com avanco da idade gestacional, de forma
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que nas amostras do 9° més observou-se maior concentracao destas fibras, fato
justificado pela maior birrefringéncia das mesmas quando coradas pelo picrosirius
e visualizadas com auxilio de microscopia de luz com polarizador. Tal achado foi
também confirmado pela coloracdo com tricromo de Masson, pela qual se observou
a marcacao em tom de azul em torno das fibras colagenas na parede dos vasos dos
espacos-porta, exibindo maior intensidade nas amostras do 6° e 9° més de gestacéo.
Estes achados sao indicativos de aumento da maturidade funcional dos hepatécitos
e da resisténcia do estroma hepatico.

Ao final do periodo gestacional foi verificada uma diminuicdo do tecido
hematopoético. De acordo com este fato, segundo Kinoshita e Miyajima (2002), isso
pode ser atribuido a sintese de uma glicoproteina pertencente a familia da IL-6,
chamada de oncostatina M (OSM), produzida por células hematopoéticas CD45%,
que promove a maturagao funcional dos hepatécitos e a alteracdo da composicao da
matriz extracelular, que se torna mais colagénica e rica em proteoglicanos, quando
entdo se instala um novo microambiente hepatico com uma trama colagénica mais
exuberante, devido a necessidade de um estroma de sustentacdo mais resistente
para suportar o crescimento gradativo do figado. Para Sanchez et al. (2000) e Silva
(2007), adicionalmente, os hepatdcitos em maturagao produzem fibronectina, a qual &
encontrada nos componentes vasculares, como na parede das veias centrolobulares
e dos sinusdides, assim como é responsavel pela maturidade trabecular dos
hepatécitos, ou seja, pela maior densidade dos corddes hepaticos e seu arranjo
radial em relacéo a veia centrolobular.

Concluiu-se que houve maior concentracao de fibras coladgenas em torno dos
vasos dos espacgos-porta, em arranjo concéntrico. O grau de colageinizacdo e de
birrefringéncia das fibras de colageno variaram de intensidade, com o aumento
da idade gestacional. Assim, dessa maneira, os achados microscopicos parecem
indicativos de que a hematopoese hepatica, para se desenvolver, necessita de um
microambiente com uma matriz extracelular mais escassa e menos colagénica.
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