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RESUMO. Estudou-se a megacariocitopoiese esplénica em coelhos da raga Nova Zelindia
Branco, na fase fetal e pés-natal. Coletou-se o bago no 28° dia fetal e no 4°, 82, 122, 28°, 56°
¢ 84° dia pds-natal. As células megacariociticas apresentaram, morfologicamente, citoplasma
que se alternou de escasso 3 abundante, variando de levemente baséfilo a acidéfilo com
nucleos grandes, avermelhados, irregulares e cromatina varidvel, alternando-se de frouxa a
densa. O namero de nucléolos visiveis variou na dependéncia do padrio cromatinico, e
evidenciaram atividade e seqiiéncia megacariocitopoiética por todo o periodo estudado, pela
presenca de células maduras no 28° dia de vida fetal e no 84° dia do perfodo pés-natal.
Individualizaram-se, ~ seqiiencialmente,  por  megacarioblasto,  promegacaridcito,
megacariécito cariocinético, megacaridcito e metamegacaricito. Concluiu-se que a
megacariocitopoiese esplénica, em coelhos, produziu plaquetas pela presenga do ambiente
estimulador da hemocitopoiese ou, mais especificamente, do microambiente indutor da
megacariocitopoiese ¢ trombocitopoiese.
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ABSTRACT. Morphological study of splenic megakaryocytopoiesis in White New
Zealand rabbits in the end of gestation and postnatal period. Splenic
megakaryocytopoiesis was studied in White New Zealand rabbits in the fetal and postnatal
phase. The spleen was collected at the 28" fetal day and at 4™, 8, 12, 28" 56™ and 84"
days after birth. Morphologically, the megakaryocytic cells presented cytoplasm scarce to
abundant, lightly basophilc to acidophilic, with large nucleus, reddish and irregular and
variable amounts of chromatin loose to dense; the visible number of nucleoli varied
depending on the chromatin pattern. It was evidenced megakaryocytopoietic activity and
sequence all over the period of the study, by the presence of mature cells, in the 28" day of
fetal life and in the 84™ day of postnatal, presupposing a subsequent platelets production. It
was individualized, sequentially, by megakaryoblast, promegakaryocyte, caryokinetic
megakaryocyte, megakaryocite and metamegakaryocyte. We conclude that splenic
megakaryocytopoiesis in rabbits produced platelets by presence of stimulator environment
of hemocytopoiesis, or more specifically, by inductor microenvironment of
megakaryocytopoiesis and thrombocytopoiesis.
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Introdugio

O mecanismo capaz de reduzir a hemorragia
ocasionada por uma lesdo parcial ou total na parede
de um vaso sanguineo denomina-se hemostasia,
sendo, portanto, um mecanismo essencial e
harmonico de defesa para a sobrevivéncia (Gentry e
Downie, 1988).

A origem das plaquetas, segundo Banks (1992a),
ocorre a partir dos metamegacariécitos por um
processo de exocitose, no qual elas se destacam da

superficie celular. Handagama et al. (1986) também
verificaram processos proplaquetirios de
comprimento ¢ espessura varidveis, originados a
partir da superficie dos megacariécitos, que, apés
terem sido segmentados por constri¢gdes regionais ao
longo de sua extensio proplaquetiria migraram,
ativamente, das proximidades da superficie do
megacaridcito para os sinusdides venosos, a fim de
liberar plaquetas por fragmentagio. Da mesma
forma, Paulus e Aster (1983) revelaram que, na
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plaquetogénese, milhares de plaquetas foram
liberadas por megacariécito, ¢ Harker e Finch (1969)
observaram uma producio média didria de 49
plaquetas por megacaridcito.

Considerando-se a relevante fungio das plaquetas
na coagulagio sanguinea, objetivou-se, com o
presente trabalho, pesquisar a megacariocitopoiese
esplénica, em coelhos da raca Nova Zelandia Branco,
durante o desenvolvimento intra-uterino e pés-natal,
devido também i escassez da literatura sobre a
morfologia das células da linhagem megacariocitica e
pela grande utilizagio de coelhos como animais de
laboratério.

Material e métodos

Para os objetivos propostos, foram utilizadas 14
coclhas da raca Nova Zelincia Branco, que foram
acasaladas com machos da mesma raga. Apés 12 dias
do coito, foi constatada a prenhez, por palpacgio
abdominal, e esses animais foram mantidos em
gaiolas metilicas individuais, dotadas de comedouros
fixos ¢ bebedouros automdticos, com dgua e
alimentagio ad libitum (ragio para reproducio),
durante o periodo experimental.

A megacariocitopoiese esplénica foi estudada na
fase intra-uterina (FIU) e no periodo pds-natal
(PPN). Para isto, duas coelhas foram sacrificadas por
decaptacio e o baco dos fetos coletado no 28° dia de
prenhez. Outras 12 fémeas mantiveram a prenhez e,
ap6s o parto, o mesmo estudo foi realizado em bago
de ldparos com 4, 8 ¢ 12 dias; e de coelhos jovens
com 28, 56 ¢ 84 dias. Para tanto, o bago de cada
animal foi fixado em soluc¢io de Bouin por 24 horas
e processado, rotineiramente, para inclusio em
parafina. Apdés a microtomia semi-seriada, a uma
espessura de 5 Pm, os cortes histolégicos foram
corados pelas técnicas do Tricrémico de Masson, em
conformidade com Behmer et al. (1976) e
observados em microscopia de luz para a
identificagio e descrigio das células megacariociticas.
A seguir, foram elaboradas fotomicrografias em um

fotomicroscépio da  Olympus. A  ampliagio
fotogrifica foi de 4,56x.

Resultados

A distingio das células megacariociticas,

envolvidas na megacariocitopoiese esplénica em
coclhos da raga Nova Zelindia Branco foi expressa,

seqiiencialmente, por megacarioblasto,
promegacariécito,  megacaridcito  cariocinético,
megacarifcito  (célula  madura sem  processo

proplaquetirio ¢ célula madura com processo
proplaquetirio) e metamegacariécito (Figura 1). As
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fotomicrografias  dessa  série  megacariocitica
demonstraram, no megacarioblasto (A), citoplasma
intensamente  baséfilo e  escasso; ntcleo
avermelhado, grande e oval, cromatina frouxa e
alguns nucléolos; no  promegacariécito  (B),
citoplasma discretamente baséfilo e abundante; dois
nicleos avermelhados, grandes, reniforme 2
esquerda e oval 2 direita, cromatinas frouxas e alguns
nucléolos; no megacariécito cariocinético (C),
abundante citoplasma acidéfilo, com algumas regides
de discreta basofilia; virios ntcleos formados pela
cariocinese, avermelhados, cromatinas frouxas e
alguns nucléolos; no megacaridcito, célula madura
sem processo proplaquetirio (D), citoplasma
acidéfilo, com algumas regides de discreta basofilia e
abundante; ntcleo avermelhado, grande,
multilobulado, formado pela fusio dos vérios
ntcleos cariocinéticos, cromatina densa na maior
extensio e sem nucléolos visiveis ¢ frouxa em uma
pequena irea, possibilitando a visualizagio de um
nucléolo; no megacariécito célula madura com
processo proplaquetirio (E), citoplasma acidéfilo em
sua maior parte, discretamente baséfilo na regiio
perinuclear 3 esquerda, abundante com processo
proplaquetirio acidéfilo na periferia e discretamente
baséfilo no centro e tendendo A segmentacio para
liberar proplaqueta; ntcleo avermelhado, nio tio
grande em  comparacio  ao  citoplasma,
multilobulado, cromatina densa na maior extensio e
sem nucléolos visiveis e frouxa em uma pequena
irea, possibilitando a visualiza¢io de dois nucléolos;
no metamegacaridcito (F), citoplasma acidéfilo, com
algumas regides de discreta basofilia e abundante,
apresentando proplaqueta perto da superficie celular,
acidofila na periferia e discretamente baséfila no
centro ¢ em processo de exocitose para formar outra
proplaqueta; ntcleo avermelhado, grande e
multilobulado, cromatina densa na maior extensio e
sem nucléolos visiveis e frouxa em uma pequena
4rea, possibilitando a visualizagio de trés nucléolos.

Discussao

As caracteristicas morfoldgicas das células da
linhagem megacariocitica encontradas nos resultados
de nossos estudos referentes 2 afinidade tintorial do
citoplasma e do ntcleo, tamanho do citoplasma e do
ntcleo, bem como a irregularidade do nicleo (oval,
reniforme, cariocinético e lobulado), ntmero de
nucléolos e padrio de cromatina dessas células se
incluiram, de maneira geral, nos relatos de Paulus e
Aster (1983), Banks (1992a) e Junqueira ¢ Carneiro
(1999).
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Figura 1. Fotomicrografia do bago de coelho da raca Nova Zelandia Branco, evidenciando um megacarioblasto (A) no 8° dia de vida
pés-natal; um promegacariético (B) no 12° dia de vida pés-natal; um megacaridcito cariocinético (C) no 12° dia de vida pds-natal; um
megacariécito maduro (D) no 28° dia de vida intra-uterina; um megacariécito maduro com processo proplaquetirio (E) no 84° dia de
vida pés-natal ¢ um metamegacariécito (F) no 12° dia de vida pds-natal. a) citoplasma; b) nticleo; ¢) processo proplaquetirio; d)
proplaqueta; Tricromico de Masson, 100x
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A individualizagio das células megacariociticas
envolvidas na  megacariocitopoiese  esplénica
verificada em nossos resultados concordou com as
narragdes de Banks (1992a), quando este afirma que,
no processo da megacariocitopoiese, as células
sucessivamente comprometidas foram
megacarioblasto, promegacariécito, megacaridcito
cariocinético, megacariécito propriamente dito e
metamegacariécito. Por outro lado, alguns autores
nio descreveram essa mesma sequéncia. Assim,
Ebbe e Stohlman (1965), ao estudarem, por
radioautografia em  microscopia de luz, a
megacariocitopoiese da medula 6ssea do fémur de
ratos, classificaram-na em trés estigios sucessivos de
maturacio. O estigio [ correspondeu ao
megacarioblasto, o II ao megacariécito baséfilo e o
III a0 megacaridcito granular. Paulus e Aster (1983)
identificaram o megacarioblasto, também
denominado megacariécito, no estigio I, designaram
o promegacaridcito de megacaridcito no estigio Il ou
megacariécito  baséfilo e  denominaram o
megacariécito de estigio III, maduro, acidéfilo ou
granular, como sendo a dltima forma “gigante” da
série megacariocitica, nio citando 0
metamegacaridcito. Junqueira e Carneiro (1999)
mencionaram somente o megacarioblasto ¢ o
megacariécito, nio relatando os outros dois tipos
celulares encontrados nesta pesquisa
(promegacariécito e metamegacaridcito), implicados
na megacariocitopoiese. Confrontando-se a afinidade
tintorial do citoplasma e do ndcleo, tamanho do
citoplasma ¢ do ntcleo, nimero de ntcleos, bem
como as suas formas, neste estudo, com as
revelagdes dos autores supramencionados, pode-se
evidenciar a semelhanga com a narra¢io sobre o
megacarioblasto feita por Junqueira e Carneiro
(1999), quando descreveram essa célula com
citoplasma intensamente baséfilo e menor do que o
megacariécito, com nucleo grande, dnico, oval, nio
lobulado e, segundo Banks (1992a), avermelhado.
Com relagio 3s demais células envolvidas na
seqiiéncia megacariocitopoiética, os resultados desta
pesquisa concordam com os relatos do @ltimo autor.
O promegacariécito demonstrou-se maior do que o
megacarioblasto, revelou discreta basofilia
citoplasmitica e apresentou dois ndcleos. O
megacaridcito cariocinético mostrou-se com volume
citoplasmitico grande e maior do que o
promegacaridcito, evidenciando citoplasma acidéfilo
com regides de grinulos levemente basdfilos,
uniformemente distribuidos e ntcleo cariocinético.
O megacariécito revelou acidofilia citoplasmitica
com algumas regides de discreta basofilia ¢
caracterizou-se como uma célula grande, em
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conformidade com as denominagdes de célula
“gigante” feitas por Paulus e Aster (1983) e
Junqueira e Carneiro  (1999), que também
constataram  niicleo com forma irregular e
multilobulado nessa célula. O metamegacariécito
apresentou acidofilia citoplasmitica com algumas
regides de discreta basofilia, sendo a maior célula
dessa série, possuindo niicleo multilobulado e
podendo ser interpretado como um megacariécito
com grinulos citoplasmaticos agregados ¢ plaquetas
na periferia celular.

Em relagio i formagio e liberacio de plaquetas,
as observagdes sobre o megacariécito propriamente
dito e metamegacariécito conciliaram com as
revelagdes de Handagama et al. (1986) que, ao
estudarem a morfologia dos megacaridcitos e
formagdo de plaquetas na medula éssea de cies e
ratos, por microscopia eletrénica de varredura,
também verificaram processos proplaquetirios de
comprimento e espessura varidveis, originados a
partir da superficie dos megacariécitos, que, apds
terem sido segmentados por constri¢gdes regionais ao
longo de sua extensio proplaquetiria, confirmaram o
conceito da formagio de plaquetas através da
segmentagio de proplaquetas, sendo que esses
segmentos proplaquetirios, ativamente, migraram
das proximidades da superficie do megacaridcito ou
do metamegacaridcito, segundo Banks (1992a), para
os sinuséides venosos, a fim de liberar plaquetas por
fragmentagio. Notou-se, além disso, que o
metamegacariécito apresentou-se em exocitose para
formar outra proplaqueta, dando continuidade 2
fungio dessa célula, o que, relembrou os relatos de
Paulus e Aster (1983), de estudos in-vitro por
microcinematografia  sobre o mecanismo da
plaquetogénese, no qual provavelmente, milhares de
plaquetas, foram liberados por megacaridcito.
Retratou também as evidéncias de Harker e Finch
(1969) em megacacaridcitos da medula dssea de
humanos normais, através de microscopia de
contraste de fase, que a produgio média diiria por
célula foi de 49 plaquetas.

Dessa forma, imagina-se que a diferenciagio dos
rins, figado, sistema imunolégico, tecido conjuntivo
e pele, no estigio fetal (28° dia) contribuiu,
efetivamente, na elaboragio das substincias
humorais especificas, tais como interleucinas,
trombopoietina e eritropoietina, as quais induziram a
megacariocitopoiese, considerando os relatos de
Inoue et al. (1993), que observaram, por microscopia
eletronica, em megacariécitos da medula éssea de
ratos in vitro que a Interleucina-6 aumentou
significativamente o didmetro dos megacaridcitos.
Ainda de acordo com Mcdonald et al. (1975), a
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trombopoietina é produzida nos rins e, conforme
Banks (1992a), a eritropoietina é sintetizada nos rins
e figado, e também de acordo com Banks (1992b), as
interleucinas secretadas pelos macréfagos e linfécitos
T helper, e ainda segundo Junqueira ¢ Carneiro
(1999), as interleucinas sio secretadas por
mastécitos, fibroblastos, estroma da medula ssea,
queratindcitos e mondcitos. Estas afirmacées sio
consoantes com a literatura. Burstein ef al. (1992),
estudando os efeitos da interleucina-11 sobre os
megacariécitos da medula 6ssea de murinos ¢ de
humanos, evidenciaram que essa citocina promove a
maturacio dessas células. Inoue et al. (1993), ao
pesquisarem os megacariécitos da medula éssea de
ratos in vitro, verificaram, por microscopia eletronica,
que a interleucina-3, interleucina-6 e eritropoietina
foram capazes de estimular, embora com potencial
variado, a formagio de processos citoplasmiticos

nessas células, estruturas intermediirias entre
megacaricitos ¢ plaquetas na seqiiéncia  do
amadurecimento dessa linhagem celular.

Observaram ainda que a interleucina-6 favorece a
ploidia dos megacariécitos. Burstein (1994), ao
investigar os efeitos da interleucina-6 sobre os
megacaridcitos e sobre a fun¢io plaquetiria em cies,
revelou que essa citocina é multifuncional, por ser
um potente promotor da matura¢io megacariocitica,
mostrando aumento de tamanho, ploidia e produgio
de plaquetas. An et al. (1994), ao estudarem, in vitro,
os megacaridcitos de camundongos, evidenciaram
que a eritropoictina ¢ interleucina-6 estimularam a
formacio de processos citoplasmadticos nessas células,
os quais sio considerados formagdes proplaquetdrias.
Tajika et al.  (1996), ao pesquisarem a
trombocitopoiese, in vitro ¢ in vivo, por microscopia
de  imunofluorescéncia e  ecletronica, de
megacaridcitos da medula 6ssea de camundongos,
que receberam 10 mp-g/animal/dia de interleucina-
6, subcutinea, verificaram formacio de feixes de
microttbulos no citoplasma, de aproximadamente
metade dessas células, proporcional a um aumento
na contagem de plaquetas. Concluiram que a
formacio de feixes de microtibulos é um evento
maturacional no desenvolvimento do megacaridcito
e que a interleucina-6 poderia acelerar esse evento.
Zucker-Franklin ¢ Kaushansky  (1996), ao
investigarem o efeito da trombopoietina sobre
culturas de megacaridcitos provenientes da medula
6ssea de  camundongos,  constataram,  por
ultraestrutura, que a trombopoietina é capaz de
estimular a completa maturagio dos megacaridcitos,
evidenciada pela formagio de grinulos, demarcagio
de membranas e fragmentagio citoplasmitica em
plaquetas. Tange e Miyazaki (1996), ao estudarem o
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efeito sinérgico da eritropoietina, interleucina-6 e
trombopoietina sobre culturas de megacariécitos
isolados da medula éssea de ratos, evidenciaram, por
microscépio de contraste de fase invertido e
microscopio eletrdnico de varredura, que um grande
ntmero de grupos de processos proplaquetirios
foram formados na dependéncia da dose dessas
substincias. Concluiram que a eritropoictina e
interleucina-6 agiram sinergicamente somente em
pequenas doses, no desenvolvimento dos processos
proplaquetirios que levaram 2 liberagio de plaquetas
no estigio final de maturagio do megacaridcito.

Concluiu-se, neste estudo, que a anilise
morfoldgica das células megacariociticas, no baco de
coelhos, evidenciou claramente atividade e seqiiéncia
megacariocitopoiética por todo o periodo de estudo,
pela presenga de células maduras no 28° dia de vida
intra-uterina e no 842 dia do periodo pds-natal, o que
pressupde a subsequente produgio de plaquetas. A
individualizagdo  das  células  megacariociticas
envolvidas na megacariocitopoiese esplénica, nesta
espécie, foi expressa  seqilencialmente  por
megacarioblasto, promegacariécito, megacariécito
cariocinético, megacariécito e metamegacaridcito.
Concluiu-se, também, que a megacariocitopoiese
esplénica, em coelhos, 3 semelhanga de outras
espécies de mamiferos, foi um evento biolégico que
levou A produgio de plaquetas, transcorrendo natural
e indubitavelmente pela presenca do ambiente
estimulador da  hemocitopoiese, ou  mais
especificamente, do microambiente indutor da
megacariocitopoiese, assim como pela influéncia de
substincias humorais especificas  (interleucinas,
eritropoictina e trombopoietina), normalmente
produzidas pelo organismo, e envolvidas na indug¢io
da megacariocitopoiese e trombocitopoiese.
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