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RESUMO

OLIVEIRA, C. M. Diferencas nas expressdes génicas do saco vitelino de embrides
bovinos provenientes de inseminacéo artificial e fecundacgéo in vitro. [Differences in gene
expressions of bovine yolk sac embryos from cattle artificial insemination and in vitro
fertilization]. 2011. 129 f. Tese (Doutorado em Ciéncias) — Faculdade de Medicina
Veterinaria e Zootecnia, Universidade de Sao Paulo, Sao Paulo, 2011.

Altas taxas de mortalidade embriondria ocorrem no periodo de implantagdo em embrides
provenientes de IATF e FIV. Acredita-se que a falha no desenvolvimento do saco vitelino
possa estar relacionada com estas perdas embriondrias. O objetivo deste trabalho foi descrever
as caracteristicas macroscopicas, microscopicas e expressao génica do processo de involugdo
do saco vitelino, visto que os dados da literatura sdo contraditérios ao descrever os processos
de formacao e involugdo do saco vitelino em embrides provenientes de IATF e FIV. Foram
utilizados 19 embrides de IATF e 16 de FIV, provenientes da Sociedade Agropecuaria
Imaculada Conceicao-Redengao/PA, Brasil. Observou-se que ndo houve diferenca
significativa no tamanho dos embrides nas idades de 25 (p=0,1), 35 (p=0,1), 40 (p=0,4) e 45
(p=0,36) dias, quando comparados os grupos de IATF e FIV. Entretanto entre os embrides de
IATF e FIV com 30 dias de gestagdo, apresentaram diferencga estatistica (p=0,03). A curva de
crescimento (Crow-Rump) aumentou gradativamente e linearmente em fun¢do da idade
gestacional. Macroscopicamente, observou-se que aos 25 dias de gestacdo, o saco vitelino
apresentava formato de T e coloracdo translucida. Uma por¢ao central se encontrava proxima
a regido ventral do embrido emitindo duas extremidades que eram finas membranas, estas
acompanhavam o alantéide juntamente com os vasos umbilicais. Aos 30 a 35 dias,
apresentava coloracdo amarelada, sua parte central e extremidades bem diminuidas mostrando
sinais de um inicio de regressdo. Aos 40 a 45 dias, o seu processo de involug¢do estava
caracterizado, com extremidades enoveladas e regido central assemelhando-se a um pequeno
grao achatado que se encontrava em contato com o amnio. Microscopicamente, 0 saco
vitelino era formado por trés camadas: o endoderma, camada unica que reveste a cavidade
vitelinica, uma camada intermedidria mesenquimal vascular e o mesotélio, camada simples
voltada ao exoceloma. O epitélio do saco vitelino formava dobras ou criptas que se
projetavam para a luz. Imunohistoquimica notou-se marcacao para os anticorpos VEGF, Flt-1
e KDR. Observou-se que nao houve diferenga significativa na expressao do mRNA do VEGF,
KDR e Flt-1 entre os grupos e nas idades gestacionais analisadas, aos 30 dias notou-se uma
tendéncia entre os grupos em relagdo a expressao do Flt-1. Os fatores de crescimento b FGF,

FGFR-1 e FGFR-2, ndo apresentaram diferencas em suas expressoes, somente aos 35 dias de



gestagdo para 0o mRNA FGFR-1. Conclui-se que o saco vitelino esta intensamente relacionado
com o desenvolvimento embrionario, na qual sua involucao e desaparecimento relacionam-se

com o crescimento e “maturagao’” embrionaria.

Palavras-chaves: Angiogenese. Bovino. Fecundacdo in vitro. Inseminagao artificial em tempo

fixo. Saco vitelino.



ABSTRACT

OLIVEIRA, C. M. Differencesin gene expressions of bovine yolk sac embryos

from cattle artificial insemination and in vitro fertilization. [Diferengas nas
expressdes génicas do saco vitelino de embrides bovinos provenientes de inseminacao
artificial e fecundagdo in vitro]. 2011. 129 f. Tese (Doutorado em Ciéncias) — Faculdade de
Medicina Veterinaria e Zootecnia, Universidade de Sdo Paulo, Sdo Paulo, 2011.

High mortality rates occur during embryonic implantation embryos from IVF and FTAL It is
believed that the failure in the development of the yolk sac may be related to these embryonic
losses. The objective of this study was to describe the macroscopic, microscopic and mRNA
expression features of the yolk sac involution process, since the literature relates contradictory
information regarding the processes of formation and involution of the yolk sac in IVF and
TAI embryos. Nineteen embryos were used for FTAI and 16 IVF; the specimes were obtained
from the Sociedade Agropecuéria Imaculada Concei¢ao-Redencdao/PA, Brazil. No significant
differences were observed in the size of embryos aged 25 (p = 0.1), 35 (p =0.1), 40 (p = 0.4)
and 45 (p = 0.36) days in the groups of IVF and FTAIL. However between FTAI and IVF
embryos with 30 days of gestation, a difference (p = 0.03) was detectable. The growth curve
(Crow-Rump) increased gradually and linearly with gestational age. Macroscopically, it was
observed that after 25 days of gestation, the yolk sac was “T-shaped” and transparent colored.
A central portion was observed in the vicinity of the ventral ends of the embryo exhibiting
two thin membranes, which accompanied the allantois with the umbilical vessels. At 30 to 35
days this portion becomes yellowish and its central part together with the extremities was
reduced displaying clearly signs of regression. At 40 to 45 days, the process of involution was
presented in a curled fashion and ends with the central region resembling a flat small grain in
contact with the amnion. Microscopically, the yolk sac was formed by three layers: the
endoderm, single layer lining the vitelline cavity, an intermediate layer and vascular
mesenchymal mesothelium, exoceloma focused on single layer. The epithelium of the yolk
sac formed folds or crypts, which projected to the light. Immunohistochemistry marking was
noted for antibodies VEGF, Flt-1 and KDR. No significant difference were observed in
mRNA expression of VEGF, KDR and Flt-1 between groups and the gestational ages
analyzed at 30 days there has been a trend among the groups regarding the expression of Flt-
1. The growth factors bFGF, FGFR-1 and FGFR-2 showed no differences in their
expressions, with the exception of 35 days of gestation for the m-RNA FGFR 1. It was



concluded that the yolk sac is strongly related to embryonic development, in which the

involution and disappearance are related to growth and "maturity" stage.

Keywords: Angiogenesis. Bovine. Fixed-time artificial insemination. In vitro fertilization.

Yolk sac.
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1INTRODUCAO

O rebanho bovino do Brasil somou 205,3 milhdes de cabecas em 2009 (IBGE,
2009), detendo assim o segundo maior rebanho de bovinos do mundo, ficando apenas atras da
ndia e também possuindo o posto de grande exportador de carne bovina para o mundo.
Diante deste cendrio, os pecuaristas adotam técnicas avancadas, entre elas a Inseminagao
Artificial em tempo fixo (IATF) e a Fertilizagao In Vitro (FIV). As técnicas de IATF e FIV
sado uma tendéncia para o desenvolvimento da pecudria e vém sendo largamente
implementadas nos rebanhos bovinos no Brasil. Entretanto a técnica de FIV gera altas taxas
de mortalidade durante o periodo da implantagdo, sendo de importancia cientifica e
econdmica a identificacdo dos eventos responsaveis por essas alteragoes.

A taxa de mortalidade embrionéaria e fetal no tergo inicial da gestagao de bovinos
¢ uma das maiores causas de perdas econdmicas relacionadas a producdo animal
(REICHENBACH et al., 2003). Alves Rauber e Rubin (2003) complementam que a produ¢ao
in vitro de embrides bovinos obteve avangos consideraveis nos ultimos anos, e esta sendo
rapidamente incorporada aos projetos de producgdo. Estes processos estdo associados a uma
dramatica perda embriondria e fetal durante a gestagdo, com maior freqiiéncia no primeiro
trimestre (HILL et al., 2000). Em particular o periodo de implantagdo ¢ o mais critico
(WILMUT et al., 1997; CIBELLI et al., 1998; DE SOUZA et al., 2001).

Um indice alto de perdas gestacionais foi desenvolvido por Bertolini e Anderson
(2002) as falhas do desenvolvimento placentdrio, e ao retardo de crescimento embriondario e
fetal, entre os dias 30 e 65 em gestagdes bovinas produzidas in vitro. Os achados revelam
diferengas significativas no desenvolvimento embrionario, fetal e placentario entre as
gestagdes produzidas in vitro, quando comparadas com os controles em diferentes estagios do
desenvolvimento. Os conceptos bovinos derivados in vitro apresentam-se menores, quando
comparados com conceptos in vivo durante o primeiro trimestre da gestagdao (BERTOLINI et
al., 2002).

O saco vitelino desempenha um importante papel para a sobrevivéncia inicial do
embrido em muitas espécies de mamiferos e nio mamiferos. E a fonte principal de nutri¢do do
embrido durante o periodo de formagao da placenta. Acumula uma importancia relacionada a
hematopoiese, ja que desenvolve as células sanguineas, bem como parte do sistema

circulatorio primitivo do embrido (WOLF et al.,2003) ¢ qual ¢ composto por células de duas
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camadas germinativas: endoderma e mesoderma (PEREDA, MONGE e NIIMI, 2010;
DIETERLEN-LIEVRE, CORBEL e SALAUN, 2010).

Os vasos sanguineos se formam por vasculogénese ou angiogénese (SANDLER,
2005). O saco vitelino de embrides mamiferos contém hemangioblastos, progenitores que sao
capazes de se diferenciar em células hematopoiéticas e células endoteliais vasculares através
do processos de hematopoiese e vasculogénese (TOLES et al., 1989, LIU; AUERBACH,
1991; SANDLER, 2005).

Desta maneira, ao nos depararmos com tantas inovagdes tecnologicas no sentido
de uma produg¢do de qualidade e melhorias significativas, acreditamos ser de grande
necessidade um estudo aprofundado sobre os eventos responsaveis pelas altas taxas de
mortalidade durante o periodo da implantagdo, sendo de importancia cientifica e econdmica a
identificacdo dessas alteragdes. Para tal, identificaremos as caracteristicas macroscopicas,
microscopicas e a avaliacdo da expressdo génica de genes envolvidos na angiogé€nese e
interacao celular do processo de formacao do saco vitelino dos embrides provenientes de FIV

e IATF.
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20BJETIVOS

Este trabalho teve como objetivo comparar saco vitelino de embrides bovinos

provenientes de Inseminacao Artificial em Tempo Fixo (IATF) e Fecundagao in vitro (FIV).

2.1 OBJETIVOS GERAIS

Este trabalho teve como objetivo comparar saco vitelino de embrides bovinos
provenientes de Inseminagao Artificial em Tempo Fixo (IATF) e Fecundagao in vitro (FIV),
relacionando-os ao seu estidgio de desenvolvimento e crescimento no periodo entre 25 a 45

dias de gestacao.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Identificar e comparar as caracteristicas microscopicas do processo de formacdo do saco
vitelino dos embrides em embrides provenientes de IATF e FIV.

- Caracterizar as expressoes dos genes ligados aos fatores de crescimento do saco vitelino de
embrides provenientes de IATF e FIV através da expressdo do gene bFGF e receptores
FGFR-1 e FGFR-2.

- Caracterizar as expressoes dos genes ligados a angiogénese (VEGF, e receptores Flt-1 e

KDL) encontradas em sacos vitelinos de embrides provenientes de IATF e FIV.
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3REVISAO DE LITERATURA

Para melhor compreensdo a revisdo de literatura foi dividida em 4 partes:
Desenvolvimento embrionario, Anexos embrionarios, Saco vitelino e Fator de crescimento

vascular endotelial.

3.1 DESENVOLVIMENTO EMBRIONARIO

O estabelecimento da gestacdo ¢ influenciado pelo proprio desenvolvimento do
embrido durante os primeiros estagios da gestacdo. Na vaca, o estagio de desenvolvimento
embriondrio se estende da concepcdo até completar a organogénese a aproximadamente 42
dias de gestacdo. Durante este periodo o embrido sofre uma série de alteracdes morfologicas e
bioquimicas (HUBBERT, 1972).

Seguindo a fertilizagdo, que ocorre na tuba uterina, o zigoto sofre uma série de
divisdes mitdticas chamadas de clivagem. Com aproximadamente 7 dias pds fecundagdo o
embrido estd com proximo de uma centena de células, que se diferenciam em duas camadas.
A interna, embrioblasto, contribui para a formacao do embrido e a externa, com o trofoblasto
ou trofoectoderma, nutre o embrido (SCHULTZ et al., 1999). Um actimulo de liquido resulta
na forma¢do de uma cavidade repleta de liquido, denominada blastocele. Nos bovinos esta
diferencia¢do tem continuidade com o alongamento do blastocisto tem inicio entre o décimo
segundo e décimo terceiro dia apos a fertilizagdo (BAZER; GEISERT; ZAVY, 1993).

Ap6s o periodo de alongamento, o embrido passa por grandes reorganizagdes
celulares, referente a gastrulacdo dando o inicio da morfogénese, desenvolvimento da forma e
estrutura de varios 6rgaos e partes do corpo (MOORE; PERSAUD, 2004).

No final deste processo podem-se reconhecer nitidamente dois folhetos:
ectoderma (externo) e mesentoderma (interno), a cavidade delimitada pelo mesentoderma ¢
denominada de intestino primitivo e resulta no blastoporo. A placa neural ¢ formada em um
estdgio mais avangado do desenvolvimento da géastrula, em um processo de achatamento da
regido dorsal. As células ectodérmicas das bordas multiplicam-se até recobrir a placa,
organizando as cristas neurais. A goteira ou sulco neural sera formado pela invaginagao de

placa neural. A goteira ou sulco neural formard a tubo neural que desenvolverd o Sistema
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Nervoso Central. Simultaneamente, o mesoderma, forma trés evaginacdes, a evaginacao
central denominada notocorda (eixo de sustentagdo continuo), evaginag¢dao laterais
denominados de somitos e o conjunto de células que revestem o tubo digestivo constituem o
endoderma (GARCIA; JECKEL NETO; FERNANDEZ, 1991).

A formacdo de 3 laminas germinativas: ectoderma, que formara a epiderme e o
sistema nervoso, o mesoderma, que formara os sistemas cardiovascular e respiratorio, tecidos
de conexdo e células sangiiineas e por ultimo o endoderma que originara o sistema digestorio
e suas associagdes. Estas laminas germinativas também contribuem para formagdo das
membranas extra-embriondrias da placenta (GILBERT, 1994).

O reconhecimento materno em vacas prenhes requer que o concepto se
desenvolva e durante o seu alongamento, as células mononucleares do trofoblasto sintetizem e
secretem o “interferon-tau”, entre o décimo terceiro e vigésimo primeiro dia de gestagao.
Desta forma o animal prenhe reconhece o sinal e previne o desenvolvimento do mecanismo
endometrial luteolitico (SPENCER et al., 2004).

O sucesso do reconhecimento materno € essencial para o inicio do processo de
implantagdo. O mesmo ¢ o processo no qual ocorre a fixagdo do embrido ao epitélio uterino e
a penetragdo do epitélio pelo tecido embrionario, iniciando com 11 dias de gestacdo e
finalizando aos 40 dias de gestacao (YAMADA, 2002).

Em bovinos a maioria dos 6rgdos ¢ formada entre a segunda e sexta semana de
gestacdo. Durante este periodo, o trato digestério, os pulmdes, o figado e o pancreas se
desenvolvem a partir do intestino primitivo. No 21° dia de gestagdo o coragdo inicia seus
batimentos (HAFEZ; HAFEZ, 2004).

Para Burton et al (2001), em todas as espécies de mamiferos a nutricdo do
concepto ¢ inicialmente histiotrdfica, na qual o trofoectoderma fagocita primeiro as secre¢des
tubarias e posteriormente as uterinas. Apos a implantacdo e o estabelecimento da placenta
corioalantoide existe uma transi¢cao para a nutricado hemotréfica, com trocas entre a circulagdo
materna e fetal. E sabido que esta transi¢io ocorre apods a implantagio em humanos, cujo
processo ¢ invasivo nesta espécie. Entretanto a circulacdo materna ndo esta totalmente
estabelecida até o final do 3° trimestre. Assim existe uma nova evidéncia que as glandulas
uterinas despejam suas secre¢des dentro do espaco interviloso pelo menos até a 8* semana de
gestacdo, e estas sdo revestidas pelo sinciotrofoblasto. Também durante o inicio da gestacao,
proteinas maternas selecionadas sdo acumuladas dentro do fluido da cavidade celomica,
através da qual elas podem ser transportadas para o feto, através do saco vitelino secundario.

A nutricao histotréfica pode ser vantajosa para o feto durante o primeiro trimestre da gestagao
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por prover nutrientes sob uma baixa concentracao de oxigénio, assim reduzindo o risco de
radicais livres, que poderia ser prejudicial ao sensivel periodo de organogénese.

Com o sucesso da implantacdo e organogénese (aproximadamente 42 dias de
gestagdo na vaca), inicia-se o estagio de desenvolvimento fetal, caracterizado pelo grande
crescimento fetal e resultando na maturagdo dos 6rgdos e sistema muscular esquelético. O feto
bovino cresce de forma exponencial, avaliando-se a gestacao, o maximo ganho de peso do
feto ocorre entre o dia 230 e 240 dias de gestagdo, e o peso continua a aumentar entre 240 dias
de gestacdo até o parto, aproximadamente entre 278 e 290 dias na vaca, mas de forma muito
mais vagarosa (HUBBERT, 1972).

O crescimento do feto bovino ¢ primariamente associado com o seu genotipo
(FERRELL, 1991). O crescimento fetal ¢ influenciado por outros fatores como pelo sexo do
feto (LASELY et al., 1961), nimero de fetos no utero, nutricio materna e stress térmico
(ANTHONY et al., 1986; JAINUDEE; HAFEZ, 2004). Além destes fatores teremos o
hormoénio do crescimento, insulina e o fator de crescimento da insulina I ¢ II também
influenciando a insulina ¢ importante para o crescimento fetal e exerce seus efeitos
aumentando a disponibilidade de substrato energético e estimulando o crescimento
placentario (MARTAL; CEDARD, 1993; JAINUDEEN; HAFEZ, 2004). Da mesma forma o
desenvolvimento da placenta ¢ critico para o crescimento do feto e nascimento de um bezerro

viavel.

3.2 ANEXOS EMBRIONARIOS

A placenta ¢ uma estrutura de origem mista, exclusiva dos mamiferos. Permite a
troca de substancias entre o organismo materno e fetal. Nos primeiros meses de gestacao, a
placenta produz hormonios, além de substincias de defesa, nutri¢do, respiragao e excre¢dao. O
tamanho e a funcdo da placenta estdo em constante alteracdo durante o processo de gestacao
(JAINUDEEN; HAFEZ, 1988). As membranas extra-embrionarias sao o elo de comunicacao
entre os organismos materno-fetal que formardo a placenta, que ¢ um o6rgao vital para o
desenvolvimento e crescimento fetal (WOLF et al., 2003).

A placenta de ruminantes ¢ caracterizada como cotiledonaria, devido a presenca
de carunculas endometriais, que sdo espessamentos do tecido subepitelial do utero, presentes

mesmo em vacas vazias. Na gestacdo, estas carinculas formam conexdes com a proliferagao



35

do coério. Os vilos coridnicos formam os cotilédones, unidade fetal que, junto com as
cartnculas, formam as unidades funcionais, denominadas placentonio (PINTO, 2002). As
carinculas sdo estruturas especializadas, aglandulares, que interagem com o corioalantdide
para formar os placentonios (KING; ATKINSON; ROBERTSON, 1982)

Placentacdo consiste na justaposi¢do das vilosidades do corio fetal, denominada
de porgao fetal da placenta (pars fetalis da placenta), com as criptas da mucosa uterina (pars
uterina da placenta) (GRUNERT; BIRGEL, 1989).

A placenta da vaca possui quatro estruturas distintas em desenvolvimento, com
funcdes de 6rgaos de trocas entre o embrido em desenvolvimento e o endométrio uterino

(Figura 01) (FABER; THORNBURG, 1983).
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Figura O1-  Ilustragdo das membranas extras embrionarias em mamiferos
eutérios. Adaptado de MILES, 2004

Existem quatro diferentes estruturas membranosas que estdo envolvidas no
desenvolvimento da placenta: corio, amnio, alantoide e saco vitelino. O cério € uma camada
epitelial derivada da parede externa do blastocisto, o trofoblasto. Durante o curso de
implantagao ele ¢ completado pela camada interna do mesénquima derivado do embrido. O
amnio ¢ uma camada derivada do dobramento, nos mamiferos, do ectoderma embrionario. O
alantéide é uma bexiga urindria extra embrionaria que se desenvolve a partir do intestino

caudal. O saco vitelino se desenvolve como estrutura anexa do intestino médio embrionario
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consiste de uma camada de epitélio endodérmico seguido de um mesénquima fetal
vascularizado (LEISER; KAUFMANN, 1994).

O amnio cresce aproximadamente no 13° dia de gesta¢do, composto do ectoderma
e mesoderma, com dois folhetos (externo e interno), envolvendo completamente o embrido e
entre ambos encontra-se o espago amniotico. Na fenda existente entre ambos, encaixa-se
como parte da bexiga fetal a bolsa alantoidiana, que também se compde de dois folhetos. O
primeiro (interno) apresenta-se bem junto ao folheto do &mnio, formando o alanto-dmnio. Da
mesma forma o folheto externo do alant6ide adere-se ao externo do cdrio, cuja unido resulta o
alantocorio (ARTHUR et al., 1988; GRUNERT; BIRGEL, 1989; GEISERT; MALAYER,
2004; FRANDSON; WILKE; FAILS, 2005).

O alantdide desenvolve-se entre os 14° e 21° dias de gesta¢do, derivado do
intestino fetal, alonga-se para dentro da vesicula corionica, fazendo contato com o coério para
formar o alantocorio vascularizado (SENGER, 2003; PRESTES; ALVARENGA, 2006).

O cério é o componente funcional de trocas do recente embrido. E derivado do
trofoblasto, somatopleura e somato mesoderma, ndo sendo vascularizado. Esta estrutura esté
completa entre 40 e 60 dias de gestagdo e o alantocdrio ja pode participar das fungdes
placentarias (PRESTES; ALVARENGA, 2006).

Os anexos embrionarios amnio, corio, alantdide e saco vitelino, sdo estruturas
derivadas do zigoto, mas quase nada contribuem para a formacao do embrido. Apenas a parte
dorsal do saco vitelino serd incorporada e formarad o revestimento epitelial do intestino e o
alantoide estara relacionado com a formagdo da bexiga e do uraco (GARCIA; JECKEL
NETO; FERNANDEZ, 1991).

A cavidade alantdica, as vezes chamada primeira bolsa d’agua, ¢ continua com a
extremidade cranial da bexiga por meio do Uraco, que passa pelo corddo umbilical. A
cavidade ou bolsa amniotica repleta de liquido as vezes é chamada de segunda bolsa d’agua
(FRANDSON; WILKE; FAILS, 2005).

O liquido amnidtico dos animais domésticos ¢ considerado como produto de
secrecao das paredes ou folhetos amniodticos, bem como saliva, secre¢do nasal do feto e
temporariamente por urina eliminada pela uretra do feto. Considerando que este liquido
envolve diretamente o feto, nele podem ser encontrados pélos, células epiteliais, restos de
escamacdo cutanea, pequenas quantidades de potdssio, magnésio, glucose, creatinina, acido
urico e uréia, e contém grandes quantidades de sodio, cloro, fosforo, frutose, mucina,

estrogenos e prostaglandina (GRUNERT; BIRGEL, 1989; TONIOLLO; VICENTE, 2003).
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O liquido alantoidiano ¢ de origem renal, geralmente composto pela urina fetal
(hipotonica), a qual se constitui de: acido urico, uréia, alantoina e glicose. Também se
encontram massas ovais ou discdides, homogéneas, sem caracteristicas histologicas dos
tecidos, denominadas de boomanes. Na vaca estas formacgdes, originadas dos histotrofos (leite
uterino) ndo utilizados ou reabsorvidos, permanecem entre a placenta e a membrana
coridnica, para finalmente se transferirem para a cavidade alantoidiana (GRUNERT;
BIRGEL, 1989; JAINUDEEN; HAFEZ, 2004).

Segundo Jainudeen e Hafez (2004) o liquido amnidtico ndo ¢ um reservatorio
estagnado, mas sim um meio vital que banha o feto desempenhando diversas fungdes:
protecao do feto contra choques externos, prevengdo de aderéncia entre a pele fetal e a
membrana amnidtica e colaboracdo na dilatacdo da cérvix e lubrificagdo do canal do parto. O
liquido alant6ide mantém a pressdo osmética do plasma fetal, evitando a perda de liquido para
a circulacdo materna, armazena os produtos de excrecdo fetal que ndo sdo rapidamente
transferidos de volta para a mae.

A placenta cotiledonaria ou multipla € caracteristica dos ruminantes. Em vez das
vilosidades coridnicas serem uniformemente distribuidas por toda a superficie do cdrio, estas
aparecem agrupadas em regides circulares bem definidas denominadas cotilédones. Estes
cotilédones se desenvolvem em regides onde o corio faz contato com areas predeterminadas
do endométrio, aglandulares, conhecidas como carunculas que sdo espessamentos do tecido
sub-epitelial do utero, presentes mesmo em vacas ndo gestantes. O cotilédone fetal e a
carincula materna formam a unidade conhecida como placentoma ou placentonio, estes
variam em numero nas diferentes espécies de ruminantes e € o Unico ponto de trocas materno-
fetais. O corio intercotiledonario permanece desprovido de vilosidades e desligado do
endométrio (SANTOS; MARQUES, 1996; PINTO, 2002; LACERDA, 2006, PRESTES;
ALVARENGA, 2006).

A intensidade com que as membranas fetais estdo ancoradas no endométrio
determina a quantidade de tecido uterino perdido na ocasido do parto. Baseando-se neste
aspecto, a placenta da vaca ¢ considerada adecidua, uma vez que a perda de tecido uterino ¢
minima, quando da liberagdo da placenta apds o parto (BIORKMAN, 1982).

O estudo histologico da relacdo entre os tecidos fetal e materno no local de
intercdmbio permite a classificagdo da placenta nos ruminantes, como sinepiteliocorial.
Investigacdes realizadas com microscopia eletronica na placenta dos ruminantes mostram que
células bi nucleadas do cério fetal migram formando um sincicio na unido do tecido materno

com o fetal, por isso os autores reclassificaram a placenta dos ruminantes de “epiteliocorial”
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para “sinepiteliocorial”. O prefixo “sin” refere-se a presenga das células derivadas do sincicio
e “epiteliocorial” refere-se a area de justaposicao do tecido materno (WOODING, 1992;

MARTAL; CEDARD, 1993).

3.3 SACO VITELINO

O saco vitelino ¢ um anexo presente em embrides de todos os vertebrados, sendo
especialmente desenvolvido nos peixes, répteis e aves. Corresponde a uma estrutura em forma
de saco ligada a regido ventral do embrido. Sua principal fun¢do ¢ armazenar reservas
nutritivas. Nos mamiferos placentarios ¢ reduzido, visto que a nutrigdo ocorre via placenta
(SANTOS; AZOUBEL, 1996). Sendo também responsavel pela producdo das hemacias
(PALIS; YODER, 2001; CUMANO; GODIM, 2001) e qual ¢ composto por células de duas
camadas germinativas: endoderma e mesoderma (PEREDA; MONGE; NIIMI, 2010;
DIETERLEN-LIEVRE; CORBEL; SALAUN, 2010).

No inicio do desenvolvimento embriondrio aparece um tecido hematégeno na
esplancnopleura extra-embriondaria do saco vitelino. Esse tecido ¢ representado, de inicio, por
ninhos de células mesenquimais chamadas hemangioblastos, que em conjunto recebem o
nome de Ilhotas de Wolf. Os hemangioblastos centrais de cada Ilhota de Wolf dardo origem
aos hemocitoblastos, responsaveis pela formagao de todas as células do sangue sendo também
chamadas de “Stem cells” (Células tronco). Uma percentagem da populacdo de
hemacitoblastos diferencia-se em eritroblastos muito grandes (megablastos), que entram no
embrido através dos vasos que também estdo sendo formados. Os hemocitoblastos que ndo se
diferenciam em megablastos, na circulagdo, alojam-se no figado, timo e bago. (GEORGE;
ALVES; CASTRO, 1998)

A funcado e o significado da placenta vitelinica variam com a espécie. Em algumas
espécies, por exemplo, no cavalo e no carnivoro, o celoma se desenvolve vagarosamente, e ou
a formacao do alantdide ¢ normalmente atrasada. Nestas espécies a placenta vitelinica ¢ mais
importante como um mediador de trocas entre a mae e o embrido. O periodo no qual o saco
vitelino regride ou se separa pode ser critico ao bom desenvolvimento do embrido (PERRY,
1981; RUSSE et al, 1992).

Segundo Riisse et al. (1992) a importancia do saco vitelino como o6rgao

placentéario e hematopoiético sao bem conhecidos nos roedores, 0 mesmo nao ocorre no caso
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dos mamiferos domésticos, sobre os quais possuimos informagdes bastante escassas. Em
conseqiiéncia das diferentes formas de placentacdo dos mamiferos, desenvolvem-se diferentes
maneiras de formac¢ao do saco vitelino.

Em muitas espécies a placenta vitelinica possui um papel essencial ou
complementar a nutricdo embriondria e fetal, durante as diferentes fases gestacionais.
Entretanto o saco vitelino apresenta uma variedade de relagdes anatomicas com outros tecidos
maternos e fetais nas diferentes espécies, e nos diferentes estagios gestacionais (WIMSATT,
1980; MOSSMAN, 1987). O saco vitelino destas espécies esta implicado na passagem de
proteinas e de outras substancias para o feto (BRAMBELL; HEMMINGS, 1949).

Nos bovinos o saco vitelino foi descrito como complexo da bolsa umbilical com
extremidades filiformes, as quais se estendem ainda até o saco do ovo no 22° dia de gestacao.
No 32° dia de gestacdo a parte central ainda ¢ bolhosa, enquanto as extremidades estdo
degeneradas até a metade (RUSSE et al., 1992).

Alcancga seu desenvolvimento ao redor do 20° dia de gestacao e rapidamente sofre
regressaio (MOSSMAN, 1987; GOCKIN et al., 1988; NODEN; LAHUNTA, 1990). Para
Wrobel e Suess (1998) o saco vitelino se desenvolve com 18 a 23 dias de gestagdo. Nos
ruminantes o saco vitelino involui e se degenera em um curto periodo de tempo (MOSSMAN,
1987, NODEN; LAHUNTA, 1990), para Barone (1976) a partir da terceira semana e para
Bryden, Evans e Binns (1972) no 25° dia de gestagcdo. Geisert e Malayer (2004) o saco
vitelino regride durante a segunda ou terceira semana de gestagdo A medida que o alantoide
se expande para fusionar com o cério. E reduzido a uma estrutura insignificante no 30° dia de
gestagdo pelo desenvolvimento do saco alantdidiano (WOODING; FLINT 1994). Seus
vestigios até o final da gestacdo ndo sdo mais encontrados (LATSHAW, 1987; NODEN;
LAHUNTA, 1990; WOODING; FLINT, 1994).

Inicialmente o saco vitelino é grande e vascular, sendo completamente envolvido
pelo celoma, apresenta uma existéncia transitoria, pois € deslocado precocemente pelo rapido
desenvolvimento do alantéide (BRYDEN; EVANS; BINNS 1972; LATSHAW, 1987;
NODEN; LAHUNTA, 1990).

O saco vitelino ¢ suprido por vasos sanguineos via ramos das calibrosas artérias
vitelinicas. Um calibroso ramo de cada uma delas dirige-se a esplancnopleura vascular para
formar uma anastomose do saco terminal ao redor de sua borda. A superficie endodermal do
saco vitelino ¢ formada por muitas pregas e vilos os quais se projetam no lago de eritrocitos
maternos extravasados na cavidade vitelinica. O saco vitelino apresenta coloragdo marrom

escura pela intensa atividade fagocitaria das células endodermais. Muitas destas células
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contém eritrocitos ingeridos e granulos de pigmentos. Estes granulos t€ém reagdo positiva ao
ferro, indicando a presenca deste elemento. A funcdo provavel da esplancnopleura vascular
pode ser a via de absorcao de ferro pelo feto (WELSH; ENDERS, 1987, 1991).

Isto sugere que as células endodermais invadindo a submucosa da face
antimesometrial podem ser ou constituir a origem das células gigantes placentarias. Estas
células sdo fagociticas e algumas possuem alto desenvolvimento de elementos
ergastoplasmaticos possibilitando a indicagdo de substancia secretora desconhecidas.
Inclusdes nucleares sdo observadas nas células gigantes (WELSH; ENDERS, 1987, 1991).

Riisse et al.,(1992) descreve que o saco vitelino tanto de ovinos como bovinos ¢é
composto por uma por¢ao alargada semelhante a um saco, localizada abaixo do embrido. Suas
extremidades seguem o curso alongado do trofoblasto, sua parede ¢ bem vascularizada na
porcao alargada e a eritropoiese primaria ocorre dentro dos capilares sanguineos.

Segundo Hafez e Hafez (2004) durante e logo apo6s o processo de implantagcdo em
animais domésticos, o crescimento externo do mesoderma extra-embrionario ocorre a partir
do trofoblasto que migra entre o trofoectoderma e o endoderma. Esta 1amina mesodérmica se
divide, e combina com o trofoectoderma para formar o saco vitelino. Leiser ¢ Kaufman
(1994) descrevem que o saco vitelino desenvolve-se como uma estrutura anexa do intestino
posterior do embrido, consiste de uma camada de epitélio endodérmico acompanhado por
mesénquima fetal vascularizado (vasos vitelinos).

Nos mamiferos a placenta coriovitelinica se apresenta como uma estrutura
temporaria que existe quando o exoceloma se estende na area vascular, e se abre na
esplancnopleura vascular e na somatopleura ndo vascular (corio verdadeiro). A placenta
coridnica vem a existir independente da placenta coriovitelinica e obviamente representa um
passo na formacao da placenta corio-alantdide, uma vez que, esta se tornara vascularizada por
vasos alantoidianos (AMOROSO, 1959).

Uma placenta corivitelinica ¢ essencial para a sobrevivéncia embrionaria, e
representa um periodo critico no desenvolvimento fetal do bovino (GREENSTEIN;
MURRAY; FOLEY, 1958).

O saco vitelino ¢ composto por 3 camadas de tecido celular separadas por duas
membranas basais, no citoplasma existem inimeros vacuolos, mitocondrias bem
desenvolvidas e um extensivo complexo de Golgi (DUNTON et al., 1986).

Manganares (2007) observou o saco vitelino de embrides bovinos com a area de
conexao com o intestino primitivo composto por inumeras ilhotas vasculares que

correspondem aos vasos envolvidos pelas células vitelinicas e células mesenquimais. No
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interior dos vasos identificou hemangioblastos em grande quantidade, a camada
correspondente a0 mesénquima delgado e células alongadas e o endoderma da membrana
vitelinica composto por células endodérmicas, grandes, uni ou binucleadas, tal arranjo celular
assemelha-se a uma glandula devido a arquitetura em ilhas vasculares somado as camadas
teciduais.

Assis Neto (2005) analisou o desenvolvimento inicial da gestagdo bovina
proveniente de monta natural, com idades compreendidas entre 15 a 70 dias. O saco vitelino
persistiu até 70 dias de gestacdo, e o seu epitélio apresentou indicios de atividade funcional
até 50 dias de gestagdo. Considerando esta persisténcia macroscopica a grande quantidade de
organelas de suas células, tais como reticulo endoplasmatico, mitocondrias e outras estruturas
citoplasmdticas, a presenca de ilhas eritroblastos primarios vasos sanguineos com
fenestragdes, indicios de hematopoiese, secrecio e absor¢do celular, e por fim o fato do saco
vitelino ndo estar fusionado a membrana extra-embrionaria, parece provavel a existéncia de
uma placenta vitelina ativa, importante para a manutencdo da gestacdo, que se estabelece
temporariamente entre a placenta coriovitelinica transitoria e a placenta codrio-alantoidiana
definitiva.

Riisse et al., (1992) no decorrer do desenvolvimento do saco vitelino a endoderme
muda de forma e estrutura. As células chatas, que revestem o blastocisto e contiveram apenas
poucas organelas celulares, tornam-se isoprismaticas em embrides com 3 mm de tamanho.
Em seu citoplasma tonalizado de escuro observa-se grande quantidade de vesiculas a
microscopia de luz, estas possuem microvilosidades. No embrido implantado, 4-5 mm, a
endoderme do saco vitelino ¢ monocamadica, sendo formada por células isoprismaticas e
células primarias grandes, com coloragdo escura. Para embrido com 5 mm ao lado das células
escuras aparecem c¢lulas arredondadas claras no epitélio. Para 9 mm, predominam o numero
de células claras, com 20 mm de tamanho, sdo repletas de vesiculas. O epitélio torna-se
policamadico. A transformacao manifesta-se na parte alongada no saco vitelino. Para todas as
espécies examinadas foi abundantemente observado reticulo endoplasmatico granular nas
células da endoderme do saco vitelino.

O saco vitelino dos ovinos e bovinos comporta numerosas células escuras,
freqiientemente observado tubos de reticulo endoplasmatico granulares ordenados
paralelamente. As células claras sdo extensas e cheias de cisternas com material flocoso do
reticulo endoplasmatico dominante, sendo ainda algumas regides ocupadas com ribossomos.
As mitocondrias ovoides tém apenas poucos pinos de cristais ¢ uma matriz relativamente

clara. Complexos de Golgi sdo notados, entretanto ndo sdo predominantes. As células
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possuem nucleo vesiculado rico em eucromatina, contém nucléolos esponjosos. O nucléolo
poligonal das células ¢ rico em heterocromatina. Um nticleo esponjoso existe da mesma forma
(RUSSE et al., 1992). Em virtude da semelhanga da estrutura celular foi presumido que se
trata, no caso das células claras e escuras do mesmo tipo celular em estagio funcional
diferente (TIEDEMEM; MINUTH, 1980).

O saco vitelino ¢ funcional durante um curto periodo de tempo (NODEN;
LAHUNTA, 1990), porém, suas funcdes nesta fase sdo muito importantes, destacando-se
dentre elas absor¢do e digestdo de nutrientes maternos, sintese de proteinas (GALDOS-
RIVEROS, 2010), formacdo da circulagdo vitelina e secre¢do intravascular de nutrientes
(LATSHAW, 1987; BARON, 2003), além de algumas fun¢des exercidas pelo figado, antes
que o figado fetal se desenvolva (GULBIS et al., 1998).

No saco vitelino humano em seus diversos trabalhos (PEREDA, CERISOLA;
POZO, 1988; PEREDA; MOTTA, 1999; PEREDA, 2001; PEREDA; NIIMI, 2008; PEREDA,
GIANFRANCO; NIIMI, 2009; PEREDA, MONGE; NIIMI, 2010) os quais propdem que
antes da circulagdo saco vitelino-embrido estar estabelecida transportando células sanguineas
primitivas ao embrido através dos vasos vitelinos, uma transferéncia de material e de células
sanguineas maduras ao embrido sdo produzidas através do ducto vitelino. Além disso, Pereda,
Monge e Niimi (2010) descreveram também que essas cavidades vistas em toda a superficie
da membrana vitelina sdo uma continuidade do orificio luminal das vesiculas endodérmicas,
as quais suprem a demanda celular sanguinea do embrido a partir do estabelecimento da

circulagao.

3.4 FATOR DE CRESCIMENTO VASCULAR ENDOTELIAL

Apesar de o saco vitelino ser definido como uma estrutura vestigial, o mesmo
realiza vérias fungdes importantes no embrido em desenvolvimento durante os periodos de pré
e peri implantagio (MINUTH; TIEDEMANN, 1980; MOSSMAN, 1987, LIWSKA;
GRABINSKI-BARANOWSKI, 1994). A camada epitelial do saco vitelino estd em contato
direto com uma extensa area do corion (trofoectoderma) e, em sua intima aposicdo com o
endométrio, posiciona-se para facilitar o transporte de nutrientes do utero para o embrido
(MARRABLE, 1971; MOSSMAN, 1987). O saco vitelino também mantém o

desenvolvimento primdrio do feto produzindo um espectro de proteinas séricas (MINUTH;
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TIEDEMANN, 1980; JANZEN et al., 1982; SHI et al., 1985) e fung¢des como sitio de
formagdo de células sangiiineas primarias (LIWSKA ; GRABINSKI-BARANOWSKI, 1994).
Dessa forma, o saco vitelino tem a fungdo especializada de manter o desenvolvimento
primario do feto até que os suprimentos nutricionais e fisioldgicos sejam assumidos pela
formagao da placenta corioalantdica e com a conexao desta com o utero, isto é, a placentagao
(LIWSKA; GRABINSKI-BARANOWSKI, 1994; BAVIK; WARD; CHAMBON, 1996).

Existe um grande interesse na identificagdo de fatores e sinais que governam o inicio
da diferenciacdo celular e no esclarecimento de como os mesmos provém 0s mecanismos
moleculares envolvidos no estabelecimento desse processo. Demonstrou-se que fatores
derivados do endoderma e indutores do mesoderma, tais como bFGF (FLAMME; BREIER;
RISAU, 1995; PARDANAUD; DIETERLEN-LIEVRE 1999), activina A (PARK et al., 2004)
e proteina morfogenética 6ssea — 4 (BMP-4) atuam na diferenciacdo de células endoteliais e
hematopoiéticas (PARK et al., 2004). Por exemplo, em quimeras de codorna, o endoderma
pode induzir a formag¢do de células hematopoiéticas do mesoderma proveniente da
somatopleura, o qual normalmente ndo tem potencial (PARDANAUD; DIETERLEN-
LIEVRE 1999), e a formag¢ao das ilhotas sangiiineas ¢ dependente do fator de crescimento
fibroblastico basico — bFGF. Nesse sistema, a formagao das ilhotas sangiliineas mediada pelo
bFGF tem correlagdo com a inducdo do gene do VEGFR-2/KDR (FLAMME; BREIER;
RISAU 1995), sugerindo que o bFGF seja crucial para o surgimento do hemangioblasto,
progenitor comum das células hematopoiéticas e endoteliais.

Além disso, em embrides de codorna, o bFGF, o fator de crescimento endotelial
vascular (VEGF) e o fator de crescimento transformante 1 (TGF- 1) podem induzir a
diferenciacdo hematopoiética do mesoderma derivado da somatopleura (PARDANAUD;
DIETERLEN-LIEVRE 1999). Em camundongos, por sua vez, o endoderma primitivo pode
induzir a diferenciacdo hematopoiética a partir do epiblasto anterior, tecido que ndo tem a
capacidade de gerar células hematopoiéticas. A expansdao e/ou diferenciacdo de cada
progenitor ¢ obtida pela sinalizacdo do VEGF, TGF-_1 e activina A (PARK et al., 2004),
enquanto em embrides humanos, a interagdo do VEGF com o seu receptor KDR esta
relacionada a sobrevivéncia, proliferacdo ¢ migragdo do hemangioblasto (WANG et al.,
2005).

Durante a embriogénese, ¢ conhecida a ocorréncia de dois fendmenos
relacionados a formag¢ao dos vasos sanguineos: a vasculogénese e a angiogénese.
A vasculogénese ¢ a diferenciagdo in Situ de células progenitoras endotelial

primitivas, conhecida como angioblastos, em células endoteliais, as quais se agregam em um
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plexo vascular primario. Tal estrutura ¢ responsavel pelo desenvolvimento vascular durante a
embriogénese (REYES et al., 2002). Ao contrario, a angiogénese ¢ definida como a formagao
de novos vasos sanguineos a partir de vasos ja existentes durante o desenvolvimento
embriondrio ou na vida p6s natal (PEICHEV, 2000; WATT et al., 1995). Sendo a angiogénese
um evento de extrema importancia que acompanha o processo gestacional consistindo na
formagdo de novos vasos sanguineos a partir de vasos pré-existentes (FOLKMAN; SHING,
1992; GERWINS; SKOLDENBERG; CLAISSON-WELSH, 2000; ZYGMUNT et al., 2003).
A vasculogénese inicia-se com a formagdo de um cluster, ou ilha sanguinea, a qual
compreende os angioblastos na periferia e as CTH no interior (ASAHARA et al., 1997). Deb
e Patterson (2010) relataram que células progenitoras endoteliais (CPE) isoladas de sangue
periférico humano apds selecdo magnética por citometria de fluxo diferenciaram-se em
células endoteliais in vitro.

O VEGF ¢ um gene altamente especifico para células endoteliais vasculares.
Induz proliferacao de células endoteliais, promove migracao celular e inibicdo da apoptose,
também induz a angiogenese e regulagao da formacao vascular (NEUFELD et al., 1999).

O Flt-1 atua como sinalizador regulador para o controle da proliferacao de células
endoteliais durante a angiogénese, ja o KDR contribui predominantemente na migra¢ao e
proliferagao das células endoteliais para manutengdo dos vasos sanguineos (BUSSOLATI et
al., 2001).

O saco vitelino ¢ uma das membranas extra-embrionarias que desempenha um
importante papel para a sobrevivéncia inicial do embrido em muitas espécies de mamiferos, ¢
a principal fonte de nutri¢do do embridao durante o periodo em que a placenta verdadeira ainda
ndo estd completamente formada, e a sua importancia também esté relacionada a hematopiese,
pois dele se desenvolvem os primoérdios das células sanguineas, bem como parte do sistema
circulatorio primitivo do embrido (WOLF et al.,2003) outro ponto importante ¢ que esta
estrutura apresenta uma variedade de formatos e relagdes de sintopia com as demais
membranas embriondrias e fetais, possui definida uma fun¢do primitiva, talvez uma das
principais, de formar células-tronco multipotentes, capazes de formar as células sanguineas,
bem como o tecido das veias, artérias e capilares (CHO et al., 2006), através de uma célula
precursora de ambas linhagens hematopoética e endotelial denominada hemangioblasto
(SABIN, 1920; MURRAY, 1932; JAFFREDO et al., 2005).

De acordo com Auerbach, Huang e Lu (1996) o saco vitelino é o primeiro local de
hematopoiese durante o desenvolvimento de mamiferos. Também ¢é o primeiro local de

desenvolvimento dos vasos sangiiineos e das ilhas de sangue sendo um processo integrado nas
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quais esses dois eventos de desenvolvimento, hematopoiese e vascularizacao, procedem em
comum acordo.

De acordo com Riisse et al. (1992) a circulagdo no saco vitelino em bovinos e
ovinos € responsavel pela transmissao de metabdlicos entre mae e concepto até a formagao da
placenta. Esta estrutura ¢ altamente relacionada ao bom desenvolvimento embriondrio, uma
vez que ela depende a nutri¢do, protecdo e também formacdo de 6rgdos fundamentais para a
sobrevivéncia do embrido, como o intestino primitivo, que se desenvolve a partir do saco
vitelino.

O saco vitelino de embrides mamiferos contém hemangioblastos, sdo células
precursoras habeis para diferenciar-se em linhagens hematopoiéticas e endoteliais através de
processos de hematopoiese e vasculogénese (LI; WEI;, WAGNER, 1999). Os
hemangioblastos no centro das ilhotas sanguineas formam células-tronco hemocito-poiéticas,
as precursoras de todas as células sanguineas, enquanto os hemangioblastos periféricos se
diferenciam em angioblastos, os precursores dos vasos sanguineos. Estes hemangioblastos
proliferam e sdo finalmente induzidos a formar células endoteliais pelo fator de crescimento
endotelial vascular (VEGF - Vascular Endotelial Growth Factor) segregado por células
mesodérmicas circulantes (SANDLER, 2005).

Nos organismos multicelulares, a organizacdao e a funcao individual das células
sdo controladas por mecanismos inerentes a propria célula ou através da comunicagdo
intercelular. A maioria das células possui dois diferentes mecanismos de comunicagio
mediada por fatores de crescimento ou por hormonios, neste caso as células ndo precisam ter
contato direto. O primeiro ¢ a comunicagdo mediada por fatores de crescimento ou por
hormdnios, neste caso as células ndo precisam ter contato direto. No segundo para que haja a
comunicagdo intercelular, as células precisam estar em contato direto umas com as outras
(YAMASAKI, 1990; GOODENOUGH; GOLIGER; PAUL, 1996).

Em todos os tipos celulares os processos de diferenciacao e proliferacao celular
acontecem separadamente. A dinamica celular envolve a duragdo do ciclo celular e o indice
de formagdo de novas células filhas, aquelas originadas ap6s o processo mitdtico. Geralmente
os fatores de crescimento atuam na fase G1 da mitose. A liberagdo dos fatores de crescimento
por uma célula influencia a proliferacido de outra por meio de estimulacdo paracrina
(IATROPOULOS; WILLIANS, 1996).

Os fatores de crescimento desempenham importante papel no desenvolvimento
placentario. Os vasos sanguineos se formam por vasculogénese ou angiogénese. Na

vasculogénese os vasos sanguineos se originam das ilhotas sanguineas, no mesoderma do
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saco vitelino e depois no mesoderma lateral e em outras regides (SANDLER, 2005). As
células externas das ilhotas vasculares sdao diferenciadas em células endoteliais, enquanto que
as internas em sangue primitivo (CHOI, 2002). Estas ilhotas se originam de células
mesodérmicas que sdo induzidas pelo fator de crescimento de fibroblastos, (FGF-2 Fibroblast
Growth Factor-2) a formar os hemangioblastos, um precursor comum da formagao de vasos
sanguineos e células sanguineas (CHOI, 2002; SANDLER, 2005). A formagao das células
sanguineas estd intimamente relacionada com o desenvolvimento das células endoteliais no
saco vitelino. Isso conduz a hipotese que ambos os tipos celulares originam-se de um
precursor comum: o hemangioblasto (SABIN, 1920; MURRAY, 1932; LI; WEI; WAGNER,
1999; JAFFREDO et al., 2005).

Chung et al. (2002) afirmam que numerosos estudos genéticos e celulares tem
sido realizados para o melhor entendimento da relagao de desenvolvimento entre as linhagens
de células endotelial e hematopoiética. Especificamente células tragadas expressam varios
genes como Brachyury, FIT-1 tem delineado a seqiiéncia celular resultando em
desenvolvimento celular hematopoiético e endotelial a partir do mesoderma. De outra parte,
estudo “in vivo” e “in vitro” de sistemas de vertebrados e invertebrados tem estabelecido que
o desenvolvimento de células hematopoiéticas e endoteliais de um progenitor comum, o
hemangioblasto.

Pereda e Niimi (2008) descreveram que em humanos, a gera¢ao inicial de células
sanguineas ocorre no saco vitelino extra-embriondrio durante a terceira semana pos-
concepcao. Por isso, o saco vitelino é considerado as fontes primarias de células progenitoras
hematopoiéticas, que circulam através do sistema sanguineo do embrido e transferem as
primeiras células sanguineas. Este mecanismo de producdo ndo ocorre somente no
mesénquima, mas também em vacuolos localizados no endoderma do saco vitelino.

Em geral, o processo angiogénico ¢ estimulado por fatores de crescimento como
Fator de Crescimento Fibroblastico basico (b FGF), Fator de Crescimento Endotelial (VEGF),
Fator de Crescimento Placentdrio (PIGF), Fator de necrose tumoral (TNFa) entre outros
(FOLKMAN; SHING, 1992) produzidos pelos proprios tecidos placentarios, os quais
estimulam a angiogénese através da inducdo de proliferacao celular (CATTINI et al., 1991;
SHAMS; AHMED, 1994). A expressao do gene FLT-1, um dos receptores do VEGF esta
essencialmente expresso pelo hemangioblasto (MILLAUER et al.,1993; KABRUN et al.,
1997; FORRALI ; ROBB, 2003; BERTRANDE; TRAVER, 2009; LANCRIN et al.; 2009).

O Fator de Crescimento Fibroblastico basico (bFGF) regula a angiogénese,

crescimento e desenvolvimento placentario (ZHENG et al.,, 1997) além de estimular a
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proliferacao e diferenciagdo das células da placenta ( CATTINI et al., 1991; FERRIANI et al.,
1994).

Os FGFs tém papel central em diversos fendmenos bioldgicos, tais como
desenvolvimento (YAMAGUCHI; ROSSANT, 1995), diferenciagdo celular, migracao,
divisdo, organogénese, proliferacio (ARMELIN, 1973; GOSPODAROWICZ ; BIALECK;
GREENBBURG, 1978) e angiogénese (BASILICO ; MOSCATELLI, 1992). No
desenvolvimento embrionario, os FGFs participam na regulacdo da proliferacdo celular,
migracdo e diferenciacdo, influenciando a organogénese (ORNITZ, 2005; HUANG; STEM,
2005; ZHANG et al., 2006), podendo também estimular a hematopoiese (BIKFALVI; HAN,
1994; ALLOUCHE; BIFFALVI, 1995).
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4MATERIAL E METODOS

Foram coletados para analise o saco vitelino provenientes de embrides produzidos

através das técnicas de fecundacdo in vitro e inseminagao artificial em tempo fixo.

4.1 COLETA DE MATERIAL

Foram coletados para andlise o saco vitelino provenientes de embrides produzidos
através das técnicas de fecundagdo in vitro e inseminagao artificial em tempo fixo.

As vacas utilizadas eram da raga Nelore (Bos taurus indicus), com escore corporal 3,5
em uma escala de 0 a 5, na avaliacdao ultrasonografica do sistema genital era verificado a
presenca de corpo liteo e se ndo possuia nenhuma alteracdo patologica. Apds esta etapa os
animais eram separados e identificados. Os animais eram provenientes da Sociedade
Agropecuaria Imaculada Conceigdo, fazenda Vale Formoso, Municipio de Cumaru do Norte,

Para.

4.1.1 Inseminacao Artificial em Tempo Fixo (IATF)

O protocolo para inseminagdo artificial em tempo fixo utilizado: Dia 0 as fémeas
receberam o implante P4 auricular (Crestar ®, Intervet, Brasil) mais 2 ml, IM, de Benzoato de
Estradiol (Ric Be ®, Sintex, Brasil). No Dia 8 foram retirados os implantes e¢ as fémeas
receberam 1, 5 ml, IM, de Ecg (Folligon ®, Intervet, Brasil) e 2,0 ml, IM,de D-Clorfostenol
(Preloban®, Intervet, Brasil), no Dia 9, 24 horas apos a retirada do implante, mais 1 ml, IM,
de Benzoato de Estardiol (Ric Be ®, Syntex, Brasil). A inseminagao artificial foi realizada no
dia 10, 56 horas apo6s a retirada do implante auricular. O diagnoéstico de gestacao foi realizado
25 dias apds a IA, com excecdo dos animais com 20 dias de gestacdo, todos que formam

inseminados foram abatidos no frigorifico.
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4.1.2 Obtencéo de Amostras Provenientesde |ATF

As coletas dos uteros gestantes foram realizadas na Fazenda Vale Formoso,
Municipio de Cumaru do Norte e Frigorifico JBS Ltda., localizado na cidade de Redencao,
estado do Para. Foram abatidas 53 vacas Nelores para serem coletados 19 sacos vitelinos de
embrides provenientes de inseminag¢ao artificial em tempo fixo.

No momento da coleta, era realizada a descri¢do da estrutura e fotografados com
camera digital SONY - Cyber-Shot DSC H9 para posterior documentagdo. Foram avaliados
os parametros relativos ao desenvolvimento externo e propor¢des de tamanho dos embrides.
Com auxilio de um paquimetro inoxidavel com divisdes em milimetros (150 mm x 0.02 mm)
realizamos as medidas de comprimento (cranio-caudal).

As gestacdes foram interrompidas quando os embrides atingiram 25, 30, 35, 40 e

45 dias de gestagao (Tabela 1).

Tabela 1 — Quantidade de vacas inseminadas em tempo fixo (IATF), animais
abatidos e sacos vitelinos coletados, por idade gestacional. Sdo Paulo,
Grupo Idi?l:: : Animais  Amostras  Microscopia PCR-
gestacional  Inseminados de luz RT
(dias)
I 25 13 5 3 4
I 30 10 4 3 4
I 35 10 3 3 3
v 40 10 4 3 3

A% 45 10 3 3 3
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4.1.3 Producéo in vitro de Embrides Bovinos (FI V)

Os oocitos aspirados foram de ovarios de vacas Nelores localizadas na Fazenda
Vale Formoso, Municipio de Cumart do Norte, Pard. Somente os o6citos de qualidade I (G1),
com cumulus compacto completo e citoplasma limpido e de aspecto homogéneo (finas
granulagdes), foram selecionados para os experimentos. Os odcitos foram em seguida
maturados em TCM199 (GIBCO BRL, Grand Island, NY, USA) suplementado com 10% de
SFB (Soro Fetal Bovino), piruvato (22 pg/ml), gentamicina (50 pg/ml), 0,5 pg de FSH/ml, 50
ug de LH/ml e 1pug de estradiol/ml em microgotas de 100 pl de meio de maturacao, cobertas
com Oleo mineral (30 odcitos/gota). A incubacdo foi a uma temperatura de 38,5°C e atmosfera
gasosa de 5% CO; em ar, por 22 — 24 horas.

Ap6s o periodo de maturagdo, os odcitos foram submetidos a fecundagéo in vitro,
em microgotas de 100 pl de meio TALP (GIBCO BRL, Grand Island, NY, USA)
suplementado com heparina (10 pg/ml), piruvato (22 pg/ml), gentamicina (50 pg/ml), BSA
(Albumina Sérica Bovina) sem 4acidos graxos (6 mg/ml) e solugdo de PHE (2 uM de
penicilamina, 1 uM de hipotaurina e 0,25 uM de epinefrina). As palhetas de sémen foram
descongeladas em banho-maria a 34°C, durante 30 segundos, e seu conteudo centrifugado em
gradiente de Percoll (45 e 90) para obtencdo dos espermatozdides moveis, além da remogao
do diluidor ¢ do plasma seminal. A concentragio espermatica foi de 2 x 10° células/ml e, apos
30 minutos de incubag¢do dos espermatozodides, os oocitos foram transferidos para as
microgotas (30 odcitos/gota) onde permaneceram sob incubacdo em atmosfera com 5% de
CO;, em ar a 38,5°C durante 18 — 22 horas.

Apds o processo de FIV, os zigotos tiveram as células do cumulus removidas e
foram co-cultivadas in vitro em meio SOF, suplementado com 5% de SFB, em monocamada
de células da granulosa (WATANABE, 1998). Decorridas as 55 horas pos-inseminagao (hpi)
foram avaliadas a taxa de clivagem e a renovagdo do meio de cultivo (feeding). Os embrides

foram mantidos no sistema de cultivo até as 190 Hpi (7 dias).
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4.1.4 Obtencéo de Amostras Provenientes de FIV

As coletas dos uteros gestantes foram realizadas na Fazenda Vale Formoso,
Municipio de Cumaru do Norte e Frigorifico JBS Ltda., localizado na cidade de Redencao,
estado do Pard. Foram realizados 5 Programas de Fertilizacao in vitro, foram aspirados os
ovarios de vacas Nelores e transferidos 53 embrides in vitro e coletados um total de 16 sacos
vitelinos.

No momento da coleta, era realizada a descri¢dao da estrutura e fotografados com
camera digital SONY - Cyber-Shot DSC H9 para posterior documentagao. Foram avaliados
os parametros relativos ao desenvolvimento externo e propor¢des de tamanho dos embrides.
Com auxilio de um paquimetro inoxidavel com divisdes em milimetros (150 mm x 0.02 mm)
realizamos as medidas de comprimento (cranio-caudal).

As gestagdes foram interrompidas quando os embrides atingiram 25, 30, 35, 40 ¢

45 dias de gestacao (Tabela 2).

Tabela 2 — Quantidade de embrides transferidos, animais abatidos ¢ sacos vitelinos

coletados oriundos de fertilizacdo in vitro (FIV), por idade gestacional.

Sao Paulo, 2011

Grupo Idade Embrides Amostras  Microscopia PCR-
gestacional  transferidos de luz RT
(dias)
I 25 13 4 3 4
II 30 10 3 3 3
I 35 10 3 3 3
v 40 10 3 3 3

A% 45 10 3 3 3
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4.1.5 Diagnéstico de Gestacdo e M onitoramento da Sobrevivéncia Embrionaria

O diagndstico de gestagdo em cada grupo foi realizado com vinte e cinco dias
apos a realizagdo da Inseminacdo Artificial, fémeas inseminadas foram submetidas ao
diagnostico de gestacdo mediante exame ultra-sonografico transretal com utilizagdo do
aparelho ALOKA SSD 500 e um transdutor linear (5 MHz) para verificacdo da presenca do
concepto, batimento cardiaco, entretanto ndo foi possivel a identificacdo da formacgdo e

crescimento do saco vitelino através deste exame.

4.2 PROCESSAMENTO MICROSCOPIA DE LUZ

Os sacos vitelinos foram subdivididos em 2 porg¢des simétricas € uma porcao foi
imersa em soluc¢do fixadora de formaldeido a 10% em tampao fosfato (PBS), 0,1 % Ph 7,4
para microscopia de luz. Apos este processo, o material foi desidratado em uma série de
banhos contendo etanol em concentragdes crescentes (de 50 a 100%) e diafanizado em xilol,
seguido de inclusdao em paraplast®.

Foram realizados cortes consecutivos de Sum de espessura, corados por métodos

de rotina para descri¢ao e fotodocumentagao.

4.3 IMUNOHISTOQUIMICA

Os embrides foram inclusos em Paraplast nos planos transversais e horizontais. Os
blocos foram sequencialmente cortados (Spum) e colocados em laminas silanizadas. Foi
empregada a técnica de imunohistoquimica para a deteccdo do VEGF, KDR e FLT-1(Quadro
1). Depois da desparafinizacdo, as laminas foram aquecidas no microondas (3 x 5°) para o
desmascaramento do antigeno com tampao citrato pH 6,0 a 0,1 M. Apo6s banhos em PBS 0,1
M (3 x 57) os cortes entraram em contato com Protein Block (DAKO) em camera escura por
45 minutos. Os anticorpos primdrios foram aplicados sobre os cortes “over night” em camara

fria e imida. Apds mais banhos em PBS (3 x 3”) o anticorpo secundario (DAKO LSAB + Kit
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Peroxidase — K0690) foi adicionado aos cortes por 45 minutos em cdmara umida e
temperatura ambiente. A seguir, foi adicionada a streptavidina por 45 minutos. Para revelar a
imunorreatividade foi utilizado diaminobenzidina (DAB, DAKO) por 3 minutos apds novos

banhos de PBS (3 x 3”). O fundo foi contra corado com hematoxilina de Harris durante 30

segundos.
Anticorpo Clone Hospedeiro Firmae | Diluicdo
| sotipo N° de
Catalogo
Anti-VEGF Policlonal Coelho VEGF 1:100
(A20):sc-
152
Anti-KDR Policlonal Coelho Flk-1 1:100
(C20): sc-
315.
Anti-Flt-1 Policlonal Coelho Flt-1 1:200
(C17): sc-
316
Quadro 1 - Identificacdo dos anticorpos primarios utilizadados na

imunihistoquimica. Sao Paulo, 2011

4.4 EXTRACAO DE RNA TOTAL

Todas as amostras tiveram seu conteido de RNA total extraido no Laboratério de
Estudos Morfofuncionais e Endocrinologia — LEME do Departamento de Cirurgia na
Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia — USP. A extracdo do RNA total foi realizada
a partir do protocolo de Trizol seguindo as instrugdes do fabricante, acrescidos de 500il de
Trizol e homogenizados com o auxilio do aparelho homogenizador de tecidos (Polytron Ultra
Turrax T-25). O homogenato foi armazenado a temperatura ambiente durante 5 minutos.

Ap6s este periodo, 100 il de cloroférmio foram adicionados (200il para cada ml

de Trizol) e as amostras centrifugadas por 10 minutos, 10.000 rpm a 4°C.
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Enquanto isso, novos tubos identificados e acrescidos de 500 il de isopropanol.
Apos a centrifugagdo, o sobrenadante foi transferido para os tubos contendo isopropanol,
homogeneizados suavemente e incubados a temperatura ambiente por 15 minutos. As
amostras passaram novamente por uma centrifugacdo por 10 minutos, 10.000 rpm a 4°C. O
sobrenadante foi descartado e o precipitado (RNA-Total) solubilizado com 1 ml de alcool
75% diluido em agua DEPC. Uma nova centrifugagdo foi realizada por 5 minutos, 2147.000
rpm a 4 °C, o excesso de alcool retirado e o precipitado (RNA Total) solubilizado em 200il de
agua tratada com DEPC.

4.5 QUANTIFICACAO DO RNA TOTAL

Para a quantificagdo do RNA total as amostras foram diluidas na propor¢ao 1:5,
ou seja, 40 il de H20 DEPC foi adicionada de 10 il do RNA total e homogeneizada
suavemente. A quantificagdo foi realizada no Biofotometro (Eppendorf) a 260/280nm. A fim
de evitar que uma eventual contaminagdo por DNA gendmico interfira nos resultados, todas
as amostras de RNA total foram tratadas com DNase antes de serem submetias ao RTPCR.
Conforme as instru¢des do protocolo DNase I — Amplification Grade (Invitrogen®), o volume
da solugdo de RNA total a ser tratado com DNase foi calculado a fim de conter 50ng de RNA
total. A este volume, foi adicionado 1 il de tampao DNAse, 1il de DNAse I ( unidade/ il) e
agua “RNAse free” suficiente para completar 10il. Essa solugdo permanecera a temperatura
ambiente durante 15 minutos e, em seguida, sera acrescida de 1lil de EDTA (25mM) e
incubada por 10 minutos. Apds esse procedimento, as amostras foram transferidas para o gelo

e imediatamente submetidas a reacdo de transcrigao reversa.

4.6 CONFECCAO DO cDNA

Para a reagdo de transcricdo reversa (RT), foi utilizado o “Kit Sensiscript®
(Quiagen®), cujo protocolo inicia-se pela adi¢gdo em tubo estéril de 8il da solugdo de RNA
total tratado com DNAse, (Invitrogen®), 1il Buffer 10x . Essa solu¢do foi incubada a 15

minutos temperatura ambiente. Apds essa etapa, foi adicionados 1il de EDTA e se iniciou a
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incubagdo a 65°C a 10 minutos. Foi adicionados a solugao 1il de tampao, 1il de DNTP(0,1M)
e lil de “RNAse OUT Inhibitor”(40Unidades/ il). Em seguida, acrescentado 1il (200U) de
Sesiscript (transcriptase reversa) e se iniciou a incubagao, 37° C por 60 minutos. O cDNA foi

armazenado a —20°C até o momento da amplificagdo do cDNA em tempo real.

4.7 PCR EM TEMPO REAL

Apos a transcricao reversa (RT), efetuo-se o PCR em tempo real (Real Time PCR)
no aparelho ABIPrismO 7500, utilizando o sistema TagManO. Neste sistema, as fases de
anelamento, extensdo e desnatura¢do ocorrem de maneira similar quando da utiliza¢do do
termociclador comum, uma vez que o ABIPrism 7500 é um termociclador acoplado a uma
camera CCD. A diferenga ¢ que a amplificacdo da seqiiéncia alvo ¢ detectada em tempo real
pela emissdo de fluorescéncia, que ocorre quando hd formagdo de dupla fita na regido
codificada pelo par de primers. A quantificacdo relativa da amplificacdo ¢ feita pela
fluorescéncia captada pela unidade optica do aparelho. A amplificacdo é detectada onde as
condigdes “Otimas” para o PCR sdao mantidas, ou seja, na fase exponencial.

Como controle interno das reacdes de PCR em tempo real sera utilizado a
amplificagdo do gene costitutivamente expresso Beta actina, a fim de normalizar os resultados
obtidos para os genes-alvo (Quadro 2). Os dados foram analisados através do programa

LinRegO.
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Genealvo Numero da Primers Tamanho
seqiencia do
no GeneBank amplicom
VEGF NM 174216 SGCCCACTGAGGAGTTCAACAT
A CTGGCTTTGGTGAGGTTTGATC 60
P FAM-CACCATGCAGATTATGMGBNFQ
Flt-1 X94263 S GCCTGAAATCTACCAGATCATGTTG
ATTCCACAAGCTCCACGAATCTT 58
P FAM-ACAAAGACCCAAAAGAAA
KDR X94298 S ACTGCAGTGATGGCGTCTT
A CTTGTAGGCTCCAGTATCATTTCCA 64
P FAM-CTGTAAGATGCTCACAATTT
bFGF NM 174216 SCCGGTCAAGGAAATACTCCAGTTG
A GGTCCTGTTTTGGGTCCAAGTTTAT 60
P TATGTGGCACTGAAACGA
FGFR 1 BC134637 S GGATGGCACCGGAGGC
A CCAAGACCACACGTCACTCT 59
P CTTGTTTGACCGGATCTAC
FGFR 2 X94263 S TCGGAATGTAACTTTTGAGGATGCT

A TCAACCATGCAGAGTGAAAGG
P CTTGGCGGGTAATTC

58

Beta  Bt03279174 gl*

actina

Quadro 2 -

S=sense, A = anti-sense ¢ P= probe (sonda). Sao Paulo, 2011

* Assay ID

Seqiiéncia dos oligonucleotideos iniciadores utilizados no PCR em tempo real
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5 ANALISE ESTATISTICA

Os dados obtidos, quando ndo apresentaram distribui¢do normal, foram
transformados em logaritmos e submetidos a andlise de variancia. O Teste t-Student foi
utilizado para comparagao das médias obtidas entre cada amostra provenientes de IATF e FIV
em todos os experimentos. Foi realizado o teste de correlacdo de Pearson entre todos dados
obtidos. Foram considerados estatisticamente significativos os valores para p<0,05. Os
graficos foram construidos a partir da média das amostras de cada grupo, do desvio e/ou erro

padrao (REIS, 2003).
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6 RESULTADOS

Os resultados a seguir referem-se a caracterizacdo macroscopica e microscopica,
expressdao dos genes VEGF e seus receptores Flt-1, KDR e bFGF, e seus receptores FGF1,
FGF2 do saco vitelino de embrides bovinos provenientes da Técnica de Inseminagdo

Artificial em Tempo Fixo e Fertilizagdo in vitro, entre 25 a 45 dias de gestagao.

6.1 ANALISE COMPARATIVA DO CROW-RUMP DOS EMBRIOES BOVINOS
PROVENIENTES DE IATF E FIV

Apo6s a coleta, dissecacdo e documentacdo fotografica, foram realizadas
mensuracdes da distancia occipto-sacral (CR) tomando-se como referéncia a crista nucal
numa extremidade e a Gltima vértebra sacral na extremidade oposta, utilizando um paquimetro
inoxidavel com divisdo em milimetros (150 x 0,02 mm). Apds as mensuragdes os embrides
foram divididos grupos: I, II, III, IV e V para realizacao da descrigdo macroscopica (Quadro
3).

Observou-se que nao houve diferenga significativa no tamanho dos embrides nas
idades de 25 (p=0,1), 35 (p=0,1), 40 (p=0,4) ¢ 45 (p=0,36) dias, quando comparados os
grupos de IATF e FIV (Graficos 1 e 2). Entretanto entre os embrides de IATF e FIV com 30
dias de gestacdo, houve diferenca estatistica (p= 0,03) (Grafico 1B).

A curva de crescimento do Crow-Rump aumentou gradativamente e linearmente

em fungdo da idade gestacional (Grafico 3).



Idade Crow-rump (mm)
Grupos | gestacional
(dias) TIATF FIV
25 5,9 8
25 6,1 8
25 6,1 7
Gl
25 7 -
25 7,2 -
30 10 13,6
30 10 13
30 11 13
GII
30 11 -
30 11 -
35 15,6 19
GIIl 35 15,6 19
35 18,5 20
40 22,5 26
40 24 23
GIV 40 25 28
40 25,3 -
45 26 33
45 29
GV 29
45 29 29
Quadro 3 - Grupos amostrais (G), idade gestacional (dias), Crow-rump (mm) de

embrides bovinos provenientes Inseminagdo Artificial em tempo fixo
(IATF) e Fertilizagdo in vitro (FIV). Sao Paulo, 2011




Grafico 1 -

Legenda -

=
o

Comprimento {mm}:I>

IATF FIvV

m
- =
N B oo

= =
o
HH

Comprimento (mm)

o N OB O

IATF FIV

(@]
M
w

20 A

15 4

10

Comprimento (mm)

IATF FIV

Graficos representando o comprimento (Crow-rump) de
embrides bovinos provenientes de IATF e FIV, entre as
idades gestacionais 25 (A), 30 (B) e 35 (C)

As barras representam a média e desvio padrao da média.
Nao houve diferengas estatisticas entre nos grupos A ¢ C.
Entre os grupos B (a/b) houve diferenca estatistica para P <
0,05

60



E- 25 I
=20 -
5 15
£
2 10 -
Q
[§] 5 -
O |
IATF FIV
E 35
E 30 - T
1
E— 25 -
€ 20 -
['F]
E 15 -
o
E’ 10 -
=]
%)
IATE FIV
, B , . W-
Grafico 2 Graficos representando o comprimento (Crow-rum de

embrides bovinos provenientes de IATF e FIV entre as idades
gestacionais 40 (D) e 45 (E)

Legenda -  As barras representam a média e desvio padrao da média. Nao
houve diferencas estatisticas entre os grupos para P < 0,05

35
30,33

30 -

20 -

15 = | ATF

e [V

Comprimento (mm)

6,27

25 30 35 40 45

Idade gestacional

Grafico 3 -  Crescimento ¢ desenvolvimento (Crown Rump) X idade gestacional de
embrides bovinos IATF e FIV



62

6.2 ANALISE COMPARATIVA MACROSCOPICA DO SACO VITELINO
PROVENIENTES DE IATF E FIV

Os sacos vitelinos dos embrides coletados foram divididos em 5 grupos, Grupo I
com 25 dias de gestacao, Grupo II com 30 dias de gestacdo, Grupo III com 35 dias de
gestagdo, Grupo IV com 40 dias de gestacdo, Grupo V com 45 dias de gestacdo, provenientes
de Inseminagdo Artificial em Tempo Fixo e Fertilizacdo in vitro (Quadro 4).

Grupo I, aos 25 dias de gestacao os sacos vitelinos proveniente de IATF e FIV em
sua analise macroscoOpica apresentavamum corpo central tnico, localizado proximo a regiao
ventral do embrido, local onde se origina o corddo umbilical. Este corpo se ramificava
originando duas extremidades de fundo cego, caracteristicas por serem longas e finas. As
extremidades acompanhavam o alantdide juntamente com os vasos umbilicais.

Dentre as diferengas notaveis nos sacos vitelinos de IATF do Grupo I, observou-
se nas amostras (CR 7,2mm e CR 7,0mm), um tnico vaso principal, o vaso vitelino, no qual
se ramificava intensamente dando origem a afluentes bem finos em toda extensdo da
membrana. Sua coloragdo era transparente. Em outra amostra (CR 6,1mm) observou-se um
conteudo amarelado em seu interior, a auséncia do vaso vitelino principal e a presenca de
manchas avermelhadas, lembrando a presenca de varios capilares. Também notou em outra
(CR 5,9mm) um aspecto esbranquicado, especialmente em suas extremidades, ndo
apresentando o vaso vitelino principal, mas sim manchas avermelhadas bem discretas, na qual
representavam a presenga dos capilares (Figuras 2 A, 2A1).

Entre as diferengas das amostras de FIV, dois sacos vitelinos (CR 8mm),
apresentavam um Unico vaso principal que se prolongava proxima a regido de bifurca¢do do
corpo em dois sacos de fundo cego, originando afluentes finos. Notou-se a presenca de
granulos em toda extensdo da margem interna, entretanto a margem externa apresentava
bordas regulares. Coloragdo transliicida. Em outras amostras do saco vitelino (CR 7mm), na
regido do vaso vitelino principal observou-se um mancha avermelhada discreta, um menor

corpo central e ambos os sacos de fundo cego mais finos (Figuras 2B, 2B1).
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Figura2 -  Fotografia do saco vitelino de embrides bovinos provenientes de IATF (A e Al) e FIV
(B e B1) com 25 dias de gesta¢do, CR 7,2mm (A e A1) CR 7mm (B ¢ B1)

Legenda- O saco vitelino de embrides bovinos (circulo preto) vista lateral apresentando a parte
central (c) com as extremidades (e) e carincula () localizada no endométrio, local de
fixagdo das membranas fetais

Grupo 11, aos 30 dias de gestacdo os sacos vitelinos proveniente de IATF e FIV
em sua analise macroscopica também apresentavam um corpo central Unico, localizado
proximo a regido ventral do embrido, local onde se originava o cordao umbilical. Este corpo
se ramificava originando duas extremidades, entretanto ja apresentavam um indicio de
regressdo e alongavam-se juntamente com a por¢ao ventral do alantdide, préximo aos vasos
umbilicais do embrido.

Dentre as diferengas notaveis nos sacos vitelinos de IATF, do Grupo II, observou-
se, 0 vaso vitelino principal presente nas amostras com CR 11mm, entretanto com um menor
calibre em relacdo a idade anterior, as duas ramificacdes de fundo cego afinavam-se em
diregdo das extremidades. A coloragdo ainda apresentava-se translicida, a borda externa
regular e a borda interna com presenca de granulos. Em outras amostras (CR 10mm) notou-se
o0 saco vitelino parcialmente enovelado, sem a presenga dos sacos de fundo cego. Na regido do
vaso vitelino principal observaram-se suaves manchas avermelhadas, representando micros

capilares. A coloragdo apresentava-se amarelada (Figura 3A, 3A1).
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Nas amostras de FIV do Grupo II uma amostra (CR 13mm) notou-se o saco
vitelino parcialmente enovelado, o vaso vitelino principal apresentou-se como uma pequena
mancha avermelhada(Figura 3B). Nas outras (CR 13,6mm e 13mm) o vaso vitelino principal
apareceu com calibre menor emitindo afluentes bem finos. O corpo se ramificava em dois
sacos de fundo cego que se afunilavam em direcdo as extremidades. Todos com coloragao

amarelada (Figura 3B1).

Figura3 -  Fotografia do saco vitelino de embrides bovinos provenientes de IATF (A e Al) e FIV
(B e B1) com 30 dias de gestacdo, CR 11mm (A e A1) CR 13mm (B) CR 13,6mm( B1)

Legenda— O saco vitelino de embrides bovinos (circulo preto), em vista lateral, apresentando a
parte central (¢) com as extremidades (e) e caruncula (») localizada no endométrio, local
de fixagdo das membranas fetais

Grupo 111, aos 35 dias de gestagdo os sacos vitelinos provenientes de IATF e FIV
em sua analise macroscopica também apresentavam um corpo central unico, localizado
proximo a regido ventral do embrido, local onde se originava o corddo umbilical. Este corpo
se ramificava originando duas extremidades em processo de involugao, justaposto ao amnio.

Dentre as diferengas notaveis nos sacos vitelinos de TATF, do Grupo III, nas

amostras (CR 15,6mm) o vaso vitelino principal era evidente com suas ramificagdes em micro
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capilares, entretanto estava em processo de involucdo dobrando-se sobre si, com coloragdo
amarelo intensa (Figura 4A). Em outra amostra (CR 18,5mm) a tnica diferenca encontrada foi
a auséncia do vaso vitelino principal (Figura 4A1).

Um amostra (CR 19mm) de FIV apresentava-se em um adiantado processo de
involu¢do, menor em relacdo as outras e coloragdo alaranjada (Figura 4B). Em duas amostras
de FIV (CR 20 mm e CR 19mm) o vaso vitelino principal era evidente, portanto as
membranas aparecendo em processo de involugdo, dobrando-se sobre si mesma. Coloragdo
amarelada, entretanto manchas vermelhas eram possiveis de serem visualizadas devido a

presenca dos micros capilares (Figura 4B1).

Figura4 -  Fotografia do saco vitelino de embrides bovinos provenientes de IATF (A e Al) e FIV
(B e B1) com 35 dias de gestagdo, CR 15,6 (A) CR 18,5m (Al) CR 19mm (B) CR
20mm ( B1)

Legenda— O saco vitelino (circulo branco) de embrides bovinos (seta vermelha) vista lateral, em

processo de involugao e coloragdo amarelo escuro
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Grupo 1V, aos 40 dias de gestagdo os sacos vitelinos provenientes de IATF e FIV
notavam-se o processo de involugdo evidente e bem caracterizado, pois a regido central e
extremidades estavam totalmente enoveladas.

Dentre as diferengas notaveis nos sacos vitelinos de IATF, do Grupo IV, em todas
as amostras (CR 22,5mm, CR 24mm, CR 25mm, CR 25,3mm) a regido central com as
extremidades assemelhavam-se a um pequeno grao achatado em contado com o amnio. Neste
periodo a coloragdo do saco vitelino apresentava-se mais intensa, amarelo escuro, auséncia do
vaso vitelino principal, entretanto havia presenc¢a de micro capilar (Figuras 5A, 5A1).

As amostras de FIV do Grupo IV (CR 28mm) o saco vitelino mostrava-se em
estagio de involu¢do avancado, sendo possivel visualizar um pequeno grao achatado
enovelado, com coloracdo amarelo escuro (Figura 5B). Nas outras amostras (CR 23mm e CR
26mm) observou-se auséncia do vaso vitelino principal, entretanto encontrava-se micro
capilares, as membranas dobravam-se sobre si enovelando-se e a coloragdo amarelo escuro

(Figura 5B1).

Figura 5 -  Fotografia do saco vitelino de embrides bovinos provenientes de IATF (A e Al) e FIV
(B ¢ B1) com 40 dias de gestagdo, CR 24 (A) CR 253mm (Al) CR 28mm (B)
CR23mm (B1)

Legenda-  Saco vitelino (circulo branco) de embrides bovinos (seta vermelha) vista lateral,

sofrendo involugdo, de coloragao amarelo escuro
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Grupo V, aos 45 dias de gestagcdo os sacos vitelinos provenientes de IATF e FIV
possuiam uma regido central e extremidades enovelados, mais ainda visiveis, localizados na
regido ventral do embrido e justapostos ao &mnio, em processo de regressdo evidente e bem
caracterizado.

Duas as amostras do Grupo V, de IATF, proveniente de gestacdo gemelar (CR
29mm) notavam-se menores em relagdo as amostras do mesmo grupo, com estrutura fina e
coloracdo amarelo claro, presenga de micros capilares (Figura 6A). Em outra amostra o saco
vitelino apresentava-se maior, enovelado e coloracdo amarelada e presenca de micros
capilares.

Dentre as diferengas notaveis nos sacos vitelinos de FIV, do Grupo V (CR 29mm,
CR 33mm) o vaso principal estava ausente, portanto visualizava-se micro capilares em toda
membrana. Observou-se dobrados sobre si, enovelados em evidente processo de involugao,

coloragdo amarelo escuro (Figura 6B).



Figura 6 - Fotografia do saco vitelino (SV) de
embrides bovinos provenientes de IATF
(A) e FIV (B) com 45 dias de gestacdo, CR
29mm (A) CR 33mm (B)

Legenda - Observe o saco vitelino (circulo branco) de
embrides bovinos (seta vermelha), vista
lateral, em estagio avancado de involugéo,
de coloragdo amarelo escuro, broto do
membro toracico (MT), broto do membro
pélvico (MP) e figado (F). A - Observar a
formagao do amnio (*)
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Grupos | IATF FIV

25dg Regido central e duas extremidades | Regido central e duas extremidades
Coloragdo translucida a Coloragdo translucida
esbranquicado Presenga de vasos sanguineos
Presenga de vaso vitelino principal
ou manchas avermelhadas

30 dg Regido central e duas extremidades | Regido central e duas extremidades indicio
indicio de regressao de regressao
Coloragdo translicida. Presenga de | Coloragdo translicida. Presenca de vasos
vasos sangiiineos. sangiiineos.

35dg Extremidades alongadas | Extremidades alongadas mostraram-se em
mostraram-se em processo de | processo de involugdo, enovelados.
involugdo, enovelados. Coloragdo amarela escuro. Justaposto ao
Coloragao amarela escuro. | Amnio
Justaposto ao &mnio Presenca de vasos sanguineos em menor
Presenga de vasos sanguineos em | quantidade.
menor quantidade.

40 dg Regido central com as | Regido central com as extremidades
extremidades assemelha-se a um | assemelha-se a um pequeno grao achatado.
pequeno grio achatado. Coloragdo do saco vitelino apresenta-se mais
Coloracdo do saco vitelino | intensa, amarelo escuro e justaposto ao
apresenta-se mais intensa, amarelo | &mnio
escuro e justaposto ao amnio

45 dg Regido central e extremidades | Regido central e extremidades enoveladas,
enoveladas, Justapostos ao amnio. | Justapostos ao amnio. Coloragdo amarela
Coloragao amarela escuro. | escuro. Processo de regressao evidente.
Processo de regressao evidente.

Quadro 4 - Analise comparativa das caracteristicas macroscépicas do saco vitelino

de embrides bovinos provenientes Inseminagao Artificial em tempo fixo
(IATF) e Fertilizacao in vitro (FIV), Sao Paulo, 2011
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6.3 ANALISE COMPARATIVA MICROSCOPICA DO SACO VITELINO
PROVENIENTE DE IATF E FIV

Os sacos vitelinos dos embrides coletados foram divididos em 5 grupos, Grupo I
com 25 dias de gestacao, Grupo II com 30 dias de gestacdo, Grupo III com 35 dias de
gestagdo, Grupo IV com 40 dias de gestacdo, Grupo V com 45 dias de gestacdo, provenientes
de Inseminagdo Artificial em Tempo Fixo e Fertilizagdo in vitro (Quadro 5)

O saco vitelino dos embrides bovinos provenientes das amostras coletadas de
IATF e FIV, aos 25 dias de gestacdo, observa-se camadas histologicas constituidos por:
internamente um epitélio simples cubico de origem endodérmica, tecido conjuntivo
embriondrio o mesénquima e uma fina camada de epitélio simples pavimentoso, representado
pelo mesotélio.

O endoderma possuia um epitélio simples cubico, formado por células com
caracteristicas de secre¢do apical, reveste a cavidade vitelinica, com formato poligonal,
nucleos redondos e localizados no centro das células,

O mesénquima, a camada intermediaria, era formada por células irregulares,
semelhante a estrela (estrelado) ou em formato fusiforme, com pequenas extensoes
citoplasmadticas ramificadas, formando uma rede entrelagada por todo o tecido, altamente
vascularizada, apresentando eritroblastos primarios nas ilhotas vasculares.

O mesotélio, a camada que estava voltada ao exoceloma, apresentava-se delgada,

com superficie continua, composto por células achatadas (Figura 7B e 7C).



Figura 7 - Fotomicrografia do saco vitelino de
embrides bovinos provenientes de IATF (A,
B) e FIV (C), Grupo I, com 25 dias de
gestacao

Legenda - Em A vista panoramica da membrana
vitelinica. Em B— C notar as trés camadas
que constituem o saco vitelino: endoderma
(e), o mesénquima (m) e o mesotélio (M). B
- O espago entre o endoderma e o mesotélio
¢ estreito, observar vaso sanguineo no
mesénquima (v). O Iumen do saco vitelino
(L). A ilhota vascular (IV) no mesénquima.
HE; A 500 um - B e C 200 pm
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Aos 30 dias de gestagdo o saco vitelino de embrides bovinos provenientes das
amostras coletadas de IATF e FIV, apresentavam 3 camadas: o endoderma, o mesénquima e o
mesotélio.

O endoderma era composto por um epitélio simples cubico, entretanto nas
amostras coletadas de IATF, algumas células apresentavam uma transi¢cao entre o formato
cubico alto, e havia formagdo de dobras ou pregas bem evidentes.

Nos animais observados no grupo de FIV as pregas nas amostras do saco vitelino
estavam presentes, mas com menor intensidade e quantidade.

O mesénquima possuia uma maior quantidade de tecido conjuntivo, formado por
células irregulares, semelhante a estrela (estrelado) ou em formato fusiforme, com evidentes
extensdes citoplasmaticas ramificadas formando assim uma rede com maior entrelagamento
pelo tecido. Os seus nlicleos sdo ovais, entretanto com uma menor quantidade de vasos
sanguineos, mas uma maior quantidade de hemacias nucleadas e hemangioblastos de origem
fetal, o mesenquima acompanha a formacgao das pregas do endoderma.

O mesotélio uma delgada camada de células alongadas, novamente com
caracteristicas sintetizadoras, portanto continuava liso, ndo acompanhando as pregas e/ou

dobras formadas pelo endoderma e mesénquima (Figura 8 Al e 8 B1).



Figura 8 -

Legenda -
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i B1

Fotomicrografia do saco vitelino de embrides bovinos provenientes de IATF
(A, Al) e FIV (B, B1), Grupo II, com 30 dias de gestagdo

Em A e B vista panoramica da membrana vitelinica. Em Al — B1 presen¢a
das trés camadas que constituem o saco vitelino: endoderma (e), o
mesénquima (m) e o mesotélio (M). Al Observar vaso sanguineo no
mesénquima (v). B 1- Célula do endoderma com presenca de dois nucléolos
(circulo amarelo). Presenga do limen (L). Formagdo de fenestras (seta azul).
Células do endoderma com formato globoso e as vezes cubico alto (circulo).
Células do mesotélio formando uma delgada camada. HE, A 500 um, B 200
pm, Al e B1 50 pm
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Nas amostras coletadas aos 35 dias de gestacdo, o saco vitelino de embrides
bovinos provenientes de IATF e FIV, apresentavam 3 camadas: o endoderma, o mesénquima
e o mesotélio.

O endoderma era formado por um epitélio simples ctibico e cubico alto, com
nucleos redondos e localizava-se no centro da célula, apresentando pregas ou dobras,
semelhantes a idade anterior. Nas amostras analisadas, o endoderma do saco vitelino de IATF,
ndo se observou goticulas apicais, ndo tendo indicios das células secretoras, entretanto nas
amostras de FIV encontrou formagao de goticulas apicais.

O mesénquima apresentava uma maior quantidade de tecido conjuntivo que nas
fases anteriores, formado por células irregulares, variando seu formato de estrela (estrelado) a
fusiforme, grandes extensdes citoplasmaticas que ramificavam-se formando uma rede com
alto grau de entrelacamento, notava-se ainda uma menor quantidade de vasos sanguineos e
eritroblastos primarios que na fase anterior, sendo compensado por uma presenga de hemacias
nucleadas e de hemangioblastos.

J& o mesotélio apresentava-se delgado e com células alongadas (Figura 9 Al e 9

BI).
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Figura 9 - Fotomicrografia do saco vitelino de embrides bovinos provenientes de IATF (A, Al)
e FIV (B, B1), Grupo III, com 35 dias de gestacdo

Legenda - Em A e B vista panordmica da membrana vitelinica. Em Al e B1 nota-se a
presenca das trés camadas que constituem o saco vitelino: endoderma (e), o
mesénquima (m) e o mesotélio (M). Observar vaso sanguineo no mesénquima
(v). Presenca do lumen (L). Formagdo de feenstras (seta azul). Células do
mesotélio formando uma delgada camada. HE, A 500 um, A1, B e B1 200um

Aos 40 dias de gestacdo as amostras analisadas do saco vitelino de embrides
bovinos provenientes de IATF e FIV, possui 3 camadas: o endoderma, o mesénquima ¢ o
mesotélio.

O endoderma apresentava um epitélio simples cubico e cubico alto, com nucleo
redondo e localizado no centro da célula, apresentado pregas. Existia formagao de goticulas

apical.
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No mesénquima das amostras de IATF, notou-se um adensamento das células por
diminuicdo do limen, maior concentragao celular. Nas amostras coletadas e analisadas de
FIV, o adensamento celular era mais evidente, formando acumulos de células de epitélio
cubico com desaparecimento do mesoderma nesta regido. Em todas as amostras as células
possuiam formato irregular, variando seu formato de estrela (estrelado) ao fusiforme, com
imensas extensoes que se ramificavam e formavam um arcabougo para o tecido. Os nucleos
seram ovais, com uma minima vascularizacdo, com a auséncia de ilhotas eritroblasticas,
menor quantidade de hemadcias nucleadas e hemangioblastos de origem fetal. O mesotélio

apresentava-se delgado e com células alongadas (Figuras 10 Al e 10 B1).

Figura 10- Fotomicrografia do saco vitelino de embrides bovinos provenientes de IATF (A, Al)
e FIV (B, B1), Grupo 1V, com 40 dias de gestagdo

Legenda - Em A e B vista panordmica da membrana vitelinica. Em Al e B1 observam-se lumen
(L) do saco vitelino, formagdo de rugas profundas (seta azul) e vaso sanguineo.
Presenca das trés camadas que constituem o saco vitelino: endoderma (e), o
mesénquima (m) e o mesotélio (M). HE, A e B 500 um, A1 50 pm, B1 200 pm
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Nas amostras coletadas aos 45 dias de gestagdo o saco vitelino de embrides
bovinos provenientes de IATF e FIV observou-se uma reorganizacdo dos extratos
histologicos, ndo havia presenca de pregas ou dobras, voltando a ter as caracteristicas do
primeiro estagio analisado, 25 dias de gestagdo. Nesta fase também ocorreu uma diminui¢ao

do seu tamanho macroscopico como um todo (Figuras 11 Al e 11 B1).

Figura 11 - Fotomicrografia do saco vitelino de embrides bovinos provenientes de IATF (A, Al)
e FIV (B, B1), Grupo V, com 45 dias de gestagao

Legenda - Em A e B vista panordmica da membrana vitelinica. Em Al e B1 observam-se lumen
(L) do saco vitelino, formagdo de rugas profundas (seta azul) e vaso sanguineo.
Presenca das trés camadas que constituem o saco vitelino: endoderma (e), o
mesénquima (m) e o mesotélio (M). HE, A 500 um, A1, B e B1 50 um
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O endoderma apresentou formacao de goticulas apicais nas idades de 25, 30, 35,
40 dias de gestagao, apresentando granulos no seu citoplasma. Aos 45 dias de gestacao nao foi
observado presenca dos granulos de liberacdo de glicogénio, tantos nas amostras de IATF

como de FIV (Figura 12).



Figura 12 - Fotomicrografia do saco vitelino de embrides bovinos
provenientes de IATF (A, B, C, D e E) e FIV (A1, B1,
Cl1, D1, El). Com 25, 30, 35, 40 e 45 dias de gestagdo
respectivamente

Legenda—  Notam-se granulos de glicogénio (seta azul) no
endoderma. PAS A, B, C, D, E, Al, B1, C1, D1, e E1 50
um
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Grupos | IATF FIvV

25dg Camadas histoldgicas semelhantes:;
ENDODERMA epitélio simples cubico,
MESENQUIMA células irregulares, formato de estrela (estrelado) ou fusiforme.
Altamente vascularizada, ilhotas vasculares.
MESOTELIO: células achatadas

30dg Mesmas camadas histologicas da | Mesmas camadas histologicas da idade anterior,
idade anterior, presenga de pregas | presenca de pregas ou dobras, mas em menor
ou dobras, mesoderma | intensidade e quantidade.
acompanhando as  formagoes,
mesotélio continua liso.

35dg Epitélio simples cubico ou cubico | Epitélio simples cubico ou ctbico alto.
alto. Presencga de pregas ou dobras.
Presenga de pregas ou dobras. Ha formag@o de goticulas apicais.
Nao ha formagdo de goticulas
apicais.

40 dg Epitélio simples cubico e cubico | Epitélio simples ctibico e cubico alto.
alto. Presenca de pregas ou dobras.
Presenca de pregas ou dobras com | Ha formacdo de goticula apical.
adensamento das células, formando | Tecido conjuntivo mais celularizado.
acumulo das células do epitélio
cubico com desaparecimento do
mesoderma.
Ha formagao de goticula apical.

45 dg Reorganizagio dos extratos | Reorganizacdo dos extratos histologicos.
histoldgicos. Auséncia de pregas ou dobras.
Auséncia de pregas ou dobras. Caracteristicas semelhantes aos 25 dias de
Caracteristicas semelhantes aos 25 | gestac@o.
dias de gestacdo.

Quadro 5 — Analise comparativa das caracteristicas microscopicas do saco vitelino de

embrides bovinos provenientes Inseminagdo Artificial em tempo fixo (IATF) e
Fertilizacdo in vitro (FIV), Sdo Paulo, 2011



81

6.4 IMUNOHISTOQUIMICA

Foram utilizados sacos vitelinos de embrides bovinos provenientes de
Inseminagdo Artificial em Tempo Fixo e Fertilizagao in vitro, com 25, 30, 35, 40 e 45 dias de
gestagdo respectivamente, obtidas as imunolocalizacdes das proteinas VEGF, KDR e Flt-1.

Os fatores angiogénicos VEGF, KDR e Flt-1, foram localizados no citoplasma das
células que formam o endoderma e no citoplasma dos eritroblastos primdarios localizados nos
vasos sanguineos do mesénquima vitelinico, em todas as idades analisadas de ambos os
tratamentos.

No VEGEF nao foi possivel observar nenhuma diferenga expressiva na intensidade
do sinal das proteinas entre os diferentes grupos (Figuras 13, 14, 15, 16 ¢ 17).

O KDR observou-se uma reagdo positiva mais intensa no citoplasma das células
do endoderma e eritroblastos nas idades de 25, 30, 35 e 40 dias de gestagao (Figuras 18, 19,
20 e 21), aos 45 dias notou-se uma fraca reacdo na marcagdo do citoplasma das células
mencionadas (Figura 22).

O FIt-1 observou-se uma reacao positiva mais intensa no citoplasma das células
do endoderma e eritroblastos nas idades de 25, 30, 35 e 40 dias de gestagao (Figuras 23, 24,
25 e 26), aos 45 dias notou-se uma fraca reacdo na marcagdo do citoplasma das células
mencionadas (Figura 27).

Nenhuma reagdo positiva foi analisada nas células do mesotélio. No controle
negativo foi colocado PBS no local do Anticorpo primario, com o objetivo de aumentar a

especificidade da reagdo.



Figura 13 - Fotomicrografias do anticorpo VEGF no Saco Vitelino, com 25 dias de gestagdo

Legenda- A — SV proveniente de IATF, B SV proveniente de FIV, C — Controle positivo e D
- controle negativo. Observar a reacao citoplasmatica positiva nos eritroblastos no
mesénquima (seta vermelha), células do endoderma (seta azul). Barra: 50pum
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Figura 14 - Fotomicrografias do anticorpo VEGF no Saco Vitelino, com 30 dias de gestagdo

Legenda- A — SV proveniente de IATF, B SV proveniente de FIV, C — Controle positivo e D
- controle negativo. Observar a reacao citoplasmatica positiva nos eritroblastos no
mesénquima (seta vermelha), células do endoderma (seta azul). Barra: S0um
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Figura 15 - Fotomicrografias do anticorpo VEGF no Saco Vitelino, com 35 dias de gestagdo

Legenda- A — SV proveniente de IATF, B SV proveniente de FIV, C — Controle positivo ¢ D -
controle negativo. Observar a reagdo citoplasmatica positiva nos eritroblastos no
mesénquima (seta vermelha), células do endoderma (seta azul). Barra: S0um

84



Figura 16 -

Legenda -

Fotomicrografias do anticorpo VEGF no Saco Vitelino, com 40 dias de gestagao

A — SV proveniente de IATF, B SV proveniente de FIV, C — Controle positivo e
D - controle negativo. Observar a reagdo citoplasmatica positiva nos
eritroblastos no mesénquima (seta vermelha), células do endoderma células
(seta azul). Barra: 50um (C, D e E), 200pm (A)
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Figura 17 -

Legenda -

Fotomicrografias do anticorpo VEGF no Saco Vitelino, com 45 dias de gestacdo

A — SV proveniente de IATF, B SV proveniente de FIV, C — Controle positivo ¢
D - controle negativo. Observar a reagdo citoplasmatica positiva nos
eritroblastos no mesénquima (seta vermelha), células do endoderma células
(seta azul). Barra: 50pum
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Figura 18 -  Fotomicrografias do anticorpo KDR no Saco Vitelino, com 25 dias de gestagdo

Legenda - A — SV proveniente de IATF, B SV proveniente de FIV, C — Controle positivo ¢ D -
controle negativo. Observar a reagdo citoplasmatica positiva nos eritroblastos no
mesénquima (seta vermelha), células do endoderma células (seta azul). Barra: 50pm
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Figura 19 - Fotomicrografias do anticorpo KDR no Saco Vitelino, com 30 dias de gestacdo

Legenda - A — SV proveniente de IATF, B SV proveniente de FIV, C — Controle positivo e D -
controle negativo. Observar a reagdo citoplasmatica positiva nos eritroblastos no
mesénquima (seta vermelha), células do endoderma células (seta azul). Barra: 50pm
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Figura 20 - Fotomicrografias do anticorpo KDR no Saco Vitelino, com 35 dias de gestacdo

Legenda- A — SV proveniente de IATF, B SV proveniente de FIV, C — Controle positivo e D -

controle negativo. Observar a reagdo citoplasmatica positiva nos eritroblastos no
mesénquima (seta vermelha), células do endoderma células (seta azul). Barra: S0um
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Figura 21 - Fotomicrografias do anticorpo KDR no Saco Vitelino, com 40 dias de gestagao

Legenda - A — SV proveniente de IATF, B - SV proveniente de FIV, C — Controle positivo ¢ D -
controle negativo. Observar a reagdo citoplasmatica positiva nos eritroblastos no
mesénquima (seta vermelha), células do endoderma células (seta azul). Barra: 50pum
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Figura 22 -  Fotomicrografias do anticorpo KDR no Saco Vitelino, com 45 dias de gestagdo

Legenda - A — SV proveniente de IATF, B SV proveniente de FIV, C — Controle positivo ¢ D -
controle negativo. Observar a reacdo fraca no citoplasma das células do endoderma.
Barra: 50pum
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Figura 23 - Fotomicrografias do anticorpo Flt-1 no Saco Vitelino, com 25 dias de gestacao

Legenda- A — SV proveniente de IATF, B SV proveniente de FIV, C — Controle positivo e D -
controle negativo. Observar a reagdo citoplasmatica positiva nos eritroblastos no
mesénquima (seta vermelha), células do endoderma células (seta azul). Barra: 50um
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Figura 24 - Fotomicrografias do anticorpo Flt-1 no Saco Vitelino, com 30 dias de gestacao

Legenda - A — SV proveniente de IATF, B SV proveniente de FIV, C — Controle positivo e D -
controle negativo. Observar a reagdo citoplasmatica positiva nos eritroblastos no
mesénquima (seta vermelha), células do endoderma células (seta azul). Barra: 50pm
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Figura 25 - Fotomicrografias do anticorpo Flt-1 no Saco Vitelino, com 35 dias de gestag¢do

Legenda - A — SV proveniente de IATF, B SV proveniente de FIV, C — Controle positivo e D -
controle negativo. Observar a reagdo citoplasmatica positiva nos eritroblastos no
mesénquima (seta vermelha), células do endoderma células (seta azul). Barra: 50um
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Figura 26 - Fotomicrografias do anticorpo FLT-1 no Saco Vitelino, com 40 dias de gestagdo

Legenda- A — SV proveniente de IATF, B SV proveniente de FIV, C — Controle positivo e D -

controle negativo. Observar a reacdo citoplasmatica positiva nos eritroblastos no
mesénquima (seta vermelha), células do endoderma células (seta azul). Barra: 50pum
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Figura 27 - Fotomicrografias do anticorpo Flt-1 no Saco Vitelino, com 45 dias de gestagao

Legenda- A — SV proveniente de IATF, B - SV proveniente de FIV, C — Controle positivo e D -
controle negativo. Observar a reacdo citoplasmatica positiva nos eritroblastos no
mesénquima (seta vermelha), células do endoderma células (seta azul). Barra: S0um
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6. 5 EXPRESSAO GENICA

A expressio do mRNA dos fatores angiogénicos VEGF, Flt-1, KDR foram
analisadas em ambos os grupos de Saco Vitelino provenientes de embrides de Inseminagao
Artificial em Tempo Fixo e Fertilizacao in vitro, a transcri¢cao do sistema VEGF foi detectada
em todas as amostras de saco vitelino de 25, 30, 35, 40 e 45 dias de gestacao.

Analisando a expressdao relativa do mRNA do VEGF (p=0,4960) ¢ KDR
(p=0,9362) e Flt-1 (p = 0,4373) aos 25 dias de gesta¢dao, nenhuma diferenca foi encontrada
(Grafico 4). Aos 30 dias de gestacdo, a expressao relativa do mRNA do VEGF (p=0,0689)
demonstrou um tendéncia maior nas amostras de IATF e KDR (p=0,0667) demonstrou um
tendéncia na expessdo sendo maior nas amostras de FIV, entretanto a expressdo do Flt-1 (p=
0,0493) foi significativamente diferente e maior nas amostras de IATF (Grafico 5).

Avaliando a expressao relativa do mRNA do VEGF (p=0,3188) e seus receptores
KDR (p=0,3859) e Flt-1 (p= 0,3926) no grupo com 35 dias de gestacdo, nenhuma diferenga
foi encontrada (Grafico 6).

A expressao relativa do mRNA do VEGF (p=0,6934), KDR (p=0,2970) e Flt-1
(p=0,3039) no grupo com 40 dias de gestacao, nenhuma diferenca foi encontrada (Grafico 7).

Observou-se que ndao houve diferenga significativa na expressdo relativa do
mRNA do VEGF (p=0,3040), KDR (p=0,7853) e Flt-1 (p= 0,2710) quando comparados os
grupos de IATF e FIV, com 45 dias de gestacao (Grafico 8).
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A expressao do mRNA dos fatores angiogénicos e de crescimento bFGF, FGFR-1
e FGFR-2 foram analisadas em ambos os grupos de Saco Vitelino provenientes de embrides
de Inseminacdo Artificial em Tempo Fixo e Fertilizacdo in vitro, a transcricdo do sistema
bFGF foi detectada em todas as amostras de saco vitelino de 25, 30, 35, 40 e 45 dias de
gestacao.

Analisando a expressao relativa do mRNA do bFGF (p=0,3015), FGFR-1
(p=0,4657) e FGFR-2 (p=0,9067) aos 25 dias de gestacdo, nenhuma diferenca foi encontrada
(Grafico 9).

Aos 30 dias de gestacdo, a expressdo relativa do mRNA do bFGF (p=0,6551),
FGFR-1 (p=0,6146) ¢ FGFR-2 (p=0,7410), ndo observou-se diferenga entre os grupos
(Gréfico 10).

Aos 35 dias de gestagdo, a expressdo relativa do mRNA do bFGF (p=0,2130),
FGFR-2 (p=0,3693) ndo apresentou diferenca, entretanto a expressao do FGF-1 (p= 0,0120)
foi significativamente diferente, sendo maior nas amostra de IATF em relagdo as amostras de
FIV (Gréfico 11).

Aos 40 dias de gestagdo a expressdo relativa do mRNA do bFGF (p=0,3184),
FGFR-1 (p=0,2495) e FGFR-2 (p=0,4432), ndo apresentou diferenca significativa (Grafico
12).

Aos 45 dias de gestagdo observou-se que ndao houve diferenca significativa na
expressao relativa do mRNA do bFGF (p=0,3284) e seus receptores FGFR-1 (p=0,9727) e
FGFR-2 (p=0,7833) (Grafico 13).
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7 DISCUSSAO

Os embrides utilizados neste trabalho foram coletados com 25, 30, 35, 40 ¢ 45
dias de gestagdo, entretanto no sentido de confirmar o estagio do desenvolvimento, foram
realizadas mensuragdes da distancia occipto-sacral (CR) de cada embrido tomando-se como
referéncia a crista nucal numa extremidade e a tltima vértebra sacral na extremidade oposta,
utilizando um paquimetro inoxidével, de acordo com as técnicas descritas na literatura.
Consultando a tabela de Evans e Sack (1973) e Noden e Lahunta (1990), constatou-se que as
informacodes nelas contidas apresentaram valores aproximados com os obtidos neste trabalho,
sugerindo assim que a mencionada tabela contem pardmetros e dados que podem ser
aplicados as ragas bovinas tropicais.

A curva de crescimento do CR aumentou gradativamente e linearmente em fungao
da idade gestacional, conforme descrito por Reynolds et al. (1990). Este crescimento esta
relacionado ao inicio da forma¢do da maioria dos 6rgdos que ocorre entre a segunda e sexta
semana de gestacdo, como descrito por Hafez e Hafez (2004), durante este periodo o trato
digestodrio, os pulmdes, o figado e o pancreas se desenvolvem a partir do intestino primitivo.

Bertolini e Anderson (2002) e Assis Neto et al. (2010) observaram que o padrao
de crescimento embrionario e fetal, foi significamente diferente entre os embrides produzidos
in vivo ¢ in vitro. No mesmo estudo, os embrides in vitro foram consideravelmente menores
do que os conceptos in vivo, entretanto observou-se que nao houve diferenga significativa no
tamanho dos embrides das mesmas idades produzidos in vivo (IATF) comparados com os
embrides in vitro (FIV), nas idades de 25 (p=0,1), 35 (p=0,1), 40 (p=0,4) e 45 (p=0,36) dias,
assim como Suzuki et al.(2011) relataram que ndo hé diferenga no crescimento embrionario
entre as técnicas de IA e FIV. Somente entre os embrides de IATF e FIV com 30 dias de
gestagdo, houve diferenca significativa (p= 0,03), sendo os embrides de FIV maiores em
relacdo aos embrides de IATF. As razdes que conduzem a estas diferencas podem ser
explicadas pela selecdo dos embrides, meios utilizados nos cultivos celulares.

As diferengas no desenvolvimento inicial de gestagdo foram atribuidas ao sistema
de producdo embrionaria (BERTOLINI; ANDERSON 2002). Anormalidades do
desenvolvimento embriondrio, fetal, placenta e bezerros recém nascidos, provenientes de FIV
tém sido predominantemente atribuida a presenga de soro no meio de cultivo (LANE et al.,

2003; SINCLAIR, 1999; VAN WAGTENDONK - DE LEUW, 2000).
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Outros fatores estdo associados a este crescimento Ferrel (1991) por exemplo
associou o crescimento fetal com o gendtipo. Ja Lasely et al. (1961) relacionaram com o sexo
do feto, entretanto Jainudeen e Hafez (1993) relacionam seu crescimento com a nutri¢do
materna e stress térmico. Ao longo da gestacio segundo Pfarrer et al. (2001) o
desenvolvimento circulatério da placenta ¢ um sistema de mudanca, sendo estabelecido na
primeira metade da gestagcdo, assim dando suporte ao aumento das necessidades fetais. Além
destes fatores o hormonio do crescimento, insulina e o fator de crescimento da insulina I e II
também influenciam. A insulina ¢ importante para o crescimento fetal também
(JAINUDEEN; HAFEZ, 2004).

Para Sandler (2005) embrides com a mesma idade a partir da fertilizagdo nao se
desenvolvem necessariamente na mesma velocidade. Ja foram encontradas diferengas
consideraveis na razao de crescimento, mesmo em estagios inicias de desenvolvimento.

O saco vitelino ¢ a primeira das membranas fetais a se desenvolver em marsupiais
e mamiferos eutérios, porém nestes ultimos € posteriormente substituido pela placenta corio-
alantdide, a qual ¢ caracteristica da maioria dos mamiferos. Ele o Unico anexo embrionario
presente em todas as espécies viviparas e oviparas de embrides vertebrados (MOSSMAN,
1987; NODEN; LAHUNTA, 1990), o qual apresenta uma variedade de formatos e relagcdes de
sintopia com as demais membranas embrionarias e fetais. Possui fungdes primitivas, talvez
uma das principais, esteja relacionada com a formacdo de células-tronco multipotentes,
capazes de formar as células sanguineas, bem como diferenciar-se em endotélio das veias,
artérias e capilares (CHO et al., 2006), mediantes células precursoras de ambas linhagens
hematopoética e endotelial, denominadas hemangioblastos (SABIN, 1920; MURRAY, 1932;
LI; WEI, WAGNER, 1999; JAFFREDO et al., 2005).

Em ruminantes o saco vitelino é grande, vascular e completamente cercado pela
cavidade extra-embrionica. Em bovinos, o saco vitelino se solta do corio pelo vigésimo dia de
gestagdo e no vigésimo quinto dia se reduz a uma estrutura solida na forma de um cordao
(LATSHAW, 1987). Em ovinos ocorre também a degeneragdo das paredes do saco vitelino
em um periodo semelhante (RUSSE et al., 1992), entretanto ndo observamos este inicio de
formagao do saco vitelino, uma vez que os estudos por nos realizados iniciaram aos 25 dias de
gestagdo, contudo caracteristica semelhante pode ser observada.

A membrana vitelina bovina era completamente formada, grande, vascular e
localizada ventralmente ao embrido aos 25 e 30 dias de desenvolvimento. Esta caracteristica
gradativamente modifica-se a partir dos 35 dias, a qual passa a apresentar menor tamanho,

com caracteristicas diferentes do encontrado por Latshaw (1987). O autor cita que nos
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mamiferos domésticos o saco vitelino, independente da fase de desenvolvimento, ¢ grande,
vascular e completamente cercado pela cavidade extra-embrionica.

O saco vitelino aos 25 dias de gestacdo apresentou a membrana vitelina partindo
da por¢ao ventral do embrido, com coloracdo translucida e formato de “T”. Esta por¢ao
encontrava-se proxima a regido ventral do embrido, apresentando duas extremidades
constituidas por finas membranas que acompanhavam o alantéide juntamente com 0s vasos
umbilicais. Esta descricdo assemelha-se aos achados de Evans e Sack (1973), Assis Neto et al.
(2010), Maganares (2007) ao descreverem a presenca do saco vitelino aos 22 dias de idade
gestacional. Maddox-Hittel et al. (2003) que citam a presenca de um saco vitelino primitivo
com 21 dias de gestacdo, enquanto que Assis-Neto et al. (2010) citam que este aparece no
periodo compreendido entre 20 e 25 dias de gestacdo, todos em estudos com embrides
bovinos. Wooding e Flint (1994), afirmam que em embrides bovinos aos 30 dias de gestacao
o0 saco vitelino ¢ uma estrutura insignificante. Por sua vez Marshall (1952), Latshaw (1987),
Noden e Lahunta (1990) citam que aos 20 e 25 dias de gestacdo o saco vitelino ¢ uma
estrutura reduzida a um grupo soélido de células, contudo esses autores ndo fazem alusdao em
seus trabalhos aos aspectos morfofuncionais em diferentes faixas etarias que comprovassem
processos degenerativos ou inatividade.

A partir dos 30 a 35 dias de gestagdo os sacos vitelinos de IATF e FIV
apresentaram-se com coloracdo amarela escura, tornando-se enovelado e justaposto a
membrana amnidtica. Iniciando seu processo de regressdo, a partir dos 40 a 45 dias de
gestacdo, o saco vitelino passa a ter coloragdo amarela escura, torna-se enovelado e justaposto
a membrana amniotica. Continuando seu processo de regressdao, uma vez que sua funcao de
nutricdo comegcara a ser suprida via placenta, sua fungdo hematopoiética diminui, estando os
orgdos em estagio de desenvolvimento mais avangados e a circulacdo sanguinea entre mae e
feto se estabelecendo. Isto confirma os achados de Santos e Azoubel (1996), Assis Neto
(2005), Macanares (2007) e Alberto (2010) os quais relatam que nos mamiferos placentarios a
funcao do saco vitelino ¢ reduzida, visto que sua nutri¢do ocorre via placenta.

Assis Neto et al. (2010) descreveu o desenvolvimento placentario em bovinos e
verificou que o saco vitelino esta localizado na cavidade exocelomatica, na por¢ao central do
embrido, proximo ao corddo umbilical, permanecendo conectado ao intestino posterior do
embrido. Suas extremidades alongam-se acompanhando o alantdide ventralmente, persistindo
até os 70 dias, medindo neste periodo0,30 cm. O saco vitelino aos 45 dias de gestacdo em

embrides IATF, FIV apresentavam caracteristicas semelhantes estando justaposto ao amnio,
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com coloragdo amarela escura, entretanto o saco vitelino ¢ uma estrutura que ndo desaparece
repentinamente sua involu¢ao acompanha o desenvolvimento embrionario.

Primeiramente o saco vitelino situa-se na regido ventral do embrido em formagao,
onde mantém, segundo Mancanares (2007); Pereda e Motta (1999), uma conexdo com o
intestino primitivo proveniente do intestino posterior. Porém, com o deslocamento do
pediculo embrionario para o estabelecimento do cordao umbilical, o saco vitelino justapde-se
ao amnio, e ¢ externalizado da regido ventral do embrido para a regido medial do cordao
umbilical, diferentemente do relatado por Latshaw (1987), Russe et al. (1992), os quais
afirmaram que o mesmo se solta do cério e se reduz a uma estrutura sélida na forma de um
cordao.

Segundo Dunton et al. (1986), Assis Neto (2005) e Macanares (2007) o saco
vitelino ¢ composto por 3 camadas de tecido celular separadas por duas membranas basais.
No citoplasma existem inimeros vactolos, mitocondrias bem desenvolvidas e um extensivo
complexo de Golgi. Nossos achados sdo semelhantes aos ja descritos por outros autores,
sendo formado por trés camadas: o endoderma, camada unica que reveste a cavidade
vitelinica, constituido por células endodérmicas, mesotélio, camada simples mesotelial
voltada ao exoceloma-mesotélio e uma camada intermediaria mesenquimal vascular—
mesénquima. O endoderma ¢ constituido por células endodérmicas, aos quais apresentam-se
apoiadas pelo mesénquima embrionario e mesotélio.

Segundo Assis Neto (2005) e Manganares (2007) o saco vitelino de embrides
bovinos apresentam inimeras ilhotas vasculares, as quais correspondem aos vasos envolvidos
pelas células vitelinicas e células mesenquimais. No interior dos vasos identificou-se
hemangioblastos em grande quantidade. Na camada correspondente ao mesénquima delgado e
as células alongadas, o endoderma da membrana vitelinica composto por células
endodérmicas, grandes, uni ou binucleadas. Tal arranjo celular assemelha-se a uma glandula
devido a arquitetura em ilhas vasculares somado as camadas teciduais. Este achado
assemelha-se as amostras analisadas de IATF e FIV que apresentaram maior quantidade de
hemacias nucleadas, hemangioblastos de origem fetal, com uma Unica camada de células de
formato globoso, colunares e epitélio formando algumas rugas, algumas células binucleadas.
A camada que corresponde ao mesénquima apresentou-se delgada e com células alongadas,
com caracteristicas de serem células sintetizadoras.

De acordo com Riisse et al. (1992) a parede do saco vitelino é especialmente
vascularizada, em todas as amostras analisadas, tanto de IATF como de FIV, pode se observar

presenca de vasos sanguineos em todo mesénquima. De acordo com os autores a circulacao
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no saco vitelino em bovinos e ovinos ¢ responsavel pela transmissdo de metabolicos entre
mae e embrido até a formagdo da placenta. Esta estrutura ¢ altamente relacionada ao bom
desenvolvimento do embrido, uma vez que ela depende a nutrigdo, protecdo e também
formacao de o6rgdos fundamentais para a sobrevivéncia do embrido, tais como o intestino
primitivo, que se desenvolve a partir do saco vitelino.

Os genes VEGF e seus receptores KDR e Flt-1 apresentaram no saco vitelino um
padrdo de expressdo continuo, de 25 aos 45 dias de gestacdo, porém com niveis variaveis em
todas as idades utilizadas, apresentando uma tendéncia entre os grupos de IATF e FIV aos 30
dias. Na expressdo dos genes VEGF e KDR ocorreu uma diferenca significativa em relagao ao
FlIt-1, na mesma idade supracitada, este se expressando mais nas amostras de IATF quando
comparados aos de FIV. Entretanto esta fase ¢ critica para o desenvolvimento do feto e os
embrides de FIV apresentavam-se maiores com um desenvolvimento mais rapido em relacao
aos outros embrides da mesma idade, achado que confirma a descri¢do de Assis Neto (2005)
relata que o saco vitelino € funcional até 50 dias de gestacdo. O VEGF ¢ um gene altamente
especifico para células endoteliais vasculares, induz proliferagdo de células endoteliais,
promove migragdo celular, também induz a angiogenese e regulagdo da formagdo vascular
(NEUFELD et al., 1999). Para Sandler (2005) embrides com a mesma idade a partir da
fertilizagdo ndo se desenvolvem necessariamente na mesma velocidade. Ja foram encontradas
diferengas considerdveis na razdo de crescimento, mesmo em estagios inicias de
desenvolvimento.

De acordo com Auerbach Huang e Lu (1996) ¢ Hyttel; Sinowakz e Vejlsted
(2010) o saco vitelino ¢ o primeiro local de hematopoiese durante o desenvolvimento de
mamifer. E também o primeiro local de desenvolvimento dos vasos sangiiineos. O
desenvolvimento de ilhas de sangue no saco vitelino ¢ um processo integrado nas quais esses
dois eventos de desenvolvimento, hematopoiese e vascularizagdo, procedem em comum
acordo. Em relacao aos fatores angiogénicos, foram estudados a expressao génica e protéica
do VEGF, KDR e Flt-1, foram localizados no citoplasma dos eritroblastos dos vasos
sanguineos encontrados no mesénquima e nas células do endoderma, em todos os grupos
observados. Entretanto verificamos com estes achados que o VEGF presente no saco vitelino
permanece desempenhando sua fungdo, fato descrito por Pfarrer et al. (2006a,2006b) e por
Neufeld et al. (1999) os quais descrevem que o sistema VEGF tem sido identificado na
placenta de vérias espécies, inclusive da vaca. Nesta seus receptores sdo encontrados durante
a gestacdo ndo somente nas células endoteliais, mas também em células endometriais e nas

células trofoblasticas. Assis Neto (2010) descreve que o saco vitelino ¢ um oOrgao
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necessariamente imprescindivel para o embrido suportar os estagios mais avangados das
gestacoes.

O Flt-1 ¢ um gene essencialmente expresso pelo hemangioblasto assim como
descrito por Millauer et al. (1993); Kabrun et al. (1997); Forrai e Robb (2003); Bertrande e
Traver (2009); Lancrin et al. (2009). Nas amostras de saco vitelino sua expressdo foi
significativamente diferente aos 30 dias de gestacao. Nas outras idades ndo notou-se diferenca
na expressdo deste gene, sendo provavelmente requerido para o desenvolvimento das ilhas
sanguineas (MANDRIOTA, MENOUD; PEPPER, 1996). Tal dado foi importante para
inferirmos que o periodo provavelmente ativo do hemangioblasto em originar células-tronco
hematopoéticas e progenitoras endoteliais devem ocorrer em fases embriondrias iniciais, até
35 dias de gestagdo, pois os genes KDR e VEGF sdo marcadores de células-tronco
hematopoéticas (FENNIE et al., 1995; KIRCHSTEIN; SKIRBOLL, 2001; NG et al., 2004;
NARDI; ALFONSO, 2006; BITTENCOURT; ROCHA, 2006; MCKINNEY-FREEMAN et al.,
2009; TARNOK; ULRICH; BOCSI, 2010) e progenitores endoteliais (WATT, 1995; ASAHARA
etal., 1997; PEICHEYV et al., 2000; DEB; PATTERSON, 2010)

Presume-se que o VEGF e seus receptores possam ser auto-regulados através de
mecanismos autdcrinos, € também através de outros receptores ainda ndo citados
anteriormente na literatura, o que explicaria sua expressao quase que continua dos 25 aos 45
dias de gestacdo. De acordo com Tseng et al. (2004) a expressao do Flt-1 aumentado nos vilos
do trofoblasto ¢ regulada a partir de mecanismos autdcrinos, enquanto que a expressao de
VEGF e do KDR aumentada ¢ regulada através de mecanismos paracrinos. Entretanto como
descrito por Li et al. (1999) as Tirosina quinases, receptores Flt-1 e KDR, sd3o importantes
fatores reguladores no processo do crescimento celular, proliferagdo e diferenciacdo e estdo
envolvidos na diferenciagdo de células endoteliais para formar os vasos sanguineos,
provavelmente envolvidos na diferenciacdo celular do saco vitelino.

A fase de 30 a 35 dias de gestacdo parece ser o periodo de maior exigéncia
embriondria, portanto o mesmo requer uma maior atividade de suas membranas a fim de
estabelecer relagdes com o organismo materno. Tanto o Sistema VEGF quanto o bFGF sao
considerados os maiores estimuladores de tecido e neovascularizagdo na placenta
(REYNOLDS; REDMER, 2001; OTROCK et al., 2007).

A expressdao do Sistema b FGF e seus receptores FGFR-1 ¢ FGFR-2 mostrou-se
constantes. Somente aos 35 dias de gestagdo notou-se uma diferenga significativa na
expressdo do FGFR-1. Novamente no saco vitelino proveniente de IATF sua expesssdo foi

maior em relacdo aos de FIV. Pfarrer et al. (2006a, 2006b) sugeriram que este sistema regula
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outras fungdes além do desenvolvimento vascular e permeabilidade na placenta dos bovinos,
incluiram fungdes autocrinas de agdo migratorias.

Apesar de o saco vitelino ser definido como uma estrutura vestigial, o mesmo
realiza vérias fungdes importantes no embrido em desenvolvimento durante os periodos de pré
e peri implantacio (MINUTH; TIEDEMANN, 1980; MOSSMAN, 1987; LIWSKA;
GRABINSKI-BARANOWSKI, 1994), confirmando nossos resultados referente a expressao
do VEGF, KDR, Flt-1, b FGF, FGFR-1 e FGRR-2 nas idades analisadas 25 aos 45 dias de
gestagdo. Este achado ¢ de extrema importancia para entendermos melhor a fisiologia do saco
vitelino, o qual ndo desaparece repentinamente e pode ser encontrado aos 60 a 70 dias de
gestagdo como descreveu Assis Neto (2005). Sua expressao comprova que o saco vitelino de
embrides mamiferos contém hemangioblastos, progenitores que sdo capazes de se diferenciar
em células hematopoiéticas e células endoteliais vasculares através dos processos de
hematopoiese e vasculogénese assim como descrito po Liu et al. (1991), Toles et al. (1989) e
Sandler (2005).

Os achados de expessio do sistema VEGF e bFGF corrobora, com os dados
encontrados por Davis (1959), Grrenstein et al. (1958) e Assis Neto (2005). Antes da
formag¢ao do alantdide o saco vitelino esta claramente fusionado com o trofoblasto e a
placenta coriovitelinica existe. Neste estagio a placenta coriovitelinica ¢ essencial para a
sobrevivéncia embrionaria, sendo considerado um periodo critico para o desenvolvimento
embriondrio/fetal bovino. Dessa forma, o saco vitelino tem a funcao especializada de manter o
desenvolvimento primario do feto até que os suprimentos nutricional e fisiologico sejam
assumidos pela formagao da placenta corioalantdica e com a conexao desta com o tutero, isto
¢, a placentagcdo (LIWSKA; GRABINSKI-BARANOWSKI, 1994; BAVIK et al., 1996).

No periodo de 25 a 45 dias de gestagdo o saco vitelino ¢ responsavel pelo
desenvolvimento vascular durante e angiogénese, que consistindo na formagdo de novos
vasos sanguineos a partir de vasos pré-existentes (REYES et al., 2002; PEICHEV et al., 2000;
WATT et al, 1995; FOLKMAN; SHING, 1992; GERWINS; SKOLDENBERG;
CLAISSON-WELSH, 2000; ZYGMUNT et al., 2003).

As diferengas na expressdo dos genes VEGF, KDR, Flt-1 e FGFR-I1
predominantemente dos 30 aos 35 dias de gestacdao, confirmam o fato que o saco vitelino ¢
uma estrutura que acompanha o desenvolvimento e organogénese do embrido, entretanto
apresenta maior funcionalidade ou ndo de acordo com a necessidade e velocidade do
desenvolvimento. Por outro lado tanto em gestagdes normais de IATF quanto de FIV ndo ha

diferenca na expressao génica destes fatores. Nossos achados confirmam o trabalho de Assis
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Neto (2005) ao descrever uma provavel existéncia da placenta vitelina ativa, importante para
a manuten¢ao da gestacdo, que se estabelece temporariamente entre a placenta coriovitelinica
transitoria e a placenta corio-alantdide definitiva. Yamasaki et al (2011) relataram que durante
o desenvolvimento embriondrio a hematopoiese primitiva ocorre no saco vitelino (YS),
entretanto essa populacdo de células desaparece quando o local de hematopoiese ja mudou
para o figado fetal e da placenta, justificando assim a expessdo dos fatores angiogénicos até
45 dias.

A sobrevivéncia embriondria ndo depende somente da integridade do saco
vitelino, outros fatores somados a esta estrutura vao influenciar no bom desenvolvimento do
embrido, como falhas em fatores genéticos, falhas no reconhecimento materno, implantagao
manejo nutricional, stress térmico, problemas sanitérios, etc. A Fecundagdo in vitro parece
ndo interferir no desenvolvimento do saco vitelino, visto que ndo foram encontradas
diferengas significantes no desenvolvimento do mesmo quando comparados aos sacos
vitelinos provenientes de Inseminacao Artificial em Tempo Fixo.

O saco vitelino estd desempenhando um papel primordial para a organogénese
embriondria, fornecendo suporte para a futura placenta corio-alantéide ainda ndo totalmente
estabelecida.

Trata-se de uma estrutura essencial a organogénese e qualquer alteracdo do seu

desenvolvimento e fungdes poderia constituir em grande obstaculo ao progresso gestacional.
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8 CONCLUSOES

1) Mediante os métodos utilizados neste trabalho, bem como as amostras
analisadas podemos concluir que o saco vitelino apresenta interessantes informagdes, tanto do
ponto de vista morfoloégico como histologico, sendo uma estrutura que regride em um curto
periodo de tempo e mesmo em um evidente processo de involugdo mantém suas estruturas
integras em uma reorganizagdo celular, ndo desaparecendo repentinamente e mantendo sua
formagao estrutural durante o desenvolvimento da gestacao.

2) Em sua expressao génica confirmamos novamente que ainda estd ativo até 45
dias de gestacdo e a expressao dos genes ¢ um fator que esté relacionado ao desenvolvimento
embrionario. No periodo de 25 a 45 dias de gestacdo o saco vitelino ¢ responsavel pelo
desenvolvimento vascular durante e angiogénese ¢ formagdo e migragdo do hemangioblasto
até a hematopoiese mudar para o figado fetal e medula ossea.

3) A placenta vitelinica mesmo sendo uma estrutura transitoria sua existéncia ¢
primordial para o desenvolvimento do embrido até a completa formacdo da placenta
corioalantdide, sendo uma estrutura de suporte para o inicio da sobrevivéncia embrionaria e
organogénese.

4) Esta estrutura estd intensamente relacionada com o desenvolvimento
embriondrio, na qual sua involu¢do e desaparecimento relacionam-se com o crescimento e
“matura¢do” embrionaria.

5) O estudo deste anexo ¢ de fundamental importancia para se compreender sua
funcdo embriondria primitiva como gerador de um sistema hematopoiético inicial e ressalta-se
a misteriosa relagdo funcional deste 6rgdo com o embrido em formag¢do. Além disso, o saco
vitelino pode ser um modelo experimental para o desenvolvimento de novas linhas de

pesquisa relacionadas a melhorar as taxa de sobrevivéncia embriondria.
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