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RESUMO

FRANCIOLLI, A. L. R. Medicina veterinaria regenakat: multipotencialidade das células da
membrana amniética e do saco vitelino no modelaneg{Equus caballusLinnaeus 1758).
[Veterinary regenerative medicine: multipotentiéltioe cells amniotic membrane and yolk
sac the model horsé&equus caballusLinnaeus 1758)]. 2012. 191f. Tese (Doutorado em
Ciéncias) — Faculdade de Medicina Veterinaria et@@oa, Universidade de S&o Paulo,
2012.

As amostras foram obtidas de éguas adultas, tata@ 42 animais, sendo 30 destinados a
descricdo e caracterizagcdo da placenta e anexosoedns/fetais. Os outros 12 animais
foram destinados ao cultivo celular das membraitabnas e amnidticas. Os embrides foram
mensurados obtendo Crow-Rump e fixados para déscnigorfologica. Os fragmentos
vitelinicos e amniéticos foram cultivados em meiMEM, suplementado com 20% de soro
fetal bovino, 1% de aminoacidos ndo essenciais,d&glutamina e 1% de antibiotico,
incubados a 37C e 5% de C® Quanto ao material obtido, o cérion é a membraais
externa ao embridomorfologicamente constituido por epitélio colunarmesénquima
ricamente vascularizado e rico em fibras colage@salantdide € bem desenvolvido e
vascularizado, constituido por epitélio simplesip@ntoso e por microvilosidades. O amnio
€ uma membrana avascular e delgada constituidaup@ Unica camada de células
pavimentosas, membrana basal e mesénquima. O salieovexibe um aspecto amarelado
com vasos ha superficie, constituido por duas cashatklulares entremeadas por
mesénguima vascularizado. A cinta coridnica apareo® um halo ao redor do concepto no
ponto onde as membranas do alantéide e saco vitgirncontram. Em relacdo aos embrides
em geral, notamos a presenca do prosencéfalo ena¢éo, arcos branquiais, vesicula optica
pigmentada, neurdporo cranial aberto expondo o atlarnd® ventriculo encefalico, e uma
flexura cervical acentuada. Notamos a impressaiazza; 0s membros toracicos e pélvicos
apresentam formato de “remo”. Nos fetos em geraeoslamos as cavidades orais e nasais
delimitadas externamente; o crescimento do pavibl@acular e inicio do crescimento da
orelha externa; formacéo do aparelho ungueal noshrues toracicos e pélvicos. As costelas
tornam-se mais proeminentes e algumas estruturas agéesentam ossificacoes
Morfologicamente as células vitelinas e amnibtieasbem morfologia fibroblastéide e
epitelidide. As células progenitoras isoladas dm satelino e do a&mnio, na quinta passagem,
demonstraram cariotipo normal (2n=64). A populagéaélulas do saco vitelino apresentou
um crescimento progressivo, ndo constante até ragpassagem, e em P10 um declinio
acentuado. Para a membrana amnidtica, a populaglatarcapresentou um crescimento
constante, ndo linear, até a oitava passagem, eP&8h um declinio acentuado. A
imunocitoquimica, as células do saco vitelino emtambrana amnidtica, apresentaram-se
imunopositivas para: Oct-4, Nanog, SSEA-3, vimemtiaitoqueratina 18 (ck18) e PCNA.
Tanto as células do saco vitelino como as da merabeennidtica expressaram 0s seguintes
marcadores: CD 45, CD 105, Oct3/4, Nanog, CD 34re-E As duas linhagens celulares
demonstraram capacidade de diferenciagdo em attippastedcitos e condrdcitos e ndo
apresentaram potencial carcinogénico em camundadwigOd.

Palavras-chavédmnio, Saco Vitelino, Cultivo Celular e Multipoteiatidade.



ABSTRACT

FRANCIOLLI, A. L. R. Veterinary regenerative mediei multipotential of the cells
amniotic membrane and yolk sac the model hoisqu@s caballus,Linnaeus 1758).
[Medicina veterinaria regenerativa: multipotendatie das células da membrana amniética e
do saco vitelino no modelo equin&quus caballus Linnaeus 1758)]. 2012. 191f. Tese
(Doutorado em Ciéncias) — Faculdade de Medicin@nfeiria e Zootecnia, Universidade de
Séo Paulo, 2012.

The samples were obtained from adult mares, totgliZz2 animals, being 30 for the
description and characterization of the placenthembryonic annexes / fetus. The other 12
animals were used for the cell culture of amniobembranes and yolk sac. The embryos
were measured obtaining Crow-Rump and fixed forphological description. The vitelline
and amniotic fragments were culturechhtMEM, supplemented with 20% fetal bovine serum,
1% nonessential amino acids, 1% glutamine and 1fibiatic, incubated at 37 ° C and 5%
CO2. As for the material obtained, the chorionhis buter embryo membrane, consisting of
morphologically columnar epithelium and mesenchyriahly vascularized and rich in
collagen fibers. The allantois is well vascularizad developed, consisting of a simple
squamous epithelium and with the presence of midico\frhe amnion is an avascular
membrane consisting of a single thin layer of squasncells, basal membrane and
mesenchyme. The yolk sac exhibits a yellowish agpe® with surface vessels, consisting of
two cell layers interspersed with a vascularizedenehyme. The chorionic girdle appears as
a halo around the fetus at the point where thentalid membranes and the yolk sack meet.
Regarding embryos in general, the presence ofdtrebifain in formation, branchial arches,
pigmented optic vesicle, open cranial neuroporeosxyy the so called 4th encephalic
ventricle, and pronounced cervical flexure weraasot The cardiac impression was observed
and the fore and hindlimbs had a "paddle" shaptisés in general had the nasal and oral
cavities externally defined; presented the growtthe auricular pavilion and early growth of
the external ear; and formation of the nail apperat fore and hindlimbs. The ribs become
more prominent and some structures already prasestfication. Morphologically the yolk
and amniotic cells was presented as fibroblastotepithelioid. The progenitor cells isolated
from the yolk sac and the amnion, in the fifth pags showed normal karyotype (2n = 64).
The cells population in the yolk sac showed a msgjve growth, not constant until the fifth
passage, and a marked decline in P10. For the immembrane, the cell population showed
a constant growth, not linear, until the eighth ga@®, and a marked decline in P10. In
immunocytochemistry, the yolk sac cells and amaoiatembranes presented themselves as
immunopositive for: Oct-4, Nanog, SSEA-3, vimentaytokeratin 18 (CK18) and PCNA.
Either the yolk sack as the aminiotic membranesesged the markers CD 45, CD 105, Oct3
/ 4, Nanog, CD 34 and Stro-1. Both cell lines destiated the capacity to differentiate into
adipocytes, osteocytes and chondrocytes and hadromogenic potential in NUDE mice.

Keywords: Amnion, Yolk Sac, Cell Culture and Mutitgntiality.
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1 INTRODUCAO

Nas duas ultimas décadas, os conhecimentos sdbtasetonco evoluiram de forma
significativa, em particular sobre sua capacidade expansdo e diferenciacdo. Tais
propriedades tornam as células-tronco Unicas, demamenta no potencial de tratamento de
um vasto leque de doencas que ndo podem ser satimddorma tradicional (ALVES;
CARRONDO; CRUZ, 2007).

A capacidade de auto-renovacgéao e diferenciacaofparacao de diferentes tecidos
do organismo vivo sdo caracteristicas que fazemcdmsgas-tronco (CT) estruturas muito
especiais (BRUGGER et al.,, 2000). O crescente @aser cientifico esta relacionado as
possibilidades que as CT oferecem em terapiasatelijl representando uma revolugéo no
entendimento dos mecanismos de reparo e regenetac@oal e, mais do que isso, a
esperanca para tratamento e cura de diversas doemgdas delas extremamente complexas
(DIEBOLD et al., 2000).

As CT séo capazes de colonizar um organismo intiraegenerar partes de um
tecido lesado, e quando em condi¢des adequadaseadduncado de célula progenitora (CP)
(CAPLAN, 1991), podendo se diferenciar ou se tramsér em varios tipos celulares dos
diversos tecidos biolégicos (DEVINE; HOFFMAN, 200@) nocédo de que varios tecidos e
orgaos como o figado (ISODA et al., 2004), musagdquelético (CORBEL et al., 2003),
pancreas (OH et al., 2004), e sistema nervoso (EiAdD., 2003), tém um estoque de CT, com
uma capacidade limitada de regeneracéao tecidegledte (MENDEZ-OTERO et al., 2007).

Xu e Liu (2008) relataram que as CT presentes si@stBos 0rgdos nao sao apenas
multipotentes, no sentido de que podem gerar aglasélconstitutivas daquele 6rgao
especifico, mas também pluripotentes, possibildamdtilizacdo de células autégenas adultas
que poderia resolver simultaneamente o principalblpma enfrentado pela bioengenharia: a
rejeicdo imunologica. Essa capacidade é o que moréfe CT um enorme potencial no
tratamento clinico e cirurgico.

Dada a importancia que as células-tronco vém asslamno cenario terapéutico,
caracterizar novos tipos celulares é essencialmpataor compreender e aplicar essas células
em tratamentos futuros em humanos e animais. Batrevos tipos celulares, se inserem os
anexos embrionarios, como o0 saco vitelino e menabr@nniotica, pontos chaves deste

trabalho.
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Visto essa problematica, o uso da terapia celdangeio de utilizacdo de uma célula
ou de um grupo de populacdes celulares visa rdstavea estrutura e a funcdo de um tecido
(SILVA-JUNIOR; BOROJEVIC, 2007). Essa atividade &eginvolvida em tratamentos de
disfuncbes organicas causadas por trauma, doepgasessos degenerativos precoces
naturais ou causados por agressao ambiental, @u pgvetesso degenerativo proprio da
senectude. Os avangos ocorridos nas fronteiras ahhecimento dessas duas areas,
principalmente, tém impulsionado relagcbes multigistares que possibilitam a criacdo de
um novo exercicio de atuacdo profissional que ®stua biotecnologia, bioengenharia e

medicina regenerativa.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Isolar e caracterizar as células oriundas da memalaenniotica e vitelina no modelo
equino, valendo-se da multipotencialidade celulana capacidade de diferenciacdo, além de
analisar a morfologia placentaria e a caracterza@s periodos embrionérios/fetais dos

equinos.

2.2 Objetivos especificos

1. Estabelecer e caracterizar as células da memlanamidtica e saco vitelino nos
diferentes periodos de gestacéo entre 20, 30 @40 d

2. Testar diferentes métodos de cultivo para arabdishagens celulares;

3. Caracterizacao celular por citometria de fluxmenocitoquimica,

4. Avaliar o potencial de diferenciacdo das popigagda membrana amnidtica e saco
vitelino em linhagens osteogénicas, adipogénicasdrogénicas;

5. Testar o potencial carcinogénico das célulasndanbrana amnioética e do saco

vitelino equino em camundongos imunossuprimidodenu
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3 JUSTIFICATIVA

A aplicacao terapéutica de células-tronco (CT) guireds € um campo emergente.
Em cavalos, as CTs se mostram extremamente praresspara o tratamento de diversas
doencas, como por exemplo, em lesGes nervosagesariesdes nos tenddes e ruptura de
ligamentos suspensorios. Atualmente, existe um rmroeescente de metodologias sendo
desenvolvidas e utilizadas frente a terapia ddastuonco, particularmente no tratamento de
lesbGes nos tenddes.

Koerner et al. (2006) isolaram células pluripotentem morfologia semelhante a
fibroblastos (CSF) de sangue periférico de equamaesmpararam sua multipoténcia com as
células-tronco mesenquimais (CTMs) da medula 6dedaumanos. As CSF foram testadas
guanto ao seu potencial de diferenciacéo. A difgagdo condrogénica foi realizada em meio
sem soro, enquanto a diferenciacdo osteogénicgpegética foram induzidas em cultura de
monocamada. As células derivadas do sangue peoiféinham capacidade de diferenciacao
osteogénica e adipogénica parecido as CTMs. Amlsoipos celulares mostraram uma
capacidade limitada para produzir gota lipidica parada a CTMs humanas.

Vidal et al. (2006) analisaram as CTMs derivadamddula 0ssea de equinos quanto
a caracteristica de crescimento e seu potencidifeleenciacdo osteogénica e adipogérmca
vitro. Nesse trabalho, as CTMs de equinos foram culivadté a passagem 10 para
determinar a caracteristica de multiplicagdo celulanitadas analises de diluigbes foram
realizadas em cultura para determinar a frequé&teianidades formadoras de col6nias com
um fenotipo de fibroblastos, e a frequéncia das €Hd diferenciarem para adipocitos e
osteoblastos.

Outro grupo de pesquisa realizou o isolamento & acterizacédo de CTMs a partir do
corddo umbilical de equinos. Koch et al. (2007)ndestraram que as culturas primarias de
todas as amostras, isoladas a partir de sete posm origem a células com morfologia
semelhante a fibroblastos. O potencial de difeegda foi analisado visando a caracterizacéo
quanto a origem destas células, sendo a diferéiasteogénica comprovada pelas
coloragcbesAlizarin Rede von Kossaalém da mensuragdo da deposi¢cao de célcio par mei
da atividade de Fosfatase Alcalina. A diferenciaadipogénica foi comprovada em todas as
amostras por meio da coloracdo f@r RedO, e a diferenciacdo condrogénica comprovada

pela evidéncia da matriz de glicosaminoglicanaad@por Safranin O.
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Neste projeto propomos utilizar uma nova fonte deemgdo de células-tronco
utilizando os anexos embrionarios que sao comunugeartados. O fato de adquirir células
dessa maneira € interessante, pois ndo envolvédgaedicas como em outras fontes, e além
disso, podem abrir novas perspectivas na TerapidaCe

A literatura referente a utilizacdo das CTs nos elaslequinos nos permite inferir que
os resultados obtidos neste projeto, envolvendoltiva celular dos tecidos embrionarios e
fetais, poderdo construir os alicerces necessaioslesenvolvimento desta biotecnologia
aplicada a reproducéo, bem como o estabelecimentoéodos de cultivo celular para esta

espécie, visando o desenvolvimento da medicinainatea regenerativa.
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4 REVISAO DE LITERATURA

4.1 Aspectos gerais relacionados a biologia da reqgucdo e a importancia da espécie

para a Medicina Veterinaria

O cavalo Equus caballusLinnaeus 1758) é um mamifero ungulado de graode,p
uma das sete espécies modernas do gé&pros Particularmente, o cavalequus caballus
pertence ao reino Animalia, filo Chordata, classenivhalia, Ordem Perissodactyla, Familia
Equidae, géneriquuse espécieaballu (WILSON; REEDER, 2005).

Dantzer et al. (1988)Evans et al. (1990) &inther (1992) e descrevem que 0S
equideos apresentam urb&leza incomum, graca, sensibilidade e habilidaiti&tica,
alem de ser um animal fascinante para estBdonao se tratar de um modelo simples,
porém, oferece um leque abrangente para pesqgdissadia 0s cientistas, assim como o
seu préprio instinto selvagem.

No Brasil, dentre as varias atividades no setoopepuario, a equideocultura vem
alcancando relevante destaque nos ultimos anoavé&océ hoje, para 0 homem, um animal
destinado a reproducdo, esporte e lazer (BRACHERATIMAS; ALLEN, 1996;
CARVALHO et al., 2001).

Tradicionalmente, a égua demonstra uma eficiénejrodutiva baixa e a
incidéncia de abortos representa um sério problemandistria da reproducdo equina. As
perdas gestacionais tardias podem estar relacismama enfermidade no feto, deficiéncia
organica da placenta ou enfermidade na égua. Alsoni&s$ nas técnicas de diagndstico e os
avancos no conhecimento da fisiologia, patologian#riologia reprodutiva aumentaram
significantemente as taxas de prenhez (BRACHER; MIRB; ALLEN, 1996;
TROEDSSON; SAGE, 2001).

A espécie equina é poliéstrica sazonal, e temaiimia estacdo de monta na estacéo
da primavera, associada ao aumento da luminosidhélea, da temperatura e da
disponibilidade de alimento. Assim como em outr&péeies sazonais, possui ritmo
reprodutivo circanual que sincroniza seu padraoOgeido entre 0 inverno e o verao,
assegurando que o produto nas¢a em condi¢tes ichmdavoraveis e no momento do ano

apropriado. Seu ciclo ovulatério tem duracdo metia?l dias, consistindo de 14 dias de
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diestro (fase luteinica) e 7 dias de cio, periodo que ela estd sexualmente receptiva
(HAFEZ; HAFEZ, 2004).

Wolf (2003) relata que as membranas extra-embiganaéo o elo de comunicacéo entre a
mée e o feto, as quais posteriormente irdo fornp@acenta, 6rgao vital para o desenvolvimento e
crescimento fetal. Uma grande parte da mortalidati@ionaria equina ocorre em fémeas sadias em
decorréncia de uma comunicacdo materno-embriodéficiente, o que impede a manutencéo da
gestacao. O alto indice de mortalidade embrioadéatal no terco inicial de gestacao de equinosa u
das maiores causas de perdas econémicas na pradimab

As pesquisas que abordam o crescimento e o desememb das membranas extra-
embrionarias durante o desenvolvimento do concsftolimitadas. O saco vitelino € uma das
membranas extra-embrionarias que desempenha uivirpppeante para a sobrevivéncia inicial do
embrido em muitas espécies de mamiferos (WOLF,).2D@3outra parte, membrana amniotica €
responsavel pela hidratacdo do feto, nutricdo,ifloacdo do canal do parto e protecéo
mecanica durante todo o periodo gestacional (LEJ$&RIFMANN,1994).

Wells, Misica e Tervit (1999) acrescentam aindaajireportancia de estudos relativos ao
desenvolvimento e as funcdes placentarias tém atwmonelhorar a manutencéo dos conceptos. Para
tal feito, € indispensavel estabelecer uma caagéo do desenvolvimento normal do processo de
placentacéao inicial em gestagbes que ocorrem pr eieeconcepcao natural ou por inseminagéo
artificial. As informacdes sobre o desenvolvimembiomal do concepto equino, assim como aquelas
referente ao contato materno-embrionario ou feteécem de complementacéo literaria. Como citado
na obra de Evans et al. (1990) e de MacDonald ed€onw1997) paraer um criador de
cavalos de sucesso e para se obter uma boa rgmadabnceber e parir), deve-se
possuirum conhecimento pratico da anatomia e da fisiologgaadutiva da égua.

Segundo Mossmam (1987) os equideos apresentaraddéass relativamente grandes
e discoidais. Betteridge et al. (1982) descrevema urapsula densa e transparente,
provavelmente produzida pelo trofoblasto, que semolve da zona pellucida do blastocisto
no inicio da vida intra-uterina, e persiste apasreenpimento até alcancar o diametro de 34
mm. O saco vitelino estende-se mesometrialmenteloseelativamente grande até o final do
periodo embrionario. Este é o disco bilaminar d@alopleura que persiste por algum tempo
na espécie. O equino é o Unico animal que desemwniva placenta vitelinica funcional
permanente por longo periodo de tempo. O sacandtedere-se ao denominado “complexo
da bolsa umbilical” o qual é cercado pelo seio beame pelo cérion da placenta

coriovitelinica, que alimenta o feto durante o miima quarto de prenhez (até a 14° semana).
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O coriolant6ide somente é desenvolvido neste estéghdo gradativamente responséavel pelo
abastecimento do feto (RUSSE et al., 1992).

Segundo Betteridge (2007) blastocistos equinos dea 68 dias antes da
complementacdo da formacdo do saco vitelino, camiaam-se por um revestimento
endodérmico da cavidade blastocistica diferenteddasis ungulados (ruminantes e suinos).
As primeiras células endodérmicas equinas formatini@s separadas esporadicamente
distribuidas acima ou externamente ao trofobldsttéo elas crescem e convalescem destes
focos. As colbnias endodérmicas convalescentesaldottrofoblasto completam no 8° dia
de gestacdo (transferéncia embrionaria do 6° adi& de gestacdo) a formacdo do saco
vitelino e inicia importantes mudancas funcionascancepto.

Ginther (1979) relata que os embrides de equinosy am més de gestacao,
apresentam um formato levemente espiralado conbecaacurvada para a face esquerda e a
cauda para a direita. A regido caudal do umbigequ@na e curvada para a direcédo ventral.
Os membros sao distintos, e 0s brotos toracicoeme8mm de comprimento e 0s pélvicos
3,2mm. As orelhas, olhos, nariz e boca rudimentséiesdistinguiveis. A porcao cloacal tem
especial importancia por causa de sua diferenciagéiestruturas urogenital e anal. Baseado
nas analises histoldgicas de embrides de 18 dsasaracteristicas do desenvolvimento do
embrido do equino sdo similares as outras espéues,informacdes especificas da espécie
equina sao ainda deficientes.

Ginther (1979) menciona ainda que, antes de iniwiastagio fetal (40 dias), ndo é
possivel determinar o sexo com base na examinag@&ona. Na histologia, portanto, a
morfologia do sexo pode ser determinada aos 30 A@s 60 dias, as gonadas exibem um
formato pequeno, porém as mesmas apresentam upinoeefo muito rapido dos 100 aos
200 dias. Nos primeiros 150 dias o peso das gonfatais comeca a exceder o peso dos
ovarios maternos e apos 250 dias o0 peso das gofddasdiminuem de 10 a 20g. O embrido
equino permanece esférico e isolado no lumen atednde se move constantemente pela
cavidade uterina, impulsionado por contracdes tadtisas intensas do miométrio. O
movimento constante do concepto equino pelo Utemboe 7 e 17 dias, € necessario para
assegurar que o sinal de reconhecimento materpoedaiez seja enviado diretamente para o
endométrio em todas as partesitiero (GINTHER, 1979; ALLEN, 1992).

Alguns tecidos possuem células-tronco ou “stens’tglouco diferenciadas, capazes
de multiplicacdo e diferenciacdo. Estas célulaseto embrionarias sédo pluripotentes,

podendo ndo so proliferar indefinidameimevitro sem se diferenciarem, mas também se
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diferenciarem em varios tipos celulares dependeiadacondicdes de cultivo (ROBERTSON,
1986).

Véarios estudos demonstraram a diferenciacdo delaséiwnco embrionarias de
camundongos em tipos celulares distintos em cudltura vitro, gerando células
hematopoiéticas, neurdnios, astrécitos e oligodmritths, dentre outras. A identificacdo dos
fatores que levam ao direcionamento deste proassbferenciacdo permitira que, a partir
de células-tronco embrionarias, possamos cultieafoima controlada os mais diferentes
tipos celulares, abrindo a possibilidade de expaodiconstruirin vitro tecidos e 6rgaos,
tornando viavel a bioengenharia tecidual (TURKSEXN02), e consequentemente ao

desenvolvimento da medicina veterinaria regenexativ

4.2 Morfologia da Placenta Equina

A placenta equina, conforme a descricdo de SilgZ 1), Banks (1992) e Dantzer
(1999), € do tipo corioalantdica (formada pela éus mesoderma alantoidiano com o
mesoderma coridnico), epiteliocorial (o epitélimidnico e o uterino estdo em contato intimo,
sem perda de tecido materno), difusa (as vilosgl@dednicas estdo presentes sobre toda a
superficie desta membrana), ndo-decidua (ndo hda s elementos da mucosa uterina
durante o parto) e vilosa (proje¢Oes coridnicag@rdigitam com as criptas maternas), e 0

periodo de gestacao € quase 340 dias (Figura 1).

Figura 1 — Esquema das membranas embrionariasuiteefprmada nos primeiros estagios de gestacao

Fonte: LEISER; KAUFMANN, 1994.
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Ginther (1992) e Dantzer (1999) mencionam ainda ajy#acentacédo epiteliocorial
resulta no desenvolvimento da placenta, na qudlriorc € vascularizado pelo alantéide do
concepto, e este esta intimamente unido ao epi&itno materno. Nesta placenta a barreira
placentaria consiste de quatro camadas de célulaasbarreiras de tecido conjuntivo denso.
Na porcdo fetal estas camadas consistem de: eldot&sénquima e trofoblasto. Na porgéo
materna estas barreiras séo constituidas peldiepitérino, tecido conjuntivo e endotélio. A
area de contato é aumentada por vilos que posaibitnelhor troca de oxigénio, gas carbono,
nutrientes e produtos metabdlicos. Entre 38 e 4§ dialantoide vasculariza mais de 90% do
cérion. O corioalantdide vascularizado forma priamiente vilos simples que depois se
tornam mais agrupados e ramificados, entre a pajigéwlular no endométrio, onde camadas
complementares estdo em desenvolvimento.

Por causa da separacdo entre as numerosas glandetass por meio de suas
aberturas e formas, a area da superficie existeateporcdo fetal € denominada
microcotiledonéria. Sob este aspecto a placentagd@no é similar a inter-relacdo uterino-
placentaria nos bovinos (DANTZER, 1999).

Na égua, na regido da cervix, a placenta ndo apeesosidades, porém em algumas
areas ocasionais a mesma se apresenta lisa.datsa&do por uma dobra ou pregueamento da
placenta. Nesta espécie observam-se estruturathsenes aos placentdnios, mas de tamanho
reduzidos e numerosos, que estao distribuidos sofl@ea superficie do cérion, denominados
de microcotilédones. Sendo assim, a placenta da@guermediaria entre a dos suinos e dos
ruminantes (PERRY, 1981; SOUT; STEWART; ALLEN, 2D0Ror causa da separacao entre
as numerosas glandulas uterinas por meio de swatiiE@Es e formas, a area da superficie
existente na porcéo fetal € denominada microcatiléda. Sob este aspecto a placenta do
equino é similar a inter-relacéo uterino-placeatans bovinos (DANTZER, 1999).

Dantzer (1999) relata que em equinos as aréolagl@iadulas uterinas sdo menores e
mais densas que em suinos porgue margeiam a baseictocotilédones, em sua origem na
porcdo fetal. O ducto das glandulas uterinas segpertir dos microplacentdnios até sua
abertura que desemboca na cavidade areolar.

Perry (1981), Macdonald e Bosma (1985) e Dantagiger (1993) descrevem que na
formacao da placenta dos suinos as aréolas regudareegulares e areas onde ocorrem as
unides dos microvilos determinam o surgimento s ttipos distintos de estruturas
placentarias. Tais regides possuem microvascut@izaiferenciada, e na regiao areolar o
sistema de vasos € importante para sustentar asterdsticas de transferéncia, secrecao,

metabolismo e absor¢do de substancias.
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Dantzer (1999) menciona ainda que a barreira pladare o trajeto para o hemotrofo
sdo estabelecidos tardiamente e que por esta razdotricdo, provida pelo histotrofo, é
importante na placentacdo equina, apesar de adwltensido totalmente estudada.

Russe et al. (1992) destaca ainda que o cavaldnico tipo de animal doméstico no
qual se desenvolve uma placenta vitelina funcipeainanente por longo periodo de tempo.
O saco vitelino adere ao denominado “complexo dsabembilical”, o qual é cercado pelo
sinus terminaliscom o corion da placenta coriovitelinica que alitaea feto durante o
primeiro quarto de prenhez (até a 142 semana).ofoefa cavidade se expande, a area de
transferéncia efetiva da placenta vitelina dimin@Quando a formacdo da cavidade
extraembridnica esta completa, a separacdo do emsacho ponto de fixagcdo entre 0 saco
vitelino e o coérion é destruida. Nesta hora, aguite vitelinica ndo existe mais (LASTSAW,
1987).

4.3 Morfologia e Func¢des do Saco vitelino

O saco vitelino é a primeira das membranas fetais desenvolver em marsupiais e
eutérios, porém nos eutérios € posteriormente itwibist pela placenta corioalantdide, sendo
observada na maioria dos mamiferos. O mesmo € uaxoaextra-embrionario que
acompanha a parede do exoceloma e 0 mesodermspririnario, estando delimitado por
uma camada unicelular endodérmica (PALIS; YODER120

A formacédo do saco vitelino inicia-se quando o hlpsto (endoderma prospectivo)
sofre deslocamento e delamina-se dando origem #lacky da blastula. O mesoderma
formado no botdo embrionario primitivo migra enteepiblasto e o hipoblasto. Isto
transforma a blastula em uma estrutura trilamigarepiblasto € entdo transformado no
trofoblasto do corion. A cavidade forrada pelo etetma € o saco vitelino. Este completa seu
desenvolvimento, no momento em que a por¢do eritaienaria de celoma se alarga.
Assim, 0 saco vitelino € uma esplancnopleura, &igi@almente tem uma extensa conexao
com a somatopleura coriénica. Sua constituicao récplulas originadas a partir do disco
embrionario, o qual forma inicialmente uma camauta fde ectoderma (saco vitelino
unilaminar ou onfalopleura). Subseqientemente,gragéio de células das camadas internas

do endoderma para o ectoderma forma o saco vitbllaminar e, finalmente, o crescimento
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do mesoderma entre os dois primeiros dao origersaao vitelino trilaminar (MOSSMAN,
1987).

Godkin, Lifsey e Baumbauch (1988) em estudo redatague em bovinos, o saco
vitelinico alcanca o desenvolvimento ao redor d® @@ de gestacdo e rapidamente sofre
regressdao. O mesmo inicialmente apresentava-sedeggran vascular, sendo envolvido
completamente pelo celoma, separado do corion @letemente vascularizado no 17° dia de
gestacdo na ovelha e 20° dia de gestacdo na vposseatava apenas uma existéncia
transitoria (LATSHAW, 1987; NODEN; LAHUNTA, 1990Ror volta do 25 dias de prenhez,
0 saco vitelino é reduzido a um grupo solido daladl(WOODING; FLINT, 1994).

De acordo com Latshaw (1987) a classificacdo basews membranas extra-
embrionarias fetais, a placenta vitelinica é forandd uma membrana trilaminar constituida
de trofoblasto, mesoderma e endoderma. Esta mamlasta presente antes que 0 saco
vitelino e o corion sejam separados. Em mamifeomsédticos, o saco vitelino € transitorio.
Possui varias fun¢des importantes como nutrir aeplia permanente até que esta estivesse
formada, sendo importante nos equinos e carnivéitgans dos vasos sanguineos vitelinicos
dentro do embrido eram mantidos como principaisvaanguineos viscerais no adulto. Sua
parte endodérmica dava origem as células germasatjwimordiais que posteriormente
migravam para as gbnadas que também apresentavactecisticas de células produtoras de
horménios esteroides.

Com a formacdo do celoma extra-embrionario, o sé@etino primitivo diminui de
tamanho formando um pequeno saco vitelino secumdéariqual é formado por células
endodérmicas extra-embrionarias que migram do hagtb para o interior do saco vitelino
primitivo.

Russe et al. (1992) observaram que durante a fédalide alongamento do saco
vitelino nos ovinos, a endoderme diferencia-sereggdo da membrana citoplasmatica, em
células isoprismaticas e células com o desenvohtonprimario completo, bem como em
células chatas com prolongamentos alongados, & agp@nmpanham o trofoblasto.

O autor ainda cita que o desenvolvimento do saetind muda de forma e estrutura
na endoderme. No inicio as células chatas, questiawe 0 blastocisto, continham apenas
poucas organelas celulares, tornando-se isoprisamsatem embribes com 3 mm de
comprimento (Crown-rump — CR). Na analise microsmple luz, observaram o citoplasma
tonalizado de escuro com grande quantidade de wasjc as quais possuiam
microvilosidades. No embrido implantado, com tanoadk 4-5mm, a endoderme do saco

vitelino é formada por células isoprismaticas aulesl primarias grandes de 15-20 um de
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altura, com coloracédo escura. Para 5,5mm de CRda@ntre o 18° dia de gravidez) comeca a
proliferar-se e infiltrar-se entre os capilaresmesoderma. Ao mesmo tempo aparecem ao
lado das células escuras, células arredondadas clarepitélio. Para 9 mm de CR o numero
de células claras, com 20um de tamanho sao repletassiculas. Na parede do saco vitelino
de um embrido com 11 mm de CR encontram-se digpastaélulas endodérmicas claras e
escuras frequentemente alternadas uma ao lado tda @w formando grupos de células
homogéneas.

Considerando a persisténcia macroscopica do saebngi nos bovinos, a grande
guantidade de organelas de suas células tais getitulos endoplasmaticos, mitocondrias e
outras estruturas citoplasmaticas, a presenca hde itle eritroblastos primarios, vasos
sanguineos com fenestracoes, indicios de hemasepaiecrecao e absorcao celular, e por fim
o fato do saco vitelino ndo estar fusionado a ne@hmembrana extra-embrionéria nos
periodos examinados (15-70 dias de gestagdo),epprevavel a existéncia de uma placenta
vitelina ativa, importante para a manutencédo déagas, que se estabelece temporariamente
entre a placenta coriovitelina transitoria e a @taa corioalantdide definitiva (ASSIS NETO
et al., 2010).

Na microscopia eletrénica de transmisséo foramrghdas numerosas células escuras
e claras. Em ovinos e bovinos, células escurasnfataservadas nos reticulo endoplasmatico
granular ordenado paralelamente. Nas células clapassentaram-se extensas, cheias de
cisternas com material flocoso do reticulo endaop&gEo dominante, e em algumas regides
com ribossomos. As mitocondrias ovoides tém appoasos pinos de cristais e uma matriz
relativamente clara. Complexos de Golgi sdo notagloisetanto ndo sao predominantes. As
células claras possuem um nucleo com vesiculasentaucromatina contendo nucléolos
esponjosos. O nucleo poligonal das células eséuria® em heterocromatina. Para 12 mm de
CR, a infiltracdo da endoderme do saco vitelinaeens capilares densos preenchidos com
eritroblastos primitivos € muito intensa. Com 36 menCR, 0 saco vitelino constitui-se de
aglomerados celulares que sao formados por céldess ou escuras, ou de ambos 0s tipos
(RUSSE et al., 1992).

O saco vitelino é altamente vascularizado e retémtato com a face mesometrial do
corion até esta ser expulsa, na quarta semana diacde, expandindo do celoma extra-
embriondrio. Durante os primeiros estagios, o s@telino tem provavelmente funcao
absortiva, mas do 14° ao 45° dias de gestacdo sHeme um lugar importante para
eritropoiese no gato. Esta funcéo € duvidosa, wiasufjerida porque se apresenta altamente

vascularizado neste estagsogerindo ser um figado extracorpéreo (CUPPS, 1991)



29

Tiedemann (1979) afirmou em seus estudos que @s \&@mguineos do endotélio do
saco vitelino de gatos sao fenestrados e apresemtambrana basal completa. Estas
condicOes sdo favoraveis para a passagem de @®teide células sanguineas. A diapedese
de plaquetas, reticulécitos e eritrocitos tambémarfo relatados e 0 mesmo ocorre nos
humanos (LARSEN; KNOTH, 1971).

O saco vitelino é suprido por vasos sanguineosan@s das calibrosas artérias
vitelinicas. Um calibroso ramo de cada uma delagedse a esplancnopleura vascular para
formar uma anastomose do saco terminal ao redsuadorda. A superficie do endoderma
do saco vitelino é formada por muitas pregas esvie quais se projetam no lago de
eritrocitos maternos extravasados na cavidadeniital O saco vitelino apresenta coloracéo
marrom escura pela intensa atividade fagocitarm adulas endodermais. Muitas destas
células contém eritrocitos ingeridos e granulospagnentos. Estes granulos tém reacao
positiva ao ferro, indicando a presenca deste eltmm@A funcdo provavel da esplancnopleura
vascular pode ser a via de absorcéo de ferro pedWELSH; ENDERS, 1987, 1991).

Os autores ainda sugerem que as ceélulas endodenvesndo a submucosa da face
antimesometrial podem ser ou constituir a origem ciEulas gigantes placentarias, sendo
estas células fagocitarias.

Nos embrides de rato e humano em desenvolvimentoenaatopoiese inicial e
estrutura vascular séo identificadas como ilhasahgue do saco vitelino (PALIS; YODER,
2001). Estas sao formadas de mesodermas agregaeonigraram no inicio da formacao.
As células externas sao diferenciadas em céluldsteiais, enquanto que as internas em
sangue primitivo. O término da associacado do deseinvento entre hematopoiese e células
endoteliais sugere que elas partam de um progemitoum, o hemangioblasto (CHOI, 2002).

Segundo Ginther (1992) o crescimento do saco ndedirapido especialmente entre o
11° e o 16° dias de gestacédo, nos equinos produdnal de fluido hipotdnico por dia ao
redor do 16° dia de gestacdo. Os gradientes osysatie que geralmente responsabilizam-se
pelo inicio da expansdo blastocistica nos mamiferéde podem ser considerados para a
expansao do saco vitelino nos equinos.

Cho et al. (2006) analisaram através da ultrasafiagrlll mulheres gravidas
normais e 25 gestagbes sem embrides e afirmarano @parecimento do saco vitelino, o
batimento cardiaco e membrana amniética sdo essemeEra uma gravidez normal. Em
gravidez normal, podem existir o saco de vitelinmtongrande. Quando existem batimento
cardiaco embrionario e regressao antecipada dodsagitelino, pode ser mais uma indicacao

de perda da gravidez.
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Costa (1957) em estudo com humanos relatou queco @éelino provinha do
endoblasto que se diferenciava na fase profundbotéo embrionario e ao continuar sua
proliferacdo invadia a area extra-embrionaria. @juo de vasos que se formava a custa das
ilhas de Wolff na parede do saco vitelino assegueeirculacdo vitelinica que ligava essa
parede ao embrido. Os vasos eferentes eram fornpad@stérias vitelinicas, onde continha
ramos das aortas abdominais e a principio eramomuiinerosas. Tais vasos formavam as
onfalomesentéricas ou veias vitelinas que contiammaeom os dois tubos endocardicos, onde
provinham as aortas abdominais, fechando assimtwitci da circulacéo vitelinica.

O saco vitelinico visceral consistia na absorgadigestdo de nutriente materno,
sintese de proteinas, formacao da circulagdoniitalie secrecéo intravascular de nutrientes,
para crescimento e diferenciagcdo embrionaria (FARRION; BELAOUSSOFF; BARON,
1997).

Quinn et al. (2006) relata que o provavel compamaid sistema de trocas de
materiais entre o concepto e a égua é encontragarede do saco vitelino. Antes da fixacgéo,
estes tecidos expressam grandes quantidades dg -Gldroteina ativadora (GMP)
implicada no transporte de glicolipideos. A parddesaco vitelino também produz segundo
Herrler et al. (2000) bandas do fator de crescimargulina (IGF-1), proteina 3, essas bandas
de IGF-1 sdo importantes para o desenvolvimentorien@rio, sintese e metabolismo de
esterbides e producdo de prostaglandina é&prostaglandina E2 (BETTERIDGE, 2007). O
metabolismo esteroidal difere entre as porcOesnimilar e trilaminar do saco vitelino. Isto
enfatiza a importancia das definicbes das diferenitacionais entre componentes do
concepto, durante o periodo em que mudancas rapitaseram, definindo a propor¢céo
delas. Considerag6es similares aplicam-se as canatiodermais e trofoectodermais da
parede. O endoderma equino merece mais atencateueecebido, uma vez que possui
multiplas funcbes de sintese em comparacao corasoespécies, incluindo o homem, e ainda
algumas similaridades de ambiente do saco viteogno e a cavidade celomatica humana
(BETTERIDGE, 2007).

Kaufmann e Davidoff (1977) para o guinea-pig, eseeie Kaufmann (1994) para os
demais animais, consideravam que as regifes naogeato vitelino estava associado a um
mesénquima vascularizado em locais préximos a plagarincipal eram estruturas capazes
de realizar eficientes funcbes de transportes arfalenominadas de placentas vitelinas ou
regido paraplacentaria das membranas fetais.

Em roedores o saco vitelinico servia como a pralapembrana materno-fetal para

mudancas ao longo da gestacdo (GULBIS et al., 1898)sua inversao parcial ou total
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suportava o desenvolvimento inicial do embrido rsipa até o final da prenhez (CARTER;
ENDERS, 2004).

Barone (1976) afirmou que o saco vitelino involus@ degenera muito cedo nos
ruminantes, e a partir da segunda semana seugiogsiéo eram encontrados até o final da
prenhez.

Nos bovinos e ovinos € composto de uma porgéo alargemelhante a um saco,
localizado abaixo do embrido a circulacdo do satino era responsavel pela transmisséo
de metabdlicos entre a mée e o feto por um longogee embrionario (RUSSE et al., 1992).

A presenca do saco vitelino permite o reconhecimpreécoce da medida do embri&o.
Durante o dobramento cefélico, parte do saco wmitdiica incorporado na regido anterior do
embrido constituindo o intestino primitivo anteriicando o intestino médio aberto para a
cavidade vitelina. O intestino médio vai se fecltaedo saco amnidtico empurra o saco
vitelino, ficando este preso ao corpo do embrido pm fino pediculo vitelino. Nos
mamiferos o saco vitelino é considerado uma esgrutidimentar, com pouco significado, ja

que a funcdo tréfica é desenvolvida pela placenta.

4.4 Morfologia e Fun¢des do Amnio

A membrana amniotica é responsavel pela hidratdgdeto, nutricdo, lubrificacdo do
canal do parto e protecdo mecanica do feto (LEISEARJFMANN, 1994). O amnio se
forma entre 0 13° e 0 16° dia de gestacdo (BRYDEMIl.e 1972; LATSHAW, 1987;
NODEN; LAHUNTA, 1990), e em seguida aumenta rapidate.

A amniogénese é resultado das células do epibdpstasdo gradualmente deslocadas
em direcdo ao polo embrionario pelo acumulo deddisie se diferenciam em uma fina
membrana (amnidética) separando a nova cavidadé@atmtoblasto, resultando na formacéo
da cavidade amniédtica. Apds poucas semanas, aackvamniotica envolve todo o embrido.
Assim, a cavidade amnibtica tem por teto os amagibt e por assoalho o epiblasto
(GARCIA; FERNANDEZ, 2001).

A membrana amniética € um tecido de origem fetaf@mada por trés camadas: uma

camada de epitélio simples, uma espessa membra@ ®aum mesenquima avascular
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(BENIRSCHKE; KAUFMAN, 2000). A membrana obtém suatnicdo e oxigenagdo a partir
do fluido coriénico, do liquido amni6tico e dos easla superficie fetal (TODA et al., 2007).

O alantdide nunca se estende sobre o topo do asendo que o alanto-amnion se
forma somente onde as duas membranas entram emtacoAs membranas alantoide e
amniotica obliteram completamente o exoceloma dosfde bovinos com 6 cm de CR. Nos
embrides menores o alantdide e o amnio ainda n#n eompletamente fusionados
(TIEDEMANN, 1979).

A parte embrionéaria do alantéide ndo rodeia o apmem se dispde sobre o dorso do
embrido, pois essas estruturas apresentam mesodasmadarizado (LATSHAW, 1987).

Alguns autores denominam amniocérion, a porcao aimrm relacionada ao amnio
(BARONE, 1976). O amniocérion e o alantocorion fazeontatos com as carunculas e
participam da formacdo dos placentdnios. Os plaoerd amniocoridnicos sdo funcionais
porque sofrem invaséo de vasos sanguineos origttdalsntéide (LATSHAW, 1987).

O amnio é formado por células epiteliais que amtase morfologia uniforme e nao
difere dos outros mamiferos (STEVEN, 1982). Asleslgue constituem o epitélio amnidético
sdo pavimentosas, continuas e organizadas, formandaepitélio pavimentoso simples,
semelhante ao epitélio do alantdide. O epitélio iatimo estd apoiado em uma camada de
tecido conjuntivo embrionario, que constitui o rmegéma nos bovinos (ASSIS NETO et al.,
2009).

O amnio é proveniente de dobras do ectoderma endsitoe assim como o cérion
recebe uma camada de suporte mesenquimal (LEISBRFKIANN, 1994). A parede da
cavidade amnidtica dos ruminantes € transparemtgcopvascularizada e apresenta uma
extensa relacdo com o corion. Sua face internaractesizada pela presenca de inUmeros
relevos ou placas ricas em glicogénio que se debema em torno do terceiro més,
recobrindo o corddo umbilical (SCHWARZE, 1972; BARB, 1976; NODEN; LAHUNTA,
1990).

A cavidade do amnio se encontra repleta de liqumssprimeiros meses de gestacao
(SCHWARZE, 1972) que é responsavel pela protecaquetia do embrido (REEVES et al.,
1972). A quantidade de liquido amnidtico aumengaidamente na primeira metade da
prenhez, até alcancar 5 litros (BARONE, 1976). Emiros, o volume de liquido alantéide
supera o amnidtico durante o primeiro terco daagést, invertendo essa relagdo durante o
segundo terco, terminando com uma nova superacdimudo alantéide (6 a 9 litros) no
terco final (NODEN; LAHUNTA, 1990).
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O peso do feto aumenta mais que o amnio com o reaA gestacdo, mas este Ultimo
se estende até os cornos do saco embrionario. Adangde o feto progride na gestacio, o
amnio adquire a forma de um ovo alargado. Uma @rguadite dos cornos permanece isenta
de amnio, s6 contendo alantoide (SCHWARZE, 1972).

4.5 Cultivo, Diferenciacdo e Extracdo das célulasodsaco vitelino e amnio

As células-tronco podem ser classificadas, quastop®tencial de diferenciacdo ou
pela sua origem. Em relacdo ao potencial de dibgeao, séo classificadas éatipotentes
quando podem dar origem ao embrido e aos tecidmseexorionarios em condi¢des propicias
(suporte materno). Sguuripotentes quando podem dar origem as células dos trés @shet
embrionarios (ectoderma, endoderma e mesoderma)néwadao origem ao embrido ou aos
tecidos extraembrionarios (VERFAILLIE, 2002b). Saaltipotentes quando ddo origem a
quatro ou mais linhagens celulares (YOUNG; BLACRQ2).

Outros autores definem as células-tronco como pgpek de células que se auto-
renovam por divisdo simétrica ou assimétrica ou g@e capazes de se diferenciar em
multiplos tipos de células especializadas, semnséé® rigorosos quanto aos critérios de
auto-renovacéo ilimitada e substancial contribuigaa o tecido em desenvolvimento (CAI;
WEISS; RAO, 2004).

Quanto a origem, podem ser classificadas em céidaso embrionarias e células-
tronco adultas. As células-tronco embrionarias aéiccélulas derivadas da massa celular
interna do blastocisto. Em meio adequado, podemraéderar indefinidamente, mantendo
seu potencial de diferenciacdo em todos os tectiiprganismo em desenvolvimento
(DALEY et al., 2003; HUBNER et al., 2003).

Em contraste, as células-tronco adultas podemrsemegadas em diferentes tecidos
do feto e do adulto; podem proliferar apenas pornimmero limitado de geracdes, e sua
resposta a sinais de diferenciacdo diminui aposa cgeracdo. As mesmas formam
reservatorios de células indiferenciadas, que peeoean no individuo adulto e que estédo
envolvidos na reposicao celular e no reparo dodc&@ tecidos por toda a vida (YOUNG;
BLACK, 2004).
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Grupos de células esféricas que expressam divensmsadores de células-tronco
hematopoiéticas (HSCs) foram observados no inteldsr principais artérias intra-corporeas
(AGM) e extra-embrionarias (vitelinica e umbilicaBm embribes de camundongos
(GARCIA-PORRERO et al., 1995; NORTH; STACY, 199RBIJIN et al., 2000) e humano
(TAVIAN et al., 1996; LABASTIE et al., 1998; TAVIANet al., 1999), e acredita-se que
representem ceélulas-tronco de linhagens hematigasétefinitivas. HSCs definitivas séo
também formadas no saco vitelino. Estudos receputescorrelacionavam a hematopoiese do
saco vitelino com a AGM, concluiram que os HSCsnitefos formados no saco vitelino
contribuem somente para a hematopoiese primitividL(MER et al., 1994), e estas células
apresentam definitivamente um potencial hematoipoiét

O saco vitelino é primeiramente esferdide, tornasgl@streito em cada extremidade
do concepto, e € confinado a um estreitamento placesexoceldmico pela rapida expanséo
do saco alantdide e amnio, assumindo assim o forehat“T”, com bragos relativamente
longos nos carnivoros (GULAMHUSEIN; BECK, 1975).

Yoder et al. (1997) relatam que as células do saebno isoladas, por volta do nono
dia, podem ser enxertadas e tém a capacidade deospreceptores animais logo apos o
transplante no figado de camundongos recém-nasc@ésilas com alto potencial de
proliferac@o estdo presentes no saco vitelino emena significativamente maior e por maior
tempo do que no AGM. Estas células do saco vitetleeenvolveram a habilidade de
repovoar a medula éssea de adultos apoés cultuedgemmas células do estroma.

As células-tronco, expandidas, do corddo umbilkealex vivopor Mitchell (1997),
mostraram-se possiveis e necessarias quando ael¢ratm receptor cujo tamanho é maior.
Adicionam ainda que as células do corddo parecermass sensiveis a expanséo vivq
quando comparadas as ceélulas da medula 0ssea {Mtajdo-se de fatores de crescimento
de linhagens celulares especificas ou ndo esmifiReferem também que a taxa de
expansao de células-tronco CD34+ obtidas do cand#mlical, estimuladas com interleucina
11 (IL-11), fator estimulador de colbnia granul@@t(CSF-G), € maior quando comparada as
células extraidas da medula 6ssea de individud®adu

Uma correlacdo morfologica da sintese, absorcamsporte e eritropoiese séo
encontrados no saco vitelino, por exemplo, do cadfimal da gestacdo e diminui bem
préximo ao parto. No embrido em desenvolvimentdjeaatopoiese inicial e estrutura
vascular sédo identificadas como ilhas de sangusado vitelino. Estas sdo formadas de
mesodermas agregados que migraram no inicio daaf@mn As células externas, segundo

Choi (2002), séo diferenciadas em células end@ekanquanto que as internas em sangue
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primitivo. O término da associacdo do desenvolvimeentre hematopoiese e células
endoteliais sugere que elas partam de um progemioum, o hemangioblasto.

Ha evidéncias de que as células que compde o gatinosdos mamiferos possuam
capacidade de diferenciar ndo somente em eritednitcleados embrionarios primitivos, mas
também em eritrécitos maduros, linfocitos, célutagloides e células que compde a
linhagem celular sanguinea definitiva (AUERBACHakt 1998). Desta forma, hd um grande
interesse na obtencdo de células-tronco a partisado vitelino a fim de isolar células
progenitoras capazes de manter a linhagem hemétimaan vitro.

Outro tipo de célula-tronco que pode ser isoladatro a partir do saco vitelino, séo
as células-tronco mesenquimais. Neste contextoin@rste um trabalho, realizado por Wang
et al. (2008) em humanos. As células-tronco meseraisl isoladas do saco vitelino de
humanos possuiam morfologia fibroblastoide e erabeis em formar colonias. Estas células
eram imunopositvas para marcadores de pluripotéommo OCT-4 e Nanog e para 0S
marcadores mesenquimais CD105 (SH2), CD73 (SH329CDBD44, CD166, e HLAABC e
eram negativas para marcadores hematopoiéticodatedinis CD45, CD14, CD19, CD34, e
CD31.

Recentemente Wenceslau et al. (2011) estudararetemde caes alguns 6érgdos como
fontes de células mesenquimais progenitoras, as @d@ encontradas co-localizadas em
territérios hematopoiéticos especificos. Entre ,etesaco vitelino mostrou-se uma fonte
promissora de células-tronco. As células oriundessaks culturas se diferenciaram em tecido
0sseo e cartilaginoso, além de expressarem a maote€t 3/4 (em pequeno numero) e
caderina para endotélio vascular (VE-cadherin). n@aainjetadas em camundongos
imunossuprimidos nao desenvolveram tumores.

Os primeiros estudos na area médica com membranidtiza foram feitos mediante
curativos naturais de superficie para reconstituiggular, como no caso de doencas
cicatriciais e conjuntiva de cérnea. Estes curativostraram-se eficazes na reconstituicdo de
superficie ocular, visto que a membrana amnidtiogspi uma combinagdo Unica de
propriedades, incluindo a facilidade de migracaocélelas epiteliais, o reforco da adeséao
celular basal, bem como o incentivo a diferenciaagditelial (SANGWAN et al., 2007).

Segundo De Coppi (2007) e colaboradores, o flurdniético de humanos e roedores
contém multiplos tipos celulares derivados do desleimento fetal. Células com estas
populacdes homogéneas podem desenvolver diversgasodiferenciadas, incluindo aquelas
de linhagem adiposa, muscular, éssea e neuronajutises descreveram linhagens de

células-tronco derivadas do fluido amnidtico mutgntes, e verificaram que essas células
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podem crescer em linhagens adipogénicas, oste@génimiogénicas, endoteliais,
neurogénicas e hepatogénicas, inclusive em todeanaadas germinativas embrionarias.

Gosden (1983) relata que o fluido amniético humanidido durante o processo de
amniocentese, possue uma variedade de célulastoiginarias de tecidos embrionarios e
extra embrionarios. Embora essas células sejamen@imente usadas para diagndéstico pré-
natal de anormalidades fetais causadas por defgénéticos, o tipo celular presente no
liquido amniético humano, ainda ndo € bem caraaea.

Baseada nas caracteristicas morfoldgicas e deiroesgo, as células do fluido
amniético podem ser classificadas em trés tiposelepdes, fluido especifico amnidtico e
fibroblastoides (MILUNSKY, 1979). Normalmenta vitro as células tipo fibroblastoides,
aparecem tardiamente durante a cultura primafdT (ANKER et al., 2003). Prusa et al.
(2003) ressalta ainda que o fluido amniético humadaa células de expressédo ao antigeno
Oct-4, um marcador especifico de células-troncoigmtentes, exibindo nessas células um
bom potencial de diferenciacao.

Em pesquisas com células-tronco coletadas da memlaraminiotica de ratos feita
por Marcus et al., (2008), observa-se notavel igidade tantoin vivo quantoin vitro e,
portanto, considera-se esse tipo celular uma dedeolnlle grande importancia para as
pesquisas com terapias regenerativas. Os auttaes eimbém que as células fetais possuem
inUmeras vantagens terapéuticas em relacdo as arabas e as adultas, como facil
acessibilidade extraembrionaria, crescimento rapigancipalmente, o que nos faz acreditar
ser este o melhor tipo celular a ser trabalhadordes que possui plasticidade similar, mas
sem as formac6es neoplasicasivo provocadas pelas células-tronco embrionarias.

Acredita-se que as células epiteliais amnidticaspam capacidade de originar as trés
camadas germinativas, uma que vez, o epiblastinarigdas as camadas germinativas do
embrido. Aléem disso, a camada epitelial amnidticaiginada antes da gastrulacéo, ou seja,
antes da diferenciacdo e especificagdo celulartaDiEssma, € esperado que as células
epiteliais amnidticas possa manter a plasticidaditente nas células da pré-gastrulacdo do
embrido (MIKI et al., 2005).

In’t Anker et al. (2004), analisaram através davaude crescimento, as células-tronco
mesenquimais obtidas do fluido amnidtico e da mamdm@mnidtica, € concluiram que elas
sdo similares. Com este dado, eles deixaram ads@due as células-tronco mesenquimais
oriundas do fluido amnidtico sdo pelo menos emepaterivadas do amnio. Os mesmos
pesquisadores analisaram o fluido amnidtico do redge ultimo trimestre de gestacdo em

humanos, comprovando que ambos sao ricos em célola® mesenquimais, e que quando
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comparadas com as células-tronco mesenquimais dalanéssea adulta, demonstram um
potencial de expanséao significativamente maior.

llancheran et al. (2009) relataram a plasticidag®e celulas de membrana amniotica
humana, em mostrar potencial de diferenciacdo edioraidcitos, células do figado, células
pancreaticas e células neurais, sem apresentaagéorde teratomas apds transplantes em
camundongos imunodeficientes.

Parolini; Caruso (2011) afirmaram que o potencgbdlicacdes clinicas com o uso de
células-tronco derivadas da placenta e da memlaanmadtica € muito amplo e evolutivo,
sendo que suas aplicagdes clinicas podem atingarvariedade de doencas, em especial as
associadas a processos degenerativos induzidpsquassos inflamatorios e fibroticos.

Uranio et al. (2011) ao analisarem células do @uddnnidtico, corddo umbilical e
membrana amniotica de c&do, demonstraram que egtesssaram 0 marcador embrionario
Oct-4 e trés marcadores mesenquimais (CD44, CDX8B29). Todas as células
apresentavam morfologia semelhante a fibroblastone alto potencial proliferativim vitro,
dobrando sua quantidade a cada passagem. Além dsswmtores relatam que quando elas
foram submetidas a meios de cultivo especificodadoas trés linhagens de células se
diferenciaram em ostedcitos, condrdcitos e adipécitondizendo com o perfil caracteristico
de células-tronco mesenquimais.

Atualmente, a medicina regenerativa com célulasetsdem sido testada em casos de
infarto do miocardio (PERIN et al., 2007) em hunmgnw diabetes tipo | (OH et al., 2004)
em humanos; em casos de lesdo de medula espinféANIA et al., 2008) em cées; em
enfermidades pulmonares (NEURINGER & RANDELL, 20@ humanos; no tratamento
de leucemias (DEVINE et al., 2000) em humanos;peadas 6sseas (OLIVEIRA, 2008) em
caes; em disfuncdes musculares (SHIN; TAKEDA, 206i) humanos; nas tendinites
(GUEST et al., 2008) em equinos e nas isquemiess€SEMEDO et al., 2007) em ratos.

Com as possibilidades de diversos tratamentos,omrido uma presséao crescente
para o melhor entendimento das CT e para que sejmuas novas opcoes terapéuticas
(FAGOT-LARGEAULT, 2004). As CT entram como maténmima na bioengenharia
tecidual com a perspectiva de reparo e reconstrdedecidos lesados por doencas cronicas,
degenerativas e até mesmo por traumatismos, rastiusua fungdo ou substituindo células
perdidas (FILIP et al., 2004). Varios protocolospgsquisa vém demonstrando a seguranca e
exequibilidade na utilizacdo das células-troncdtadwem doencas como infarto do miocardio
(OHTSUKA et al., 2004), acidente vascular cerebY&SHIMURA et al., 2001) e diabetes
(VOLTARELLI et al., 2007).



38

A experimentacdo laboratorial envolvendo essesstige células esta evoluindo
rapidamente, mas faltam ainda estudos bem fundad@nsobre as diferentes células-tronco
de diversos tecidos e métodos de purificacdo pgransdo em cultura (PHILLIPS et al.,
2000).

Os tecidos de forma geral possuem reservas deasélonco adultas para a
recuperacdo de pequenas lesbes; 0 uso das mesmexefeubsidios a recuperacao tecidual
provocada por lesdes maiores, seja ativando adasélonco residentes (TAJBAKHSH,
2003), inibindo as reacgdes inflamatorias (TOGN@AP8) ou, ainda, diferenciando-se em
células do tecido alvo (VERFAILLIE, 2002a).

As células-troncoadultas ou células-tronco mesenquimais vém sendalnagnte
chamadas de células mesenquimais multipotentes DEB&O consideradas uma linhagem
de células-tronco somaticas que estédo presentesgedes perivasculares de todos os tecidos
adultos, em pequenas quantidades, incluindo methslea, tecido adiposo, peridsteo, tecido
muscular e 6rgaos parenquimatosos (MEIRELLES g2@09).

Estas células expressam um grande numero de medéoigativas como: moléculas
de adesdao, proteinas de matriz extracelular, o&soe receptores para fatores de crescimento,
permitindo interacbes com as demais células pradozio efeito paracrino comumente
descrito. Na interacdo paracrina, as células migram o local da injuria, desencadeiam a
liberacdo de diversos fatores solUveis que atuardutando a resposta inflamatoria, a
angiogénese e a mitose das células envolvidasaoegso de reparacao tecidual. (CAPLAN,
2009; KODE et al., 2009; MEIRELLES et al., 2009).
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5. MATERIAL E METODO

5.1 Animais utilizados

A tese foi dividida em trés partes quanto a utjéza do material coletado. Foram
coletados 42 animais, sendo 30 destinados a d&scpl@centaria quanto sua morfologia
macroscopica e microscopica de luz, eletrdnicaatesdura e transmissdo. A segunda parte
do projeto desenvolveu-se a caracterizacao dosdueriembrionarios e fetais dos equinos até
120 dias de gestacédo (4 meses).

E, a terceira parte abrangeu o método de cultiidacedas membranas amnidticas e
vitelinas de 20, 30 e 40 dias de gestacao parala fguam utilizados 12 animais (n=4, para
cada fase gestacional). Para caracterizacdo cedtdavés dos estudos morfologicos e a
expressao de marcadores, avaliacdo do potencahagénico e funcional através de ensaios
de diferenciacdo foram utilizadas as amostras de sdelino e membrana amniética de
embrides de 30 dias de gestagédo. As amostras deigallmo e membrana foram coletadas de
éguas adultas, sem raca definida originarias drifico Miramar, sediado na cidade de

Pelotas, Rio Grande do Sul.

5.1.1 Estudo do desenvolvimento embriol6gico erdasbranas fetais

Os 42 embrides foram coletados, e estes foram pgsach balanca analitica e
mensurados com auxilio de um paquimetro de acadaeel, o qual foi obtido através da
metodologia preconizada por Evans e Sack (1973)easunacdo apice sacral (A.S.) da
extremidade da cabeca a ultima vértebra sacrab{i&ump” - CR) (Figura 2) e (Tabela 1).
Associadas as medidas do CR foram avaliadas ast@dséicas morfologicas externas do
desenvolvimento embrionario para melhor definipesodos gestacionais.

Apés a mensuracdo o0s embrides/fetos foram fixadws fermaldeido 10%,
paraformaldeido 4% e glutaraldeido 2,5% em tamp&tato 0,1M pH 7,4, para posterior
descricdo morfologica seguindo a nomenclaturazatih conforme &lomina Anatomica

Veterinaria(1992) e d&Nomina Embryologica Veterinarid994).
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Figura 2 - Curva de crescimento dos equinos poo mi@imensuracdo do comprimento cranio-caudal

do animal, extraida de Evans e Sack (1973).
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As membranas embrionarias foram fixadas em fornddd&0%, paraformaldeido 4%
e glutaraldeido 2,5% em tampdao fosfato 0,1M pH Ag.mesmas foram caracterizadas
através de analises macroscopicas, microscopicdazd€TOLOSA et al., 2003) e ultra-
estrutural (varredura e transmissao) (ASSIS NETD52
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Tabela 1 - Identificacdo dos embrifes coletadosipconento em centimetros, idade estimada pelo métied
Evans e Sack e peso

Grupos (embrides em cm) Identificacdo CR (cm) ldzakeada Evans e Sack (dias) Peso (9)
E27 0,3 8 -
E42 0,4 10 0,038
E25 0,6 11 0,104
Medida da circunferéncia da vesicula
embrionaria E24 0,9 14 0,162
E2 1,0 15 0,193
E22 1,0 15 0,183
E39 11 16 0,307
E23 11 16 0,315
E38 14 19 0,354
E37 14 19 0,344
E41 14 30 0,373
Grupo | E7 16 21 0,543
E40 1,6 21 0,566
E21 1,9 24 1,397
Oa3cm E26 2,0 25 1,365
E35 2,0 25 1,352
E9 2,1 26 1,207
E36 2,1 26 1,622
E31 2,1 26 1,191
E3 22 27 1,391
E34 2,3 28 1,985
E6 2,3 28 1,64
E28 29 34 2,861
E20 3,0 35 -
E1l 31 36 2,307
Grupo I E4 3,2 37 3,312
E29 3,3 38 3,614
3,1a6,0cm E30 3,3 38 3,410
E33 34 39 3,919
E8 3,6 40 3,064
E5 4,6 47 4,315
Grupo I E10 6,1 54 9,3
6,1a9,0cm E1l 6,7 57 10,9
E32 7,0 60 -
Grupo IV 9,1 a 12,0 cm E16 10,3 71 46,5
Grupo V E19 12,3 79 84,5
12,1a15,0 cm El4 14 86 103,4
E18 14,4 88 133,5
Grupo VI E12 16,5 96 194,5
15,1 a 18,0 cm E17 17 98 222,5
Grupo VI E15 19,4 105 334,6

18,1a 21 cm E13 20,2 107 400,0
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5.1.2 Técnica de Alizarina

Para a técnica de Alizarina, foi utilizado um feadz32 de 60 dias com CR de 7,0 cm.
Este foi submetido ao Método de Dingerkus (modifma

Os conceptos estavam fixados em formaldeido a H8steriormente, 0os 0Orgaos
internos, a pele e o tecido adiposo foram retirasloscorpo permaneceu em agua destilada
por 72 horas, a qual foi trocada a cada 24 homasséfjuida, o concepto foi colocado em uma
solucéo de 10 mg de corante Alcian blue, 80 milcmoéetilico 95% e 20 ml de acido acético
glacial, permanecendo refrigerados por 48 horas.

Apods este procedimento, o animal foi transferidoapa alcool etilico 95%. Este foi
trocado trés vezes por dia durante trés dias. @alrioi ainda submetido a uma rehidratagcéo
alcodlica. Primeiro passou-se para o alcool 90%seguida 80%, depois 70%, 40%, 15% e
finalmente para a agua destilada. O animal foi rdadke solucdo cada vez que afundava.

O feto foi colocado entdo em uma solucdo saturad20dml de borato de sodio e 70
ml de agua destilada durante 72 horas e, em seguaesferido para uma solucdo de 5
gramas de hidroxido de potassio, 100 ml de agudatisse 5mg do corante Alizarina Red. O
feto permaneceu nesta solucdo durante cinco hBosseriormente foi transferido para uma
solucéo de glicerina e agua destilada, sendo qoeneira solucdo tinha a proporcdo de
glicerina-agua (1:3), a segunda solucao utilizatdzata propor¢éo (1:1), a terceira (3:1) e por
ualtimo, glicerina pura. O animal foi mudado de sdlo cada vez que afundava. Ao final, o
animal foi estocado em glicerina com cristais aeotie fotodocumentado para posterior

descricao.

5.1.3 Imunohistoquimica

A deteccédo de linhagem de células pluripotentesend®ides equinos procedeu-se por
meio do protocolo esquematizado. Mas antes os éatbfixados em paraformaldeido a 4 %
passaram por todo o processo de desidratacaonidegdo e inclusdo em paraplast; em

seguida cortes de 5um foram depositados em lansiasizadas sempre em namero
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suficiente para haver ao menos um dos cortes camntrote negativo. Foi utilizado o
anticorpo Oct-3/4 (mouse monoclonal antibody — Staz Biotechnology, sc:5279).

Apoés a desparafinizacdo das laminas em estufa esegmida a passagem por trés
baterias de xilol de 30 minutos cada, os corteesah rehidratacdo em alcoodis regressivos
de 100 a 70%, seguidos de agua corrente, agudadasti PBS no qual as laminas ficaram
depositadas por 12 hs (overnight). No dia segumtgou-se o bloqueio da peroxidase com
peroxido de hidrogénio por 20 minutos e novameluedss 95, 70% e agua destilada por 5
min cada. ApOs o bloqueio os cortes receberam tarofiéato fervente por 5 min para a
abertura dos sitios de ligacdo, em seguida deuesdriamento da solucdo por cerca de 20
min e a lavagem das laminas em agua destilada eaR®®s por 5 min cada. A proxima
etapa consistiu no blogueio das proteinas indesigjor meio do “protein block” (DAKO)
por 45 min em camara umida; em seguida foi depissitana gota do anticorpo primario
(Oct-4) diluido na proporcdo desejada (1:300, 1:400:500). A reacdo permaneceu nas
laminas em camara umida por 12 horas (overnightyeadeira. Apds a limpeza das laminas
banhadas em PBS por trés vezes de 5 min se delicacap do anticorpo secundario que
permaneceu nos cortes por mais 45 min em camamadmm seguida nova lavagem com
PBS 3 vezes de 5 min cada antecedeu a aplicacéstr@g@tavidina nos cortes por novos 45
min em camara Umida. Apds nova lavagem com PBS5ponin trés vezes seguidas
finalmente iniciou-se o processo de revelacdo cdkB [Por mais 5 min. E, seguiram-se as
baterias de alcool 95 e 100%, alcool xilol e xp@ra somente entdo serem montadas as
laminas com cola permount e laminula para proteg@ocortes. Sempre em cada uma das
laminas, um dos cortes na etapa de recebimentotoboigpo primério recebia solugéo de PBS
ficando assim sem a reac¢ao imunohistoquimica gavé sle controlo do protocolo.

5.2 Coleta do saco vitelino e amnio de equino

Para o isolamento e andlise das células provesieiatsaco vitelino e &mnio equino,
0s uteros das éguas com periodo gestacional dg02€,40 dias foram coletados durante o
abate dos animais no frigorifico supracitado, edpartadas para o Laboratério de Células-
Tronco do setor de Anatomia dos Animais Doméstic&8dlvestres da Faculdade de Medicina
Veterinaria e Zootecnia de Sao Paulo-USP (FMVZ-USP)
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Para a obtencdo das amostras, foi realizada unsd@dncirirgica no saco gestacional,
a fim de promover a exposicdo dos embribes, bemocosianexos fetais. Inicialmente
separamos membranas fetais, com o objetivo de is@aco vitelino e amnio, os quais foram
coletados e acondicionados separadamente em plageetri com solucéo de PBS-L (tampéao

salina fosfato ou do ingl@&hosphatase Buffer SolutierLivre de Calcio e Magnésio).

5.3 Estabelecimento da linhagem de células do sagtelino e &mnio

5.3.1. Protocolo de cultivo celular para o sacelwib e amnio pela técnica de explante.

As amostras acondicionadas nas placas de petmfleneadas para um fluxo laminar,
de forma que os materiais utilizados, a superfibée contato e o ambiente estavam
esterilizados, reduzindo assim as chances de raligpo de contaminacédo das amostras do
meio de cultura.

Os tecidos vitelinicos e amnioticos coletados adonam lavados 3 vezes em solucéo
de PBS-L. Estas estruturas foram maceradas mamignfiekagmentacdo mecanica), com
auxilio de uma lamina de bisturi até a obtencadamehomogeneizado dos fragmentos de
tecidos, em torno de 3 mm de diametro.

Os fragmentos vitelinicos e amnidticos foram callosaem garrafas de cultivo de 25
cn?, as quais estavam previamente preenchidas cond# sdro fetal bovino. Apés 24 horas,
as garrafas foram preenchidas com 5 ml de meio Wva meio a-MEM (LGC
Biotecnologia, S&o Paulo, Brasil), suplementado @f@i# de soro fetal bovino definido
(SFB-Hyclone), 1% de aminoacidos ndo essenciaisitidgen, CA, EUA), 1% de
glutamina(invitrogen) e 1% de antibiotico (200 U/mde penicilina, 200 mg/ml de
estreptomicina — Invitrogen), as quais foram im@as a uma atmosfera umida de 5% de
CO2a37°C
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5.4 Expanséao Celular

As células derivadas do saco vitelino e amnio, gynesentarem caracteristica de
adesdo ao substrato, necessitam sofrer desagregagénatica, a medida que atingem
confluéncia em torno de 80%. Para tanto, a expareatar destas células deve ser realizada
apos a dissociacdo. Primeiramente, meio de cuétkistente na garrafa foi removido e as
células foram lavadas com PBS-L, para a retiradadi o residuo do meio de cultivo e, em
seguida foi acrescido 1 ml de tripsina a 0,29%yle Express- Invitrogen) permanecendo
encubada por 5 minutos a 37°C.

Apoés este periodo, as garrafas foram analisadasigooscopia visando observar se o
desprendimento celular havia ocorrido totalmentedgeassim, 5 ml de meio de cultivo
suplementado com SFB foram adicionados, para aagab da tripsina. Em seguida, toda
suspensao celular foi aspirada e transferida partubo conico tipo falcon. Seguidamente os
tubos foram centrifugados por 1000 rpm durante Butos e o precipitado resultante da
centrifugacédo foi ressuspendido em 1 ml de meiouleira, para a contagem celular, sendo
posteriormente transferido para garrafas de culteatendo o meio. As células foram
novamente mantidas em atmosfera umida contendoe5@6xla 37°C.

A morfologia microscopica das células derivadascdtiivo foram fotografadas e

avaliadas, periodicamente através do microscopieriitio NIKON ECLIPSE TS-100.

5.5 Andlise de criopreservacao das células

Aliquotas de 1x10 células derivadas do saco vitelino e tecido artidforam
congeladas para realizacdo de experimentos futAsosélulas derivadas do saco vitelino e
amnio derivadas foram submetidas a digestdo eneganatomo descrito acima e
aproximadamente um milhdo de células foram ressdigpes em 1,5 ml de meio de
congelamento contendo 45% deVEM, 45% de SFB (Invitrogen), 10% de DMSO (LGC-
Bio) e igualmente distribuidas em criotubos (CaghinSeguido este procedimento, 0s

criotubos com meio de congelamento, seguiram oopotd segundo Silva (2007) onde
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permaneceram por 30 minutos a -4°C, 4 horas a ;A@@Goras em temperatura a -40°C para
depois serem transferidas para um tambor de nitrogBquido, onde permaneceram
armazenadas a uma temperatura de -196°C.

Quando necessario, as células foram submetidassgongelamento rapido no banho-
maria a 37°C. Depois de descongelada, a suspeealsdar contida nos criotubos (corning) foi
transferida para tubos conico de polipropileno 8aril contendo aproximadamente 9 ml de
meio de cultivo suplementado com SFB. Em seguisi@Zetulas foram centrifugadas a 1000
rpm por 5 minutos. Apos centrifugacdo, o sobrenmdém desprezado e as células foram
ressuspendidas em meio de cultivo, transferidaa parrafas de 25 cm2 e mantidas em
atmosfera Umida contendo 5% de CO2 a 37°C paraséipaelular.

5.6 Andlise Morfolégica das células

A morfologia microscopica das células derivadascdtiivo foram fotografadas e
avaliadas, periodicamente através do microscopiertilo NIKON ECLIPSE TS-100.

5.7 Avaliagdo do crescimento celular: curva de cresnento

Com a finalidade de avaliar a capacidade de expamséplicacao celular, realizamos
o calculo da curva de crescimento. Esta foi seadiala periodicamente com intervalo de 24

horas entre cada repique, a partir do repiqueahiseguindo o calculo abaixo descrito:

nlmero total de células X 10 volume de meio suspensio

namero de quadrados contatos

Depois de realizada a contagem, as células eraidid#is de tal modo, que todas as
garrafas tivessem mesma quantidade celular X,sisté possivel com a utilizacdo da regra

abaixo relacionada:
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ndmero total de células X @------------------- volume de meio ressuspendido

numero de células desejadas---------------=-=-====m-m-mmomomem X

Feito realizado a contagem, as mesmas foram tradedepara as garrafas de cultivo,
as quais estavam previamente preenchidas com o deeicultura, sendo posteriormente

acondicionadas na estufa & 87em atmosfera imida contendo de 5% de CO

5.8 Ensaio de unidade formadora de colénia

Para avaliar a capacidade de formar colénia datasgbrogenitoras do saco vitelino e
amnio, foram realizados ensaios de CFU-f. Paradsétolas em P1 foram plagueadas em
placas de cultivo com area de 90 mm de diametnmifog). As células foram mantidas por
dez dias em cultivo e o0 meio foi trocado a cada diés. Apos este periodo as células foram
fixadas em solugdo de paraformaldeido a 4% e csradan cristal de violeta. O valor
considerado para o célculo da quantificacdo das-fCleUo namero total de colénias com
mais de 50 células no “10° dia” de cultivo, divididelo numero total de células progenitoras

plagueadas. Adaptado de Tondreau et al. (2004).

5.9 Andlise Citogenética

O protocolo de citogenética foi dividido em tréapats. A primeira etapa baseia-se no
preparo das células em cultura (obtencdo de metifas segunda é a fixacdo das células e a
terceira € a confecgcdo de laminas com avaliagdo ndesifases e procedimentos de
coloracdes. A primeira etapa € crucial, onde e s&® um grande niamero de metéafases.
Para isto, fatores de crescimento que estimulenoldgpacdo celular e consequentemente o
namero de metafases foram utilizados. Utilizou-9é¢ tlo suplemento AMNIOMAX
(GIBCO) por 24 horas, para estimular o crescimeefalar. Para alongar os cromossomos,

foi utilizado brometo de etidio na concentracadldekg/ml por 3,5 horas. Em seguida para
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interromper o ciclo celular foi utilizado Colcemidgnvitrogen) na concentracéo final
0,02kg/ml por 1,5 horas. Apos este periodo, fatiamla a coleta das células em estagio de
metafase, com auxilio de tripsina 0,12%. Apds 3 rmiButos as células foram coletadas e
centrifugadas a 1000rpm por 5 minutos. Em seguadacélulas foram incubadas por 30
minutos com solug&o hipoténica (KCIl 0,075M) em fssta 37°C a fim de sensibilizar a
membrana celular. Apds este procedimento, a etapxatdo das células foi iniciada com a
utilizacdo de metanol e acido acético na propoB;&padicionando 10 gotas deste fixador na
suspensao celular. Em seguida, as células forambaaas por 20 minutos a 4°C. A suspensao
foi centrifugada a 1000rpm por 5 minutos e o sadente desprezado. Em seguida foi
adicionado 2 ml do mesmo fixador gelado e armazseoa -20°C. A préoxima etapa do
protocolo de citogenética e a confeccao de lanpags avaliar a qualidade dos cromossomos.
Para promover a limpeza das laminas, estas foraiguthadas na solucéo sulfocromica por 1
hora, sendo posteriormente lavadas em agua coeeijea destilada. Apds, a suspenséo foi
gotejada na lamina e seca a temperatura ambiest@nfinas foram coradas com Giemsa por
5 minutos. Em seguida as metafases foram fotodauiaah@s com auxilio do microscopio de

luz.

5.10 Andlise Imunocitoquimica

Células provenientes do saco vitelino e da membaamaidtica foram cultivadas em
placas de 24 orificios sob laminulas de vidro. Ag8shoras, todo o meio de cultivo foi
retirado e as células foram lavadas com solu¢cd@B&:por uma vez, para a retirada de todos
0s restos celulares. Posteriormente as célulasnfdieadas por 1 hora em solucdo de
paraformaldeido a 4%.

Em seguida, as células foram lavadas por 3 vezBswia cada em tampao de lavagem
contendo 20 mM Tris-HCI, pH 7.4, 0.15 M NaCl, 0.09%een-20. ApOds fixacdo as células
foram novamente lavadas com tampao de lavagem pmezZés de 5 min cada e
permeabilizadas com 0,1 % de Triton X-100 durabtenin a temperatura ambiente. Ao final
da permeabilizacéo, as células foram lavadas naveneem tampao de lavagem por 3 vezes

de 5 minutos cada lavagem.
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O bloqueio foi feito com 5 % de soro albumina bov(BSA) durante 30 minutos a
temperatura ambiente. Em seguida, as células famaobadas com anticorpos primarios
diluidos de acordo com o quadro 1 em camera unmidal® h a 4°C. Apds o periodo de
incubacdo dos anticorpos primarios, as célulasifdevadas por trés vezes com tampéo de
lavagem e anticorpos secundarios diluidos 1:20Ccawas com FITC (Quadro 2) foram
adicionados e incubados por 1 h em temperaturaeaebiAs laminas foram montadas em
meio de montagem Vectashield com 4'6-diamidind¥@Aylindole (DAPI; Vector
Laboratories, Burlingame, CA, USA) e a imunorealade foi avaliada em microscopia de
epifluorescéncia (Microscopio de Fluorescéncia Akapz e camera axios cam HRC, Zeiss,
Germany).

Quadro 1 - Anticorpos primarios utilizados paraacterizacdo das células do saco vitelino e membrana
amnidtica equina através da técnica de imunocitoigai

Anticorpo Diluicado Catalogo Empresa
Anti-Oct4 1.50 SC-5279 Santa Cruz Biotechnology
(monoclonal-camundongo) (CA, U.S.A)
Anti-Nanog 1:50 SC-30331 Santa Cruz Biotechnology
(policlonal-cabra)
Anti-citoqueratina 18 1:50 SC-32329 Santa Cruz Biotechnology
(monoclonal-camundongo)
Anti-PCNA3 1.50 SC-56 Santa Cruz Biotechnology

(monoclonal-camundongo)

Vimentina 1:50 SC-73259 Santa Cruz Biotechology
SSEA-3 1:50 MAB4303 Millipori
(monoclonal-rato)

Quadro 2 - Anticorpos secundarios utilizados paracterizacao das células do saco vitelino equirvés da
técnica de imunocitoquimica

Anticorpos Diluigao Empresa

anti- lgG de camundongo — 1:200 Santa Cruz Biotechnology
conjugado a FITC

anti- lgG de cabra - 1:200 Santa Cruz Biotechnology
conjugado a FITC
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5.11 Andlise dos marcadores por citometria de fluxpara as células do Saco Vitelino e

Membrana Amnidtica

ApoOs o crescimento e expanséao celular, as céldasado vitelino e da membrana
amnidtica foram tripsinizadas e inativadas com si@tal bovino, e em seguida foram
colocadas em tubos de 15 mL em camara de fluxonEmpreviamente esterilizada com
alcool 70% e UV durante 20 minutos. Em seguida ter@ foi centrifugado a 1500 rpm
durante 10 minutos para a formacdo do precipitaglolar. Apos a centrifugacdo, foi
descartado o sobrenadante e ressuspendido em = rsblutdo salina 0,9% para lavagem,
centrifugado a 1500 rpm durante 10 minutos. Apésrdarifugacao foi descartado novamente
0 sobrenadante e acrescentado o tampao FACs Fewgpansao foi transferida para tubos de
citometria em duplicatas, e adicionaded dos seguintes anticorpos primarios por 2 horas a
4°C: CD34 (R&D Systems) , CD90 (R&D Systems), CR&D Systems), CD105 (Santa
Cruz Biotechnology), STRO-1 (Santa Cruz Biotechgg)p Oct3/4 e Nanog (Santa Cruz
Biotechnology). As analises de expressao foramzeeds em Citdbmetro de Fluxo FACS
Calibur em 10.000 eventos, e as aquisicdes anafispdlo programa Win Mdi 2.8. A
expressdo de marcadores foi determinada pela caggmcom um isotipo controle marcado
com o fluorocromo FITC inespecifico. Para a avalagla expressdo dos anticorpos
citoplasmaticos e nucleares Oct3/4, Stro-1 e Narawy,células foram permeabilizadas
previamente com 10l de Triton X-100 (0,1%) por 30 minutos antes dgao dos anticorpos
primarios especificos. Apos 2 horas de incubac¢&aanticorpos primarios, os tubos contendo
Nanog, CD105, CD45 e Oct3/4 foram adicionadplsd® anticorpo secundario conjugado a
FITC (Polyclonal Goat Anti-Mouse ImmunoglobulinsTiel DAKO).

5.12 Diferenciacdo das Células do Saco Vitelino eadMembrana Amnidtica em

adipdcitos, ostedcitos e condrécitos

As células de ambas as linhagens foram induziddgegenciacdo em adipdcitos,

osteodcitos e condrocitos.
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5.12.1 Adipdcitos e Ostedcitos

Aliquotas de 1 mL contendo 40.000 células/mL (difeiacdo em adipdcitos e
ostedcitos) e 5.000 células/mL (controle) foramticatlas em placas de 24 pocos com
laminulas para a realizacdo de estudos morfolégikasferenciacéo foi iniciada no minimo
guando a aderéncia e confluéncia estavam em t@r8D%. Nesta ocasido, todo o meio de
cultura foi removido e, a seguir, foi adicionadanl de meio de inducdo (adipécitos ou
ostedcitos) ou somente o0 meieMEM 15% SFB no controle. As placas foram reincusad

em estufa Umida a 37°C com 5% dez@(Dnetade do meio foi trocado 2 vezes por semana. O

meio utilizado para troca continha o dobro da cotreedo dos agentes indutores. As

amostras foram cultivadas em estufa imida a 37AC5% de CCZ) por aproximadamente 21

dias até a diferenciacao celular e monitoradas erostopio de luz invertido.

O meio utilizado para a indugédo da diferenciag@oaglipocitos foi cu-MEM 15%
SBF, suplementado com 1 de dexametasona (Decadron injetavel, ScheringegPloSP,
Brasil), 10 ug/mL de insulina (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EYA 100 mM de
indometacina (Sigma-Aldrich) e para os ostedcitesMEM 7,5% SBF suplementado com
0,10uM de dexametasona (Schering-Plough), i®Dde &cido ascorbico (Sigma-Aldrich) e
10 mM dep-glicerolfosfato (Reagem, Rio de Janeiro, RJ, Brasi

As células diferenciadas em adipocitos e os seasates foram fixados em solucéo
de paraformaldeido a 4%, por 15 minutos, a temperambiente, e apos, lavados em agua
destilada e incubados em &lcool 70% por 2 a 3 m&uA seguir, foram coradas com a
solucéo de sudan ll-escarlate por 2 a 5 minuteadies em alcool 70% e em agua corrente e
contra-coradas com hematoxilina de Harris por 2utes O material foi montado em
glicerina.

As células diferenciadas em ostedcitos e os semsrotes foram fixados em
paraformaldeido a 4% por 15 minutos a temperaimtaente. Em seguida, foram lavadas em
agua destilada e coradas com solucdo de nitrajratia a 5%, no escuro por 30 minutos.
Posteriormente, foram lavadas em agua destiladagstas a lampada de 100W por 60
minutos (coloracdo Von Kossa) e entdo, lavadaslaapente com tiossulfato de sédio a 5%,
contra-coradas com hematoxilina de Harris, subragtido processo de diafinizacdo e a

seguir, montadas em permout.
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5.12.2 Condrécitos

6
Para a diferenciagdo em condrécitos uma suspergdélar contendo 1Gle células
indiferenciadas, foi ressuspensa em meio indutouentubo conico de polipropileno de 15
mL e entdo, centrifugada a 1200 rpm por 5 minu@sotdo celular obtido foi cultivado no

préprio tubo, em estufa umida, a 37°C com 5% d% €0 metade do meio de cultivo foi

cuidadosamente removido e um 1 ml de meio foi adailo 2 vezes por semana. Apos 21
dias, a amostra foi lavada com PBS e fixada ent&olde paraformaldeido 4% por 2 horas.
A seguir, a amostra foi diafanizada em banhos si@esde alcool a 50, 70, 90%, seguidos
de trés banhos a 100% com duracéo de 10 minutas Badsequéncia, recebeu dois banhos
de xilol com duracdo de 2 minutos, respectivameatentdo, foi colocada em banho com
paraplastliquido a 60°C, em estufa seca, por 30 minutoschiitia emparaplast Foram
realizados cortes depdn e colocados sobre laminas previamente silanizadas

O meio utilizado para a inducédo da diferenciacéo cendrdcitos foi o StemPro®
Chondrogenesis Differentiation Kit (GIBCO — Ivitreg cell culture).

As amostras diferenciadas em condrdcitos foramatafinizadas em banhos de xilol
e série decrescente de alcodis. A seguir, foraradEy em agua corrente e apds em agua
destilada. Na sequencia, foram coradas com Tricdendlasson e Picrosirius. As laminas

coradas com Picrosirius foram analisadas no progtamgeJ para contagem de colageno.

5.13 Analise do potencial carcinogénico das céluta®nco do saco vitelino e membrana

amnidtica equina em camundongos imunossuprimido NUD

Apés a caracterizagdm vitro das células-tronco do saco vitelino e membrana
amnidtica, foi avaliado o potencial teratogénico @amundongos imunossuprimidos, nude.
Inicialmente, as células foram lavadas com PBSipsimizadas seguindo protocolo de
repique celular. Em seguida, as células foram ifegadas por cinco minutos a 1200 rpm e
novamente lavadas com PBS. Essa lavagem foi re@pptid duas vezes. Posteriormente, 0

precipitado com aproximadamente um milh&o de celfda ressuspendido em 50 de



53

solucdo fisioldgica e aplicadas via intramuscular membro pélvico esquerdo dos
camundongos imunossuprimidos com o auxilio de uenaga de insulina. A avaliacdo da
ocorréncia de formacéo tumoral foi realizada dwanito semanas (60 dias), e uma vez por
semana verificou-se a presenca de formacéao tunfardim deste periodo, os animais foram
eutanasiados e fragmentos de tecidos tais comac&@wr pulmédo, figado, rim e a
musculatura na qual foram injetadas as célulagnfaroletados e processados para analise

microscopica.
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6 RESULTADOS

Os resultados parciais foram subdivididos em dspanacroscopicos das membranas
fetais, analise por microscopia de luz, eletrérdeavarredura e eletrénica de transmisséo,
morfologia dos embrifes/fetos e cultivo e caraztedo das células-tronco das membranas

vitelinas e amnidticas.

6.1 Andlise macroscopica e microscopia de luz dasembranas embrionérias

6.1.1 Cobrion

Os aspectos macroscopicos do corion assemelharam-ske outras espécies
domésticas. E a membrana mais externa ao embripéerelacionada diretamente com o
epitélio uterino. Visualmente possui aspecto fr@edoom coloragdo parda em relacdo as
outras membranas embrionéarias. Envolve todo o @wmlerias outras membranas e fusiona-se
com o alantéide e com o amnio. E ricamente vaszaldo em seu mesénquima, porém estes
vasos jamais se fundem com o0s vasos maternos, sonuas mantém intima relacéo.
Comunica-se com o corddo umbilical através de sasgs permitindo as verdadeiras trocas
materno-fetais assim (Figura 3). Como a relacdie encdérion e o epitélio uterino € ténue, 0
corion podia ser descolado do Utero sem resistémeaeacterizando a placenta equina
epiteliocorial.

Quando observado sob microscopia de luz o corimm@nstituido por epitélio colunar
e mesénquima ricamente vascularizado. Os vaso$ngms eram muito préximos da
membrana basal, ocorrendo muitas vezes, inexist@gcmesénquima, diminuindo a barreira
placentaria, o que facilita as trocas maternogetdios equinos o epitélio trofoblastico
apresentou monocamada de células uninucleadas meaitlas por células bi ou
multinucleadas, marcadas pela reacdo histoquimec®AlS, evidenciando capacidade de

sintese por estas células (Figuras 4, 6, 9, 16,11).
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6.1.2 Alantéide

Macroscopicamente o alantdide era bem desenvoleidoastante vascularizado,
mantendo intimo contato com o corion, apesar dagestinicial de desenvolvimento. A
vascularizacdo do alantéide mesmo no inicio do med@mento era muito rica,
evidenciando vasos calibrosos. Nesta fase o cédom alantdide eram facilmente
desconectados, evidenciando a ndo fusdo de seuos wmasbase coridnica. Em algumas
porcdes proximas do embrido ocorre o contato c@mmio como visualizado na figura 3.

Microscopicamente o alantoide possui epitélio sespavimentoso, e mesénquima no
gual estdo contidos seus vasos. A membrana podmisemdida com o amnio em algumas
condicOes, diferenciando-se pela intensa vascalgiz Este mesénquima aparece fundido
com o mesénquima do amnio e do corion, formandomambranas coérioalantéide e
amniocoriénica. O mesénquima possuia poucas célulgsande quantidade de matriz de
espessura varidvel dependendo da localizacdo,toeple vasos contendo eritroblastos
(Figuras 4,6, 7, 8,9, 10, 11 e 12).

6.1.3 Amnio

O amnio nos animais estudados era uma membranautaraddelgada e repleta de
liguido em pequena quantidade, devido ao inicieededesenvolvimento. Durante dissecacéo
das membranas era a mais interna diretamente aetmta ao embrido. Durante esta fase
gestacional a cavidade amnidtica era relativamgeqe@ena quando comparada as outras fases
em estagios de gestacdo mais avancados, porénrgéas®nava com outras membranas. O
liguido apresentou-se limpido e levemente viscdsesta fase o amnio estava pouco
relacionado ao cérion devido ao seu estagio ind@adesenvolvimento (Figura 3).

Histologicamente o amnio era constituido por umacaincamada de células
pavimentosas, membrana basal e mesénquima. Emsnestados, em regides coletadas
proximas ao embrido, observou-se relacdo desta memlcom o alantdide, cujo epitélio era

simples pavimentoso, e 0 mesénquima apresenta sasgsineos (Figuras 4, 7, 10 e 11).
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6.1.4 Saco vitelino

Macroscopicamente o saco vitelino encontrava-seendgides estudados. O mesmo
se conectava ao intestino médio. Em nosso estudficee-se a presenca macroscopica
passivel de dissecacdo nos animais com desenvoldiraéé 40 dias (Figura 3). Este anexo
aparece com aspecto amarelado em forma de sasum@edo intestino médio do embrido e
alonga-se cranio caudalmente ao eixo embriondrigporgédo justa placentaria do corddo
umbilical.

Microscopicamente o saco vitelino era constituidr puas camadas celulares
entremeada por mesénquima vascularizado. A maernatem contato com o Vvitelo
corresponde ao mesotélio (epitélio globoso), a meisrna corresponde a uma monocamada
de células voltada para a camada celomética, admte@lulas cubicas e arredondadas com
nacleos esféricos, denominadas de hemangiobladteamada intermediaria é constituida
pelo mesénquima ricamente vascularizado. Nestengesda formam-se as ilhas vasculares,
cujo lumen podem ser encontradas as células poragrdo sangue. As ilhas vasculares eram
bastante evidentes desde o inicio do desenvolvonamistrando que a hematopoiese € muito
precoce também nos equinos. As células vitelinacataada interna possuiam aspecto
secretorio, com apice em forma de goticulas setastfexocitose), enquanto que as células
da camada externa possuiam aspecto arredondadtbimo com nucleos bastante esféricos

com um ou dois nucléolos (Figuras 4 e 5).

6.1.5 Cinta coridnica

A cinta coribnica estava presente nos embrides emcioi de gestacao.
Macroscopicamente aparece como um halo ao redocot@epto no ponto onde as
membranas do alantdide e saco vitelino de encontRossui coloracdo diferenciada das
demais membranas, sendo mais espessa e opacaefidia era evidente nos embrides
estudados até 47 dias de gestacao (Figura 3).

Microscopicamente as ceélulas do epitélio coribmeoregido da cinta coribnica séo

semelhantes as células trofoblasticas do corionstaNeregidao foram observados
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pregueamentos do mesénquima resultando em viladngms. O mesénquima nesta regido

torna-se espessado com fibras colagenas espesala densidade. Existia neste epitélio da
cinta coridnica, células bi e multinucleadas qudiferenciaram das demais células colunares
(Figura 6).

Figura 3 - Fotografias dos anexos embrionariosciéne. Em A, vista geral da placenta equina; otseav
fusdo do corion com o alantdide (CA) e o saco imibeha regido ventral ao embrido (seta). Em B,
cinta coribnica. Em C, notar o dmnio avascular (B D, observar os vasos provenientes do
alantéide (setas), o embrido exposto (E) e o ajidBarra 1cm.
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Figura 4 - Fotomicrografias do Grupo |- Em A, obsera membrana alantdide com o epitélio pavimentoso
(EP) e mesénquima (M) - Picrosirius; Em B, amnipd/lantéide (AL) - HE; Em C, saco vitelino e
ilhas vasculares (seta) - Tricrdmio de Masson; Entdion (C) e saco vitelino (SV) - Azul de
Toluidina
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Figura 5 — Fotomicrografias dos Grupos | e Il — BB, C, D, E e F saco vitelino evidenciando sua
estrutura histolégica composto por trés camadas: Mesotélio com células globosas e apice
secretor, E — células clbicas e ndcleos esférivos, ilhas vasculares com células sanguineas
nucleadas, Me - mesénquima. Coloracéo A, B e E;-GJP e F- picrosirius
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Figura 6 - Fotomicrografias — Em A, alantéide (Ayaso (V) - picrosirius; Em B e D, cinta corionigaC) e
epitélio trofoblastico (ET) - tricrémio de Massonfeul de Toluidina; Em C, cérionalantéide fundidos,
observar o cérion (C), alantdide (A) o vaso ensrd@as membranas (V) — HE

i

Figura 7 — Fotomicrografias — Em A, @mnio (A) e so@sénquima (M); Em B, &mnio (A) e o alantdide
(AL); Em C, amnio (A) e alantdide (AL) — A, B e Cpicrosirius; Em D, amnio (A), a membrana
alantoide (AL) e vaso sangtiineo (V) - HE.
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Figura 8 — Fotomicrografias dos Grupos |, Il e BEin A, observar o alantdide (AL), vaso sangiinep €\o
mesénquima (M) — picrosirius; Em B, alantdide (ALp mesénquima (M) - PAS; Em C, alantdide
(AL), vaso sangtineo (V) e o0 mesénquima (M) - @nias; Em D, alantéide (AL) e 0 mesénquima (M)
- Azul de Toluidina
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Figura 9 — Fotomicrografias dos Grupos IV, V, VVH — Em A, observar o cérion (C), 0 mesénquima &1
relacdo do alantéide (AL) — formando a placentéoatantéide - Azul de Toluidina; Em B, C, D, E e F,
observar o cérion (C) com seu epitélio trofoblasET), o mesénquima (M) e vasos sanglineos (V)
muito préximos a membrana basal do epitélio; Entdlyjlas do epitélio trofoblastico positivas para
reacdo histoquimica de PAS. B — picrosirius; D-eHE; F - Azul de Toluidina
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Figura 10 — Fotomicrografias dos Grupos Ill e Vilm B, observar o corion (C), o mesénquima (M) elacéo
com o alantéide (AL) com presenca de vasos (V);BEmbservar o amnio (A), 0 mesénquima (M) e a
relagdo com o alantéide (AL) contendo vasos (V);r@éacédo histoquimica de PAS e B — HE

Figura 11 — Fotomicrografias dos Grupos lll, IV e B A, observar o &mnio (A), o mesénquima (M) e a
relagdo com o alantdide (AL) contendo vaso (V); Bne C, detalhe do alantoide (AL) e células
pavimentosas do epitélio, do mesénquima (M) vaseakdo (V). A e D — HE e C - reacdo histoquimica
de PAS

AL

L,
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Figura 12 — Fotomicrografias dos Grupos VI e VIm R e B, observar o epitélio trofoblastico columaixo
com borda em escova (ET) do corion, os vasos saegsi(V) dispostos no mesenquima (M)
intimamente relacionados a membrana basal do iepéétélula binucleada (CT) e em B, detalhe dos
vasos na base do epitélio (circulo pontilhado).réacéo histoquimica de PAS e B — HE

Figura 13 — Fotomicrografias dos Grupos V e VI. Ere B, observar o cérion com seu epitélio trofotatés
(ET), o mesénquima (M) com vasos sanguineos easthinucleadas dispostas no epitélio (circulo
pontilhado) — HE

i
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6.2 Analise por Microscopia eletrénica de varreduraMEV) e transmissédo (MET) das
membranas embrionéarias

6.2.1 Corion

O cérion quando observado por microscopia eletedrie transmissdo (MET)
apresentou epitélio colunar (Figura 14); o trofetdaapresentava-se organizado e apoiado sob
o tecido mesénquimal rico em fibras colagenas (&id®), sendo as células trofoblasticas
uninucleadas, binucleadas e raras as multinucle@iiggra 14). Na maioria das células foi
possivel observar nucleos de forma circular e quééen areas nas quais a cromatina se
encontra mais densa e onde ela se encontra maigafrd&-oram encontradas ceélulas
trofoblasticas gigantes com até 3 nucleos.

No citoplasma foi encontrada uma grande quantididenitocondrias (Figura 16)
principalmente nos apices celulares, foram obses/&imbém vesiculas eletrodensas (Figura
14) e aparelhos de Golgi (Figura 19).

O corion de um embridao equino com menos de 36d#iagestacdo, quando observado
por microscopia eletronica de varredura (MEV) apmésu projecOes coridnicas com
superficie apical das células arredondadas de fosrteeptagonais e recobertas por curtos
microvilos (Figura 15).

O corion dos animais com 3,1 cm de CR (36 diaseai#agao) sob observacdo em
MEV apresentou em algumas regides, as superfielatares arredondadas e desprovidas de
microvilos (corion liso) (Figura 14). O corion qukn cortado lateralmente mostra as
vilosidades coridnicas repletas de vasos corionfeEmgira 17), e quando observado na MET
pode se constatar abundante quantidade de vaspsirsaws, evidenciando se a proximidade
dos capilares fetais com as células trofoblastisesdo tal proximidade que as membranas
basais se tocavam (Figura 17).

Na superficie coribnica 6,7 cm a 12,3 cm de CR-(39 dias de gestacado) comeca
apresentar numerosas projecoes arredondadas camatdorpregueado em direcdo ao
endomeétrio, existindo entre elas um espaco reduEdmra 18). As superficies apicais das

células apresentam formatos hexagonais recobeotasnigrovilos. Na MET a membrana
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citoplasmatica da célula trofoblastica apresentwlzzados microvilos de forma alongada na
regido apical da célula (Figura. 15).

A superficie coridnica dos fetos equinos com 1p3ac20,2 cm de CR (71 a 107 dias
de gestacdo) apresenta-se semelhante a de 6,123 @n de CR, o apice celular apresenta-
se de forma hexagonal, mas algumas células trafiddd apresentam se desprovidas de
microvilos e outras recobertas por microvilos deréntes tamanhos (Figura. 14).
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Figura 14 - Eletromicrografia de varredura (MEVA) (C6rion equino do Grupo Il com 3,1 cm de CR (36
dias de gestacdo) mostra a superficie apical dataséarredondadas desprovida de microvilos.
Aumento: 500x - Barra: 1Q@n. (B) Superficie do cérion do feto (Grupo Il) cen® cm de CR (47
dias de gestacdo), evidenciando a superficie apmlaal células arredondadas e recobertas por
numerosos microvilos. Aumento: 5000x - Barrapt0 (C) Feto com 12,3 cm (Grupo V) de CR (79
dias de gestacao). Células trofoblasticas despaewvil@ microvilos (lisas) — (L), e células recoleerta
por microvilos (M) de diferentes tamanhos. Aumer8000x - Barra: 10m. Eletromicrografia de
Transmissdo (MET) - (D) Cérion equino Grupo Il c8r cm de CR (36 dias de gestagdo) observar o
epitélio colunar do corion, (N) ndcleo. Aumento088 - Barra: 1gm. Embrido equino com 14,4 cm
(Grupo V) de CR (88 dias de gestacao) - (E) Obsarghila gigante trofoblastica binucleada; (N)
nacleo e a presenca de organelas citoplasmatiéasmas aos nicleos (setas). Aumento: 5600X —
Barra: 0,2um. (F) Célula gigante trofoblastica com trés nislezom presenca de organelas
citoplasmaticas préximas aos ndcleos (setas), ieulas eletrodensas (V). Aumento: 3.500X — Barra:

0,2um
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Figura 15 — Eletromicrografia de varredura (MEV)mdambrana coridnica - Embrido equino (Grupo I) conmosede
36 dias de gestacéo, (A) projecdes coribnicas retasbpor microvilos. Aumento: 500x - Barra: 100uiB) (
detalhe do &pice de uma projecéo coribnica a 50003trando os microvilos, e os formatos heptagonass d
apices celulares. Barra: 5um. Eletromicrografialdensmissdo (MET) -c6rion — (C) Embrido equino (@Grup
VI) com 16,5 cm de CR (96 dias de gestacdo) catezdntal de um microvilo; (L) luz luminal; (N) niesbs.
Aumento: 1800X - Barra: 10um. (D) Embrido equino (Grifjocom 14,4 cm de CR (88 dias de gestacdo),
(setas) apontam os microvilos em corte longitud{sata), circundam algumas mitocondrias (m) e wéessc
eletrodensas (circulo). Aumento: 7100X — Barra: 2um

Figura 16 - Eletromicrografia de Transmissédo (ME®&)membrana coridnica — Embrido equino (Grupo lih &6
dias de gestagdo (3,1 cm de CR). (A) Notar célulaidebcom interdigitagbes citoplasmaticas (circu(bl),
ndcleo, (seta) membrana basal, (m) mesénquima. Aom8&B00X — Barra: 0,2 um. (B, C) Numerosas
mitocondrias (setas) no citoplasma e apices dagasélrofoblasticas (B: 5600X — Barra: 0,2 um; CO0XA-
Barra: 2 um). (D) Detalhe das mitocondrias. Aumen@0@X — Barra: 2 pum.
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Figura 17 — Eletromicrografia de varredura (MEV(A} Corte lateral do cérion do embrido (Grupo I)
com idade inferior a 36 dias de gestacdo, mostranddlosidades coridnicas (seta), mesénquima
(circulo) e seus vasos sanguineos (asterisco)a Bi@rrlmm. Eletromicrografia de Transmisséo
(MET) — (B) Embrido equino (Grupo V) com 14,4 cm@R (88 dias de gestacdo) a seta aponta
para as vilosidades coribnicas e 0s vasos sangu(asterisco) mantendo intima relacdo com a
membrana basal. Aumento: 2.800X - Barra: 5um
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Figura 18 — Eletromicrografia de varredura (MEM)2) Pregas coridnicas do feto (Grupo IIl) com 657 de
CR (57dias de gestacdo) com espacos reduzidos elayee recobertos por microvilos. (B) Corte
longitudinal mostrando a relacdo materna fetalmdeto (Grupo VII) com 20,2 cm de CR (107 dias
de gestagdo), onde as projecOes coridnicas (P&) est contato com endométrio uterino (seta), (F=
face fetal, M= face materna)
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Figura 19 - Eletromicrografia de Transmissdo (METJA) Coérion de embrido (Grupo 1) com 36 dias de
gestacdo (3,1 cm CR) Célula trofoblastica apoialanembrana basal (m), e mesénquima (setas) com
muitas fibras colagenas (Fc), e um aparelho deiGatgeristo). Aumento: 4.400X — Barraurb. (B)
Embrido de 47 dias (Grupo Il) de gestacéo (4,6 &p@bservar que o cérion apresenta se mais delgado
e com muitas fibras colagenas (Fc). Aumento: 448@arra: ,um. (C) Observar a grande quantidade de
fibras coladgenas no mesénquima (Fc). Aumento: 14G0B8arra: im. Eletromicrografia de varredura
(MEV) — (D) A mostra as fibras colagenas (Fc); oarde feto (Grupo VII) com 105 dias de gestacéo.
Aumento: 10000x — Barraudn

6.2.2 Alantéide

Em todos os periodos observados ao MEV (microaceletronica de varredura) (0 a
120 dias de gestagdo) o alantdide apresentou edsdicia levemente rugosa, com células cuja
superficie apresentava delimitagdes por microvillemando imagens pentagonais,
hexagonais e heptagonais e formando contra mokigsré 20). Algumas regiées do apice
celular do alantoide apresentaram-se densamemtieerta por microvilos, enquanto outras 0s

microvilos apresentaram-se em pouca quantidadsperdios no apice celular. Além destas
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células alantéicas, também foram observadas estsusalientes em forma de “botéo” (Figura
20).

Quando observado MET, apresenta epitélio simplesrap e membrana basal, cujas
células tinham nucleos globosos. O citoplasma deasthlas apresentava clara divisdo entre
apice e base. No apice grande concentracdo de dmidoas e na base celular grande

guantidade de reticulo endoplasmético rugoso (E&R0, 21 e 22).

Figura 20 — Eletromicrografia de varredura (MEVAlantéide de um embrido (Grupo VII) com 20,2 cmGfRe
(107 dias de gestagdo) (A) superficie levement@sagcélulas de formato poligonal e os contra
moldes. Aumento: 1000x - Barra:2@. (B) Superficie apresentou-se recobertas porgsoomcrovilos
e suas delimitacbes por uma densa fileira de milow\Vseta), formando imagens pentagonais,
hexagonais. Aumento: 8000x - Barran® (C) Densamente recoberta por microvilos e aisitat;6es
por uma densa fileira de microvilos (setas). Auroedi0000x - Barra: @n. Eletromicrografia de
Transmissdo (MET) - (D) epitélio simples colunaendo que o apice celular apresenta a maior
concentracao de mitocondrias (m) e a base celufar maior concentracao de reticulo endoplasmatico
(setas). Aumento: 8900X — Barraura
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Figura 21 - Eletromicrografia de Transmissdo (MB&)membrana alantéide - (A) Feto (Grupo VII) com
20,2 cm CR (107 dias de gestacao), presenca dasrnterdigitacdes (setas) e fibras colagenas
(Fc). Aumento: 11000X - Barraut. (B) Alantoide de 57 dias de gestagéo (Grupo(@J7 cm
CR), membrana lateral entre duas células evidedoiaa unido entre estas através de
desmossomos (circulo). Aumento: 36000X - Barrau,5
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Figura 22 — Eletromicrografia de Transmissdo (MB@)membrana alantéide — Feto (Grupo VII) com 202 ¢
CR (107 dias de gestagdo). (A) Reticulo endoplasmgRe). Aumento: 11000X. Barrau. (B)
Grande quantidade de reticulo endoplasmatico (Riecipalmente na regido da base da célula.
Aumento: 8900X - Barra:jin. (C) Célula com presenca de vesiculas de retendtoplasmatico liso
(seta), nucleo (N). Aumento: 8900X - Barrain2 (D) Feto Grupo Il de 6,7cm CR (57 dias de
gestacdo) mostra a presenca de mitocondrias &xsterdispersas uniformemente pelo citoplasma
celular. Aumento: 5600X - Barra: Q5

6.2.3 Amnio

O amnio quando observado por MEV apresentou umarfécie semelhante ao do
alantoide, as células variaram no formato de tetralgaté heptagonal e delimitacdes por
corddes de microvilos, tendo toda a sua extensémbegta por microvilos. Na superficie
amniética foram encontradas estruturas de formeadas que se assemelharam a “botées”

(Figura 23), como foi observado no alantéide equino



75

O amnio equino quando observado por MET apresant@icamada Unica de células
achatadas, demonstrando um epitélio simples patsenapoiado sobre uma camada de
tecido conjuntivo embrionario que constitui 0 megéma.

O amnio apresentou na regido apical da célula umadg quantidade de granulos

eletrodensos recobertos por um halo de formatd@andado (Figura 24).

Figura 23 - Eletromicrografia de varredura (MEV)rdambrana amnidtica — (A) Feto (Grupo Ill) com én7 de
CR (57 dias de gestacao) superficie do amnio &asecélulas poliédricas, delimitadas por elevacdes
microvilosas nas bordas. Barra: 3um. (B) Superfacmidtica, feto (Grupo VI) de 17 cm de CR (98
dias de gestagdo). Estruturas salientes em forohatbotbes (seta) e apices celulares de formato
irregular (asterisco). (C) Feto (Grupo Ill) com &ih de CR (57 dias de gestacdo), mostrando a
estrutura em forma de “botdo” possivelmente uma &e adesdo entre membranas e coberta por
microvilos. Aumento: 1000x — Barra: 6um. (D) Fetdripo Ill) com 6,1 cm de CR (54 dias de
gestacdo), outra estrutura saliente esta com aspectamadas (setas). Aumento: 500x - Barra: 200um
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Figura 24 — Eletromicrografia de Transmissao (MBa)membrana amniética — Feto (Grupo V) com 14,4
cm CR (88 dias de gestacédo). (A) Observar os grareletrodensos de glicogénio (setas), e célula
binucleada (circulo). Aumento: 4400X — Barranh (B) Detalhe do 4pice celular mostrando em a
grande quantidade de granulos eletrodensos deygham (setas). Aumento: 11000X — Barrar?
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6.2.4 Saco vitelino

O saco vitelino quando observado por MEV apreseuntoa superficie semelhante ao
do alantdide e amnio. Suas células variaram no dtrnae tetragonal até heptagonal e
delimitacdes por corddes de microvilos, tendo ®daa extensao recoberta por microvilos. O
saco vitelino, em todos 0s grupos estudados, apmsgoticulas de secrecdo no apice das
células indicando exocitose (Figura 25 e 26).

O epitélio do saco vitelino quando observado porTMdpresentou-se variando de
globoso a colunar simples (Figura 25) com células au binucleadas apoiadas no
mesénquima. Observou-se grande quantidade deloetndoplasmatico rugoso distribuido
uniformemente (Figura 29). Foi observado no citepla uma pequena quantidade de
vesiculas (Figura 28), as mitocondrias estavamliiactas entre o nucleo e o &pice celular

(Figura 27) e entre as células endodérmicas forarorgrados espacos intercelulares.

Figura 25 — Eletromicrografia de varredura (MEV)s#zo vitelino (A/B) Embrido equino (Grupo I) coni 1l
cm CR (17 dias de gestacao) superficie do sachnatépice das células poliédricas, delimitadas por
elevagdes microvilosas nas bordas. Aumento: 500Barra: 1Gum. Aumento: 14000x — Barrauf.

(C) Embridao com 1,1 cm CR (17 dias de gestacd®mepga de secrecdo (seta). Aumento: 5000x —
Barra: 1Qum. Eletromicrografia de Transmissdo (MET)— Embigam 0,9 cm CR (14 dias de gestacéo)
(D) Epitélio globoso a colunar simples (Ep) apoiadbre o mesénquima (m). Aumento: 1800x — Barra:
10 um.
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Figura 26 — Eletromicrografia de varredura (MEVBaco vitelino (Grupo 1) (A) apresentou goticulas de
secrecdo (seta) no apice das células indicandatesec(B) Goticula de secrecdo em maior aumento
10000x, barra de 2um
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Figura 27 - Eletromicrografia de Transmisséo (MBE®)saco vitelino — (A) Embrido equino (Grupo
I) com 1cm de CR (15 dias de gestacao) membraeelantre duas células evidenciando a
unido entre estas através de desmossomos (cirquiedenca de microvilos (seta) na
membrana apical da célula. Aumento: 14000x — Béynar. (B) Saco vitelino de um embrido
com 1,1 cm CR (17dias de gestagdo) notar agligitargGes citoplasmaticas entre as células
(retéangulo) e vesiculas de secregéo (asteriscas)eAto: 5600x — Barra: @m.
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Figura 28- Eletromicrografia de Transmissao (ME®)saco vitelino — Embrido equino (Grupo |) com ldsd
de gestacédo (0,9 cm de CR). (A) Notar (N) nucleeta) microvilos. Aumento 4400X — Barra: 5 um. (B)
Numerosas mitocondrias (m) nos apices das cél{daterisco) vesiculas eletrodensas. Aumento: 5600X
— Barra: 2um. (C) Detalhe do apice celular com asuinitocondrias (setas). Aumento: 8900x — Barra:
2um. (D) Presenca de microvilos (circulo) voltagas a luz luminal. Aumento: 5600x — Barra: 2um

Figura 29 - Eletromicrografia de Transmissdo (ME®)saco vitelino - Embrido equino (Grupo )
com 14 dias de gestacao (0,9 cm CR) Notar a grgudstidade de reticulo endoplasmatico
rugoso (RER) distribuido uniformemente por todo itoptasma e algumas vesiculas
eletrodensas (asterisco), (N) ndcleo, (Fc) fibrdgenas. Aumento: 5600x — Barra: 2um.
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6.3 Morfologia dos embrides/fetos equinos

Apdés andlise placentaria, quanto sua forma macpiszée detalhes referentes a
microscopia de luz, eletrbnica de varredura e @data de transmissdo, os embrides foram
separados de suas membranas fetais, sendo estedogpes medidos. Seguido este
procedimento, os embrides foram separados em g(igades gestacionais) como mostra a
Tabela 1 inserida na metodologia.

6.3.1 Andlise Macroscopica

Grupo |

Os embrides equinos com CR entre 0 e 3,0 cm, tlescreste grupo, apresentaram na
regido cefélica o prosencéfalo em formacdo, os safemnquiais, a vesicula Optica
pigmentada, além do neurdporo cranial aberto exp@ndhamado 4° ventriculo encefalico,
bem como uma flexura cervical acentuada. Notamogeessao cardiaca, a regidao de figado
e o cordao umbilical; os membros toracicos e pédsepresentavam formato de “remo”, e 0s
embrides apresentaram formato de letra C (Figuya 30

Os embrides com CR entre 1,3 e 2,0 cm apresenta@mo caracteristicas
morfologicas, na regido cefalica, a vesicula oppiggnentada, as trés vesiculas encefélicas
em desenvolvimento (prosencéfalo, mesencéfalo denogfalo), vesicula ética e curvatura
cervical acentuada. Notamos a impressoes cardiapatica e formacédo das costelas; notou-
se também o coracdo dividido em duas camaras (@tnventriculo), figado e intestino
primitivo em suas divisdes (cervical, médio e cdugertindo da regido do figado e
contornando toda a regido dorsal do corpo do embafunilando na éarea da crista
mesonéfrica. O figado é volumoso e preenche pratinte toda a cavidade abdominal.
Animais com aproximados 26 a 30 dias de gestagierr o placédio Optico levemente

pigmentado. Foi observado, aos 30 dias de gestagiesenca do lobo olfatorio (Figura 31).
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Em embries a partir de 35 dias de gestacdo, fesipel observar o inicio da
formacdo de estruturas esqueléticas, embora aicagidb ndo tenha sido observada nos
membros.

Visualizamos na regidao inguinal o tubérculo géridemado, porém sem distincédo de
sexo, e ainda a presenca de cauda. Uma peculiandsiéa no embrido E6, com 2,3 cm de

CR, foi o inicio da formagéo do aparelho unguea membros toracicos e pélvicos.

Figura 30 — Fotografia em vista lateral dos emisrid@ Grupo |. Observar em A curvatura cervical (G@&ptriculo
encefalico (VE), vesicula optica (VO), arcos braapu(AB), broto toracico (BT), figado (F), coragao
(CO), rim (R), corddo umbilical (CU), broto pélvi¢BP), cauda (C), saco vitelino (SV). Observar em
A’ a intensa vascularizagdo do embrido. ObservarBenauda (C), regido cefalica (RC), curvatura
cervical (CC), ventriculo (V), atrio (A), figado)(Fartéria dorsal (AD)
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Figura 31 — Fotografia em vista lateral dos emisrifi@ Grupo I. Observar somitos (s), membros (mjdadcd),
ventriculo encefélico (ve), curvatura cervical (c@rcos branquiais (ab), prosencéfalo (po),
mesencéfalo (me), coracdo (c), vesicula ética (@i pigmentado (seta), formacdo do aparelho
ungueal (*), corddo umbilical (cabeca de setagdig(f)

As eletromicrografias a seguir referem-se aos dmbrido grupo | e, estes
apresentaram como caracteristicas morfolégicagfatipies de alta resolucdo a formacéo dos
arcos branquiais, formacao do encéfalo, impresaétiaca e hepatica, além da formacao dos
brotos toracico e pélvico em formato de “remo”.046zamos também a formacao da fosseta
nasal, bem como o mesonefro, os somitos e o corédical (Figuras 32, 33 e 34).

Figura 32 — Fotografia do embrido E23 de 16 diagesacao obtida através de microscopio eletrédeco
varredura. Observar arcos branquiais (ab), sonf#of broto pélvico (bp), coracéo (co), figado
(fi), encéfalo (e) e mesonefro (m)
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Figura 33 - Fotografia do embrido E24 de 14 diagestacdo obtida através de microscopio eletrétéco
varredura. Notar somitos (so), corddo umbilical),(dosseta nasal (fn), arcos branquiais (ab),
coracéo (co), broto toracico (bt)

Figura 34 - Fotografia do embrido E22 obtida atsagté microscépio eletrdnico de varredura. Notardceg
encefalica (re), arcos branquiais (ab), coracdd foembro toracico (mt), membro pélvico (mp),
somitos (so0), fosseta nasal (fn)
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Grupo Il

Os animais E1, E4, E29, E30, E33 e E8 com CR &ntra 3,6 cm, séo classificados
como embrides. Ja o animal E5 com CR 4,6 cm, &ifitaslo como feto, ndo mais como
embrido. Notamos nos embrides especificados acanmagido cefalica o olho pigmentado e
recoberto por uma pelicula; as cavidades oral elngs se encontram delimitadas
externamente podendo ser identificados labio iofezia por¢cdo nasal do focinho (rostrum),
representando assim a constituicdo nasolabial.rRegl@erificar o crescimento do pavilhdo
auricular bem como o inicio do crescimento da @edterna; a cabeca ja se divide em
regibes frontal, cefalica e cervical. J4 estdo &mlas e visiveis as costelas e cauda bem
proeminente. Notamos ainda a formacdo do apareftymaal nos membros toracicos e
pélvicos. O figado € bem volumoso e abrange grpade da cavidade abdominal, bem como
o tubérculo genital evidente.

A projecéo do rostrum foi notada em nossos estadoembriées equinos de 36 dias.

No feto E5 averiguamos o alongamento do pescdgoirho, bem como diferencas nas
regides anatdbmicas de adultos como a regido caestaknal, abdominal, toracica, femoral,
cervical, cranial e frontal, dentre outras; o espegento da derme dificulta a visualizacdo das
costelas nos animais. A orelha externa continugasmde crescimento.

Ainda sobre o animal E5, classificado como fetotamos a presenca do tubérculo
genital na pelve dos fetos, sem identificacdo dm 0 concepto e os olhos continuam
protegidos por uma pelicula transparente que ogecds mudancas na regido abdominal
foram basicamente a reducdo da proeminéncia dddigaextensdo da parede do cordao
umbilical, as costelas tornam-se mais proemineerteslgumas estruturas ja apresentam
ocorréncia de ossificacoes.

A coloracao translicida dos embrides equinos permiina analise minuciosa da

macroscopia embrionaria nesta espécie (Figura363®,37).
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Figura 35 - Fotografia em vista lateral dos emtwide Grupo Il. Observar curvatura cervical (c@afio (f),
vesicula éptica (seta preta), vesicula 6tica (defmacdo do aparelho ungueal (circulo
tracejado), corddo umbilical (cu), regido femuréd)( regido escapular (re), costelas (co), cauda
(seta branca), cérebro (ce), coracao (c), vasealg#o intensa da pele (vi)

Figura 36 - Fotografia em vista lateral do feto E&n CR= 4,6 cm. Observar regido cefalica alond&iz),
vesicula otica (VO), vesicula optica (seta), pescalpngado (seta dupla), costelas (CO), corddo
umbilical mais espesso (CU), regido femoral (REB)da (CD).
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Figura 37 - Corte sagital de feto de 40 dias, cof d& 3,6 cm. Observar as vesiculas encefalicas
prosencéfalo (P), mesencéfalo (M), rombencéfalg 4Ryentriculo (4° V), curvatura cervical
(CQ), lingua (L), as vértebras (seta dupla), medMja coracdo (CR), pulméo (P), costelas
(CO), diafragma (tracejado), figado (F), rim (R§aa intestinais (Al), tubérculo genital (TG),
cauda (C). Notar ainda o tronco encefélico (TEjngmfaringe (circulo tracejado), cavidade
oral (CO), cavidade nasal (CN), traquéia (T), este(ES), térax (TO), abdémen (AB),
membro toracico (MT) e membro pélvico (MP). Barcanl

Grupo 1l

O feto equino com 38 dias encontra-se bem desdadeoky pode ser reconhecido
facilmente como um equino, devido as caracterspesuliares da espécie.

Os fetos de equinos apresentaram nessa fase dovdes®ento vesicula o6ptica,
saliéncia auricular com o inicio da formacéo dashas externas, |abio superior e inferior,
lingua, individualizagé&o total da cabeca e dos rmemb estes bem formados.

Ha ainda a presenca de cauda, anus, vestigios gd@soreprodutores (tubérculo
genital) externos e estdo desprovidos de péloseddmiento permanece translicido o
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suficiente para observar as costelas, mas nampaeavar os demais 6rgaos (Figuras 38, 39 e
40).

Figura 38 — Fotografia em vista lateral do feto EQbservar cascos (circulo branco), orelha extéfraulo
preto), olho pigmentado com péalpebras quase fesh@dg costelas (co), labios inferior e superior
(1), tubérculo genital (seta preta), corddo umhlliseta branca), cauda (c)

Figura 39 — Fotografia do feto E11. Observar tullérgenital masculino (circulo) e corddo umbili¢sdta)
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Figura 40 — Fotografia de corte sagital de fetoiremuo grupo Ill. Observar encéfalo (E), concha
nasal (CN), lingua (L), traquéia (T), vértebra deal (VC), aparelho ungueal (AU), coracéo
(CO), aorta (A), figado (F), vértebra lombar (VB)gas intestinais (Al), hipéfise (H), medula
(M), costelas (CT), vértebra toracica (VT), diafreg(D), vértebra sacral (VS), cauda (C)

Grupos VeV

Os animais pertencentes a ambos o0s grupos forampamps, pois 0S mMesmos
apresentam caracteristicas morfolégicas semelhadgefetos com Crown Rump de 9,1 a 15
cm, com idade gestacional de 71 a 88 dias, apegs@mtas seguintes caracteristicas: vesicula
orbitaria, labios superior e inferior, lingua, gemag saliéncia auricular com formacédo das
orelhas externas, membros formados com articuldpémsproeminentes e com formagéo das
unhas, cauda, anus, 6rgaos reprodutores exterdigsreta formacédo de glandulas mamarias
(Figuras 41, 42, 43, 44 e 45).
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Figura 41 — Fotografia em vista lateral do Fetd=dopo V. Observar costelas (co), cauda (c), aparehgueal
(seta), olhos pigmentados e cobertos por uma memlfod), focinho (circulo)

Figura 42 — Fotografia em vista lateral do Feto B©4Grupo V. Notar orelhas bem desenvolvidas (oo
pigmentados cobertos por uma membrana (ol), formdgdaparelho ungueal (seta) e focinho com
narinas e boca (circulo)




Figura 43 — Fotografia do Feto E14 do Grupo V. Naparecimento de glandulas
mamarias (circulo) e aparelho genital (seta)

Figura 44 - Fotografia em decubito dorsal do Fetd Ho Grupo V. Observar aparelho
genital feminino (circulo pontilhado) e anls (seta)

91
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Figura 45 - Fotografia de corte sagital de fetammdo grupo V. Notar encéfalo (E), cerebelo (ARjlbo (B),
cavidade oral (CO), eséfago (E), traquéia (T), tifh9, cavidade atrial (CA), figado (F), alcas
intestinais (Al), aparelho ungueal (AU), cauda (@3so esfendide (OE), conchas nasais (CN),
lingua (L), vértebra cervical (VC), medula (M), &0(A), cavidade ventricular (CV), pulméao (P),
vértebra toracica (VT), estomago (E), vértebra lan{i'L), rim (R), vértebra sacral (VS)

Grupos Vl e Vi

O mesmo foi feito com estes grupos, cujas caratimas morfolégicas também eram
semelhantes. Os animais E12 e E17, E15 e E13 apmaseCR entre 15,1 e 21cm. As
caracteristicas externas dos fetos deste grupovs8aula 6tica, labios superior e inferior,
lingua, gengiva, narinas formadas e bem proemisgs&diéncia auricular com formacao das
orelhas externas, membros toracicos e pélvicosddos com todas as articulacdes visiveis,
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bem como o casco, cauda, anus e 6rgao reprodut@ssulinos e femininos e as glandulas
mamarias agora ja bem evidentes.

Foram encontrados, no feto E13, que apresenta ih@7d gestacado, pélos tateis nos
labios, além das glandulas mamarias bem formadaguenento mais espesso (iguras 46 a

52).

Figura 46 — Fotografia do feto E17. Notar olho pégwado (ol), narinas proeminentes (n), orelha aater
(circulo), cascos (circulo tracejado), labios iitfiee superior (1), articulagdo (a), regido endeél
(re), cauda (c), corddo umbilical (seta).

Figura 47 — Fotografia do feto E17. Observar tulllérgenital feminino (circulo tracejado), &nus #3etauda (c)
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Figura 48 — Fotografia do feto E13. Observar orethderna (circulo), regido encefélica (e), narinas
proeminentes (n), olhos pigmentados cobertos panbmena (ol), labio superior e inferior
(circulo tracejado), cascos (ca), articulacbes (afjido escapular (re), regido abdominal (ra),
regido femoral (rfe), cauda (c)

Figura 49 — Fotografia do feto E13. Observar tullérgenital masculino (circulo tracejado), saca@st (*)
e cordao umbilical (seta)
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Figura 50 — Fotografia do feto E13. Observar naripepeminentes (circulo), labio superior (Is), liagl),
labio inferior (li), e pélos finos (seta)

Figura 51 - Fotografia de corte sagital de fetoirmuo grupo VII. Observar cerebelo (C), bulbo (B),
hip6fise (H), bulbo olfatério (BO), cavidade oraC®@), medula (M), timo (T), cavidade
ventricular (CV), diafragma (D), vértebra abdomirf@ld), alca intestinal (Al), rim (R),
aparelho ungueal (AU), encéfalo (E), cavidade n&sHl), lingua (L), vértebra sacral (VS),
esbfago (E), traquéia (T), costelas (C), cavidadaldCA), aorta (A), figado (F), estdbmago
(ET), vértebra lombar (VL), tubérculo genital (T@xuda (C)
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Figura 52 — Detalhes do feto do grupo VII em cadgital mediano. Observar em A, bulbo olfatério JB@sso
esfendide (OE), conchas nasais (CN), lingua (Bpguéia (T), es6fago (ES), bulbo (B), cerebelo (C),
hip6fise (H), encéfalo (E); em B, observar vértsbebdominais (VA), aorta (A), medula (M),
vértebras cervicais (VC), costelas (CT), timo (dayvidade atrial (CA), cavidade ventricular (cv),
diafragma (D), figado (F), estdmago (E); em C, olaepulmao (P), figado (F), estbmago (E), algas
intestinais (Al), rim (R), tubérculo genital (T@m D, observar vértebras abdominais (VA), vértebras
sacrais (VS), rim (R), al¢as intestinais (Al), figa(F), pulméo (P)

6.3.2 Técnica de Alizarina

Utilizando-se a técnica da Alizarina foi possiverificar que o feto com idade
estimada de 60 dias apresenta regides de ossdicagécadas pela coloracéo vermelha e de
cartilagem marcadas pela coloracdo azul. Os parxipssos observados foram: Na cabeca
observamos os ossos frontal, parietal, occipie@ahe mandibular. A escapula, tmero, radio,
metatarso e falanges distais no membro toraciceo©OfEmur, tibia, metatarso e falanges
distais no membro pélvico. A ossificacdo das cast@ vértebras foi bem visualizada. E

possivel verificar que apesar de serem nitidosogodé ossificacdo esses ndo se encontram
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totalmente formados. Pontos de cartilagem sao hzsgl@s em todos 0s 0ssos citados o que

confirma que a ossificacdo ainda ndo esta compéataniinalizada (Figura 53).

Figura 53 - Feto E32, Grupo lll, submetido a téanite Alizarina modificada. Observar em A as véesbr
cervicais (VC), escapula (E) e fémur (F); ObsermarB o osso frontal (F), parietal (P), occipita),(O
nasal (N) e mandibular (M); observar em C o est€¢E®T), costelas (CT), vértebras toracicas (VT) e
vértebras lombares (VL); Observar em D, no memobracico, o radio (RA), o metacarpo (MC) e a
falange distal (circulo tracejado); Observar enn&,membro pélvico, as vértebras coccigeas (VC),
tibia (TI), metatarso (MT) e a falange distal (aloctracejado)
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6.3.3 Analise Microscépica

Serdo abordadas nos topicos a seguir as caractsishicroscépicas dos 6rgaos
observados nos embrides dos Grupos | e I, sertds esganizados por aparelhos e sistemas

para melhor compreensao.

Aparelho Cardiovascular

O aparelho cardiovascular é o primeiro sistema mapte a funcionar no embrido. O
coracao primitivo e o sistema vascular surgem dararterceira semana de desenvolvimento,
e comeca a funcionar no inicio da quarta semardedenvolvimento precoce do coragao é
necessario uma vez que o embrido cresce rapidamenmttfio suas necessidades nutricionais
nao sao satisfeitas apenas através da difusao.

Nos embrides dos Grupos | e Il, mesmo com idateian a 22 dias, foi possivel
observar as camaras cardiacas atrio e ventricudodiderem pela espessura de suas paredes,
sendo o ventriculo mais espesso, além das outnatedsticas mencionadas acima.
Verificaram-se, ainda as camadas histolégicas dacéo: epicardio, miocardio e endocérdio
(Figura 54). Na area cardiogénica, as células ngesmiais ventrais ao celoma pericardico se
agregam e se posicionam lado a lado para formar plimordios cardiacos: os corddes
angioblasticos, que se canalizam para formar dinest endocardicos de paredes delgadas.
circunda o celoma pericardio. O tubo endoteliahdese o revestimento endotelial interno do
coracao ou endocardio, e 0 miocardio primitivo passer a parede muscular do coracdo. O
pericardio visceral ou epicardio € derivado de laélunesoteliais que se originam da
superficie externa do seio venoso e se espalham sahiocardio.

A cavidade ventricular possui grande quantidadeatdiomioblastos agrupados de
maneira a dar inicio a formacéao trabecular, asgimacvisto nos embrides do grupo | e Il
S&o inumeras as formacdes cordonais nessa faseparla (Figura 54 e 55).

No embrido 9, com idade estimada de 26 dias, obsey® a artéria dorsal ao longo do
corpo do concepto. Foi possivel visualizar atradgésmicroscopia eletrénica varredura, em

embrides do Grupo Il, as cordas tendineas loca&atb ventriculo, além da valvula
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bicuspide (&trio ventricular esquerda) e a esppasade muscular do ventriculo esquerdo
(Figura 56).

Figura 54 - Fotomicrografia do coracdo de embrid@&dupo | e detalhes. Observar em A ventriculo estu
(VE), ventriculo direito (VD), atrio esquerdo (ABJrio direito (AD) e diafragma (D); observar em B
cardiomioblastos (C); observar em C as trés camaddscardio (E), miocardio (M) e epicardio (EP)

Figura 55 - Fotomicrografia do coragdo de embriddsdupo Il e detalhes. Observar em A atrio (A),txienlo
(V), aorta dorsal (AT) e parede trabecular da camantricular (P); em B, observar cardiomioblastos

©
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Figura 56 - Microscopia eletrénica de varreduraabrido do Grupo Il. Em A, observar cordas tendimea
coracédo; em B, notar valvula bicuspide (VB), panedsscular do ventriculo esquerdo (PM) e atrio
esquerdo (A)

Aparelho Locomotor: Musculo — Esquelético

O aparelho locomotor se desenvolve a partir dalaglmesodérmicas e da crista
neural. A medida que a notocorda e o tubo neurf@rsgam, o mesoderma intra-embrionario,
lateral a estas estruturas se espessa para fomascdlunas de mesoderma paraxial. Ao final
da terceira semana, estas colunas tornam-se seglasnem blocos de mesoderma
denominados somitos que externamente se parecermlevatdes arredondadas ao longo da
superficie dorsolateral do embrido, sendo formageéeaselhantes a botdes de tecido epitelial
condensado e importantes determinantes da idadeiosdutia humana, de camundongos,
ratos e galinhas onde o estudo da embriologiagacesnpreendido (Figura 57 e 59).

Cada somito se diferencia em duas partes: a ypaemteomedial, ou esclerétomo, a qual
formara as vértebras e as costelas; e a partela@ish, ou dermomidtomo, a qual formara a
partir da regido do miétomo, os mioblastos, e &irpdw dermatomo formara a derme (Figura
57).

Os mioblastos que formam os musculos esqueléticosronco sdo derivados do
mesoderma das regides do midtomo dos somitos. fildras musculares lisas diferenciam-se

do mesénquima esplancnico que envolve o endodeommtdstino primitivo e de seus
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derivados. O musculo liso da parede de muitos vasoguineos e linfaticos surge do
mesoderma somatico.

As células mesenquimais dao origem aos fibroblastmsdroblastos ou osteoblastos.
Animais do Gl apresentaram alguns pontos de difgme&io dos somitos em estruturas
cartilagineas, o que significa a existéncia derfgticorpos vertebrais cartilaginosos (Figura
57e 59). Tipicos condrocitos e condroblastos fovamalizados em animais do Gl e Gll nos
brotos dos membros em desenvolvimento e também étabvas em formacdo. Notamos
também a formacédo da cartilagem hialina.

Figura 57- Fotomicrografia da regido dos somitoguhbrides do Grupo |: em A, observar somito (S)dute
(M) e tecido mesenquimal (TM); em B observar sorfipe tecido fibrocartilaginoso (TF)

154 % B

2
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Figura 58 - Fotomicrografia da regido dos som@tosGrupo |: em A observar somito (S), medula (M),
tecido conjuntivo (TC), rim (R), € miétomos lombsuem regressao (ML)

Figura 59 - Fotomicrografia da regido dos somdosGrupo Il: em A observar somito (S), medula (M) e
pulméo (P); em B observar condrécitos (CD), conldisibs (CB) e de fundo a matriz de cartilagem
hialina
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Sistema Respiratorio

Os pulmdes tém sua origem de uma evaginacéo ddepaeatral do intestino primitivo
em sua porcao cranial, e o seu desenvolvimenta@a durante a quarta semana de gestacao.
Em animais com idade estimada inferior a 25 dias,foram encontrados vestigios de tecido
pulmonar.

Os brénquios constituem formacdes tubulares coradearde epitélio revestidas por
mesénquima condensado e apresenta-se normalmect®deados por vasos sanguineos.
Brotos brénquicos surgem em animais do Grupo lcert idade estimada igual ou superior a
25 dias, e estes sdo considerados pseudogland@erésbos pulmonares ja se encontram em
processo de divisdo (Figura 60).

Nos embrides analisados com idade estimada de38&d&s (grupo Il) foi verificada a
presenca de tecido pulmonar. O pulméo observadanamese em fase de transi¢cdo entre os
periodos pseudoglandular e canalicular, onde asslubs brénquios e dos bronquiolos
terminais tornam-se maiores e o tecido pulmonatosga mais vascularizado. E possivel
notar brénquios principais e secundarios como foéea tubulares sendo revestidos por
epitélio cilindrico simples. Formacdes de capilaz@sguineos podem ser observados. Nessas
idades ndo foram encontradas formacdes equivalantesilvéolos primitivos (Figuras 61 e
62).

Figura 60 - Fotomicrografia do pulmédo em desenvadrito de embrido do Grupo I. Em A notar os brérgjuio
primarios (BP); em B observar células sanguineaseftitélio (E), mesenquima (M) e lumen (L).
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Figura 61 - Fotomicrografia do pulmédo em desenwodrito do embrido do Grupo I. Em A observar bréngjuio
secundarios (Bs), parénquima pulmonar (PP) e raripar [(RL); em B, notar brébnquios primarios
(BP), brénquios secundarios (Bs), e possivel vasguineo (circulo tracejado).

Figura 62 - Fotomicrografia do pulmdo em desenwodrito de embrido do Grupo Il. Em A, observar sosnito
(S), pulméo primitivo (P) e sua sintopia com o figdF); em B, observar brénquios primarios (BP) e
brénquios secundéarios (Bs); em C, observar ramarI(iRL) e parénquima pulmonar (PP).
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Aparelho Digestorio

O intestino primitivo consiste desde a membranafaningea até a membrana cloacal
e se forma durante ha quarta semana, quando asspudalicas, caudais e laterais
incorporam a porc¢éo dorsal do saco vitelino no &@uobisendo este dividido em trés partes:
intestino anterior, intestino médio, e intestinstgoior. O endoderma do intestino primitivo
origina a maior parte do epitélio e das glandutas-ato digestivo.

No embrido E35, com idade estimada de 25 diapdssivel observar a formacéo de
alcas intestinais primitivas, nas quais se obsewonuevestimento de mesénquima abundante
ao redor das mesmas. As alcas intestinais foradaabservadas ao corte histologico como
inUmeras secodes tubulares na cavidade abdominamosdes dos Grupos | e Il (Figura 63)

O intestino em embribes de cinco semanas para hlasnamcontra-se suspenso na
parede abdominal dorsal por um mesentério curtarainica-se com o saco vitelino por meio
do ducto vitelino ou pediculo do saco vitelino. @testino nos embrides de equinos
apresentava-se em comunicagdo com o pediculo dovéatino, além de seu epitélio estar
em desenvolvimento.

Nos embrides do grupo |, foi possivel distinguircasnadas que compdem a lingua,
sendo estas: mucosa, tecido muscular e tecidororgyFigura 64).

Nos embrides analisados, dos grupos | e Il, nagdssivel distinguir os diferentes
lobos do figado. Os embrides do Grupo | jA4 apresenhepatoblastos, que originardo
hepatdcitos, circundados por eritroblastos, quesparvez originardo hemacias (Figura 65 e
66).

Foram observados cordfes entrelacados de célupegides e pequenos sinusoides
com células sanguineas em seu interior Duranteoluiexdo desenvolvimento embrionario,
foi observada ainda uma maior organizagao dos blelpstos em relagcdo a sua disposicao,
volume e numero celular, além de ser possivel shs¢ambém as veias centrais e a veia
porta.

Foi possivel através da microscopia eletrbnica dgedura, visualizar algumas
estruturas e sua sintopia com demais 6rgdos. Pdeisumlizar a cavidade oral, a lingua, a
formacao da glote, além dos tubos que compdentangsrespiratorio (traquéia) e digestério
(esdfago). Na cavidade abdominal notamos a pres#m¢imgado, das alcas intestinas, rins e

ceco (Figura 67).
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Figura 63 - Fotomicrografia evidenciando o deserimmnto do aparelho digestivo de embrido do Grupgem
A, observar figado (F) e alcas intestinais (*); Bobservar tecido conjuntivo (TC), epitélio (EP) e

tecido muscular (M) das al¢as intestinais
7 2 ot

Figura 64 - Fotomicrografia do aparelho bucofaringe embrido do Grupo I. Em A, observar labio soper
(LS), labio inferior (LI), lingua (L) e cavidadear(CO); em B, observar detalhes da lingua: mucosa
(M), tecido conjuntivo (TC), tecido muscular (MU)

_B?’

Figura 65- Fotomicrografia do figado de embrido @impo I. Em A, observar veia centro lobular (VCoe
parénquima hepatico desorganizado; em B, obsepmatbblasto (H), sinusoide (S) e células sanguineas
(circulo tracejado)
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Figura 66 - Fotomicrografia do figado de embridoGtapo I. Em A, observar veia centro lobular (VEgJula
endotelial de vaso (C) e o inicio da organizacdo pdwénquima hepatico; em B, observar
hepatoblastos (H), células sanguineas (circulejaeo), cordao de hepatdcitos (CH)

Figura 67 - Microscopia eletrénica de varredureed®rido do Grupo Il. Em A, observar cavidade o€D),
lingua (L), glote (G), traquéia (T) e es6fago (&n B observar ceco (C), rim (R), figado (F) e al¢ca
intestinal (Al); em C observar em detalhe o es6f@)ce as fibras musculares lisas (FML)




108

Aparelho Urogenital

Embriologicamente, o sistema urinario e o sistegeital estdo estreitamente
associados. Em embrides do Grupo | é possivel idauains primitivos partindo da regiao
média do embrido e se prolongando até a regidoatalesd mesmo. S&o constituidos por
células epiteliais que formam um epitélio simplégico e que originardo os tubulos
coletores, apresentando a borda voltada para @oliagbulo com aspecto de escova (Figuras
68 a 70).

Os ductos mesonéfricos apresentam formato regal@aedondado, com células
cubdides sem borda em escova e tornam-se maisasopat hematoxilina, demonstrando
seu conteudo mais basofilico.

Nos embrides E7 e E35 com idade estimada entre 29 dias respectivamente,
notamos a presenca de estruturas mais especializedduncdo renal, como os tubulos
contorcidos proximais, onde em sua luz estdo prese&s microvilos, que formam a orla em
escova. Observaram-se também os tubulos contordisiass, revestidos por epitélio simples
cubico, cuja diferenca notada baseia-se na suaagalm, uma vez que as células do tubulo
contorcido proximal apresentam o citoplasma baméérmente acidofilo, sendo evidenciadas
pela eosina (rosado), e as células do tubulo cddtordistal tem o citoplasma menos
acidofilo, sendo por sua vez evidenciadas pela twdtiaa (azulado). Outras estruturas
notadas foram os corpusculos renais ou glomératguais estavam envolvidos pela capsula
de Bowman (Figuras 69 e 70).

Nos glomérulos, o pdlo vascular e o pélo urindé@presentaram bem caracteristicos.
Observou-se uma camada de mesenquima circundamoh®.0s

No intersticio renal os capilares sanglineos cdoteheméacias puderam ser
visualizados, além da macula densa de coloracaoaedevido a proximidade dos nucleos.
Nessa fase considera-se os rins definitivos (Figija

Nos embrides E7 e E30, dos grupos | e Il respeutawe, foi encontrada a glandula
supra-renal, ainda em desenvolvimento, ndo sendsiy® distinguir a camada cortical da
medular (Figura 72).

No presente estudo, o embrido de 25 dias (E3&saptou na regido cranial ao rim,

uma estrutura oval correspondendo ao ovario, a guddia no seu interior foliculos
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primordiais e células foliculares de maneira demoiada, ndo havendo ainda a distin¢gdo de
regido medular e cortical (Figura 73).

Figura 68- Fotomicrografia dos embrides do Grugddtar em A o rim primitivo partindo da regiao medi
do embrido e se prolongando até regido caudale @ja sintopia em relacédo ao figado (F) e os
somitos (S). Em B, detalhe da regido tubular exibiseu epitélio simples cubico (seta) e o
intersticio contendo capilares sangliineos (retangul
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Figura 69 - Fotomicrografia evidenciando o rim assdetalhes de embrides do grupo I. Em A observar o
rim (R), sua sintopia com o figado (F) e os somi8s em B, observar as células sanguineas (CS);
em C observar panoramica da regido dos tubulogsrezia D observar tubulo contorcido distal

(TCD) e tdbulo contorcido proximal (TCP)

Figura 70 - Fotomicrografia de embrides do Grugenh A, observar as hemacias dispersas no interstici
(circulo), tibulo contorcido proximal (TCP) e tibuontorcido distal (TCD). Em B, observar o
tibulo contorcido distal (TCD) em contato com ogpwhscular (PV), o glomérulo (G), o pélo
urinario (PU) onde se inicia o tubulo proximal (T)&Pos folhetos da capsula de Bowman (FVB —
folheto visceral; FPB — folheto parietal)

AT o T A
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Figura 71 - Fotomicrografia de embrido do Grupdeh A, notar regido cortical (RC) e regidao med(iRiv);
em B observar glomérulo (G) e tibulo contorciddadi€r CD)

Figura 72 - Fotomicrografia panordmica da regiddoatinal de embrido do Grupo I. Notar em A, a
sintopia dos seguintes 6rgaos: os somitos (S),nadgd primitiva (G), os rins (R), a glandula
supra-renal (SR) e o figado (F)
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Figura 73 - Fotomicrografia do embrido do Grupdem A estrutura oval representando o ovario, nofar o
foliculos (asterisco) dispersos no parénquima desizado. Em B, detalhe dos foliculos ovarianos

Sistema Nervoso

Em todos os vertebrados, a medula espinhal e dreése diferenciam formando o
tubo neural, e na porcao anterior, o tubo neurdesenvolve em cérebro e permanece ligado
a medula espinhal. Assim que o cérebro inicia $fesethciacao, trés vesiculas se formam: o
prosencéfalo, o mesencéfalo e o rombencéfalo. €epoéfalo se diferencia em diencéfalo e
telencéfalo; (diencéfalo contém o talamo e hipatélae o telencéfalo diferencia-se para
formar o cérebro e, em muitos grupos, o bulbo i@t O rombencéfalo se diferencia em
bulbo, cerebelo e ponte (Figura 75).

Por meio da técnica de microscopia eletrénica deedara, foi possivel visualizar a
glandula pituitaria ou hipofise, a qual é uma peguglandula enddcrina, localizada em uma
cavidade do osso esfendide que forma o teto dadadeioral. A hipdfise se liga ao
hipotalamo, por um pediculo (Figura 74). Outrawsta observada através de microscopia
eletrénica de varredura foi o plexo coréide queoémfdo por dobras vascularizadas da
membrana pia-mater e o cerebelo (Figura 74)

Os olhos surgem a partir das chamadas vesiculasa®pte cada um dos lados do
prosencéfalo, antes disso sdo apenas sulcos rasomsma regido. Seu desenvolvimento
inicial resulta de uma série de sinais indutoresraeca a ficar evidente no inicio da quarta

semana.
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Nos embrides dos Grupos | EQ7 e E26, com idadenadt de 21 e 26 dias de
gestacdo, respectivamente, foi possivel obserusicio da formagédo do globo ocular. Essas
vesiculas em contato com o ectoderma superficdlizem a formacdo do cristalino; o
placédio do cristalino evagina-se e forma a veaidol cristalino a partir do momento em que
a vesicula éptica invagina-se para formar as casnpiganentada e neural da retina. Notou-se
um epitélio cuboidal caracteristico na lente dooolAinda com relacdo ao olho em
desenvolvimento, foi possivel identificar a regtfiohumor vitreo (limitando-se entre a retina
e o cristalino) e do saco conjuntival (Figura 78)cérnea € a membrana mais externa do
olho, e representa a por¢éo anterior da tanicadido globo ocular. E constituida por um
tecido avascular com epitélio simples escamos@armmbrana basal uma regido de estroma
seguida de uma camada endotelial (Figura 76).

A medula espinhal, originada da porcdo do tuboalezraudal, mostrou-se composta
por um espesso neuroepitélio. Abaixo desse neuéiepinotamos uma camada de tecido
conjuntivo frouxo. Pudemos notar ainda circundandtubo neural 0 mesénquima, que
futuramente ira formar a denominada meninge pmaituma membrana, que na sua parte
externa se espessa, para formar a dura-mateyaemage interna permanece delgada e forma
a pia — aracndide composta pela pia-mater e aderibigura 77).

Figura 74- Microscopia eletrbnica de varredura elgido cefalica de embrido do Grupo Il. Em A, obse
curvatura encefalica (CE), cerebelo (C), plexo wrdPC) e 4° ventriculo encefalico; Em B, a intima
relacdo do osso esfendide (OE) com a hipéfise (Bl)irdundibulo hipofisario (IH), Em C, detalhe do

plexo coroide.
A .

B @iy



114

Figura 75 - Fotomicrografia das vesiculas encefalibe embrides do grupo I. Em A, observar o mefaocé
(M); em B, observar o prosencéfalo (P); em C, olases rombencéfalo (R)
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Figura 76 - Fotomicrografia da formag&o do globalacem embrides do grupo |I. Em A, observar a aefR),
cérnea (CO), saco conjuntival (SC), cristalino (Gymor vitreo (HV); em B, observar epitélio
pigmentar da retina (EPR), musculo extrinseco odlMO), cérnea (CO), cristalino (C), retina (R),
coréide (CR); em C, notar o cristalino e suas §{@), e o epitélio cuboidal (EC); em D, notar tinge
(R) e o cristalino (C)

Figura 77 - Fotomicrografia de detalhe da regidontsdula. Observar em A epiderme (EP), meninges
primitivas (MP), medula espinhal com seu neuroépi{éeta dupla) e tecido conjuntivo (TC)
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6.3.4 Analise Imunohistoquimica para Oct-4

Ao realizarmos a reacdo de imunohistoquimica patecddo da expressdo do
anticorpo Oct-4 nos animais dos grupos | e Il, ol#s®aos os resultados expressos na tabela 2,

seguido das figuras 78 a 86, indicando as readiss\madas.

Tabela 2 - Identificacdo das imunopositividades phateccao da expresséo do anticorpo Oct-

4 dos embrides coletados

Estrutura / Orgéo /

Regiao Gl Gli
E7 E26 E31 E34 El E29
Ventriculo + ++ + / + ++
Atrio + ++ + / + -+
Figado ++ + + + + +
Intestino ++ + - / + /
Rim ++ ++ ++ + + +
Supra-renal + / / / + 4
Pulmao / + ++ / + +
Plexo coroide ++ / ++ ++ 4 +
Somitos ++ + + + + +
Lingua + / + / / /
Gonada / / / / + ++
Medula ++ + + / + +
Células sanguineas ++ / / / / /
Vesiculas encefalicas ++ + + + + "

Legenda: ++, marcacéao fortemente positiva; +, nt@@@ositiva; -, marcacao negativa; / ndo

foi avaliado

Células com marcacéao positiva para Oct-4 foramtifiieadas em todos os embrides, e
a melhor diluicdo do anticorpo utilizada, apos agjtestes, foi definida como sendo de 1:400.

Com relacdo aos conceptos do Grupo |, embrides Zbndias de gestacao (E7)
apresentaram marcacao positiva no coracdo, naujsdpra-renal e na lingua, e marcacao
fortemente positiva no figado, intestino, rim, megordide, somitos, medula, vesiculas
encefélicas e células sanguineas. O embrido cordidkh de gestacdo (E26) apresentou

marcacao positiva no figado, intestino, pulmé&o, ismsnmedula e vesiculas encefalicas, e
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marcacao fortemente positiva no coragdo e rim. @riém com 26 dias de gestacédo (E31)
apresentou marcacdo positiva no coracao, figadoitea®y medula, vesiculas encefalicas e
lingua, e marcacédo fortemente positiva no rim, @@me no plexo cordide, aléem de
apresentar marcacdo negativa no intestino. O emlo@n 28 dias de gestacdo (E34)
apresentou marcagdo positiva no figado, rim, visicencefalicas e somitos, e marcacéo
fortemente positiva no plexo cordide.

Ja com relacédo aos conceptos do Grupo I, o embo#&o 36 dias de gestacédo (E1)
apresentou marcacao positiva no coracao, figatkstino, rim, pulmao, glandula supra-renal,
medula, somitos, vesiculas encefélicas e gbnadasgreacao fortemente positiva no plexo
cordide. O embrido com 38 dias de gestacdo (E2@saptou marcacdo fortemente positiva
no coracdo e nas gbnadas, e marcacado positivagadofi rim, glandula supra-renal, plexo

coroide, pulméo, somitos, vesiculas encefalicag@uha espinal.
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Figura 78 — Fotomicrografia da regido do corac&asms. Observar em A, B, C e D as marcacdes pasitiv
para Oct-4 no atrio (C), ventriculo (A) e (B) eawta dorsal (D). Observar em E e F os controles
negativos para a reacao
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Figura 79 — Fotomicrografia do sistema digestd@bservar em A, B, C e D as marcagfes positivas
para Oct-4 no figado (A) e (C), e nas alcas imasiprimitivas (B) e (D). Observar em E, F,
G e H os controles negativos para a reagéo
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Figura 80 — Fotomicrografia do sistema digesto@bservar em A e B as marcagdes positivas para
Oct-4 na veia hepatica (A) e na lingua (B), e em B os controles negativos para a
reacao

Figura 81 — Fotomicrografia do sistema musculodsgue. Observar em A e B as marcagfes positivaa pa
Oct-4 em somitos, e observar em C o controle nagatra a reacao
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Figura 82 — Fotomicrografia do sistema respiratd@@bservar em A, B, C e D as marcacdes positivess pa
Oct-4 no pulmao (A e C) e nos brotos pulmonares (B). Observar em E e F o controle
negativo para a reacao
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Figura 83 — Fotomicrografia do sistema urinarios@bar em A, B, C e D as marcagdes positivas para
Oct-4 na glandula supra-renal (A), nos tlibulosoengirulos (B, C e D). ObservaremE, F, G e
H o controle negativo para a rea¢é@o
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Figura 84 — Fotomicrografia do sistema reprodug@n@das). Observar em A, B, C e D as marcagdes
positivas para Oct-4 na gonada (A e B), e nosdtd&cprimordiais (C e D). Observar em E
e F o controle negativo para a rea¢éo
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Figura 85 — Fotomicrografia do sistema nervoso.e®lzs em A, B, C e D as marcacdes positivas patatOc
na medula espinal (A) e no plexo coréide (B, C e@yservar em E e F o controle negativo para
areagao
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Figura 86 — Fotomicrografia do sistema nervoso.sédar em A, B, C e D as marcacdes positivas
para Oct-4 nas vesiculas encefélicas. Notar emeferente ao concepto de 38 dias
(E29), a marcacao positiva da reacao mais fracee®@ar em E e F o controle negativo
para a reacao
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6.4 Cultivo celular das membranas vitelinas e amntitas

6.4.1 Morfologia celular

Para o cultivo celular foram utilizados 12 placen&guinas, dos quais se obteve
fragmentos vitelinos e amnioticos, com 20, 30 ed4® de gestacdo, como preconizado na
metodologia.

Inicialmente o cultivo de saco vitelino equino 21, 30 e 40 dias de gestagéo era
composto por inimeras células flutuantes indifeéeslas com formato circular nas primeiras
24 horas. Seguido os cinco primeiros dias de @ltor meio de cultivo foi desprezado
juntamente com as células flutuantes, restando r#enmelulas de interesse que possuiam
capacidade de adeséao ao substrato (Figuras 87838 e

Mediante observacdo morfologica da cultura de sdaetino equino com 20 e 30 dias
de gestacdo, identificamos dois tipos celularesarRoencontradas células com morfologia
semelhante a fibroblastos e células com morfolepgitelidide.

Morfologicamente as células vitelinas com 20 e && dle gestacdo, apresentavam
aparéncia de fibroblasto, sendo heterogéneas, suipos formato alongado, fusiforme e
citoplasma reduzido (Figuras 87 e 88).

Ja as células com aparéncia epitelioide, foramalimadas nas culturas vitelinas com
20, 30 e 40 dias de gestacdo, e estas eram grandesedondadas, com membrana
citoplasmatica regular, citoplasma grande e espartgbeo pequeno e circular (Figuras 87, 88
e 89).

A cultura de células de ambas as linhagens nagsdgestacionais de 20 e 40 dias,
apresentaram perda da adesdo celular e formacamgdsgados multicelulares no
sobrenadante logo na passagem inicial, ocasionanduoorte celular inviabilizando a

caracterizacao celular.
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Figura 87 — Fotomicrografia de células derivadafra@gmento do saco vitelino com 20 dias de gestde€apA,
notar o fragmento vitelino (F) liberando as célidascultura apds 24 horas. Em B, inUmeras células
flutuantes indiferenciadas com formato circulady&s refringentes) e células mortas (setas). Em C,
notar o fragmento vitelino (F) liberando as célutasn morfologia epitelidide. Em D, detalhe das
células com morfologia epitelidide. Em F, célulasncformato epitelidide exibindo ndcleo (N)
reduzido e citoplasma esparso (seta). Em E, obsasveglulas vitelinas com formato de fibroblasto.
Em G e H, detalhe das colonias de células com formda fibroblasto (circulo) demonstrando o
aspecto fusiforme e citoplasma reduzido. Barra€ A 500um; B e E 50um; D, G e H 200um
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Figura 88 — Fotomicrografia de células derivadafaigmento do saco vitelino com 30 dias de gestd€anA, notar

o fragmento vitelino (F) liberando as células ertura ap6s 24 horas. Em B, iniUmeras células flugsan
indiferenciadas com formato circular (células refentes) e células mortas (setas). Em C, notar o
fragmento vitelino (F) liberando os dois tipos ¢&$u células com morfologia epitelidide (circulo) e
morfologia de fibroblasto (setas). Em D, culturéelma exibindo células com formato de fibroblasto
(setas). Em E e F, detalhe das células com formatdibroblasto exibindo seu formato fusiforme e
citoplasma reduzido. Em G, fragmento vitelino (Betando células com morfologia epitelidide. Em H,
detalhe das células com morfologia epitelididec(dw) sendo liberadas pelo fragmento (F) aderido na
garrafa de cultivo. Em I, notar as células com wlogia epitelidide exibindo seu nucleo (N) reduzido

com alguns granulos (setas) no citoplasma espseta émarela). Barra= A, C, D e G 500um; E, Fe H
200um; B e 1 50um




Figura 89 — Fotomicrografia de células derivadafragmento do saco vitelino com 40 dias de gestd€aoA, notar o fragmento vitelino (F) liberandocgdulas em cultura apos
24 horas de cultura. Em B, inimeras células fluemmdiferenciadas com formato circular (célukfsimgentes) e células mortas (setas). Em C, mofeagmento
vitelino (F) liberando as células com morfologiatelpide. Em D, detalhe das células com morfolagpéelidide (circulo) sendo liberadas pelo fragtoe(r). Em
E, células com formato epitelidide exibindo nlqlBY reduzido e citoplasma esparso (seta). Barra=CA500um; D 200um; B e E 50um.
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As células da membrana amnibtica apresentaram maeiras 24 horas de
cultivo inameras células flutuantes indiferenciadas formato circular, nos dias de 20,
30 e 40 dias de gestacdo. Assim como descritoesotados para a membrana vitelina,
0 meio de cultivo foi desprezado nos primeiros @id@s, restando somente as células
com capacidade de adesédo ao substrato (Figur@4d @092).

Ao analisarmos morfologicamente as células em iltom 20 e 30 dias de
gestacao, observamos que as mesmas exibiam fodmatélulas epitelidides e células
com morfologia fibroblastoide. Primeiramente, alle§ epitelidides apareciam como
células grandes e arredondadas, com membrana asito@lica regular, citoplasma
grande e esparso, nucleo pequeno e circular, élala< fibroblastoides como células
com formato alongado, fusiforme e citoplasma rettuzNotamos ainda que com 20
dias de gestacdo algumas células apresentavam logiefosemelhante a células
neuronais, com um corpo e seu prolongamento cel{ffaguras 90 e 91). Em
contrapartida, as células cultivadas da membranadtica com 40 dias de gestacéo
exibiam morfologia fibroblastoide, com a auséncia cdélulas com morfologia
epitelidide. Estas se apresentavam com formatogattm) fusiforme e citoplasma
reduzido (Figura 92).

A cultura de células de ambas as linhagens nagsdgelstacionais de 20 e 40
dias, apresentaram perda da adesao celular e f@ontgcagregados multicelulares no
sobrenadante logo na passagem inicial, ocasionanaorte celular inviabilizando a

caracterizagao celular.



Figura 90 — Fotomicrografia de células derivadafagmento da membrana amniética com 20 dias dagfes Em A, notar inimeras células flutuantedéneinciadas com formato
circular (células refringentes) e células mortata®. Em B, notar o fragmento amnidético (F) libelia células com morfologia epitelidide (circulogldas com
morfologia fibroblastéide (cabeca de seta) e célat@rfologia semelhante a células neuronais (seas)C, fragmento amnidtico liberando células coorfologia
fibroblastéide. Em D, detalhe do fragmento (F)démelo células com morfologia epitelidide (circudofibroblastéide (setas). Em E, detalhe das cékdas morfologia

semelhante a células neuronais (setas). Em Fasé&oim morfologia epitelidide exibindo ndcleo (Myluzido e citoplasma esparso (seta). Barra= Aeufb B e C
500pum; D e E 200pm
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Figura 91 — Fotomicrografia de células derivadafr@gmento da membrana amnidtica com 30 dias dagfes Em A, inUmeras células flutuantes indifei@as com
formato circular (refringentes) e células motasa®e Em B, notar o fragmento amniético (F) libelmecélulas com morfologia epitelidide (circulo) éuas
com morfologia fibroblastéide (setas). Em C, fragteamniético (F) liberando células com morfologpiteliéide. Em D, células com morfologia
fibroblastéide. Em E, detalhe das células com nhogfa fibroblastéide exibindo nucleos centrais efato fusiforme. Barra= A 50um; B e D 500um; C e E
200pm.
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Figura 92 — Fotomicrografia de células derivadagra@gmento da membrana amniética com 40 dias degis Em A, notar inUmeras células flutuanteséneinciadas com
formato circular (células refringentes) e céluteartas (setas). Em B, células com morfologia fitastbide. Em C e D, detalhe das células com magfalo
fibroblastéide exibindo formato alongado, fusiformeitoplasma reduzido. Em E, maior aumento dadastom morfologia fibroblastéide exibindo nicleo
(N) central e citoplasma reduzido (seta). Barrae A 50um; B 500um; C e D 200um
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6.5 Cariétipo das células vitelinas e amnidticas

As células progenitoras isoladas dos fragmentasado vitelino e do amnio em
ambas idades gestacionais averiguadas (30 diag) asBido, na quinta passagem,
demonstraram ndmero normal de cromossomos (2nEGg)ras 93 e 94).

Figura 93 - Fotomicrografia da metafase com numesomal de cromossomos (2n=64) das células
progenitoras do saco vitelino. As celulas mantireanimero normal de cromossomos
durante sucessivas passagengtro. Corados por Giemsa. Barra= 100um

A »

Figura 94 - Fotomicrografia da metafase com nummomal de cromossomos (2n=64) das celulas
progenitoras da membrana amniética. As celulas iw@am o numero normal de
cromossomos durante sucessivas passageitso. Corados por Giemsa. Barra= 100um
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6.6 Ensaio de unidade formadora de coldnia das céhs progenitoras do saco
vitelino e @mnio

Apos 10 dias do plagueamento com células viteknamnidticas em placas de
cultivo de 90 mm de diametro, notamos a formacdaad@nias (colénias/Tocélulas
plagueadas). As coldnias eram heterogéneas quadi@neetro, sendo raras colonias
com alta densidade celular (mais de 50 células)célalas das colénias com alta
densidade celular eram homogéneas morfologicamenépresentavam morfologia
semelhante a fibroblastos. Neste caso, havia utaadahsidade celular propiciando a
sobreposicdo entre as células. Predominante halidgas organizadas sob forma de
colénias com baixa densidade celular, composta pélulas heterogéneas
morfologicamente. As células possuiam aspectoladtresendo células grande, com
citoplasma esparso e nucleo celular pequeno, eaistata sugestiva de células
diferenciadas (Figuras 95 e 96).

Figura 95 - Fotomicrografia do Ensaio de Unidadenfeamlora de Coldnia das celulas progenitoras do
saco vitelino em P1, apos 10 dias de cultivo. EmoRnias obtidas a partir de *16elulas
plagueadas em placas de cultivo de 90 mm de didGmeEm B e C, coldénia com alta
densidade celular (seta) organizadas sob formaolimias com caracteristicas de celulas
diferenciadas. Coradas com Cristal de Violeta
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Figura 96 - Fotomicrografia do Ensaio de Unidadenfamlora de Colbnia das celulas progenitoras da
membrana amniética em P1, apos 10 dias de culiRpA col6nias obtidas a partir de®*10
celulas plaqueadas em placas de cultivo de 90 mdiagieetro. Em B e C, colbnia com alta
densidade celular (seta) organizadas sob formaolfmias com caracteristicas de celulas
diferenciadas. Coradas com Cristal de Violeta

6.7 Curva de Crescimento Celular

A curva de crescimento foi realizada a partir dmpiro repique celular, quando
as células tanto do saco vitelino quanto da mernabm@mnidtica atingiram uma
confluéncia adequada de 80%, propiciando que sstasantivessem indiferenciadas

por um maior tempo em cultura.
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Para realizar este procedimento foram utilizadak02xe células. Seguido o
procedimento de expansado, com vistas a observaslacéo do crescimento celular de
ambas as linhagens, de saco vitelino e membranadtican os dados foram
transferidos para um grafico para melhor visuakzarescimento.

Cabe ressaltar que as células-tronco do sacondtelé 30 dias, apresentaram
uma confluéncia adequada de 80% para serem aradiSaliservamos que na curva de
crescimento de saco vitelino, a populacdo totalcékilas-tronco apresentou um
crescimento progressivo, mas ndo constante, atntagpassagem. Foi observado entre
P5 e P9, houve picos de crescimento celular, e Hivubh declinio acentuado (Gréfico
1).

Ja para a curva de crescimento da membrana aoaiétiidade gestacional
analisada foi de 30 dias também, uma vez que apcesema confluéncia de 80%. A
populacao total de células-tronco apresentou usticnento constante, mas nao linear,
até a oitava passagem. Foi observado em P9 undpicoescimento, mas em P10 um

declinio acentuado (Grafico 2).

Gréfico 1 — Curva de crescimento celular do satalind de 30 dias de gestacdo. Observar o crestimen
progressivo néo linear da populacgédo total de cglula
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Gréfico 2 — Curva de crescimento celular da men@br@mniotica de 30 dias de gestacdo. Observar o
crescimento progressivo ndo linear da populacéab detcélulas

_ \
— -

N2 de células x106
w

P1 p2 P3 P4 P5 Pa p7 P& P9 P10 P11 pl12

Nimerode passagens

6.8 Imunocitoquimica das células do saco vitelinoda membrana amniética

As células provenientes do saco vitelino e da man@bramnidtica equina
apresentaram imunopositividade para as os antisagppecificos para células-tronco,
como OCT-4 e Nanog. O anticorpo SSEA-3 foi imundpaspara as células marcando
a superficie celular. Ao testar o anticorpo citogtiea 18 (CK18), observamos
imunopositividade em uma pequena populacdo deaséapiteliais, visto tanto para as
células do saco vitelino quanto para as da memlaamadtica. O anticorpo PCNA3
demonstrou imunopositividade como marcador de @elalar, evidenciando marcacao
tanto no nucleo como no citoplasma, enquanto quevinaentina apresentou
imunopositividade como marcador dos filamentos rinegliarios de citoesqueleto

celular (Figuras 97 e 98).
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Figura 97 — Andlise do perfil de expressao dos atines: Nanog, OCT-4, SSEA-3, CK18, PCNA e
Vimentina nas células do saco vitelino equino. N@aimunoreatividade pelo anticorpo
ligado a FITC (verde) e o nucleo foi corado com DARIMento de 10x

Vimantina
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Figura 98— Analise do perfil de expressdo dos ndaanmess: Nanog, OCT-4, SSEA-3, CK18, PCNA e
Vimentina nas células da membrana amniética equN@tar a imunoreatividade pelo
anticorpo ligado a FITC (verde) e o nucleo foi clwr@om DAPI. Aumento de 10x

VYimentina
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6.9 Citometria de fluxo

6.9.1 Expressdo dos marcadores de pluripoténci@semquimais para as células do

Saco Vitelino

Foram utilizados os seguintes marcadores celulpaea as células do saco
vitelino, as quais estavam na 62 passagem: CDID850CD34, CD90, Oct3/4, Nanog
e Stro-1.

As células do saco vitelino expressaram CD45 e GDhAs proporcdes de
43,9% e 42,7%, respectivamente. Tais marcadores esguwessos em células
hematopoiéticas e superficies de células endatelldma expressdao menor foi
visualizada pelos marcadores Oct3/4, Nanog e Cbésl proporc¢des, 31,4%, 30, 3% e
30,2%, respectivamente. Tais marcadores, como DetManog, sdo marcadores de
pluripoténcia, enquanto que o CD34, é expresso@alas endoteliais e progenitores
hematopoiéticos. Outro marcador testado foi o $ir@xpresso em ceélulas-tronco
mesenquimais, e teve como expressao apenas 19p%arade baixa a expressao,
podemos inferir que uma pequena populacdo exptakssaarcador. Em contrapartida,
ndo houve expressao para o CD90, marcador de élulablasticas e estromais.

A média de expressao dos marcadores foram plotamlgsafico 3 para melhor

visualizacao.
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Figura 100 - Histogramas representativos dos mareadkexpressos nas células do saco vitelino equino
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Gréfico 3 - Grafico de barras representando ogeslde média para os marcadores expressos naascélul
do saco vitelino equino obtidos por citometria lded
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6.9.2 Expressdo dos marcadores de pluripoténci@semyuimais para as células da
Membrana Amnidtica

Foram utilizados os seguintes marcadores celutaesas células da membrana
amnidtica, as quais estavam na 62 passagem: CLZID®5, CD34, CD90, Oct3/4,
Nanog e Stro-1.

As células da membrana amnidtica expressaram CI31€5, nas propor¢coes
de 45,1% e 43,8%, respectivamente. Tais marcadsdies expressos em células
hematopoiéticas e superficies de células endaeliina expressao significativa foi
observada por Oct3/4 e Nanog, nas proporcdes, 48932,1%, respectivamente,
indicando que as células da membrana amnidticeeeximma populacdo que expressa
0s marcadores que regulam a pluripoténcia. O marca®34, expresso em ceélulas
endoteliais e progenitores hematopoiéticos, exibia marcacéo de 37,5%. O marcador
expresso em células-tronco mesenquimais, o Stexibju uma marcagdo de 38,6%,

indicando que a membrana amnidtica exibe uma po@aolaelativamente maior de
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células de origem mesenquimal. O mesmo foi vista panarcador CD90, em que nao
houve expressédo para as células de origem da meandmanidtica.

A média de expressao dos marcadores foram plotamlgsafico 4 para melhor
visualizagao.

Figura 101 - Histogramas representativos dos mareadexpressos nas células da membrana amniotica
equina.
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Figura 102 - Histogramas representativos dos mareadkexpressos nas células da membrana amniética
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Grafco 4 - Grafico de barras representando os eslde média para os marcadores expressos nascélula
da membrana amniotica equina obtidos por citomd#ifluxo
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6.10 Diferenciacdo das Células do Saco Vitelino & dMembrana Amniotica em
adipdcitos, ostedcitos e condrocitos

As células provenientes do saco vitelino e da mmangb amnidtica foram
induzidas a diferenciacdo em adipdcitos e oste®gtdo cultivo em meio especifico.
Esta diferenciacdo foi nitidamente evidenciada cBin dias cultivo. As células
diferenciadas em adipdcitos mostraram-se com vasld# gordura em seu citoplasma,
Apo6s coloracdo, os vacuolos coraram-se em vermpHla técnica de Sudan II-
escarlate, especifica para células de gordurard@sdio3 e 104).
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Figura 103 - Células do saco vitelino equino difieradas em adipécitos. Notar as vesiculas de gardur
(setas) presentes no citoplasma coradas em vern@lhe (B). Em C, notas estas vesiculas
estouradas (circulo pontilhado). Em D, controleatg da diferenciacéo

Figura 104 - Células da membrana amniotica eqiileaeticiadas em adipécitos. Notar as vesiculas de

gordura (setas) presentes no citoplasma coradaseemelho (A) e (B). Em C, notas estas

vesiculas estouradas (circulo pontilhado). Em Dtrode negativo da diferenciagéo
T S e T Ly = i

" |




149

As células diferenciadas em ostedcitos, proversedig saco vitelino e da
membrana amniética, foram evidenciadas apés 21ddiasltivo, através da coloracao
de Von Kossa, o qual exibiu a formacdo de uma maxtracelular. As células
inicialmente fibroblastoides, apdés inducdo adoamir morfologia poligonal com o

citoplasma exibindo locais de ossificagéo (Figur@s e 106).

Figura 105 - Células do saco vitelino equino difieiadas em ostedcitos. Notar em (A), (B) e (C) a
matriz extracelular (M) e as areas de ossificagé@t@aé). Em D, controle negativo da diferenciagao
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Figura 106 - Células da membrana amniética eqlifeaeticiadasem ostedcitos. Notar em (A) e (B) a
matriz extracelular (M) e as areas de ossificag@ag). Em (C) e (D), controle negativo da
diferenciagéo

As células diferenciadas em condrécitos apds 24 dkacultivo para ambas as
linhagens, saco vitelino e membrana amniética, ggard sua morfologia de células
fibroblastéides, passando a apresentar célulagicmt@das e posteriormente pelo
aparecimento de regifes muito semelhantes as lka@omalrocitarias. A producdo de
matriz extracelular rica em colageno foi comprovamda coloracdo tricromo de
Masson e Picrosirius. As areas de colageno foramsunadas pelo programa ImageJ,
obtendo-se 37,8% e 36,4%, para saco vitelino e marabamniotica, respectivamente
(Figuras 107 e 108).
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Figura 107 - Células do saco vitelino equino difeiadas em condrécitos. Notar em (A) e (B) formacao
de lacunas condrocitarias (circulo pontilhado) edrocitos (setas). Notar também a formacado de
fibras colagenas (azul) pela técnica de tricromdidsson. Em (C) fibras de colageno em vermelho
(setas) pela técnica de Picrosirius. Em (D) comtage colageno pelo programa ImageJuB0Em
(E) controle negativo da diferenciagéo
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Figura 108 - Células da membrana amnidtica eqliiieseticiadas em condrdécitos. Notar em (A) e (B)
formacao de lacunas condrocitarias (seta amaret@ndrocitos (setas pretas). Notar também a
formacao de fibras colagenas (azul) pela técnicmictemo de Masson. Em (C) fibras de colageno
em vermelho (setas) pela técnica de Picrosirius. (Bincontagem do colageno pelo programa
ImageJ, 50m. Em (E) controle negativo da diferenciagéo




153

6.11 Potencial carcinogénico

Apéds 60 dias (oito semanas), os camundongos imupossdos nude em que
as células do saco vitelino e do amnio equino foiajatadas foramanalisados
macroscopicamente e depois eutanasiados paragamhastologica por microscopia.

Ao avaliar a musculatura do membro pélvico esquékigura 109 Al e Bl),
local de inoculagdo das células de ambas as linBadei possivel observar que ndo
houve formacéao tumoral (Figura 109 A5 E B5).

Ao analisar os 6rgaos coletados: figado, pulmiawoercoracdo, obervamos que
ndo houve crescimento metastatico tumoral, mostraad integridade estrutural
caracteristica dos 6rgdos em questao (Figura 10922A4 E A6; B2, B3, B4 E B6).

Figura 109 — Observar em A, camundongo NUDE ingtzmh células do saco vitelino equino. Em A1, local
da injecdo, musculo do membro pélvico (seta). Em #igado; A3, pulmdo; A4, rim; A5, musculo
estriado esquelético; A6, coracdo — musculo candam B, camundongo NUDE injetado com células da
membrana amniética equina. Em B1, local da injeg@icsculo do membro pélvico (seta). Em B2, figado;
B3, pulméo; B4, rim; B5, masculo estriado esquetétB6, coracdo — musculo cardiaco
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7 DISCUSSAO

7.1 Morfologia placentéria

Ao estudarmos a placenta equina, verificamos quacdedo com Silva (1971),
Banks (1992) e Dantzer (1999), ela é do tipo ctaitéide (formada pela fusdo do
mesoderma alantoideano com o mesoderma coridneijeliocorial (0 epitélio
coribnico e o uterino estdo em contato intimo, penda de tecido materno), difusa (as
vilosidades coribnicas estdo presentes sobre talgperficie desta membrana), néo-
decidua (ndo ha perda dos elementos da mucosaauurante o parto) e vilosa
(projecdes coridnicas se interdigitam com as csiptaternas).

Ao analisarmos macroscopicamente o cdérion equir® idades gestacionais
entre 20 e 107 dias de gestacdo, nao foi possiughlizar estruturas denominadas de
microcotiledones nem qualquer tipo de conexdao eotendomeétrio e a membrana
coribnica. Assim, 0s aspectos macroscopicos dmmdassemelham-se com aqueles
encontrados em bovinos e bubalinos no inicio déagée, como aqueles descrito por
Wolpert et al. (2000).

A parte, segundo Wolf et al. (2003) o cérion cormoarse com o cordao
umbilical mediante vasos, 0s quais permitem asadgsidas trocas materno-fetais. Para
0os autores a relacdo do cérion com epitélio uteéni@nue, caracterizando assim a
placenta equina epiteliocorial como ja descrito perser e Kaufmann (1994) em
equinos e por Fowler e Bravo (1998) em camelidéoscontraste, Kaufman e Burton
(1994) relatam que o cérion dos mamiferos € undeeaitrinsecamente avascular,
sendo vascularizado por vasos do alantdide.

A seu turno Kathiresan et al. (1972) caracterizacaapitélio trofoblastico do
corion de ruminantes (bufalas) como formado por wamada simples de células
cubdides marcadas fortemente, podendo apreserdaradumais camadas em algumas
regides. Ja Assis Neto et al. (2010) descreveramerabrana coribnica em bovinos, e
identificaram que as células trofoblasticas estdivemeadas entre as trofoblasticas
gigantes. Ambas sdo globosas e apresentam citogdaslaros e granulares. Winsatt
(1986) e Carvalho et al. (2006) observaram queéldas binucleadas do corion em

diferentes espécies sdo semelhantes entre si.
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O cérion equino quando observado por microscoprGelica de transmissao
(MET) apresentou epitélio colunar, cujo trofoblasapresentava-se organizado e
apoiado sob tecido mesenquimal rico em fibras evlag, que por sua vez apresentava-
se constituido por células trofoblasticas uninw@sa binucleadas e raras as
multinucleadas. Estes relatos somam-se aos deporitburrizaga (2005) para a llhama
(Lama guanicoe glamaCarvalho et al. (2006) e Morini et al. (2008)ahubalinos .

No citoplasma coriénico encontramos uma grande tgleate de mitocondrias
principalmente nos apices celulares, além de Vesiceletrodensas e aparelhos de
Golgi. Acredita—se que as vesiculas eletrodendasdas no citoplasma correspondam,
muito provavelmente, a granulos PAS positivos olzsys ao microscopio de luz.
Estes granulos PAS positivos demonstram uma alteidoalidade das células
trofoblasticas na recepcao e processamento demaste glicoproteinas como sugerido
por Oliveira et al. (2003) e Iturrizaga ( 2005).

Macroscopicamente o alantéide apresentava-se besenwsvido e bastante
vascularizado, mantendo intimo contato com o c¢rapesar do estagio inicial de
desenvolvimento. Nesta fase o coérion e o alantéiden facilmente desconectados,
evidenciando a nao fusdo de seus vasos na basaicarcomo descrito por Leiser e
Dantzer (1994). Ao analisarmos através da técrecenidroscopica de luz o alantéide
equino, este mostrava-se constituido por um epiginples pavimentoso, similar aos
bovinos (TIEDEMANN, 1982). Estudos trazem que onglae pode ser confundido
com o amnio em algumas condic¢des, diferenciandmekeintensa vascularizagao. Este
mesénquima aparece fundido com o mesénquima do&ndo corion, formando as
membranas corioalantdide e amniocorionica, comorilegpor Lahunta (1990) e Assis
Neto et al. (2010).

Em todos os periodos observados ao MEV (microsaiptednica de varredura)
(0 a 120 dias de gestacdo) o alantdide equino expies caracteristica levemente
rugosa, com células delimitas por microvilos, foneh@ imagens pentagonais,
hexagonais, heptagonais e formando contra moldesesultados obtidos aqui foram
semelhantes aos achados na llhama segundo It@ri2a95). Entretanto, quando
comparados aos da ovelha (Shandley et al.,, 199@) foi possivel observar a
diminuicao progressiva das células até os 120d&agestacdo analisados neste projeto.
No alantéide de embribes de bovinos a partir dé 68 de CR apresentou a superficie
constituida por dois tipos de células: o primeiamn predominancia de células variando
entre o formato quadrangular a hexagonal (celulacravilosas). O segundo
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apresentou-se entremeado entre o primeiro tipareprojecdes microvilosas menores
na regido central (células lisas superficiais).tBleggundo tipo de células, também sao
observados formatos hexagonais demarcados por ileira tle microvilos, uma area
periférica destituida de microvilos e uma regiaeutar central contendo microvilos
agrupados (ASSIS NETO et al., 2009). Foram obses/ads embrides/fetos de equino
células caracteristicos apenas o primeiro tipdaelu

O amnio dos equinos apresentava-se como uma mesnbasascular,
semelhante aquela encontrada em estudos feitd3gpone (1976), Schwarze (1972) e
Noden e Lahunta (1990) em ruminantes. Ao mesmodesgia membrana era delgada
e repleta de liquido em pequena quantidade, dexodimicio de seu desenvolvimento,
assim como descrita por Leiser e Kaufmann (1994jg@do apresentava-se limpido e
levemente viscoso, diferentemente dos resultadaebedecidos por Toniollo e Vicente
(2003) para todas as espécies domésticas. Segatedoagitores trata-se de um liquido
amarelo ou pardo escuro, ndo sendo especificadasa @estacional analisada.
Histologicamente 0 @amnio equino apresentava-seitgid® por uma Unica camada de
células pavimentosas, pela membrana basal e més&ngés células estavam
organizadas e continuas, e em algumas regifesvabsas 0 mesénquima com areas
espessas de tecido, como descrito por Steven €t982) em ovinos e Barbosa et al.
(2008) em bufalas.

O amnio quando observado por MEV apresentou umarficie semelhante ao
do alantéide, cujas células variaram no formatoagenal até heptagonal com
delimitacdes de corddes de microvilos. Os achados @ amnio foram semelhantes aos
encontrados nos bovinos (ASSIS NETO et al., 2008a% ovelhas (SHANDLEY et
al.,1997). Entretanto quando observado por MET r@stopia eletrbnica de
transmissdo) apresentava uma camada Unica descéthatadas, como descrito para
bubalinos por Barbosa et al. (2008), o qual redai@ 0 epitélio amnidtico esta apoiado
em uma camada de tecido conjuntivo embrionariocgastitui 0 mesénquima.

O saco vitelino equino macroscopicamente estavsepte nos embrides até 47
dias de gestacdo. Esta estrutura conectava-sdemtino médio, e no equino segundo
Russe et al. (1992) permanece até o primeiro qdargestacao.

A seu turno, mostrava-se com aspecto amareladooemafde saco, e seu
alongamento dava-se cranio caudalmente ao eixo i@mdbio na porcdo justa

placentaria do corddo umbilical. Esta caractedstie dependéncia do concepto equino
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em relacdo ao saco vitelino é devido a sua impjaotéardia, com aproximadamente 37
dias como descrito por Murphy e Martinuk (1991)appen (1994).

Em contrapartida, Bjorkman (1986) descreve quaco witelino se desenvolve a
partir de partes anexas ao intestino delgado, @gmua € constituido por camadas de
epitélio ectodérmico acompanhadas pelo mesénge@tabviascularizado.

Ao microscopio de luz o saco vitelino equino apnésea-se constituido por
duas camadas celulares entremeadas por meséncasmadarizado. A mais interna em
contato com o vitelo correspondia ao mesotéliotéépi globoso), a mais externa
correspondia a uma monocamada de células voltades @ camada celomatica,
contendo células cubicas e arredondadas com nuesf@sicos, denominadas de
hemangioblastos. A camada intermediaria mostraveesstituida pelo mesénquima
ricamente vascularizado em concordancia com osdashde Barbosa et al. (2008) em
bubalinos.

Segundo Sadler (2005) células-tronco hematopoghioenanas originam-se dos
hemangioblastos centrais, localizados em ilhotasétldas mesodérmicas, ao redor da
parede do saco vitelino, induzidas pelo fator @s@amento de fibroblastos (FGF) 2; os
hemangioblastos periféricos formam angioblastos.

O aumento gradativo de ilhas sanguineas, bem cemnseulcontetdo, também foi
descrito por Mancanares (2007) em bovinos. No émtanautor ndo faz mencao a
deposicdo mesenquimal. A fase em que ocorre esterda coincide com a fase de
aumento do figado, e é de conhecimento geral gb®ss 6rgdos contribuem para a
eritropoiese. O saco vitelino é o primeiro a faaépapel e ao regredir suas funcoes, as
mesmas sao assumidas pelo figado. Aos 30 diasadeveer o pico de migracdo das
células eritropoiéticas, germinativas e outras rdaigaracteristicas pluripotentes, para
entao ocorrer o inicio de sua involugéo.

A conexdo do saco vitelino com o intestino pringtiencontrada em nossos
estudos também foi descrita por Sadler (2005) emmahos, que afirma que o
endoderma origina os intestinos anterior, médimgtquior. Para o autor o intestino
médio comunica-se em certo periodo com o sacanatglelo ducto vitelino, o qual
muito mais tarde é obliterado.

O saco vitelino equino quando observado atravéedMB® apresentou uma
superficie semelhante ao do alantdide e amnio. éslas variaram do formato
tetragonal até heptagonal, e foram delimitas pmtdzs de microvilos, tendo toda a sua
extensao recoberta por estes, como visualizadcagms gor Tiedemann (1979).
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O epitélio do saco vitelino quando observado METesgntou-se variando de
globoso a colunar simples, com células uni ou beadas apoiadas no mesénquima.
Russe et al., (1992) relatam que o saco vitelincudenantes esta ligado a funcdo do
metabolismo de proteinas, por isso, o grande nuneglulas tanto com um ou mais
nucleos. Espacos intercelulares também foram visukls na membrana vitelina
equina, como também em bovinos segundo Mancar2083)( Para tanto o autor faz a
alusdo que os espacos intercelulares seriam ungivpbsirea de fenestracdo no
revestimento endotelial.

A cinta corionica estava presente nos embridesnaioide gestacdo. A mesma
apresentava-se como um halo ao redor do conceppmmo onde as membranas do
alantéide e saco vitelino se encontravam, comoridegmr Allen (1993) em equinos.
Ao microscopio de luz, a regido da cinta coribna@esentava-se constituida por
células trofoblasticas bi e multinucleadas que iberahciaram das demais células
colunares, como descrito por Enders e Liu (1991)egminos. Nesta regido foram
observados pregueamentos do mesénquima resultandwiles coribnicos como

descrito por Ginter (1979) em equinos.

7.2 Embriologia

Diversas modificagbes continuas correlacionam-sen co processo de
embriogénese, de maneira similar ao que ocorrentiui@ desenvolvimento pré-natal
em diferentes espécies. Em geral, a descricdo skndelvimento embrionario e fetal
em outras espécies foi baseada em estagios calostrafravés da idade, mudancas
corporais por diferenciacdo gradual, aumento doatdnm do corpo e peso, e
desenvolvimento total de sistemas e 6rgaos (THEILER72; KNOSPE, 2002;
BEAUDOIN et al.,2003).

No que diz respeito a determinacdo da idade gestacifoi um grande desafio
desse estudo, devido ao fato de ndo se ter condettimrévio da data de fecundacéo
dos animais. Sendo assim, o0 estudo para estingdivdade gestacional de embrides e
fetos de equinos foi realizado conforme preconizamoEvans e Sack (1973), a partir

da elaboracdo de um grafico (Figura 2), que poderdliar em estudos futuros para
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analise de idade embrionéria e respectivas carstitas de cada fase embrionaria de

equinos.

Apesar de serem aceitas similaridades, ha uma g@naariedade de sistemas de
classificagdo de embribes. Podemos citar a Nomimbar¥ologica Veterinarig1994)
que estabelece 15 estdgios de desenvolvimentcstemsi Carnegie que nomeia 23
estagios; o sistema Theiler (1972) que considerasgagios para ratos e Dyban et al.

(1975) estabelece 27 estagios para roedores muioosihos de laboratério.

Grupo |

Ao nos depararmos com embrides em formato de @&trial fato nos permite
concordar com Sadler (2005) em humanos, que aBmauas pesquisas que o embrido
se desenvolve no sentido craniocaudal, e com Mareablood (1975), para poneis, que
diz que aos 34 dias de gestacdo o concepto apaasérimato de uma elipse achatada.

Evans e Sack (1973) afirmam que em embrides boemws23 dias ha presenca
de vesiculas 6ptica e 6tica, o que pode ser coadionpara equinos neste estudo, assim
com confirmado também por Winters, Green e Coms{@&d2) e Franciolli et al .
(2011) em equinos. Ainda segundo esses autoregadof € volumoso, preenchendo
grande parte da cavidade abdominal, confirmandwsesos resultados.

A proeminéncia cardiaca € distinta assim comoagtapor Winters, Green e
Comstock (1942) em bovinos. Nesta fase é possiveéd aisualizar os somitos caudais
e craniais; e de acordo com Sadler (2005) em husnaéo cerca de 5 a 12, ja em
bovinos Winters, Green e Comstock (1942) afirmamdsel8 a 19. Em nosso estudo,
observamos uma média de 20 a 30 somitos. Tal &arisg da pela pequena diferenca
de dias de gestacdo, uma vez que um embrido ded 2litere em numero de somitos
de um embrido de 14 dias, por exemplo.

Sadler (2005) em humanos que diz que embrides 88tee40 dias de gestacao
apresentam vesicula optica e cristalino (placodiegim como descrito também por
Acker et al. (2001) e Franciolli et at. (2011) paruinos; Winters, Green e Comstock,
(1942) os chamam de otocisto, como nos bovinosddasegundo Acker et. al., (2001),
a partir de 35 dias de gestacdo € encontrado @ i@ formacdo de estruturas
esqueléticas e aos 30 dias de gestacdo o embriégseata o lobo olfatorio em

desenvolvimento.
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Grupo Il

Os conceptos pertencentes a este grupo ainda sdm@@dos embrides, com
excecdo do concepto E5, com CR = 4,6 cm, considarawho feto. Douglas e Ginther
(1975) relatam em suas pesquisas com placentasedetembrides equinos de 38 a 40
dias os olhos e narinas j& diferenciados, bem cansonstituicdo nasolabial, sendo
possivel a distingcdo entre labio superior e inferio

Segundo Sadler (2005), para humanos, e Marrableoel (1975), para poneis,
e Franciolli et al (2011), para equinos, nessaddad digito Unico dos equinos é
definido em todos os membros, concordando com esosoresultados, nos quais foi
possivel observar o inicio da formacao do aparetigueal. Hyttel, Sinowatz e Vejlsted
(2010) em Tratado de Embriologia de Animais Dongésti cita em cavalos com 36
dias uma proeminéncia facial em embrides com eksdeigestacional, fato também
comprovado por nossos resultados.

Conforme mencionado por Sadler (2005), para humaressa idade ocorre o
inicio da formacédo da orelha externa em humanobprrainda ndo completando seu
formato final;, em embries equinos foi possivelesbar o inicio da formagédo da
vesicula otica.

Moore e Persaud (2004) ao estudarem fetos humeglalam que os mesmos
esbocam os membros ja distintos e divididos em eetpy, o orificio bucal ja esta
separado das fossas nasais e 0s olhos sédo bemisyigivis ainda ndo ha palpebras,
corroborando assim com nossos resultados.

Segundo Evans e Sack (1973) em bovinos, aos 45digestacao, os foliculos
tateis surgem acima dos labios e olhos, e a lijgg@avisivel, concordando assim com
0S Nnossos resultados para equinos. Marrable e KIfi¢b) em estudos com pobneis,
dizem que aos 39 dias a coloragéo translucidaglortento permite uma visualizagédo
clara de estruturas macroscopicas. Ja Franciddli. €2011) menciona que aos 35 dias

para 0s equinos é possivel ver estruturas macressoplevido e pele translucida.

Os pélos tateis sdo citados por Hyttel, Sinowatejested (2010) em embrides de
ovelhas com idades estimadas entre 36 e 38 diaggestacdo, os quais ndo foram
observados em embrides equinos com a idade refekidda segundo os mesmos

autores, em equinos, os pélos tateis sao visiosid B2 dias de gestacao.
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Grupo Il
Niekerk e Allen (1975) relatam acerca do desenuwdvito embrionario inicial de
cavalos e dizem que o embrido com 38 dias podeesenhecido com um futuro

cavalo.

Os animais deste grupo apresentam CR entre 6,tne &Embrides E10, E11,
E32). Os autores Grunert e Birgel (1989) descregamos fetos de 5,0 a 7,5 cm séo
fetos com aproximadamente 50 dias de gestacamatélta de 60 dias de gestacao e
ja possuem a individualizacdo da cabeca, dos mengoascos. Evans e Sack (1973)
relatam que os fetos equinos com as idades refedadiana tém como caracteristicas

externas as glandulas mamarias, orelha externp@mebras quase fechadas.

Segundo Winters, Green e Comstock (1942) em bovivlbodormacdo das
feicOes da face, do involucro dos olhos feito ponpgdes e o alongamento do pescoco,
sendo constatadas as observac¢fes também nos csndepequinos, como também
vistos por Franciolli et al. (2011).

Sadler (2005) afirma em humanos, que entre 50diasga existem articulacoes
do joelho e cotovelo dobradas; em equinos, asudatdes umeroradioulnar e
femurtibiopatelar séo visiveis e articulaveis també

Segundo Marrable e Flood (1975), o tegumento e poderme mantém
transparéncia o suficiente para permitir uma idieagdo facil das costelas nas
projecdes laterais, mas as visceras cardiacasviegspermanecem escondidas pela
musculatura peitoral e pélvica, corroborando aggim os nossos resultados, uma vez

que as costelas foram possiveis de ser visualizadgsanto os demais 6rgaos nao.

Grupos IV eV

Como o0s animais pertencentes a estes grupos ajamseraracteristicas
similares, estes foram agrupados. A partir dest®e,fas fetos ndo apresentam
caracteristicas morfolégicas diferentes; observa@genas o0 crescimento e
desenvolvimento dos 6rgdos e estruturas ja presente

Segundo Evans e Sack (1973), para fetos equindsfassentre 75 e 80 dias de
gestacdo apresentam clitoris proeminente e esquodsente, concordando assim
novamente com 0s nossos resultados, como tambémndgado por Franciolli et al.
(2011).
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Grupos Vi e VIl

Grunert e Birgel (1989) descrevem que os fetosgiénes de 15,1 a 21 cm de
Crow — rump, considerados no quarto més de gestagpiiesentam pélos finos nos
labios, reconhecimento dos 6rgaos sexual e sacota&sgazio, concordando com o
afirmado por Ginther (1993).

Os resultados encontrados nos fetos desses grigsasne@lham-se com o
descrito por Evans e Sack (1973) e Grunert e Biip@89). Segundo Ginther (1993),
em torno do 80° dia, o escroto € uma eminénciag&livazia, caudal ao umbigo, o que
pode ser constatado nos fetos analisados. AindandegGinther (1993), as papilas
mamarias sao visiveis como pontos palidos na regfi@ominal a partir do 55° dia de
gestacao, corroborando com os resultados encostrado

Para Hyttel, Sinowatz e Vejlsted (2010), os péhbsi$ sdo visiveis aos 112 dias
de gestacao, discordando com 0s nossos resul@adoscordando assim com Evans e
Sack (1973), que obteve os mesmos resultados paesmaa idade.

Segundo Marrable e Flood (1975), para poneis, &%li8s de gestacdo o
tegumento do feto se torna opaco decorrente dadelsanento do colageno da derme,
enquanto que o corpo do concepto se torna maidomdado conforme o esqueleto
muscular de completa. Em nosso estudo, tais caistctas foram observadas em fetos
equinos de 40 dias, estabelecendo um desenvohontntderme mais rapido para

equinos do que para poneis.

Técnica de Alizarina

De acordo com Kaufmann (1992) o melhor método parabter a visualizacao
perfeita das estruturas 0sseas e cartilaginosdstae de camundongo € por meio da
técnica de alizarina. De acordo com o autor, amdo essa técnica consegue-se
visualizar pontos de ossificagdo em fetos facilitaachados de deformidade 6ssea ou
alteragc6es no crescimento. Seguindo os conselhastdotambém realizamos a técnica
de alizarina em nossos fetos e obtivemos resultpdsisivos quanto a visualizacao de
pontos de ossificacdo e pontos cartilaginosos ipatrmente em se tratando de fetos aos
60 dias de gestacdo. Animais mais jovens, comora&dpe apresentaram apenas a
coloracao azul indicativa de tecido cartilaginoso.
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Microscopia

Inicialmente poucas sdo as especializacdes tesiégumaiontradas nos embrides.
No decorrer do desenvolvimento, o tecido mesenduénaubstituido por células
epiteliais especializadas e tecido conjuntivo, c@@r&zando os tecidos que formarao os

orgaos.

Aparelho Cardiovascular

Winters, Green e Comstock (1942) seccionaram unri@émbovino de 22 dias e
visualizaram bulbo, ventriculo, aortas dorsaismpita volta do arco aértico, veias
umbilicais, vitelinas e cardinais.

Segundo Monie (1976), em embrides de hamster eegupg, a completa
septacdo cardiaca ocorre em torno de 11 a 26 digestacdo, respectivamente. No
embrido E35, com idade de 25 dias, foi possivetmias o inicio da septacdo do canal
atrioventricular, em semelhanca ao citado por Maoieersaud (2004) quando relata
que a septacao do canal atrioventricular, do &tdos ventriculos primitivos, se inicia
em torno da metade da quarta semana e € complé@sloamente, no final da quinta
semana, e por Richard e Monie (1981), que diz tambée aos 28 dias ocorre a
septacdo do canal atrioventricular em humanos. &sas estudos, a completa septacéo
cardiaca ocorre em torno dos 38 dias de gestacao.

De acordo com Garcia, Jeckel Neto, Fernandez (188d9re e Persaud (2004);
Sadler (2005), o coragdo dos equinos apresentawaise a divisdo em atrio e
ventriculo, além de suas camadas constituintes aoréa dorsal presente. N0sso0s

achados corroboram com os autores acima citados.

Aparelho Locomotor: Masculo — Esquelético

Segundo Winters, Green e Comstock (1942), a coagénsdo tecido epitelial
ocorre em maior escala aos 37 dias em bovinos. épnaos, julgamos afirmar que
essa condensacéao de tecido epitelial ocorre a plar25° dia de gestacdo. Os autores
acima citados chegaram a conclusdo que embrifesdamias semelhantes apresentam
caracteristicas de desenvolvimento diferentespafido ainda que o desenvolvimento e
surgimento dos somitos ocorre de maneira muitozyelma vez que o surgimento dos

mesmos foi constatado 5 horas apds ndo haver nepdwum
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Sistema Respiratorio

Corroborando com estes estudos Moore e Persaud)(@afa humanos, relatam
que o pulméo inicia seu desenvolvimento duranteuartg semana de gestacdo, e
segundo Alberto (2006) para bovinos, a formaca@mhrelho respiratorio inferior se
d4, em bovinos, aos 20/21 dias de gestacdo. NosiGawmbanalisados, ndo foram
encontrados vestigios de tecido pulmonar ante@5laksas de gestacao.

Moore e Persaud (2004) relatam que em humanosemddsimento dos brotos
segmentares se inicia aos 41 dias de gestacadyretos subsegmentares aos 44 dias de
gestacdo. Nos embrides de equinos estudados, as polbmonares ja se encontram em
processo de divisdo, levando a acreditar que sstescontram quando comparados as
idades gestacionais em humanos, com 15 a 30 digesticao.

A expansao do broto pulmonar no sentido caudahgitiedinal concorda com a
descrita em humanos por Sadler (2005).

Estudos realizados por Alberto (2006), em bovimoEranciolli et al (2011) em
pacas, demonstram que a constituicdo do tecidogmandos primeiros brotos € de um
tubo epitelial com véarias camadas epiteliais, redesde mesénquima inicialmente
condensado, e nas regides mais afastadas do toles@nquima torna-se frouxo. Em
nossos resultados, foram observadas as carac&sidescritas acima, além da presenca
de células sanguineas, o que segundo Alberto (2008&)ovinos e Morini (2009), em
bubalinos, condizem com o adiantamento da vasealzio ainda ocorrendo na fase

pseudoglandular.

Aparelho Digestorio

O desenvolvimento intestinal caracteriza-se pelongdmento rapido do
intestino primitivo e seu mesentério, ocasionanfiwraacéo da alca intestinal primaria,
0 qual apresenta seu epitélio em desenvolvimettdlQUEIRA; CARNEIRO, 2004;
MOORE; PERSAUD, 2004;). Em seu apice, a alca peeceem conexao aberta com
0 saco vitelino por meio do pediculo do saco vitel{GARCIA; JECKEL NETO;
FERNANDEZ, 1991). Nossos achados somam-se aquesesiths pelos autores acima
citados.

Segundo Sadler (2005), o figado origina-se de wtabrento ventral da porcao
caudal ou distal do intestino anterior, no inicia duarta semana, crescendo
rapidamente e ocupando uma grande porcdo da caviadbminal, tornando-se o
maior 6rgdo em proporgdes quando comparado ao teortatel do embrido. Moore e



165

Persaud (2004), para humanos, Noden e de Lahu88)(Jpara os animais domésticos,
e Lima (2007), para bovinos, indicam cordfes emteelos de células hepaticas e
pequenos sinusodides com células sanguineas enmteeiori Tal descricdo corrobora

com o que foi encontrado neste estudo sobre ensbe@fiEnos.

Aparelho Urogenital

Nessa fase, os rins sdo chamados de mesonefmosantermediarios e possuem
inimeras formacdes tubulares & semelhanca ao @tadbloore e Persaud (2004). As
descricbes de Browder et al. (1991), Junqueiraraera (2004) e Morini (2009) para
tubulos contorcidos proximais e distais coincidemmamossas descricdes de tubulos e
ductos mesonéfricos, respectivamente. Tal fato st relacionado a afirmacéo de
gue os ductos futuramente originardo tubulos dwsdéfinitivos.

Observou-se uma camada de mesénquima circundangtspgque futuramente
ird formar a cdpsula renal, assim como relataddQagnoto (2007). No entanto, o que
Cagnoto (2007) denomina aglomerado de células meseais envolto por células
sanguineas e cercado por tubulos mesonéfricogn assino para Morini (2009),
optamos por denominar essa estrutura de gloméicse tratar de uma formacgéo
semelhante a encontrada no atlas de histologiaQUUERA, CARNEIRO, 2004).

Segundo Winters, Green e Comstock (1942), paranbewe Morini (2009), para
bubalinos, as gbnadas foram visualizadas apena®mebrides de 40 dias. Ainda
segundo Favaron et al. (2011), para roedores, sempga de gonadas primitivas foi
visualizada inicialmente como um tecido pouco egfiegado em embrides com 12 dias
de gestacédo, embora sem distingcdo de sexo. Gi(itBeB) relata que, para embrides
equinos, o sexo pode ser determinado histologiceemans 30 dias de gestacao,
baseando-se em um segundo conjunto de corddesat®mia periferia da gbnada da
fémea, mas ndo do macho. Ainda segundo GintheB}l88ste momento, as gbnadas
encontram-se sob a forma de cristas germinais perfécie mesonéfrica, abrangidas

pelo epitélio do celoma.

Sistema Nervoso
Em todos os vertebrados, o sistema nervoso orggnambrionariamente, de

modo semelhante; é sempre Unico, tubular e doosalb® digestivo (STORER, 1979)
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De acordo com Theiler (1972), a hipdfise ou glaaduituitaria desenvolve-se
muito rapidamente, e segundo Junqueira e Carn€@®4j, ela possui origem
embriolégica dupla (nervosa e ectodérmica).

Monie (1976) discorre sobre a origem embrionariaekicula dptica que se da
pelo diencéfalo, invaginando-se para formar o edjatico e induzir o placédio da lente
no ectoderma subjacente.

Segundo Favaron et al. (2011), uma caracteriséicaliar dos roedores quanto a
retina € que a mesma € considerada imatura até sginmento, tendo um
desenvolvimento p6s natal consideravel, enquantonguhomem e em muitos outros
mamiferos as palpebras, que estédo fundidas, seaseppg@ds um determinado periodo
de gestacéao.

Como descrito por Monie (1976), a cérnea, a esdevacorbide sdo derivados
do condensamento de tecido mesenquimal. Favarah €011), durante o estudo da
embriologia de roedores, notou como componenteslito o cristalino, a cornea e a

retina, bem com as camadas que compde essa Ultima.

Imunohistoquimica para deteccéo de células Oct-4

Segundo Vejsted, Offenberg e Maddox-Hyttel (20@6)Qct-4 esta restrito as
PGCs em camundongos e suinos. Nossos resultad@sigpeez, expressam a marcacao
para o Oct-4 em equinos. Podemos afirmar aindaagoarcacdo foi positiva para o
figado, rim e coracdo, principalmente, elucidande @ssas PGCs encontravam-se
dispersas nos tecidos.

Na gastrulacdo as PGCs agrupam-se no mesoderrmaaeexrionario, migrando
consequentemente para o saco vitelino (GINSBURGNWSO MCLAREN, 1990).
Conforme visualizado em nossos resultados, podetucglar que o fato do intestino
estar negativo para Oct-4 a partir de uma detedninaade, pode entdo estar
relacionado ao fato dos embrides estarem em idad@s avancadas ou ja ter migrado
para outros lugares, uma vez que o0 intestino eco gielino estdo em conexao no
embrido.

Beltrami et al. (2007) em estudos obtiveram linimsgde células em tecidos

humanos adultos de figado, coracdo e medula épssdivas a pluripotencialidade
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marcando-as com o Oct-4, NANOG e REX1. Nossos asha@dra equinos vao de
encontro aos resultados referentes ao Oct-4 pdfgado e coracdo, pois pudemos
visualizar uma marcacao de pluripotencialidade B1as os tecidos.

Em reagBes imunohistoquimicas, os cardiomioblagpyesentaram reacdes de
positividade para Oct4, demonstrando sua origemenmggsmal, sua alta capacidade
proliferativa e a presenca de células ainda em gasgotente com caracteristicas de
células-tronco.

Kurosaka, Eckardt e McLaughlin (2004) ressaltam guéct-4 encontra-se
expresso nos blastomeros, na massa celular intdmatastocisto, no epiblasto e nas
células-tronco embrionarias em embrides bovinoddyitel et al. (2011) relatam que
em suinos a proteina Oct-4 ela é expressa iniciémea parede do saco vitelino e
também no epiblasto. Em adicdo Hyttel et al. (20&Igtam a expressdo do NANOG
como marcador das células da massa celular intBenacordo com nossos resultados
para equinos, os 6rgaos derivados do mesoderma, @it e 0 coragcao, apresentaram
imunomarcacao positiva para o Oct-4, corroborarsgaracom os autores citados.

Pudemos constatar diante das marcagdes positalés atividade proliferativa do
figado de embrides com idades entre 20 e 25 dimowRro lado, exemplares com idade
entre 26 e 38 dias ja ndo demonstraram uma margaggitiva tdo forte para Oct4,
ressaltando a perda da pluripotencialidade cetidabrgdo com o evoluir da gestacao.
O fato de ndo mais haverem células com ndcleonfiremiée marcado nesses embrides
pode estar associado a migragéo das células geraspara as futuras gébnadas.

As PGCs, assim como citadas por Yeom (1996) véndodois tipos de células
especializadas, os oo6citos e espermatozoéides. Beosioesultados pudemos encontrar
sitios de PGCs nos embrides em diversos tecidoscbeo a visualizagcdo dos mesmos
nas gonadas de conceptos com 36 e 38 dias degemdintretanto, Hyttel et al. (2011)
relata que as PGCs em suinos podem ser visualinadagdnadas entre os dias 15 a 28
dias de gestacéao.

Segundo Sagrinati et al. (2006) experimentos dansento e caracterizacdo de
células progenitoras multipotentes, localizadasamsula de Bowman em rins adultos
de humanos, foram realizados mediante marcacao@ard. Em nossos resultados,
pudemos analisar uma marcacédo fortemente posiiv@at-4 no mesénquima renal e
nos tubulos renais, concluindo-se tratar ser urAadg reserva de células progenitoras

multipotentes, assim como sugerido pelos autorgdeltt al. (2011) relataram que em



168

suinos a presenca das PGCs pode ser visualizadéartanos tubulos renais, bem como

no mesentério dorsal do rim.

7.3 Cultivo celular

Com o advento do estudo das células-tronco, hojeurna variedade de
terminologia para definir e classifica-las. Claasiente, as células-tronco possuem trés
caracteristicas: a) capacidade de auto-renovacée, lbilidade de gerar no minimo
uma célula filha com caracteristicas similares asélula mae; b) capacidade de uma
Gnica célula de se diferenciar em multiplas linmsgeelulares; c) capacidade de
reconstituir funcionalmenten vivo, um tecido lesado (VERFAILLIE, 2002). E ainda,
em 2005, o Comité de Células-Tronco Mesenquimago® Tecidos da Sociedade
Internacional de Terapia Celular (ISCT) definiu gas CTM devem ser aderentes ao
plastico quando mantidas em cultura; devem exprédBd 05, CD73 e CD90 e nao
expressar os marcadores CD45; CD34; CD14 ou CDDB9& ou CD19 e HLA-DR e,
devem se diferenciar em osteoblasto, adipécitamndroblastosn vitro (DOMINICI et
al., 2006).

Cabe ressaltar que dentre as novas areas da NediciMedicina Veterinaria
Regenerativa tem se expandido muito nos ultimos,acmm cada vez mais interesse
nas diversas fontes e tipos de células-tronco. Wmsenso recente dentre o0s
pesquisadores que trabalham nessa area, é quesgirogate ndo existe uma célula-
tronco ideal para todos os protocolos de teragdidare mas sim, existam alguns tipos
celulares que sdo mais indicados para alguns mlogcdependendo do resultado que
se quer atingir. Como por exemplo, as células-trate medula 6ssea tem sido muito
indicada como promissora para tratamento de doenglasionadas ao sistema
hematopoiético.

Ao analisarmos a morfologia da cultunavitro do saco vitelino equino com 20
e 30 dias de gestacdo, observamos dois tipos mdulaendo estes, células com
morfologia fibroblastodide e epitelibide. Tais ra¢adbs observados foram descritos por
Banks (1992) em mamiferos, e o autor relata quesesthados morfologicos séo

semelhantes com as caracteristicas morfologicasédialas de origem mesenquimal no
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organismoin vivo. O mesmo autor ressalta que a célula mesenquirnaha célula
precursora da maioria das células do tecido cammnta qual exibe uma forma
estrelada ou fusiforme, com alta proporcéo de oleleitoplasma.

Wang et al. (2008) isolaram do saco vitelino deamnios células fibroblastoides
morfologicamente homogéneas por varias passagdfizando meio de cultivo
suplementado com fator de crescimento fibroblastqiéGF). Uma das principais
funcdes dos fatores de crescimento é o controkrrextdo ciclo celular, abandono da
quiescéncia celular (fase G0O) e entrada da cémlase G1, isto explica a manutengéo
das células-troncomesenquimais do saco vitelinfetds humanos por varias passagens
com morfologia homogénea.

Marcus et al. (2008) em ratos e Bydlowski et &00&@ em humanos, ao realizar
experimentos com cultivo celular, observou céldams aparéncia epitelidide, e estas
eram grandes e arredondadas, com membrana cit@tleamegular, citoplasma grande
e esparso, nucleo pequeno e circular; tais resdtadbtidos pelos autores vao de
encontro aos nossos resultados para cultura de wésllno em ambas idades
gestacionais estudadas.

Em contrapartida, a membrana amniotica demonsti@bgidade em cultivo de
expressar dois tipos células também com morfolegitelidide com mais frequéncia, e
células com morfologia fibroblastéide. E vale réssaque um resultado visto foi o
aparecimento espontaneo de células com morfolagieonal. Tais resultados também
foram vistos por Prusa; Hengstschlager (2002) eAnker et al. (2003) envolvendo
cultura de células da membrana amnidtica e o flamiotico em humanos, onde os
autores referem-se que as células do liquido amoi@io classificadas conforme
critérios morfologicos, bioquimicos e de crescirentlular. As células do liquido
amnidtico sao provenientes, em sua maior partegpit@lio e dos tratos digestivo e
urinario do feto e do amnio. As células séo clasgiis em: tipo E (epitelidides),
derivadas da pele e urina fetal; tipo AF (fluidon&dtico ou do inglésamniotic fluid,
especificas do liquido amnidtico, que produzem oOgstio, progesterona e
gonadotrofina coridbnica humana, sendo derivadagmdoio e do trofoblasto; tipo F
(fibroblasticas), derivadas do tecido conjuntivtafeque sdo mais proximas da nossa
abordagem. As células tipo AF e E aparecem nooirdai cultura celular enquanto as
células tipo F aparecem posteriormente; porém, stanas células do tipo AF e F
persistem com o tempo, enquanto as do tipo E mmridato este positivo paras as
células amnidticas equinas nas respectivas idastaaponais. Este mesmo aspecto foi
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observado quando em nosso grupo foram cultivadaslaias de membrana amniética
de cées, onde nas primeiras passagens encontrauamgsopulacdo mista de células e
apos a terceira passagem apenas as de morfologibléistéide (Lima, 2012).

Relativamente as células com morfologia neuronall®yski et al. (2009)
isolaram células amniéticas humanas, e obteve aeswtado células com potencial
neurogénico, uma vez que, estas células sdo daswadbriologicamente do ectoderma
embrionario (MOORE; PERSAUD, 2004).

Uma vez realizada a morfologia celular, outros @rpentos relacionados a
caracterizagdo destas células foram realizadosaapsam as de 30 dias de gestacao,
pois como comentado nos resultados, estas apresmandéficit quanto a proliferacéo e
adesao ao substrato.

Outra caracteristica das células-tronco mesengsindaia capacidade de
formacao de colonias, quando cultivadas em baixesidade, estas séo identificadas
como unidade formadora de colbnia fibroblastoide ifthlés colony forming units-
fibroblastic CFU-f) (FRIEDENSTEIN et al., 1976).

Sendo assim, ao realizar o ensaio CFU-f das célmagenitoras do saco
vitelino e da membrana amniotica consideramos Emies fibroblastoides com mais
de 50 células (TONDREAU et al., 2004). A capacidddeformar CFU-f das células
progenitoras do saco vitelino e da membrana ancaidkdi diferente, sendo mais
eficiente nas células progenitoras do amnio (3,9x&ao saco vitelino (1,5xf0 Ao
compararmos com o ensaio CFU-f das células dervddaolpa dentaria (22-70X)0
(GRONTHOS et al., 2000) e medula 6ssea (2,4-3xQUO et al., 1992) com as
nossas, observamos que a eficiéncia das nossdascéu semelhante ao resultado
encotrado para a medula. As colbnias com mais deéhflas possuiam morfologia
fibroblastoide sugerindo a clogenicidade das cgéldis tecidos equinos analisados uma
caracteristica de células-tronco.

Quanto ao método de congelamento e descongelammentar para a analise de
criopreservacdo. As ceélulas em questdo foram capa®e conservarem suas
caracteristicas apds descongelamento e com issmumsdobter um banco de células
para futuras experimentacdes dessa forma as célubmsetidas ao congelamento eram
descongeladas para expansao celular quando neces$sando novos testes para o
projeto

A capacidade de expanséao das células progenitaramchbrana amniética e do

saco vitelino mostrou-se semelhante mediante aacwd® crescimento celular
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caracteristica de células-tronco. Isto se deveastm fle ambas as estruturas estarem
relacionadas a um periodo na gestacdo, em quesaoorialto grau de proliferacdo de
células, uma vez que nesta fase de 30 dias decgestacorrem perdas embrionarias
substanciais para a espécie equina, e que o extabehto de uma placenta verdadeira
guanto a trocas materno-fetais seja mais eficif@INTHER, 1983; ALLEN;
WILSHER, 2009).

Ao realizarmos a imunocitoquimica das células dw sdtelino e da membrana
amnidtica, observamos o imunopositividade paradoa® anticorpos testados, sendo
estes: Oct-4 e Nanog, para células pluripotent8EAS3, como marcador de superficie
celular e células-tronco; PCNA, como marcador delocicelular, vimentina e
citoqueratina 18 (CK18), como marcadores de célal@senquimais e células em
transicdo de epitelial a mesenquimal, demonstrasstm uma heterogeneidade para
marcadores de células mesenquimais, epiteliais eada@res de superficie. Esta
diversidade imunofenotipica na expressdao dos mareaddeve-se ao método de
isolamento, pois ndo utilizamos nenhuma técnicaetlscao, que consequentemente ira
resultar-nos diversos tipos de células (DAZZI et2006).

Uma pequena populacdo de células Oct-4 e Nanogijassforam detectadas
nas ceélulas progenitoras do saco vitelino e da mammabamniotica. O fator de
transcricdo de ambos os marcadores € express@sess ihiciais do desenvolvimento
(morula, blastocisto). Essa expressdo nas fasasigndo desenvolvimento refere-se a
manutencdo de pluripotencialidade e auto-renovatg células-tronco, visto estas
células serem isoladas de membranas embrionaEJP et al., 2001; CARLIN et al.
2006).

De acordo com nossos resultados as populacdesreslyositivas para Oct-4
foram identificadas em outras células-tronco owenitores tecido-especificas isoladas
de polpa dentaria (KERKIS et al., 2006), medulaag& UCIA et al., 2006), epiderme
(HU et al., 2003), epitélio bronquial (LING et a2006), miocardio (MENDEZ et al.,
2006), pancreas (KRUSE et al., 2006); e em tedieiiass como membrana amniotica
(MIKI et al., 2006), corddo umbilical (KUCIA et al2007) que também apresentaram
localizac&o intracelular variavel.

A expressao de marcadores de superficie celularcomo: SSEA-1 e SSEA-4
foram visualizadas por Reed e Johnson (2008) emtaséironco do cordao umbilical de
equino colocadas em cultivo e analisadas por imtompdmica. O mesmo pode ser
visualizado neste trabalho nas células do sactinate da membrana amniotico equina
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ao usar o marcador SSEA-3. HENDERSON et al. (28@2)am que esses marcadores
de superficie sdo bem expressos em células humanas.

Outro marcador utilizado foi a vimentina, uma phoée de filamento
intermediario que marca células de origem mesermju{iASKA et al., 2007). Ao
realizarmos ensaios para as células do saco wtelola membrana amniética, notamos
uma imonupositividade para as ceélulas em culturharg@aoui et al. (2003)
identificaram células positivas para vimentina égado fetal de camundongos, porém
este mesmo tipo celular expressava concomitantemel®@smina. Os autores
classificaram este tipo celular como células ttangis de origem epitelial-
mesenquimal.

A citoqueratina-18 também € uma proteina do filamentermediario. Este
marcador representa a transicdo entre célulasliaisite mesenquimais. No figado a
expressdo de citoqueratinas ja foi bem reportaddbpbeva et al. (2003) para célula
hepatica oval e Shiojiri et al. (1991), para osateplastos fetais. Em nossos resultados
para as células do saco vitelino e da membranadtica)i este marcador de transicao
foi imunopositivo para as células em cultura.

O marcador para PCNA foi imunopositivo para aslasélem cultura de saco
vitelino e da membrana amnidtica. Isso se deveatm de uma proteina nuclear que
atua como co-fator para a polimerase delta, e geessa diferentemente de acordo com
o ciclo celular. A sua taxa de sintese é diretaenpriiporcional a taxa de proliferacéo
celular (GAN et al., 1995). Essa proteina constauiem um marcador de células em
proliferacdo, sendo expressa durante a replicaQadNA, no inicio na fase G1, com
expressdo maxima na fase S e declinio na fase BR @b al., 1995). Sendo assim, ele
€ um marcador operacional de proliferacdo celularcando células tanto em
proliferacdo como células em reparo (BACCHI e GOWSB3).

Ao analisar a expressdo de marcadores nas célolaaad vitelino e membrana
amnidtica pela técnica de citometria de fluxo obseros a marcacdo positiva para
marcadores mesenquimais (CD105 e Stro-1), progesittematopoiéticos e endoteliais
(CD45 e CD34) e de pluripoténcia (Oct3/4 e Nan&ggundo Wang et al. (2008) ao
analisar as células-tronco mesenquimais do saebngthumano observou a marcacao
positiva para os marcadores de pluripoténcia (Oa-4Nanog) e marcadores
mesenquimais (CD105, CD73, CD29, CD44, CD166 e HBEA e estas eram
negativas para marcadores hematopoiéticos e ermi®{€D 45, CD 14, CD 19, CD 34
e CD 31). Enquanto que Lovati et al. (2011) aoisaglas células de medula Gssea,
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corddo umbilical e do fluido amniético por RT-PCBnmbnstrou que as células eram
positivas para marcadores mesenquimais (CD105, GbZD44) e negativas para
marcadores hematopoiéticos (CD34). Essa marcacaitivpo para marcadores

hematopoiéticos e endoteliais para as células do g¢elino e membrana amniotica

equina, evidencia que em ambas as linhagens pogsoeatacoes mistas, sendo elas,
tronco mesenquimal e hematopoiética, conforme saddi por Nakage e Santana
(2006) em caes e Lange-Consiglio et al. (2011) gnmne.

As células do saco vitelino e da membrana amaidistam submetidas aos
ensaios de diferenciacdo para tecido 6sseo, ¢antla e adiposo em meios de cultura
especificos, enriquecidos com agentes indutorejmgeriodo determinado de tempo
(7 a 21 dias) conforme descrito por PITTENGER e{1899).

Ao testar o potencial de diferenciacdo para aslaldo saco vitelino e
membrana amnidtica, notamos que ambas as linhagendiferenciaram em
condrdcitos, adipécitos e ostedcitos como era adpeAs células progenitoras do saco
vitelino e da membrana amniética, ao serem indgzaaliferenciacdo osteogénica
apresentaram resultados semelhantes aos demossprado células mesenquimais do
corddo umbilical de cdes (SEO et al., 2009), céldia medula 6ssea de cdes adultos
(CSAKI et al., 2007), células de saco vitelino, maddssea e figado fetal de caes
(WENCESLAU et al.,, 2011) e células de medula ésseajao umbilical e fluido
amniotico de equinos (LOVATI et al., 2011). Atrawsstécnica de von Kossa pudemos
observar a formagéo de matriz extracelular e potosssificacdo, como visualizados
em por Lange-Consiglio et al. (2011) para céluadados da membrana amniética
equina e Lovati et al. (2011) para células oriurgasnedula 6ssea, corddao umbilical e
fluido amnidtico equino.

Ao realizar os ensaios de diferenciacdo condragémas células do saco vitelino
e membrana amniotica, observamos a formacao demioramassa celular compacta.
Da mesma forma, a diferenciacdo condrogénica acaras células mesenquimais de
saco vitelino humano (WANG et al., 2008), nas @duhesenquimais de origem fetal
do corddo umbilical de cdes (SEO et al., 2009) pafulas mesenquimais da medula
Ossea de cées adultos (CZAKY et al., 2007) e nadaséisoladas da membrana
amnidtica equina (LANGE-CONSIGLIO et al., 2011).

Cabe ressaltar que o periodo experimental parédeeerciacdo condrogénica
para células mesenquimais de medula 6ssea de ddéssdoi de 14 dias (CSAKI et

al., 2007; NEUPANE et al., 2008), enquanto queapeglulas de saco vitelino e
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membrana amnidtica equina foi de 21 dias, assimocpana células de saco vitelino
humano (WANG et al., 2008) e para células oriurtdasedula éssea, cordao umbilical
e fluido amniodtico equino ( LOVATI et al., 2011).

No que se refere ao periodo necessario pararamlifacdo, podemos inferir que
a origem das células-tronco mesenquimais de teecidolos diferenciam mais rapido
por estarem mais comprometidas a determinadasgkmisacelulares, enquanto que as
células-tronco embrionarias, bem como as célutastr fetais sdo mais imaturas. A
micromassa celular das células do saco vitelina mémbrana amnidtica derivadas da
diferenciagdo condrogénica foram positivas pararagbio de tricromo de Masson e
Picrosirius, como demonstrado pelas células desiwvade tecido adiposo equino
(RAABE et al., 2010) e células-tronco mesenquintgismedula 6ssea, saco vitelino e
figado fetal canino (WENCESLAU et al., 2011).

Ao testar o potencial de diferenciacdo adipogémotamos que as células de
saco vitelino e da membrana amniética exibiram cgtdas de lipidios mediante
coloracdo de Sudan ll-escarlate, conforme vistdo8amnas células mesenquimais de
medula éssea humana (PRATA et al., 2010). Outiimasptamos por utilizar a técnica
de Sudan ll-escarlate, outro corante para fins aleagdo de adipdcitos ao invés do Oil
Red, uma vez que, o corante Oil Red ndo corou hdaséde saco vitelino e da
membrana amniotica neste modelo. Entretanto, ggsealé corante foi utilizado com
sucesso em células de membrana amniética de cées, @012)

A fim de provar que as células do saco vitelindae membrana amnidtica
possuem propriedade para reparacao tecidual ecela diferentes tipos de terapia, e
aliada a medicina veterinaria regenerativa, testaseu potencial carcinogénico em
camundongos imunossuprimidade e apos oito semanas, ndo observamos a formacao
tumoral na musculatura, nem tdo pouco crescimerdtagtatico tumoral nos 6rgaos
analisados.

Entre os pré-requisitos para a utilizacdo daslaglwonco na terapia celular,
estd a capacidade de ndo apresentar proliferagaordl e exibir potencial de
diferenciagdo em outros tipos celulares, tais comdlgpogénica, condrogénica e
osteogénica. Demonstramos que as células progaitlir saco vitelino e membrana
amnidtica apresentam o cariotipo normal e estgwés aultivoin vitro. Os resultados
obtidos neste trabalho sugerem que células do w&&lno e membrana amniética

exibem um potencial para serem testadas na terelpiar em cavalos.
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Com o advento da Medicina Regenerativa como umpoammergente e
multidisciplinar, as células oriundas de variosdes, tais como: medula 0ssea, saco
vitelino, membrana amnioética, fluido amnidtico, d@o umbilical, sangue fetal, vém
como uma alternativa promissora para os estuddsrdpia celulain vivo e ensaios
pré-clinicos, como uma proposta para o desenvohtinde estratégias destinadas ao
reestabelecimento da funcdo de tecidos ou oOrgass, fagyam comprometidos por

doencas ou lesdes.
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8 CONCLUSOES

Do estudo realizado sobre a multipotencialidade afdulas do saco vitelino e
membrana amnidtica no modelo equino, bem como d&otogra placentaria e a

caracterizacdo embrionario/fetal da espécie, jutgaconcluir que:

1. A placenta equina é do tipo coriovitelina (inicia gestacéo) e corioalantdide, com o
corion aderindo-se ao alantdide em toda sua exdersdamnio delicado recobrindo
o feto, sendo avascular e repleto de liquido lilmpid

2. Quanto a forma, a placenta equina € difusa e quamtmodelo de interdigitacao
materno-fetal é vilosa e todas as camadas da tzapleicentaria sdo mantidas até o
final da gestacao, caracterizando a placenta emiteial;

3. O saco vitelino é evidente até 40 dias de gestaghointa coribnica € uma estrutura
impar na placentacao equina, caracterizando aspasiais de secrecao;

4. Os equinos com até 40 dias de gestacdo sdo aadsisi como embrides, uma vez
gue ndo expressam caracteristica peculiar refeaemgpécie, e a partir deste periodo,
séo classificados como fetos, pois exibem caratieas proprias para a espécie em
qguestéo;

5. O aparelho cardiovascular € um dos primeiros aigdémarma e funcédo no embrido,
sendo detectado a partir da segunda semana gestaggguinos. O figado € o maior
orgao presente no embrido, e 0 mesmo pode selizgl@mem embrides a partir de
23 dias de gestacdo, embora ainda com tecido despaglo, e em relacdo ao tecido
renal uma enorme cadeia de tubulos se apreserta dg®or¢ao cranial do embrido
até a por¢do caudal, formando o rim intermedi®iprimeiro broto pulmonar surge,
em equinos, a partir do dia 25 de gestacdo. A glankipofise foi visualizada em
conceptos de 41 dias de gestacao, e o periodardadao de estruturas cartilagineas
e 0sseas ocorre entre 60 dias de gestacao;

6. E possivel a identificacio de células pluripotest@sdiferentes idades gestacionais
e em diferentes regidbes dos embribes equinos, e aquaimero de células
imunopositivas diminui, mas ndo desaparecem porptzio) até os 40 dias de
gestacao;

7. As células obtidas a partir do saco vitelino e memé amnibtica aderiram ao
plastico, e apresentaram morfologia celular fibastidlide, bem como potencial de

diferenciacao adipogénica, osteogénica e condroggéni
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8. As células oriundas do saco vitelino e membranai@ioa foram positivas para
marcadores de células mesenquimais e pluripoté@@105, Stro-1, Oct3/4,
Nanog), sugerindo ser uma célula-tronco mesenquemalora os marcadores CD34
e CD45 que sdo marcadores de células endoteliaieneatopoiéticos foram
expressos e comumente nao expressos em células-trasenquimais;

9. As linhagens estudadas apresentavam duas populagstesas, demonstrando
expressao heterogénea diferencial dos marcadoaésaaios;

10. As células do saco vitelino e membrana amniéticaagiiesentaram potencial para
formagao de tumor quando injetadas em camundongasossuprimidos nude;

11. Dessa forma, com base nos resultados expostos, dantélulas do saco vitelino
guanto as de membrana amnidtica, possuem potelectiferenciacdo e plasticidade
celular, sendo uma importante fonte celular e ueneimenta para futuros ensaios

envolvendo a terapia celular na Medicina Veterm&egenerativa.
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