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RESUMO

GALDOS-RIVEROS, A. C. Avaliagdo dos perfis metabolémicos,
protedmicos, vias de proliferacdo e morte celular do saco vitelino de
embrides bovinos. [Evaluation of metabolomic, proteomic profiles, proliferation
and cell death pathways of the yolk sac in bovine embryos]. 2012. 165 f. Tese
(Doutorado em Ciéncias) — Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia,
Universidade de S&o Paulo, Séo Paulo, 2012.

O saco vitelino esta presente em todas as espécies de vertebrados e
desempenha importantes fun¢cdes no desenvolvimento do embrido até a fase
de placentacédo. O objetivo deste estudo foi avaliar o funcionamento do saco
vitelino de embrides bovinos atentando para o0s aspectos morfolégicos,
bioquimicos e moleculares e suas relacdes ultraestruturais, bioguimicas e
moleculares. Foram avaliados 69 amostras de SVEB distribuidos da seguinte
forma: Grupo | (23-27), Grupo Il (28-32), Grupo Il (33-37), Grupo IV (38-42),
Grupo V (43-47) e Grupo VI (48-52) dais de gestacdo. Os resultados inferem
que o saco vitelino de embrides bovinos apresenta atividade proliferativa
durante os primeiros dois grupos analisados, a presenca de apoptose e
necrose foram encontrados nos grupos restantes. A presenca de importantes
metabolitos como a alanina, mio-inositol, taurina, colina, glicerofosfocolina,
cadaverina, glutamato, glutamina, lactato, hidrouracila, creatina, creatinina,
aspartato e lisina; e proteinas como filamentos de actina ou tubulina do
citoesqueleto, histona, sub unidades da hemoglobina, HSP-B1, proteina
ribossomal, marcadores da matrix extracelular vimentina, alfafetoproteina e
transferrina. Estas proteinas estao relacionadas diretamente com a formacao
de metabdlitos secundarios e foram encontradas durante todos os periodos
estudados, com excecao da alanina que foi identificada somente no grupo |,
ativando diversas proteinas e metabolitos, que estdo envolvidos em vias de
sinalizacdo que promovem a ativacdo dos mecanismos de morte celular
programada e na diferenciacdo celular, as quais iniciam as etapas da involucéo
do saco vitelino e de outras estruturas no embrido, e assim dar inicio a

placentacéo.

Palavras-chave: Apoptose. Rotas metabdlicas. Proteinas. Metabdlitos



ABSTRACT

GALDOS-RIVEROS, A. C. Evaluation of metabolomic, proteomic profiles,
proliferation and cell death pathways of the yolk sac in bovine embryos.
[Avaliacdo dos perfis metabblomicos, protedémicos, vias de proliferagdo e morte
celular do saco vitelino de embrides bovinos]. 2012. 165 f. Tese (Doutorado em
Ciéncias) — Faculdade de Medicina Veterindria e Zootecnia, Universidade de
Séo Paulo, S&o Paulo, 2012.

The yolk sac is present in all vertebrate species, and plays important roles in
the developing embryo until the arrival of the placenta. The objective of this
study was to evaluate the functioning of the yolk sac of bovine embryos and
how the morphological, biochemical and molecular related, one ultrastructural
analysis, biochemical and molecular analysis was performed. For these
purpose we evaluated 69 samples of YSBE distributed as follows: Group | (23-
27), Group 1l (28-32), Group Il (33-37), Group IV (38-42), Group V (43-47) and
Group VI (48-52) days of pregnancy. The results infer that the yolk sac of
bovine embryos has proliferative activity during the first two groups analyzed,
the presence of apoptosis and necrosis were found in the remaining groups.
The presence of major metabolites such as alanine, myo-inositol, taurine,
choline, glicerofosfocolina, cadaverine, glutamate, glutamine, lactate,
hydrouracile, creatine, creatinine, aspartate and lysine, proteins such as tubulin
and actin cytoskeleton, histone, subunits of hemoglobin, HSP-B1, ribosomal
protein, vimentin, markers of extracellular matrix, alpha-1-fetoprotein and
transferrin. These proteins are related to the metabolites and were found
throughout the study period, with the exception of alanine which was found in
Group I, activating many proteins and metabolites that are involved in signaling
pathways that trigger cell death mechanisms that originated the involution of the

yolk sac, and thus give way to the beginning of placentation.

Key words: Apoptosis. Metabolic routes. Proteins. Metabolites



RESUMEN

GALDOS-RIVEROS, A. C. Evaluacién de los perfiles metabdélomicos,
protedmicos, vias de proliferacion y muerte celular del saco vitelino en
embriones bovinos. [Avaliagdo dos perfis metabdlomicos, protedmicos, vias
de proliferacdo e morte celular do saco vitelino de embrides bovinos]. 2012.
165 f. Tese (Doutorado em Ciéncias) — Faculdade de Medicina Veterinaria e
Zootecnia, Universidade de Sao Paulo, S&o Paulo, 2012.

El saco vitelino es una membrana presente en todas las especies de
vertebrados y cumple diversas funciones importantes para el desarrollo y
sobrevivencia del embrién hasta la aparicién de la placenta que tomara su lugar
hasta el fin de la gestacion. El proposito de este estudio fue evaluar el aspecto
funcional del saco vitelino de embriones bovinos, ademas de como los
aspectos morfolédgicos, bioquimicos y moleculares se relacionan. Un analisis
ultraestructural, bioguimico y molecular fue aplicado para este trabajo. Para
este trabajo se utilizaron 69 muestras de SVEB distribuidos en grupos
organizados de esta manera: Grupo | (23-27), Grupo 1l (28-32), Grupo 11l (33-
37), Grupo IV (38-42), Grupo V (43-47) e Grupo VI (48-52) dais de gestacion.
Los resultados infieren que el saco vitelino de embriones bovinos presenta alta
actividad proliferativa en los primeros grupos estudiados con edad gestacional
temprana, la apoptosis e muerte celular estuvo presente durante todas las
edades estudiadas, presentando una relacidon creciente de acuerdo con la
edad, esto quiere decir que a mas edad gestacional mayor es la necrose y por
consiguiente menor o casi nula es la actividad de proliferacion. La presencia de
metabolitos como la alanina, mio-inositol, taurina, colina, glicerofosfocolina,
cadaverina, glutamato, glutamina, lactato, hidrouracila, creatina, creatinina,
aspartato y lisina, sugieren que el saco vitelino esta envuelto en las principales
vias metabolicas y que son controladas por proteinas como filamentos de
actina o tubulina del citoesqueleto, histona, sub unidades de hemoglobina,
HSP-B1, proteina ribossomal, marcadores de matrix extracelular vimentina,
alfafetoproteina e transferrina. Tanto las proteinas como los metabolitos
participan en conjunto para la sobreviviencia del embrién en una fase en la cual
esta sujeta a perdidas embrionarias, ademas brinda soporte para el inicio de la
placentacion.

Palabras clave: Apoptosis. Vias metabdlicas. Proteinas. Metabdlitos
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1 INTRODUCAO

A fase da vida mais importante da ontogenia animal é a fase gestacional.
Os acontecimentos intra-uterinos que tem lugar durante as fases embrionaria e
fetal, tanto em animais quanto no homem, sédo de tal importancia que podem
determinar a vida dos mesmos. Em particular, nos primeiros dias logo apés a
fecundacao e formagéo do embrido, a sobrevivéncia depende da orquestracéo
do desenvolvimento da comunicacdo materno-fetal e em especial da atuacéo
do saco vitelino no suporte nutricional, hematopoiético no desenvolvimento do
embrido.

Durante a evolucao dos vertebrados variados genes tem evoluido para
desenvolver funcbdes de carregadores de nutrientes sistémicos O
desenvolvimento embrionario € complexo e influenciado por diversos fatores,
sendo na sua totalidade dependente de um balanco adequado entre a
proliferacéo (ciclo celular), diferenciacdo e morte celular (NURSE, 2000).

A apoptose ou morte celular programada € um processo fisioldégico
caracterizado por mudancas morfolégicas e bioquimicas (DUNDAR et al.,
2005). O saco vitelino (SV) é uma membrana Unica encarregada da nutricdo e
manutencao precoce do embrido e Unico anexo embrionario presente em todas
as espécies, responsavel pela producdo, transporte e sintese de proteinas e
metabolitos necessarios para o desenvolvimento embrionario (MEDVINSKY et
al., 1993; WOLF et al., 2003).

O SV é uma membrana que sintetiza proteinas (USAMI; MITSUNAGA,;
NAKAZAWA, 2007; GALDOS-RIVEROS et al., 2010b), que interagem
diretamente com outras macromoléculas conhecidas como metabdlitos (HALL,
2006). Elas atuam como substratos, inibidores ou ativadores alostéricos de
enzimas. Participam como precursores de moléculas importantes nas inUmeras
rotas metabdlicas celulares (DEMAIN; VAISHNAV; ENGEL; JENSEN;
FENICAL, 2002).

O metaboloma consiste na avaliacdo da resposta metabdlica dinamica

em sistemas vivos a estimulos patofisioldgicos, a toxicidade de drogas ou a
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modificacdo genética. As plataformas analiticas utilizadas para determinar
estas alteracdes nos niveis de metabdlitos sdo baseadas em técnicas de
espectrometria de massas ou de espectroscopia por ressonancia magnética
nuclear 1H RMN (DUNN; ELLIS, 2005; LENZ; WILSON, 2006; NICHOLSON;
LINDON, 2008). O metaboloma € usado para se referir ao conjunto de todos 0s
metabdlitos que sdo produzidos e/ou modificados por um organismo (VILLAS-
BOAS; GOMBERT, 2006).

Outras biomoléculas de igual importancia sdo as proteinas, sendo o
estudo delas conhecido como protedmica (GALDOS-RIVEROS et al., 2010c).
Existem evidéncias consideraveis de que o papel funcional de uma
determinada proteina pode ser fortemente dependente do tipo de célula que ela
€ expressa e 0 estado dessa célula (GODOVAC-ZIMMERMANN; BROWN,
2001). As proteinas controlam a maioria dos processos celulares, os quais
ocorrem em grande diversidade, podendo agir como enzimas, anticorpos,
fatores de crescimento, horménios, componentes estruturais e receptores
celulares (DE SOUSA; FONTES; RICART, 1999; AEBERSOLD; MANN, 2003).

O propdésito deste estudo é o de estabelecer a compreensao funcional
de como o saco vitelino de embrido bovino (SVEB) fornece importantes
funcdes no desenvolvimento do embrido, avaliando o0s seus potenciais
metabdlico e proteico. Estes serdo analisados valendo-se de técnicas
morfologicas, quanto bioquimicas e moleculares durante a fase gestacional de
maior susceptibilidade as perdas embrionarias.
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2 OBJETIVOS

Avaliar o potencial morfofuncional, metabdlico, proteémico, bioquimico e
molecular do saco vitelino de embrides bovinos em diferentes idades

gestacionais.

2.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Avaliar as relagdes morfofuncionais do saco vitelino de embrides

bovinos nas diferentes idades gestacionais;

e Avaliar o perfil protedGmico do saco vitelino de embriées bovinos;

e Avaliar o perfil metaboldomico do saco vitelino de embriées bovinos;

e Avaliar as vias de proliferagéo e vias de morte celular do saco vitelino de

embrides bovinos;
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3 REVISAO DE LITERATURA

Primeiramente abordaremos a formacdo do SV, descrevendo a
morfologia macro e microscépica em diferentes espécies, além das fungdes do
saco vitelino e estudo metaboldmicos e protedmicos desta membrana.

Também abordaremos as fases do ciclo celular e morte celular:

3.1 SACO VITELINO

Os questionamentos sobre a origem da vida intrigam o mundo cientifico
e deixam muitas perguntas, cuja maioria das respostas encontra-se a nivel
intra-uterino, durante o periodo gestacional. No entanto, é necessario entender
que, para que o desenvolvimento de um novo individuo surgisse, seria
necessario uma flutuabilidade que permitisse maior liberdade de movimentos
do concepto, além de condi¢des térmicas, quimicas e osmaticas relativamente
constantes e adequadas de acordo com as interacées materno-fetais de muitas
espécies. Para que isso ocorresse, 0s vertebrados viviparos desenvolveram
membranas extra-embrionarias que pudessem propiciar tais condicdes ao
longo da evolucdo (BJORKMAN, 1982).

O embrido viviparo possui entdo quatro membranas constituintes da
placenta: o cérion, o &mnio, o alantdide e o saco vitelino. O cérion desenvolve-
se primeiro de uma simples camada de epitélio trofoblastico, que é avascular.
O amnio consiste de revestimento interno de ectoderma sobre uma membrana
avascular de tecido conjuntivo, formando um saco repleto de liquido ao redor
do concepto. JA 0 saco vitelino e o alantdide sdo endodérmicos e
vascularizados (BJORKMAN; DANTER; LEISER, 1989).

Em todos os eutérios, o periodo gestacional divide-se em duas fases: a

embrionaria e a fetal. O estagio mais critico para a sobrevivéncia do concepto
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ocorre na fase embrionaria, que depende de uma forte e harmoniosa inter-

relacéo entre o embrido e o SV.

O papel dominante do SV, tanto no desenvolvimento como na evolucao
das membranas fetais dos vertebrados é a raz&o principal do seu uso como o
maior indicador das relagBes filogenéticas entre os eutérios (MOSSMAN,
1987). Atualmente, ndo se tem duvida de que o SV desempenha um papel
fundamental durante a fase inicial da gestacdo (NOGALES; BELTRAN;
GONZALEZ, 1993), com funcéo tréfica para a sobrevivéncia do embrido
(FUKUDA, 1973), sendo um grave erro propor que esta estrutura seja apenas
um o6rgdo vestigial e sem importancia funcional. Além disso, alteracdes na
morfogénese do SV repercutem diretamente no desenvolvimento normal das

funcdes vitais do embrido.

Em muitas espécies de mamiferos, o SV produz e transporta proteinas
necessarias para desenvolvimento do embrido (WOLF et al., 2003; USAMI;
MITSUNAGA; NAKAZAWA, 2007; GALDOS-RIVEROS et al., 2010b) e
participa no intercambio de metabdlitos (DOCHERTY et al., 1996), podendo ser
um excelente modelo para estudo de toxicidade (USAMI; MITSUNAGA;
NAKAZAWA, 2007). Sua funcdo nos mamiferos € complexa, participando da
hematopoese (BLOOM; BARTELMEZ, 1940; HESSELDAHL; LARSEN, 1969;
HOYES, 1969; FUKUDA, 1973; BJORKMAN; DANTER; LEISER, 1989;
KATAYAMA; KAYANO, 1999) e transferéncia de material materno, tais como
vitaminas (DEREN; PADYKULA; WILSON, 1966a; PADYKULA; DEREN;
WILSON, 1966), aminoacidos (DEREN; PADYKULA; WILSON, 1966b; BUTT;
WILSON, 1968; LLOYD. et al., 1976; LLOYD, JOHN B.; BECKMAN; BRENT,
1998) e imunoglobulinas (BRAMBELL; ROGERS, 1958), produzindo ainda as
células germinativas, que constituirdo as células precursoras dos gametas:
espermatozdides e odcito (WITCHI, 1948; BJORKMAN; DANTER; LEISER,
1989; WROBEL; SUB 1998; PEREDA; MONGE; NIIMI, 2010) (Figura 1).
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Figura 1 - Saco vitelino (SV) de embrido bovino com al¢as alongadas (=)

Fonte: Russe et al. (1992).

3.1.1 Formagéo do saco vitelino

A maioria das espécies animais apresentam particularidades especificas
durante o desenvolvimento embrionario. Porém, todas desenvolvem uma
seqUéncia béasica bastante semelhante: segmentacdo ou clivagem,
gastrulacdo, neurulacéo e organogénese (NODEN; LAHUNTA, 1990). OSV e a
cavidade amnidtica tornam possiveis 0os movimentos morfogenéticos das
células do disco embrionéario (SADLER, 2005).

Em humanos, por volta do sétimo dia de desenvolvimento embrionério, a
massa celular interna do blastocisto se organiza em duas camadas celulares. O
embrido passa entdo a ser constituido de um disco bilaminar formado por
epiblasto e hipoblasto. Paralelamente, o trofoblasto também se diferencia em

duas camadas. A mais externa e que esta em contato direto com a mucosa
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uterina, chamada de sinciciotrofoblasto e uma camada interna denominada
citotrofoblasto (JUNQUEIRA; ZAGO, 1982).

Entre o citotrofoblasto e o epiblasto aparecem pequenos espacos que
confluem, formando uma cavidade Unica, a cavidade amniotica. No nono dia de
gestacdo em humanos, a partir da face interna do citotrofoblasto, células
achatadas oriundas do hipoblasto se dispdem de modo a constituir a
membrana de Heuser, bastante delgada. A cavidade do blastocisto, que agora
nao mantém contato com o citotrofoblasto porque esta forrada pela membrana
de Heuser, é conhecida como saco vitelino primitivo ou cavidade exocelémica
(JUNQUEIRA; ZAGO, 1982; SADLER, 2005).

Ao longo de toda a superficie interna do citotrofoblasto destacam-se
células que constituirdo o mesoderma extra-embrionario, revestindo
inteiramente o amnio e o saco vitelino primitivo (JUNQUEIRA; ZAGO, 1982).

Por volta do 12° dia de idade do blastocisto humano, as células
endodérmicas comecam a revestir internamente a membrana de Heuser,
formando uma nova cavidade, denominado saco vitelino secundéario ou
definitivo (JUNQUEIRA; ZAGO, 1982; MOORE; PERSAUD, 2004; SADLER,
2005). Este novo saco & menor, localiza-se entre o a&mnio e o cérion na
cavidade celémica extraembrionaria, e permanece unido ao embrido pelo
pediculo vitelino no nivel da al¢ca intestinal média (PEREDA; CORRER;
MOTTA, 1994; PEREDA; MOTTA, 1999).

3.1.2 Aspectos macroscopicos do saco vitelino em diferentes espécies

Nos ruminantes o SV é grande, vascular e completamente cercado pela
cavidade extraembridnica. Ele solta-se do cérion pelo 20° dia de gestacao e
reduz-se a uma estrutura solida como um corddo, ao redor dos 25° dia
(LATSHAW, 1987).

Assis-Neto et al. (2010) descreveram que em embrifes bovinos o SV se
desenvolve até o dia 30° de gestacao, e torna-se macroscopicamente visivel

até o dia 50° de gestacéo.
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Em humanos, o SV surge na sexta semana gestacional como uma
estrutura esférica e cistica, sendo coberto por numerosos vasos superficiais
pequenos, 0s quais se fundem na base do ducto vitelino ligando o saco vitelino
a parte ventral do embrido, diretamente ao intestino médio e a principal
circulacdo sanguinea (GONZALEZ-CRUSSI; ROTH, 1976; JONES; JAUNIAUX,
1995).

Em animais domésticos, o SV inicia sua regressao por volta da segunda
ou terceira semana gestacional, a medida que o alantéide se expande para se
fusionar com o coérion (HAFEZ; HAFEZ, 2004; MIGLINO et al.,, 2006). Na
maioria das espécies mamiferas, o saco vitelino €, portanto ativo apenas
durante o periodo embrionério e involui no periodo fetal.

E descrito ainda, que a involu¢do do SV nos ruminantes comeca
perifericamente nos extremos e avanca centripetamente (RUSSE et al., 1992),
sendo que a partir da segunda semana gestacional, seus vestigios ndo sao
mais encontrados (BARONE, 1976). Entretanto, a funcdo SV € estendida na
placenta esférica da égua, enquanto o alantéide se expande gradualmente
para substitui-lo no 30° dia de gestacdo (HAFEZ; HAFEZ, 2004). Na maioria
dos roedores o SV sofre um processo de inversdo junto a placenta principal,
formando a placenta vitelinica. O SV da paca (Agouti paca) e da cutia
(Dasyprocta aguti) é invertido e vascularizado (CONCEICAO et al., 2008). Nos
primatas, especificamente na Macaca mullata, o SV degenera rapidamente e
possivelmente ndo chega a ser funcional (NODEN; LAHUNTA, 1990).

Morfologicamente a parede do SV esta constituida por trés camadas
sobrepostas: um epitélio de revestimento endodérmico interno, um epitélio de
revestimento externo que corresponde ao mesotélio em contato direto com o
exoceloma e um tecido mesenquimal entre ambas as superficies, que contém
vasos sanguineos, tecido hematopoético e macréfagos (PEREDA; CERISOLA,;
POZO0, 1987; PEREDA; MOTTA, 1999; PEREDA, 2001).
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3.1.3 Func¢des do saco vitelino

O SV é essencial para o desenvolvimento embrionario, pois em fases
iniciais ele é responsavel pelo armazenamento e transferéncia do vitelo. O
vitelo é um liquido armazenado pelo SV para suprir as necessidades
nutricionais do embrido até que o corddo umbilical ou a placenta verdadeira
estejam estabelecidos.

No entanto, as células endodérmicas do SV ndo sado seletivas para
absorver macromoléculas do limen uterino, mas sé@o seletivas no transporte
destas para o feto (KING, 1982), como por exemplo, pela transferéncia de
imunoglobulinas (BRAMBELL; ROGERS, 1958). Além do transporte seletivo de
proteinas tem uma importante funcdo no SV, a degradacéo de proteina pelo SV
também oferece um importante papel na nutrigéo fetal (KING, 1982).

Tiedemann (1976) afirmou que o SV de gatos possui vasos sanguineos
fenestrados e apresentam membrana basal completa. Estas condi¢cdes séo
favoraveis para a passagem de proteinas e de células sanguineas.

Em muitas espécies, parece provavel que uma ampla variedade de
nutrientes possa ser transferida da mée para o feto pelo SV visceral (KING,
1982). Nos roedores 0 SV € o principal érgdo nutritivo do embrido antes da
formacdo da placenta alantdica funcionante. No camundongo, o SV é
desenvolvido e similar ao da ratazana, envolvendo completamente o amnio
através da maior parte da gestacdo (RENFREE; HENSLEIGH; MCLAREN,
1975). Em muitos roedores e lagomorfos, o SV é ativo na nutricdo do embrido e
do feto (KING, 1982), ou seja, nestas espécies o SV persiste também durante o
periodo fetal.

Além da funcdo de nutricdo do embrido, o SV desempenha também
outras importantes funcbes, como a formacdo das primeiras células
sanguineas, e seus precursores da hematopoese (TIEDEMANN, 1979;
MOORE; PERSAUD, 2004).

Bloom; Bartelmez (1940) e Russe et al.(1992) descreveram que o SV é 0
primeiro 6érgdo hematopoético do embrido, além de demonstrar uma importante
atividade de macrofagocitose, biosintese de proteinas e transporte de

nutrientes para o embrido, até o figado embrionario ter amadurecido
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suficientemente para exercer estas fungbes (MOORE; METCALF, 1970;
CLINE; MOORE, 1972; GITLIN, DAVID; PERRICELLI; GITLIN, 1972; ENDERS,
ALLEN; WIMSATT; KING, 1976; TIEDEMANN, 1979; MINUTH; TIEDEMANN,
1980; TIEDEMANN, K.; MINUTH, 1980; SHI et al., 1985; MIGLIACCIO et al.,
1986; PALIS; MCGRATH; KINGSLEY, 1995; BIELINSKA et al., 1996;
YAMASHITA, 1996; PALIS, JAMES; YODER, 2001; BARON, 2003; MIGLINO,
M. A., 2009; PEREDA; MONGE; NIIMI, 2010). Além disso, muitas das
proteinas secretadas pelo endoderma do SV também estdo expressas no
figado (MEEHAN et al., 1984; SOPRANO; SOPRANO; GOODMAN, 1986;
THOMAS et al., 1990; LIU, K. H. et al., 1991).

Recentemente foi descrito, que os eritrocitos do SV de humano além de
transportar o oxigénio e o dioxido de carbono, cumprem a funcdo de nutrir 0
embrido durante a quinta semana de gestacdo através do ducto vitelino
(PEREDA; MONGE; NIIMI, 2010).

De acordo com Brambell; Rogers (1958) o SV é responsavel também
pela imunidade passiva pré-natal, a qual ocorre no momento inicial da
implantacdo em coelhos e porquinhos da india e nas fases finais da gestacéo
em ratos e camundongos. Gulbis et al. (1998) sugeriram que o SV seja uma
importante zona de transferéncia entre as cavidades embrionaria e extra-
embrionaria e pode ajudar a desenvolver protocolos de terapia génica por meio

de injecao de células na cavidade exocelémica.

3.2 METABOLOMA

A metabolémica tem como objetivo isolar e caracterizar todos os
metabdlitos de uma amostra biolégica em condicdes normais e sob algum
estresse (ROCHFORT, 2005; WECKWERTH; MORGENTHAL, 2005). Acredita-
se que o0s organismos complexos ou pluricelulares, tais como nos vegetais e
animais, produzam muito mais metabdlitos do que genes, pois multiplos mRNA
sdo formados a partir de um Unico gene, mdltiplas proteinas a partir de um

anico mRNA, e multiplos metabdlitos a partir de uma Unica enzima, porque



28

muitas enzimas aceitam mais de um substrato, apesar de sua alta seletividade
(SCHWAB, 2003).

O metaboloma refere-se ao conjunto de todos os metabdlitos que sdo
produzidos e/ou modificados por um organismo (VILLAS-BOAS; GOMBERT,
2006). Ndo ha duvidas de que conhecer as proteinas de um organismo €&
importante, mas existe um universo de pequenas moléculas organicas que
interagem diretamente com as proteinas e outras macromoléculas (HALL,
2006). Essas moléculas atuam como substratos, inibidores ou ativadores
alostéricos de uma enzima. Podem ser precursores de alguma molécula
importante nas indmeras rotas metabdlicas celulares, ou até mesmo um
residuo metabdlico de alguma via de sintese e degradacdo de macromoléculas
gue por algum motivo é estocado e utilizado como defesa quimica contra algum
patégeno (DEMAIN; VAISHNAV; ENGEL; JENSEN; FENICAL, 2002). Essas
pequenas moléculas sdo conhecidas como metabolitos (DIXON, 2001).

Esses metabdlitos sdo divididos em dois grandes grupos: os metabdlitos
primarios e secundarios. Os primarios sdo aqueles que estdo diretamente
envolvidos nas rotas de sintese e degradacdo das macromoléculas em
qualquer ser vivo (DIXON, 2001). Ja os secundarios sdo mais comuns em
plantas e fungos (CHALLIS; HOPWOOD, 2003; HALL, 2006).

Eles atuam como componentes estruturais, defesas contra patdgenos,
atrativos para polinizadores e agentes nas interacfes interespecificas, como a
alelopatia (ENGEL; JENSEN; FENICAL, 2002; CHALLIS; HOPWOOD, 2003).

Segundo Challis; Hopwood (2003), o estudo desses metabdlitos visando
a obtencdo de produtos efetivos contra diversas doencas e passiveis de
comercializacao ja vem sendo feito desde o inicio do século XX. Entretanto, a
ideia de analisar todo o conjunto de metabdlitos em qualquer nivel de
complexidade (organismo, 6rgéo, tecido, célula ou mesmo compartimentos
celulares) s6 comecou a ganhar destague nos altimos anos.

A metabolémica tem sido empregada em varias areas da ciéncia e para
diversos fins. Na farmacéutica, sobretudo na parte de toxicologia e
desenvolvimento de farmacos, a metabolomica esta sendo empregada para se
identificar marcadores biologicos de toxicidade ou doencas, no entendimento
do mecanismo de acdo de varias toxinas e na selecédo de farmacos efetivos e
seguros (ROBERTSON, 2005; WECKWERTH; MORGENTHAL, 2005). Na area



29

nutricional, a metabolémica pode ser aplicada para se conhecer os efeitos que
0S compostos ndo nutrientes que estao presentes no alimento causam no
individuo, assim como entender os efeitos causados pela falta ou excesso de
um determinado nutriente na manutencéo da saude ou no desenvolvimento de
doencas (WATKINS et al., 2001; GERMAN; WATKINS; FAY, 2005; GIBNEY et
al., 2005).

Na area ecoldgica, a metaboldmica tem sido aplicada, sobretudo na
deteccado de alteracdes imprevistas em organismos geneticamente modificados
(OGM), demonstrando que a insercdo de apenas um gene pode alterar a
concentracdo de centenas de metabdlitos, assim como levar a producdo de
dezenas de compostos de importancia farmacéutica (MUNGUR et al., 2005).

A metabolémica também pode ser aplicada nos estudos filogenéticos a
partir do perfil metabodlico das diferentes espécies dentro de um mesmo género
(VIANT; ROSENBLUM; TJEERDEMA, 2003).

As informacfes obtidas pela metabolémica sdo de grande valia em
qualquer das éareas ja citadas. Entretanto, a integracdo dessas informacdes
com as obtidas por outras plataformas tecnolégicas (protedmica,
transcriptdbmica e gendmica) trard mais informages sobre a amostra analisada
e um alto nivel no avanco cientifico (BINNECK, 2004; ROCHFORT, 2005).

Contudo, € de senso comum que o0s resultados obtidos pela
metabolémica facilitardo o entendimento de como o gendétipo de um individuo
estd relacionado com o seu fendtipo (BINNECK, 2004; FUKUSAKI,
KOBAYASHI, 2005).

O estudo de metabdlitos € desenvolvido no espectrometro de
ressonancia magnética nuclear (RMN), a amostra é colocada dentro da sonda
de RMN que fica no centro de uma bobina superconductora, resfriada por
nitrogénio e hélio liquido. Um computador central comanda o equipamento,

enviando, captando e processando os sinais de RMN (Figura 2).
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Figura 2 - Diagrama esquematico de um espectrdmetro de ressonancia magnética nuclear
(RMN)
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3.3 PROTEOMA

A protedmica surgiu no final de 1970 quando pesquisadores comecgaram
a criar bases de dados de proteinas usando naquela época a moderna técnica
de eletroforese bidimensional (O'FARRELL, P. H., 1975). A protedmica estuda
0 proteoma, este termo foi proposto por pelos pesquisadores Wilkins e Willians
em 1994 (WILKINS et al., 1996). Apés a euforia provocada pelo
sequenciamento do genoma de varios organismos, a comunidade cientifica
percebeu que, para compreender a funcdo génica em toda sua plenitude, era
necessario o estudo em larga escala das proteinas expressas. As razbes que
justificam tal magnitude sdo as variacbes na clivagem do RNA e as
modificacdes pds-traducionais, que o torna muitas vezes maior que o genoma
correspondente (WILKINS et al., 1996; GYGI et al., 1999).

A andlise de proteomas era desenvolvida na unido de duas técnicas
biomoleculares: a eletroforese bidimensional (2DE) acoplada a espectrometria
de massas (MS). A espectrometria de massa nos permite a analise de maior
namero de proteinas, facilitando a identificacdo das proteinas menos
abundantes e que sao frequentemente perdidas quando se utiliza os géis.

A espectrometria de massas estava destinada a identificacdo e analise

de compostos organicos de baixa massa molecular, mas, com o



31

desenvolvimento de técnicas de ionizacdo branda, sua aplicacdo a analise de
moléculas grandes e polares, como peptideos e proteinas, tornou-se possivel e
bem sucedida (LARSEN; ROEPSTORFF, 2000; HAGER, 2004).

A espectrometria de massas € uma ferramenta essencial para a analise
de proteinas, devido ndo apenas a sua sensibilidade, mas, também, ao
conjunto total de informacdes que pode ser obtido. Os espectrometros de
massas molar de um polipeptideo quanto para a determinacao da sequencia de
aminoacidos, identificacdo de novos biomarcadores, interacbes proteina-
proteina e caracterizacdo de modificacdes pos-traducionais (AEBERSOLD;
MANN, 2003; DOMON; AEBERSOLD, 2006).

A espectrometria de massas (MS) € uma tecnica que mede a relacéo
entre a massa e a carga (m/z) de moléculas ionizadas em fase gaseosa
(GROSS, 2004). De uma maneira geral, um espectrdmetro de massas é
constituido por uma fonte de ionizacdo, um analizador de massas, um detector
e um sistema de adquisicdo de dados. Na fonte de ionizacdo de moléculas sao
ionizadas e transferidas para a fase gaseosa. No analizador de massas 0s ions
formados sdo separados por de acordo com as relagbes m/z e posteriormente
detectados (usualmente por elétron multiplicador) (FENN et al., 1989; GROSS,
2004) (Figura 3).

Figura 3 - Diagrama esquematico das partes essenciais de um espectrometro de massas
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A procura por um aumento na sensibilidade na detec¢do das proteinas,
fez com que cada espectrometro fosse melhorando sua eficacia. O surgimento
de uma nova tecnologia multidimensional de identificacdo de proteinas
(MudPIT). Resumidamente, o MudPIT utiliza uma coluna de troca idnica
seguida de outra coluna de fase reversa diretamente acoplada ao
espectrometro de massas. A cromatografia bi-dimensional realiza-se aplicando
na eluicdo a funcdo degrau de aumento de concentracdo salina liberando
pacotes de peptideos de coluna de troca idnica para a coluna de fase reversa
(RP). Cada eluato obtido da coluna de troca ibnica é posteriormente submetido
a gradiente hidrofébico na coluna RP e os peptideos identificados por MS/MS
(COON et al., 2005).

A técnica MudPIT tem por objetivo identificar todos os constituintes de
uma mistura complexa de peptideos. O MudPIT utiliza cromatografia liquida de
troca ionica (SCX) intercalada com cromatografia de fase reversa (RP)
diretamente acoplada a espectrometria de massas em tandem (LIU, H.;
SADYGOV; YATES, 2004) (Figura 4).

3.4 FASES DO CICLO CELULAR E MORTE CELULAR

Para manter a homeostase celular em um organismo maduro, um
namero igual de células nasce e morre em uma dada unidade de tempo. Por
tanto, a divisdo celular deve ser equilibrada pela morte celular, e ambas as
vias, divisdo celular e morte celular, sdo igualmente ativas (KING, K. L.
CIDLOWSKI, 1998).

3.4.1 Citometria de Fluxo

Mensuracgéao € o coracao do mundo cientifico. Desde quando Galileu fez
esta descoberta, o desenvolvimento de métodos, técnicas de mensuracao e
andlise, influencia definitivamente o progresso cientifico (TARNOK, 2006).

Os estudos em algumas areas como o conhecimento do ciclo celular

sofreram um aumento na sensibilidade e rendimento com a utilizagcdo do
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citbmetro de fluxo comparado com a era da pré-citometria, na qual os
experimentos eram submetidos por autoradiografia (ROGERS, 1973;
DARZYNKIEWICZ; CRISSMAN; JACOBBERGER, 2004).

A citometria de fluxo € um método analitico pela qual se mede a emissao
de multiplas fluorescéncias e a dispersdo da luz nas células ou particulas
microscoépicas, alinhadas sequencialmente mediante uma corrente liquida
laminar, quando sdo apresentadas de uma em uma e a grande velocidade (até
milhares de células por segundo) frente a um feixe de luz laser de comprimento
de onda adequada (HEINLEIN; SPEIDEL, 2001; SHAPIRO, 2001; 2003). Ela
permite a mensuracdo das caracteristicas quimicas ou fisicas da célula que se
encontram suspensas num fluxo continuo. Parametros estruturais intrinsecos,
como o metabolismo oxidativo, sdo algumas das mensuracdes obtidas por
essa tecnologia, que tem sido usada amplamente nas areas da saude como,
por exemplo, medicina veterinaria (WILKERSON, 2011), biologia e imunologia
desde 1930 (SHAPIRO, 2003).

O citbmetro de fluxo realiza uma analise multiparamétrica (SILVA et al.,
2004), isto é, analisa multiplas caracteristicas e estruturas celulares de um
ndmero elevado de células em forma individual. A citometria de fluxo converte-
se em uma poderosa ferramenta para caracterizar complexas populacdes
celulares por ser precisa na descricdo e contagem dos eventos (células)
quando comparada com metodologias anteriores (TARRANT, 2005; TARNOK,
2006).

A citometria de fluxo foi desenvolvida para identificar e avaliar a emisséo
de fluorescéncia das células, FACS (NAKAGE ET AL 2005). O aparelho é
formado por cinco componentes, uma fonte de radiacao, uma camera de fluxo,
uma unidade de filtros 6pticos, fotodiodos ou fotomultiplicadores e uma unidade
de processadora dos dados obtidos (CORTE-REAL et al., 2002; SILVA, T. L. et
al., 2004).

As células suspensas numa solucdo tampao sdo adequadas numa Unica
coluna na camara de fluxo, através de um fluxo laminar e um foco
hidrodinamico. A célula passa pelo feixe de radiacdo do laser de argdnio que
estd perpendicular ao fluxo. Segundo Silva et al.(2004) o feixe intercepta a
célula originando uma disperséo frontal FCS relacionado ao tamanha/volume

da particula e uma lateral SSC relacionado a granulosidade/complexidade da
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particula. A radiacdo assim dispersa é detectada diretamente por fotodiodos,
disperséo frontal, ou desviada a 90° por lentes, espelhos dicroicos e filtros

Opticos para ser focada nos multiplicadores, disperséo lateral (Figura 5).

Figura 4 — Fundamento da citometria de fluxo
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3.4.2 Ciclo celular

Onde surge uma célula, existia uma célula anteriormente, assim como
0s animais s6 podem surgir de animais, e as plantas, de plantas. Essa doutrina
celular, proposta pelo patologista alemdo Rudolf Virchow, em 1858, carrega
consigo uma mensagem para a continuidade da vida (ALBERTS et al., 2011).

Esse ciclo de duplicacdo e divisdo, conhecido como ciclo celular, é o
principal mecanismo pelo qual todos os seres vivos se reproduzem (NURSE,
2000). O estudo do ciclo celular comeca com o inicio da divisdo celular. o
conceito de célula foi bem estabelecido por meados do século XIX, mas o
entendimento de como as células se reproduziam era muito confuso, em
grande parte porque Schleiden e Schawnn, os maiores expoentes desta teoria
celular, pensavam que as células surgiram de dentro de outra célula pré-
existente por um processo algo semelhante a precipitacdo ou cristalizacdo
(SCHWANN; SMITH; SCHLEIDEN, 1847).
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Tempo depois Nageli e Remak esclareceram e descreveram
corretamente a divisdo celular de animais e plantas, para que finalmente
Virchow promovesse a ideia de que todas as células foram produzidas pela
fissdo de células pré-existentes (HARRIS, 2000)

Wilson (1925) percebeu que a clivagem embrionéria inicial representou
uma serie de divisOes celulares produtoras que eventualmente se diferenciam
em tecidos e orgaos.

Essa nova ideia foi estendida durante os anos 1870 a 1880, que
reconheceu que ovos e espermatozoéides sdo células isoladas que se tornaram
unidas na fecundacéo, por isso mesmo organismo multicelular mais complexo
passou por uma fase unicelular. Assim, a divisao celular foi estabelecida como

base de crescimento e desenvolvimento em animais e plantas (SHARP, 1921)

3.4.2.1 EVENTOS DO CICLO CELULAR

Os dois eventos mais dramaticos no ciclo sdo quando o nucleo se divide
em um processo chamado de mitose, e quando a célula se divide em duas, um
processo chamado de citocinese. Esse dois processos juntos constituem a fase
M do ciclo celular. Em uma célula de mamifero tipica, toda a fase M dura cerca
de uma hora, que é apenas uma pequena fragdo do tempo total do ciclo celular
(ALBERTS et al., 2011).

Um modelo de divisdo divide as etapas da divisdo celular em quatro
fases (Figura 6). Na fase S, o DNA cromossomico é duplicado, e na fase M
ocorre a mitose, levando a separacdo dos cromossomos, das organelas
celulares, e do citoplasma da célula parental em duas células filhas (DEVLIN,
2011). As fases do intervalo ou gap, G; e G,, separam a fase M da fase S e a
fase S da fase M (MITCHISON, 1971; ALBERTS et al., 2011).
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Figura 5 - Ciclo celular em mamiferos. Observamos o ciclo celular composta pela Interfase, na
qual encontramos as fases Gy, Gi, S e G,. A fase M é composta pela Profase,
Metéafase, Anéfase e a Teldfase

Profase

Metafase

Anafase

Interfase

Telofase

Fonte: Betteridge; Fléchon (1988)

Durante toda a interfase, uma célula geralmente continua a transcrever
genes, sintetizar proteinas e aumentar a massa. Juntas, as fases G; e G;
proveem tempo adicional para a célula cresgca e duplique as suas organelas
citoplasmaticas: se a interfase durasse apenas o tempo suficiente para a
replicacdo do DNA, a célula ndo teria tempo para duplicar a sua massa antes
de se dividir e, consequentemente, diminuiria de tamanho a cada divisdo. Em
algumas circunstancias especiais, € isso que ocorre. Em alguns embrides de
animais, por exemplo, as primeiras divisdes celulares apds a fertilizacéo
(chamada de divisdes de clivagem) servem para subdividir uma célula ovo-
gigante em varias células menores, o mais rapido possivel. Nestes ciclos
celulares as fases G; e G, sdo encurtadas drasticamente, e as células néo
crescem antes de se dividir (KOSHLAND, 1989; NURSE, 2000).

Uma fase adicional, em equilibrio com a fase Gj, é a fase Gy na qual a
célula encontra-se em um estado quiescente ou senescente. Uma célula
quiescente, embora néo esteja participando do ciclo celular, pode ser induzida
a reentrar no ciclo celular por um estimulo mitético, como um aumento na

concentracdo de um fator de crescimento em seu ambiente externo. Em
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contrapartida, uma célula senescente ndo pode reentrar no ciclo celular,
mesmo na presenca de fatores de crescimento mitéticos. Diferentes tipos de
células variam em sua frequéncia de divisdo celular e, portanto, na quantidade
de tempo que permanecem quiescentes, em Go (PARDEE, 1989.

Embora fibroblastos e células epiteliais passem muito pouco ou nenhum
tempo em Gy, células adultas de figado se dividem cerca de uma vez por ano,
células de cérebro adulto quase nunca se dividem. Assim, células adultas de
figado e de cérebro passam a maior parte do seu tempo em Gyo. Em Ggp, as
proteinas criticas da via do ciclo celular, incluindo as quinases dependentes de
ciclinas, estdo ausentes (PARDEE, 1989; ALBERTS et al., 2011; DEVLIN,
2011).

Durante a fase S do ciclo celular todo o contetdo do DNA do nucleo
deve ser replicado completamente em um periodo de algumas horas. Isto é
obtido pelo inicio da replicagdo bidirecional de multiplos lugares ao longo de
cada cromossomo, uma falha na conclusédo de replicacdo da fase S levaria ao
cromossomo a quebrar a seguinte fase que é a mitose. Da mesma forma, o
local de reinicio da replicacdo dentro da fase S poderia ter consequéncias
adversas. Este fendbmeno é observado em casos especiais, portanto, 0s
padrdes de iniciacdo em um Unico cromossomo devem ser regulados espacial
e temporalmente para uma completa finalizacdo da fase S (LASKEY;
FAIRMAN; BLOW, 1989).

Os mecanismos que regulam a replicagéo dentro da fase S precisam ser
versateis. O comprimento da fase S pode variar, ndo somente entre espécies
(EDENBERG; HUBERMAN, 1975; HAND, 1978), mas também nos diferentes
estagios do desenvolvimento de uma mesma espécie (BLUMENTHAL;
KRIEGSTEIN; HOGNESS, 1974). Células adultas do Drosophila melanogaster
replicam seu DNA na fase S por cerca de 10 horas, enquanto que em embrides
da fase inicial de desenvolvimento da mesma espécie, replicaram seu DNA na
fase S em menos de 4 minutos (BLUMENTHAL; KRIEGSTEIN; HOGNESS,
1974).

Em camundongos o primeiro ciclo celular inicia-se quando o odcito é
fecundado por um espermatozoide. Este evento desencadeia uma serie de
alteracdes morfolégicas e bioquimicas, incluindo a transformacgéo da cromatina
da fémea e do macho em um nucleo funcional (SMITH; JOHNSON, 1986). O
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oocito completa a segunda divisdo mitética, a descondensagdo cromossdmica
e 0 chamado pro-nucleo feminino sado formados. Simultaneamente, a cromatina
espermatica altamente condensada sofre uma sequencia de mudancas
estruturais e transforma-se em um pro-nucleo masculino haploide (DOBRUCKI;
DARZYNKIEWICZ, 2001; CIEMERYCH; SICINSKI, 2005).

J& em coelhos o primeiro ciclo celular € bem curto, com uma duracéo de
8 a 10 horas, sendo que a sua fase S tem duracdo de 1 a 2 horas; durante o
segundo ciclo celular a fase G; esta quase ausente (OPRESCU; THIBAULT;
ZIMMERMANN, 1965). Segundo (ROSSANT; PETERSON, 1986)(37) em
camundongos o ciclo celular é abreviado durante a clivagem inicial,
particularmente as fases G, e M do primeiro ciclo celular.

Em bovinos a divisdo celular de embrides por monta natural comeca no
dia 2 depois da fertilizacdo, enquanto que em embrides produzidos por
fecundacdo in vitro (FIV) inicia-se ao redor de 59 horas depois da fecundacéo
(BETTERIDGE; FLECHON, 1988). A fase M (mitose mais citocinese) ocorre
em um periodo relativamente curto de tempo — cerca de uma hora nas células
de mamiferos que se dividem uma ao dia, ou mesmo uma vez ao ano, ela é de
longe a fase mais importante do ciclo celular. Durante esse breve periodo, a
célula reorganiza praticamente todos os seus componentes e os distribui de
forma igual entre as duas células filhas. As fases anteriores do ciclo celular, de
fato, servem para estabelecer o momento para o drama da fase M (DEVLIN,
2011).

3.4.3 Morte celular programada

A morte celular pode ser classificada de acordo a suas caracteristicas
morfolégicas (apoptdtica, necrética, autofagica ou associada com mitose),
critérios enzimologicos (com o sem envolvimento de nucleases ou de distintas
fases de proteases, tais como caspases, calpainas, catepsinas e
transglutaminases), aspectos funcionais (programada ou acidental, fisiolégica
ou patolégica) ou caracteristicas imunologicas (imunogénica ou néo
imunogénica) (MELINO, 2001; KROEMER et al., 2009)
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O desenvolvimento e a manutengdo dos organismos multicelulares
dependem de uma interagcdo entre as células que o constituem. No
desenvolvimento embrionario, muitas ceélulas produzidas em excesso sao
levadas a morte, contribuindo para a formacdo de 6rgédo e tecidos (MEIER;
FINCH; EVAN, 2000).

Os processos de morte celular podem ser classificados de acordo com
as suas caracteristicas morfologicas e bioquimicas em: apoptose, autofagia,
necrose, mitose catastréfica e senescéncia (CASTEDO et al., 2004; OKADA;
MAK, 2004; DIMRI, 2005). Embora recente classificacdo proposta pelo Comité
de Nomenclatura de Morte Celular (CNMC)

A autofagia € um processo adaptativo e controlado geneticamente. Ela
ocorre em resposta a um estresse metabdlico que resulta na degradacédo de
componentes celulares (DANIAL; KORSMEYER, 2004; LUM; DEBERARDINIS;
THOMPSON, 2005). Durante a autofagia, por¢cdes do citoplasma sé&o
encapsuladas por a membrana, originando estruturas denominadas
autofagossomos. Estes irdo se fusionar com os lisossomos. A seguir, 0
conteldo dos autofagossomos serd degradado pelas hidrolases lisossomais
(RABINOWITZ; WHITE, 2010).

A necrose € um tipo de morte na qual as células sofrem um insulto que
resulta no aumento do volume celular, agregacdo da cromatina,
desorganizacéo do citoplasma, perda da integridade da membrana plasmética
e consequente ruptura celular. Durante a necrose, o conteudo celular é
liberado, causando dano as células vizinhas e uma reacéo inflamatoria no local
(ZIEGLER; GROSCURTH, 2004). E considerada uma resposta passiva a
injuria celular, entretanto estudos recentes sugerem que a necrose também
pode ser regulada geneticamente (ZONG; THOMPSON, 2006).

Assim como a necrose, a mitose catastrofica € um processo passivo;
porem, alguns estudos sugerem que também pode apresentar regulacao
genética (CASTEDO et al., 2004). A mitose catastrofica envolve uma mitose
aberrante, resultando em uma segregacao cromossomica errbnea. Geralmente
nao é considerada de morte, mas sim de uma sinalizacéo irreversivel para a
morte (WEAVER; CLEVELAND, 2005).

A senescéncia € um processo metabdlico ativo essencial para o

envelhecimento. Ocorre por meio de uma programacao genética que envolve



40

deterioragdo dos teldmeros e ativacdo dos genes supressores tumorais. As
células que entram em senescéncia perdem a capacidade proliferativa ap6s um
determinado namero de divises celulares (CHANDECK; MOOI, 2010).

Kerr; Wyllie; Currie (1972) descreveram a apoptose como um fenédmeno
de morte celular programada, reconhecida morfologicamente como um
fendmeno distinto de morte. A apoptose ocorre nas mais diversas situacoes,
como por exemplo, na organogénese e hematopoiese normal e patologica, na
reposicao fisiolégica de certos tecidos maduros, na atrofia dos o6rgdo, na
resposta inflamatéria e na eliminacéo de células apds dano celular por agentes
genotoxicos (RANGANATH; RAO-NAGASHREE, 2001). A apoptose pode ser
reconhecida por caracteristicas morfolégicas muito marcantes e coordenadas
(Figura 7).

A apoptose aparece pela primeira vez no embrido de 32 para 64 células
e pode ser demonstrado durante a embriogénese, que desempenha uma
funcdo importante em todos os estagios de desenvolvimento necessarios para
a producao normal do recém nascido (BRILL et al., 1999).

O maior evento bioquimico associado com a apoptose € o DNA
fragmentado por diferentes nucleases(HENGARTNER, 2000). A apoptose é
regulada em trés niveis: ao nivel de membrana, ha receptores especificos de
membrana mediando sinais de morte; ao nivel nuclear, o genoma contem
genes que sao transcritos como resposta para a iniciacdo do processo de
apoptose; e ao nivel do citoplasma, h& transducdo de vias de sinalizacdo. Ha
via de sinalizacdo inicial que comanda a transducdo de sinal sdo diferentes
para cada receptor, contudo, o estagio final € similar na maioria dos casos e
envolve as cisteino proteases chamadas de Caspases (NICHOLSON;
THORNBERRY, 1997; THORNBERRY; LAZEBNIK, 1998).

As caspases (cysteine-dependent aspartate-specific acid proteases)
pertencem a uma familia que utiliza os residuos de cisteina como catalisador
nucleofilico para clivar substratos que possuam residuos de aspartato
(NICHOLSON, D. W.; THORNBERRY, 1997). As caspases sinalizam para a
apoptose e clivam esses substratos levando a condensacao e fragmentacao
nuclear, externalizagdo de fosfolipideos de membrana que irdo sinalizar para
estas estas células serem fagocitadas por macréfagos (NICHOLSON;
THORNBERRY, 1997; THORNBERRY; LAZEBNIK, 1998; BOATRIGHT,;
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SALVESEN, 2003). Sao conhecidas 14 caspases humanas, sendo que seis
(caspases -3, -6, -7, -8, -9, -10) participam da apoptose (BOATRIGHT;
SALVESEN, 2003). As caspases -1, -4, -5, -11, -12, -13, -14 encontram-se
envolvidas na maturacdo de citoquinas e sua contribuicdo na apoptose
permanece desconhecida (DENAULT; SALVESEN, 2002).

Figura 6 - Diagrama para ilustrar as caracteristicas morfolégicas da
apoptose

Células Parenguimais T
",

Condensagéo

Digesatio
Lisessomal

Corpos reglduals

Fonte: Kerr; Wyllie; Currie (1972)
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3.5 CELULAS-TRONCO EMBRIONARIAS

As linhagens de células-tronco embrionarias s&do células né&o
diferenciadas, derivadas do botdo embrionario de blastocistos, que tem como
caracteristica principal pluripoténcia (EVANS, M. J.; KAUFMAN, 1981).

As células-tronco podem ser classificadas em trés categorias de acordo
com o periodo de isolamento durante a ontogénese: embrionaria, fetal e adulta.
O termo célula-tronco refere a células com habilidade em gerar células filhas
com caracteristicas similares da célula mae, bem como diferenciar-se em
células especializadas. Exemplos séo: as células-tronco hematopoiéticas que
originam todas as células hematopoiéticas, as células-tronco neurais que
originam neurénios, astrocitos e oligodendrdcitos (GAGE, 2000; MERKLE;
ALVAREZ-BUYLLA, 2006) e as ceélulas-tronco mesenquimais que se
diferenciam em fibroblastos, osteoblastos e adipdcitos (VAN DER KOOY;
WEISS; SAMUEL, 2000; MERKLE; ALVAREZ-BUYLLA, 2006).

As células-tronco embrionarias foram descobertas na metade do século
passado, através de estudos que avaliaram os tipos celulares presentes em
teratomas de camundongos (MERKLE; ALVAREZ-BUYLLA, 2006; GADUE;
WEISS, 2009). O saco vitelino, figado e medula 6ssea séo considerados como
fontes promissoras de células-tronco, por possuirem nichos de células
hematopoiéticas e estromais durante o desenvolvimento embrionario e fetal
(WENCESLAU et al., 2011)

Existe um numero grande de fatores de transcricdo essenciais para a
manutencdo do estagio das ceélulas-tronco embrionérias, mas o Oct 3/4 é o
melhor caracterizado. Ele é essencial para a manutencdo de diferentes tipos
celulares, esta fortemente ligado na autorrenovacdo das células-tronco
embrionérias indiferenciadas e deve ser expresso acima de um nivel critico
para preservar o estado da célula tronco (NIWA; MIYAZAKI; SMITH, 2000).

O fator de transcricdo Oct-3/4 é expresso durante o desenvolvimento
precoce das células que tém capacidade de diferenciacédo totipotentes ou
pluripotentes (ROSNER et al., 1990). Oct-3 / 4 de proteina presente no nucleo

das oito células e todas as células de embrides no estagio de moérula
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subsequéntes. Quando os embrides se desenvolvem dentro do blastocisto, o
trofoectoderma é formada na camada externa dos embrides como a primeira
linhagem de células especificacdo. Oct-04/03 nado é expresso pelas células do
trofoectoderma, que é a continuacdo da massa celular interna, o qual mantém
a pluripoténcia (OKAMOTO et al., 1990).

NANOG é um fator de transcricdo envolvido na auto-renovacdo de
células indiferenciadas das células-tronco embrionarias. Em humanos, esta
proteina € codificada pelo gene NANOG, expresso em células-tronco
embrionérias (ESC) sendo um fator chave na manutencdo da pluripoténcia
(CHAMBERS et al., 2003). NANOG atua em conjunto com outros fatores como
POU5SF1 e SOX2 envolvidos na auto-renovacao de células indiferenciadas as
células-tronco embrionarias e na formacédo de qualquer um dos trés folhetos
embrionéarios (endoderma, ectoderma, mesoderma) (PAN; THOMSON, 2007).
E por esta razdo que a compreensdo dos mecanismos que mantém a
pluripoténcia de uma célula é fundamental para entender como as células-
tronco, e pode levar a futuros avancos no tratamento de doencas
degenerativas (MITSUI et al., 2003).

O marcador de superficie celular Stro-1 é considerado o melhor
marcador para células-tronco mesenquimais, porém néo € exclusivo para este
tipo celular e ainda, sua expressao (KOLF; CHO; TUAN, 2007). O CD 90 € um
marcador expresso em uma série de linhagens celulares fibroblasticas e
estromais, endotélio, e algumas linhagens celulares tumorais. Esta envolvido
na adeséo e migracao celular (SICLARI; QIN, 2010).
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4 MATERIAL E METODO

Esta pesquisa é descritiva e experimental. Foram analisados e
interpretados os aspectos da macro e microestrutura morfolégica do saco
vitelino de embrides bovinos. Foi também analisada e interpretada a relacédo do
potencial metabdlico e protéico na relacdo apoptotica e da cinética do

crescimento celular durante os periodos gestacionais do SVEB.

4.1 AMOSTRA

Sessenta e nove embrides bovinos sem raca definida em diferentes
idades gestacionais foram coletados nos frigorificos: Barra Mansa (Ribeirdo
Preto/SP), Frigonossa (Pocos de Caldas/MG) e Vale do Cedro (Inhumas/GO).
A incisdo foi realizada no corno gravidico no sentido longitudinal expondo as
membranas extra-embrionarias. Posteriormente, fez-se uma incisdo na
membrana corioalantdica para acessar ao saco vitelino, o qual foi retirado e
armazenado em diferentes embalagens contendo fixadores especificos,
dependendo da técnica a ser utilizada. Os procedimentos de coleta e
processamento do saco vitelino seguiram as normas estabelecidas pelo
Colégio Brasileiro de Experimentagdo Animal (COBEA) protocolados com n°
2784/2012.

4.2 DETERMINACAO DO PERIODO GESTACIONAL

Para determinar o periodo gestacional do SVEB foi mensurado o Crow-
Rump (CR), consistiu na distancia da crista nucal até a ultima vertebra sacral, o
qual foi mensurado com paquimetro digital MITUTOYO® modelo 500-144B com

divisbes em milimetros (150 mm x 0.02 mm). ApOs tal procedimento, os
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embrides foram dissecados e fotodocumentados com camera digital Nikon®

modelo D40.

A idade gestacional (IG) foi estimada por formula matematica baseada
em dados experimentais de Oliveira (2011) e da literatura consultada
(WINTERS; GREEN; CONSTOCK, 1942; EVANS, H. E.; SACK, 1973; NODEN;
LAHUNTA, 1990).

IG =20,23303 +(0,8560404 xCR)
Onde:

IG : Idade gestacional
CR: Crow Rump

4.2.1 Metodologia estatistica

Com base nos dados de inseminacéo artificial em tempo fixo (IATF) e
idade gestacional (em dias), se ajustou um modelo linear simples (Figura 1),
isto &,
IATF= a +b*IDADE (1)
Da equacéo (1), podemos observar que

IDADE = (IATF-a)/b (2)

Conhecido na literatura como regressdo inversa, foi realizada uma

analise estatistica descritiva, tendo observado que:



Tabela 1 - Estatistica descritiva da variavel IDADE. Sao Paulo, 2012
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) 1st ] ) 3rd )
Minimo Mediana Média Méaximo
Quadrante Quadrante
25.00 28.75 32.50 33.75 40.00 45.00
Tabela 2 - Estatistica descritiva da variavel IATF, Sao Paulo, 2012
Minimo 1st Quadrante Mediana Média 3rd Quadrante Méaximo
5,90 9,30 13,30 15,79 24,25 29

Nas tabelas 1 e 2 observadas anteriormente, notamos que a idade

gestacional minima foi de 25 dias e a maxima de 45 dias, sendo que a idade
mediana foi 32,5 dias. Na variavel o valor de IATF minimo foi de 5,90 mm e o

Maximo 29 mm, sendo que o valor IATF mediano foi de 13,30.

Grafico 1 — Grafico do tipo Box-plot de IATF (mm) e idade gestacional (dias)
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O ajuste do modelo (1) foi feito usando o software livre R versdo 2.13 (R
Development Core Team, 2011). Os resultados sdo apresentados a seguir
(Tabela 3)

Tabela 3 - Regressao linear simples. Sdo Paulo, 2012

Estimativa Idade Desvio padréo t p-valor
-22.61283 1.50893 -14.99 1.31e™
1.13786 0.04376 26.00 9.97e™°

Graéfico 2 - Gréfico de dispersao de IATF versus Idade gestacional (em dias)
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Fonte: Galdos, 2012

Fizemos uma previsdo da idade gestacional usando os resultados da

Tabela 3 e da equacéo (2), isto €,

IDADE = (CR+22.61283)/ 1.13786 A3)

Considera-se que a metodologia anterior € uma boa aproximacao
(predicdo) da IDADE gestacional (em dias) desde que o CR (mm) esteja no
mesmo intervalo de valores que a variavel IATF, ou seja, no intervalo [5,90;29].
Por médio da formula os dados apresentados na tabela 4 de idades

gestacionais do saco vitelino de embriées bovinos.
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Tabela 4 - Amostras de SVEB com Crown-Rump, idades gestacionais obtidas pela formula

IDADE = (CR+22.61283)/ 1.13786. S&o Paulo, 2012 (continuagéo)

CR (mm) IG Estimada (dias)
511 24,61
5,90 25,28
6,20 25,54
6,51 25,81
6,78 26,04
6,97 26,20
7,03 26,25
7,10 26,31
7,23 26,42
7,54 26,69
8,50 27,51
8,80 27,77
9,20 28,11
9,73 28,56
10,25 29,01
10,37 29,11
11,31 29,91
11,66 30,21
11,98 30,49
12,80 31,19
13,33 31,64
14,10 32,30
14,31 32,48
14,70 32,82
14,90 32,99
16,20 34,10
16,84 34,65
17,45 35,17

19,58 36,99




(concluséo)

20,00

20,94

21,17

22,10

22,73

23,25

23,55

23,96

24,13

24,15

24,80

28,15

28,18

28,30

28,34

29,77

30,17

31,30

36,39

36,40

37,10

38,00

41,10

43,12

45,00

37,35

38,16

38,36

39,15

39,69

40,14

40,39

40,74

40,89

40,91

41,46

44,33

44,36

44,46

44,49

45,72

46,06

47,03

51,38

51,39

51,99

52,76

55,42

57,15

58,75

49
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4.3 TECNICA DE MICROSCOPIA DE LUZ

As amostras de SV foram colocadas em solucédo de formaldeido 10% e
transportadas para o Laboratorio de Microscopia Eletronica da Faculdade de
Medicina Veterinéria e Zootecnia da Universidade de Sao Paulo. ApGs 24hs de
fixacdo em formaldeido 10%, o material foi desidratado em concentracfes
crescentes de etanol (70 a 100%) e diafanizado em xilol, seguido de incluséo
em Paraplast (TOLOSA et al., 2003). Os blocos foram cortados com espessura
de 4 pm em micrétomo Polyartmicrétomo® (LEICA). As laminas foram coradas
pela técnica de hematoxilina e eosina, fotodocumentadas em microscopio de
luz Olympus BX-50®, utilizando-se o programa especifico para morfometria
KS400 Zeiss®.

4.4 TECNICA DE MICROSCOPIA ELETRONICA DE VARREDURA

As amostras de SV foram fixadas em Karnowisky e transportadas para o
Laboratério de Histologia e Embriologia da Faculdade de Medicina Veterinaria
e Zootecnia da Universidade de Sédo Paulo. Apdés 48 horas de fixacdo, o
material foi lavado trés vezes em tampao fosfato 0,1 molar (pH 7,4) por 10
minutos, totalizando 30 minutos de imersdo. Posteriormente o material foi pos-
fixado em tetroxido de 6smio por 2 horas e novamente lavado trés vezes em
tampao fosfato a 0,1 molar (pH de 7,4) por 10 minutos. Na desidratacéo de 15
minutos em concentracdes crescentes de alcool (50%, 70%, 80%, 90% e 95%)

passando em seguida pelo alcool absoluto por quatro vezes de 15 minutos.

Todo o alcool foi evaporado do material em estufa a 50°C por 12 hs,
deixando-o totalmente seco para a metalizagdo com ouro. Como ultima etapa
de processamento, as pecas foram fixadas em “stubs” de aluminio com cola de

carbono, deixadas em estufa por 12 horas para secagem e submetidas ao
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banho de ouro no metalizador EMITECH/K550®. A anélise e eletromicrografias
foram realizadas no microscépio eletrénico de varredura LEO/435VP®.

4.5 TECNICA DE MICROSCOPIA ELETRONICA DE TRANSMISSAO

As amostras de SV foram fixadas em Karnowisky e transportadas para o
Laboratério de Histologia e Embriologia da Faculdade de Medicina Veterinaria
e Zootecnia da Universidade de Séao Paulo. Apds 48hs de fixacdo, as amostras
foram lavadas em tampéao fosfato e pds-fixadas em tetroxido de ésmio por 2 hs.
Posteriormente, promoveu-se trés banhos de 10 minutos em solugéo tampéo.
O proximo passo foram as desidratacdes com alcool etilico em concentracfes
crescentes: 70%, 80% e 90% (15 minutos de duracdo em cada solucao) e trés
banhos com alcool etilico absoluto (10 minutos de duracdo em cada banho).

Apbs a passagem pela bateria de alcool etilico, os fragmentos foram
lavados em 6xido de propileno durante 30 minutos, garantindo assim uma total
desidratacdo. Em intervalo de 4 horas, os fragmentos permaneceram sob
agitacdo em mistura de 1:1 de 6xido de propileno e resina (Spurr’s Kit). Na
sequéncia, estas misturas foram substituidas por resina pura, permanecendo
imergidos por 12 horas sob rotacdo. ApGs este tempo as amostras foram
colocadas em moldes de silicone contendo resina pura. Uma vez incluidos, os
cortes permaneceram em estufa 60°C por 72 horas para consolidar a

polimerizacao da resina.

Obtidos os blocos, foram realizados os cortes semi-finos com 0,4 um de
espessura em ultramicrétomo automatico ULTRACUT-R (Leica Microsystens),
corados a quente em solucéo de Azul de Toluidina a 1% e analisando-os em
microscopio de luz para identificar as areas de interesse. Localizadas as
regides desejadas, cortes ultrafinos com 0,07 ym de espessura foram colhidos
sobre tela de cobre e contrastados com acetato de uranila saturado a 2%,

durante 7 a 10 minutos, e pelo citrato de chumbo a 0,5%, durante 7 a 10
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minutos. As observacgdes e eletromicrografias foram realizadas em microscopio

eletrénico de transmisséo Morgagni 268D Mega View |ll cAmera® (Philips).

4.6 CITOMETRIA DE FLUXO

As amostras de SV foram mantidas em nitrogénio liquido e
encaminhadas ao Laboratério de Bioquimica e Biofisica do Instituto Butanta

para a analise do ciclo celular e morte celular.

4.6.1 Fases do ciclo celular

A amostra do SV mantida em banho de gelo foi colocada em uma placa
onde se adicionou 200 pl de tampdo FACS Flow. Em seguida maceramos a
amostra cuidadosamente até homogeneiza-la, depois foi filtrada em membrana
de 0,22 pum de porosidade. Adicionou-se 800 pl de Alcool 70° RNAse,
armazenado em freezer a -20°C por duas horas, posteriormente foi analisado
as fases do ciclo celular (VINDELOV et al., 1982).

O conteudo foi centrifugado e transferido vertido em tubo de citometria e
adicionado 500 pl de tampédo FACS Flow, depois centrifugado a 1500 rpm por 5
minutos. O sobrenadante foi desprezado, em seguida foi ressuspendido em
300 pl de paraformaldeido 2%. ApoOs esta etapa foi incubado com 20 pl de
iodeto de propideo por 15 minutos a de 4°C. As andlises de expressao em
10.000 eventos foram realizadas no citbmetro de fluxo FACSCalibur® e as
fases do ciclo celular pré e pos-mitéticas (hapléides, GO-G1, fase S e G2-M)
foram analisadas pelo software WinMdi 2.9. A analise estatistica utilizou o teste
ndo-paramétrico ANOVA One-way seguido do teste de mdltiplas comparacdes
de Tukey-kramer. Os valores foram expressos em meédia + desvio padrao,
considerando-se como valores significantes p<0.05.

O indice de proliferacéo celular do saco vitelino de embriées bovinos foi

analisado no software ModFit LT versdo 2.0.
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4.6.2 Expressao de marcadores de vias de morte celular

Os marcadores utilizados foram: citocromo-c , caspase 3, Bax, Bad, Bcl2
e Anexina V/PIl. A amostra do SV mantida em banho de gelo foi colocada em
uma placa onde se adicionou 200 ul de tamp&o FACS Flow. Em seguida
maceramos a amostra cuidadosamente até homogeneiza-la, depois foi filtrada
em membrana de 0,22 um de porosidade, posteriormente centrifugada a 2000
rpm por 5 minutos. O sobrenadante foi descartado e acrescentado 800 pl de
tampdo FACS Flow®, a suspensao foi transferida para os tubos de citometria,
adicionado 5 pl do anticorpo Anexina V / Pl e incubado por 30 minutos a 37°C.
Andlises de expressdo em 10.000 eventos foram realizadas no citbmetro de
fluxo FACSCalibur®, e as aquisicdes dos dados foram analisadas pelo
programa WinMdi 2.9. A expressdo de marcadores foi determinada pela
comparacdo com um isétopo controle marcado com o fluorocromo FITC
inespecifico. Para as outras marcacdes foram permeabilizadas previamente
com 2 pl de Triton X-100 (0,1%) por 30 minutos e posteriormente adicionado o
anticorpo primario especifico e ap6s 2 horas foi adicionado o anticorpo
secundario (Alexa-Fluor® 488 — Invitrogen) marcado com FITC. A analise
estatistica utilizou o teste ndo-paramétrico ANOVA One-way seguido do teste
de mdltiplas comparacdes de Tukey-kramer. Os valores foram expressos em
média + desvio padrdo, considerando-se como valores significantes p<0.05.

4.6.3 Analise do potencial elétrico de membrana mitocondrial

A amostra do SV foi colocada em uma placa onde se adicionou 200 pl
de tampé&o FACS Flow. Em seguida maceramos a amostra cuidadosamente até
homogeneiza-la, depois foi filtrada em membrana de 0,22 pm de porosidade,
posteriormente centrifugada a 2000 rpm por 5 minutos. O sobrenadante foi

descartado e acrescentado 800 pl de tamp&o FACS Flow®, a suspenséo foi
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transferida para os tubos de citometria. Foi adicionado 5 pl de DMSO mais 5 pl
do fluorocromo Rodamina 123 (5mg/mL). A seguir a amostra foi incubada em
estufa de CO;, (5%), a 37° por 30 minutos. ApOs este periodo, a amostra foi
centrifugada, o sobrenadante foi descartado e o precipitado foi ressuspendido
em 300 pl de tampé&o FACS Flow.

Apébs a aquisicao da intensidade de fluorescéncia arbitraria, emitida pela
sonda rodamina 123, os resultados foram analisadas pelo software WinMDI 2.9
e representados nos histogramas das diferentes idades gestacionais do saco
vitelino de embrides bovinos evidenciando as mitocondrias inativas e ativas. A
andlise estatistica utilizou o teste ndo-paramétrico ANOVA One-way seguido do
teste de multiplas comparacdes de Tukey-kramer. Os valores foram expressos
em média £ desvio padréo, considerando-se como valores significantes p<0.05.

Este ensaio foi realizado em paralelo ao teste da verificagdo da
proporcdo de células em apoptose/necrose e a expressao de proteinas de
checagem de progressdao do ciclo celular. A quantificacdo do potencial
mitocondrial foi realizada no citémetro de fluxo FACSCalibur®, com aquisicéo
de 10.000 eventos.

4.6.4 Expressdao de marcadores nucleares e citoplasmaticos envolvidos em

vias de sinalizacéo, sintese, proliferacéo e angiogénese

Os marcadores utilizados foram: r-TNF, HSP47, VEGF-R1 e CD105. A
amostra do SV mantida em banho de gelo foi colocada em uma placa onde se
adicionou 200 pl de tampdo FACS Flow. Em seguida, macerado
cuidadosamente até homogeneiza-la, depois filtrada em membrana de 0,22 um
de porosidade, posteriormente centrifugada a 2000 rpm por 5 minutos. O
sobrenadante foi descartado e acrescentado 800 pl de tamp&o FACS Flow®,
Seguidamente, foi permeabilizada previamente com 2 pl de Triton X-100 (0,1%)
por 30 minutos e posteriormente adicionado o anticorpo primario especifico e
apos 2 horas foi adicionado o anticorpo secundario (Alexa-Fluor® 488 —
Invitrogen), marcado com FITC. A suspenséo foi transferida para os tubos de
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citometria, para realizar a leitura. Andlises de expressdao em 10.000 eventos
foram realizadas no citdmetro de fluxo FACSCalibur®, e as aquisicbes dos
dados foram analisadas pelo programa WinMDI 2.9. A expressdo de
marcadores foi determinada pela comparacdo com um isOtopo controle
marcado com fluorocromo FITC inespecifico. A analise estatistica utilizou o
teste ndo-paramétrico ANOVA One-way seguido do teste de multiplas
comparacdes de Tukey-kramer. Os valores foram expressos em meédia *

desvio padréo, considerando-se como valores significantes p<0.05.

4.6.5 Expressao de marcadores de maturacéo, diferenciacdo de células-tronco

Os marcadores utilizados foram: Stro-1, CD90, Nanog, Oct 3/4 e CD133.
A amostra do SV mantida em banho de gelo foi colocada em uma placa onde
se adicionou 200 pl de tampé&o FACS Flow. Em seguida maceramos a amostra
cuidadosamente até homogeneiza-la, depois filtrada em membrana de 0,22 pm
de porosidade, posteriormente centrifugada a 2000 rpm por 5 minutos. O
sobrenadante foi descartado e acrescentado 800 pl de tamp&o FACS Flow®,
Seguidamente, foi permeabilizada previamente com 2 pl de Triton X-100 (0,1%)
por 30 minutos e posteriormente adicionado o anticorpo primario especifico e
apos 2 horas foi adicionado o anticorpo secundario (Alexa-Fluor® 488 —
Invitrogen) marcado com FITC. A suspenséao foi transferida para os tubos de
citometria, para realizar a leitura. Analises de expressdo em 10.000 eventos
foram realizadas no citdbmetro de fluxo FACSCalibur®, e as aquisicbes dos
dados foram analisadas pelo programa WinMDI 2.9. A expressdo de
marcadores foi determinada pela comparacdo com um is6topo controle
marcado com fluorocromo FITC inespecifico. A analise estatistica utilizou o
teste nado-paramétrico ANOVA One-way seguido do teste de mudltiplas
comparacdes de Tukey-kramer. Os valores foram expressos em meédia +

desvio padréo, considerando-se como valores significantes p<0.05.
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4.7 ESPECTROMETRIA DE MASSAS: NANOUPLC TANDEM NANOESI-MSF

Para a analise de maior numero de proteinas foi utilizada a tecnologia de
MudPit (Multidimensional Protein Identification Technology) tandem MSFE no
Laboratorio Thompson do Instituto de Quimica da Universidade Estadual de
Campinas (UNICAMP).

4.7.1 Preparo das amostras

Ao “pool” de 15 amostras do SV foi adicionado 200 pL de solugéo
contendo 50 mM Tris-HCI (pH 8.8), 1.5 mM KCI, 0.1 % (m/v) SDS e 10 mM
DTT, o qual foi misturado com vortex por 3 min para extracdo das proteinas.
Em seguida, 50 uL de proteinas da amostra foram precipitadas, usando 250 pL
de solucdo contendo 10% (m/v) &cido tricloroacético preparado em acetona a -
20°C. A solugéo foi armazenada por 2 horas e centrifugada a 4°C por 5 min a
13000 g em ultracentrifuga (Eppendorfl). O pellet formado foi dissolvido em 200
puL de tampao fosfato (pH 7.2). Um volume contendo 50 pg de proteina foi
purificado e suas proteinas concentradas em filtros para centrifugacéo
Microcon 0,5 mL (Amicon Bioseparation, Millipore) para obter uma
concentracéo final de 50 g de proteinas totais em 50 pL de volume final.

Uma vez concentradas as proteinas, o processo de digestao triptica foi
iniciada por desnaturacdo das proteinas com 0.2% (m/v) de surfactante
RapiGest (Waters) durante 15 min a 80°C. As proteinas foram reduzidas
usando 10 mM DTT (preparado em 50 mM NH4HCO3) por 30 min a 60°C. As
amostras foram resfriadas a temperatura ambiente e adicionou 10 mM de
lodocetamida (IAA) para alquilacdo das proteinas, e incubados por 30 min na
auséncia de luz. Em seguida, para a digestdo enzimatica das proteinas,
adicionou-se 10 pL de uma solucgéo de tripsina, na propor¢ao de 1:100 (tripsina:
proteina). Esta solucdo foi incubada a 37°C durante a noite. Apds a digestéo,

foram adicionados 10 pL de TFA (acido trifluoroacético) 5% a 37 ° C por 90 min
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para hidrolisar o surfactante RapiGest.®. Finalmente, foi adicionado 5 pL de
padrdo interno (25 fmol/uL de &lcool desidrogenase I) (SwissProt accession
number PO0330).

4.7.2 NanoUPLC tandem nanoESI-MSE

O experimento de NANOUPLC TANDEM NANOESI-MSF foi conduzido
utilizando-se 250 ng de proteina total da amostra. O sistema nanoACQUITY
UPLC utilizou um gradiente de fase reversa de 5% a 40% (v/v) de acetonitrila
(0.1% v/v acido férmico) com fluxo de 600 nL/min durante 1,5 horas e dois tipos
de colunas (coluna C18 BEH 1.7mm, 75 mm % 15 cm conjugada com uma
coluna SCX 5 mm, 180 mm x 23 mm). Para todas as andlises o espectrometro
de massas foi operado no modo “W”, com poder de resolugdo de pelo menos
20.000, e utilizada NanoLockSpray como fonte de ionizacdo, operando no
modo de ion positivo ESI (+). O canal lock mass foi carregado com amostra a
cada 30 s. A calibracdo do espectrometro de massas foi realizada com solucéo
GFP (do inglés: [Glul]-Fibrinopeptide B human) (100 fmol/ml) fornecida
também pela fonte de NanoLockSpray. O ion duplamente carregado ([M +2H]
2+) foi utilizado para a calibracéo single-point (Lteff) inicial, e os fragmentos de
MS/MS do GFP utilizados como instrumento final de calibragdo. A parte de
MSE foi realizada em espectrdmetro de massas, modelo Synapt HDMS G1®
(Waters), o qual foi programado para automaticamente trocar entre MS de
energia baixa (3eV) e de energia de colisdo elevada MSE (12-40 eV) aplicada a
célula trap ‘T-wave’ CID (collision-induced dissociation), em presenca de gas
argobnio. A transferéncia a partir da célula de colisao foi ajustada para 1eV, com
tempo de 1s, tanto em baixa quanto em alta energia. Apés o analisador de
tempo de voo (time of flight - TOF) foram colhidos espectros de m/z 50 a 3000.
Todavia, o offset RF do quadrupolo foi ajustado para que as informacdes de
LC/MS fossem eficientemente adquiridas de m/z 300 a 3000, assegurando que
qualquer massa menor que m/z 300 observada nas informagdes de LC/MSE

fossem provindos apenas da célula de colisdo. Desse modo, os valores de
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baixa massa eram sabidamente produtos de fragmentacdo CID, e nao de
fragmentacao na fonte.

A identificacdo proteica e os dados quantitativos foram gerados
utilizando-se algoritmos (SILVA, J. C. et al., 2005) e busca em banco de dados
especificos da espécie (KRAMER-ALBERS et al., 2007). O banco de dados
utilizado foi randomizado “on- the fly” durante pesquisa para geracao de falsas
proteinas, a fim de identificar o nivel de falso positivo, fixado em no maximo
1%. Para o processamento dos espectros e busca em banco de dados utilizou
o servidor ProteinLynxGlobalServer v.2.4 (PLGS) com licenca ExpressionE
v.2.4. Os bancos de dados UniProtKB / Swiss-Prot 57.1 e UniProtKB / TrEMBL
Release 40.1 foram utilizados e as condi¢cdes de busca foram baseadas na
taxonomia do Bos taurus. As proteinas identificadas foram organizadas por
PLGs em uma lista que corresponde a uma proteina Unica, tanto pelo resultado
do espectro como pelo banco de dados, e uma relacdo logaritmica entre os
diferentes grupos. Apenas proteinas com escore maior que 50% e confianca
maior que 99% foram consideradas, e quando a mesma proteina foi
identificada por diferentes fragmentos de MS/MS, s6 foi considerada aquela
gque apresenta o escore mais alto (CHAMBERY et al., 2009; LI, G. Z. et al.,
2009).

4.8 RESSONANCIA MAGNETICA NUCLEAR 'H RMN

As amostras do SV conservadas em nitrogénio liquido foram
processadas para a andlise do metaboloma no Laboratério de Quimica
Analitica da Universidade Estadual de Campinas.

Experimentos de 'H, uni e bi-dimensionais foram adquiridos em
espectrometro Bruker Advance I11®, operando a 400.13 MHz para *H, equipado
com sonda de alta resolugéo sob rotacdo no angulo magico (HRMAS) de 4 mm
de tripla ressonancia (HCP).
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4.8.1 Protocolo de aquisicéo dos espectros

Foram utilizados experimentos de supressdo de duplo-sinal de solvente
e agua via onda continua e gradientes de campo pulsados, além de sequéncias

1D que utilizam metodologias adiabaticas em suas sequéncias de pulsos

ZGF2PR (Tabela 5) e CPMG (Tabela 6).

Tabela 5 - Parametros do espectrometro Bruker Advance 111° para a aquisicdo de uma
sequéncia 1D ZGF2PR (dupla supressao de sinal) para obter espectros de 'H das
amostras do SVEB sem raca definida. Sdo Paulo, 2012

Parametros

Ajustes

Solvente

Calibragdo com amostra padréo

Temperatura da amostra

Sequéncia de Pulso

Supressao de agua

Angulo do pulso de excitacéo

Angulo de re-orientacéo do pulso

Tempo de relaxamento

Dimenséo direta da largura de varredura
Dimenséo indireta do numero de pontos dos dados
Dimenséo indireta da largura de varredura
Numero de transientes

N° de Scans

Tempo de aquisicéo

H,0 + D,0 + DMSO

H,0 + D,0 (6 = 4,7 ppm)
DMSO (6 = 2,6 ppm)
300k

1D ZGF2PR

Modelagem de excitagéo
90

180

3s

3200Hz

16384

50Hz

Tipicamente 8/incremento
Ns = 256

Tipicamente +16 min
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Tabela 6 - Parédmetros do espectrédmetro Bruker Advance ne para a aquisicdo de uma
sequéncia 1D CPMG (t2*) para obter espectros de 'H das amostras de SVEB sem

raca definida. S&o Paulo, 2012

Parametros

Ajustes

Solvente

Calibragdo com amostra padréo
Temperatura da amostra

Sequéncia de Pulso

Supresséo de agua

Angulo do pulso de excitagéo

Angulo de re-orientacéo do pulso

Tempo de relaxamento

Dimenséo direta da largura de varredura
Dimenséo indireta do nimero de pontos dos dados
Dimenséo indireta da largura de varredura
Numero de transientes

N° de Scans

Tempo de aquisigdo

H,0 + D,0

H.0 + D0 (6 = 4,7 ppm)
300k

1D CPMG (spin-eco t2)*
Modelagem de excitacédo
90

180

4s

6010Hz

16384

50Hz

Tipicamente 8/incremento
Ns = 256

Tipicamente £20 min
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Duas amostras da mesma idade gestacional do saco vitelino de
embrides bovinos foram colocadas no rotor e avaliadas no espectrémetro
Bruker Advance 1I1® durante 30 minutos na unidimensional e 12 horas no
bidimensional. A RMN-HRMAS permitiu uma analise direta de pequenas
quantidades de tecido, ou seja, no maximo 20mg, mantendo este material
intacto, sem a necessidade de tratar a amostra. Através de métodos de
aquisicdo unidimensional 1D, foram realizados espectros de 'H e iniciado a
identificacdo das estruturas de metabdlitos enddgenos, presentes em
concentracbes sub-milimolares (ppm), envolvidos em diferentes vias
bioguimicas. Para a discriminagdo entre os diferentes estagios do saco vitelino
de embrides bovinos, foram investigadas as variacdes entre as amostras e a
observacdo direta dos espectros. Foram utilizadas sequéncias 1D de
saturacdo, filtro T2 e realizadas espectros de 'H. Ap6s a aquisicdo dos
espectros os dados foram processados no programa TopSpin® e iniciado a
identificacdo e caracterizacdo dos sinais pelo busca nos bancos de dados e na

literatura cientifica.
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4.9 QUIMIOLUMINESCENCIA

4.9.1 Deteccédo das concentracfes da alfafetoproteina (AFP) e do antigeno
carcino-embrionario (CEA)

As amostras de SVEB frescos foram coletadas e armazenados no
nitrogénio liquido. A metodologia utilizada esteve de acordo com Molina et al.
(2000). A membrana vitelino foi macerada e submetida a lise celular mediante a
adicao de tampao de lise, de acordo com Galdos (2010b).

Foram determinadas as concentracdes proteicas totais das amostras do
SVEB pelo método de Bradford (1976).

O método para a determinacdo quantitativa de AFP é um imunoensaio
de quimioluminescéncia em sanduiche. Um anticorpo monoclonal de
camundongo é revestido por particulas magnéticas (fase solida). Outro
anticorpo monoclonal é ligado a um derivado de isoluminol (conjugado de
anticorpos isoluminol). Durante a primeira incubagédo o AFP ou CEA presentes
nos calibradores, nas amostras e nos controles liga-se ao anticorpo
monnoclonal de fase sélida e, subsequentemente, apds o passo da lavagem
numa segunda incubacédo, o conjugado do anticorpo reage com o AFP ou CEA
que ja estao ligados na fase sélida. Apos da incubacao, o material ndo ligado é
removido mediante um ciclo de lavagem. Em seguida, adicionam-se o0s
reagentes iniciadores que induzem uma reac¢do de quimioluminescéncia. O
sinal luminoso e, por conseguinte, a quantidade de conjugado anticorpo-
isoluminol, € medido por um fotomultiplicador em unidades relativas de luz
(RLU, relative light units) e é indicativo da concentracdo do marcador presente

nos calibradores, nas amostras ou nos controles.
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5 RESULTADOS

Os resultados apresentados foram distribuidos da seguinte maneira:
para microscopia de luz, eletrdnica de varredura e transmissao foram utilizadas
cinco amostras para cada técnica. Para analise de citometria de fluxo e
metabolomica foram utilizadas 12 amostras de saco vitelino em diferentes 1G,
para cada técnica e 15 amostras foram utilizadas para a analise proteémica.
Seis grupos experimentais foram estabelecidos de acordo com os intervalos da

IG estimada, conforme descrito na Tabela 7.

Tabela 7 - Divisdo dos grupos experimentais e nimero de amostras do SVEB, de acordo com
as idades gestacionais estimadas (IG) por Crown-Rump (CR). Sédo Paulo, 2012

GRUPO N IG (dias) CR (mm)
I 12 23 - 27 5,11 -8,80
Il 13 28 — 32 9,20 — 14,90
1] 5 33-37 16,20 — 20
\Y, 10 38-42 20,94 — 24,80
\Y 7 43 - 47 28,15 -31,30
VI 7 48 - 52 36,39 - 45

5.1 ANALISE MORFOLOGICA DO SVEB

O SVEB localizado na porcéo ventral do embrido apresentou uma forma
bifurcada bastante alongada nas fases iniciais do periodo embrionario (Figura
8). Nas fases mais avancadas do desenvolvimento embrionério ocorreu o
enovelamento das extremidades do saco vitelino em direcdo ao cordéo
umbilical.

Ao analisar a sequencia e eventos que fazem parte do desenvolvimento
do saco vitelino, observamos aos 25 dias de gestacédo o embrido em forma de

C, constituido por pediculo embrionario, tubo neural, somitos, saliéncia
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cardiaca, arco mandibular, somitos, neuréporo cranial, neuréporo caudal e
estomodeu.

Com 29 dias de gestacéo, inicia a formacdo dos membros toracicos e os
arcos faringeos ja estdo presentes no embrido. Distingue-se a regido
encefélica, area cardiaca e somitos. O saco vitelino esta préximo a membrana
amnio6tica que envolve o embrido.

Aos 37 dias de gestacdo, o embrido apresenta formacdo dos membros
toracicos e membros pélvicos, pigmentacdo da retina, regido de encéfalo
anterior, curvatura cervical, medula espinal, corddo umbilical e cavidade oral. O
saco vitelino encontra-se justaposto ao amnio, semelhante a uma “folha seca”
guando esticado.

Aos 42 dias de gestacdo, a membrana amnidtica torna-se vascularizada,
com aumento do liquido amniético. O saco vitelino apresenta-se em processo
de regressao, justaposto ao amnio. Notamos ainda presenca dos membros
pélvicos e toracicos com extremidades em forma de “pa”, olho pigmentado,
regido de encéfalo, cauda, focinho e curvatura cervical. Aos 48 dias de
gestacdo seguem-se as mesmas caracteristicas, estando o saco vitelino ainda

menor e as extremidades dos membros bipartidos.
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Figura 7 - Fotografias de embrides bovinos apresentando o saco vitelino e membranas
extraembrionarias em diferentes idades gestacionais. Sédo Paulo, 2012

Fotografia de embrifes bovino em vista lateral direita (A, C e F) e vista lateral esquerda (B, D e
E) Pertencentes aos grupos 1(23-27), II(), 111(28-32), 1V(38-42), V(43-47) e VI(48-52) dias de
gestacdo. Nas flechas podemos observar a extensdo do saco vitelino, bifurcado e sua relagédo
topografica com o saco corioalantoico e amnidtico. Barra: 1cm
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No saco vitelino de embriées bovinos, as células endodermais, cobrem a
cavidade do saco vitelino e o mesotélio volta-se para a cavidade extra-
celdbmica. Ambos apresentaram epitélio simples durante todo o periodo
embriondrio analisado e microvilosidades pequenas identificadas pela
microscopia eletrdnica de transmissao.

As células endodermais desenvolvem um extensivo sistema de reticulo
endoplasmatico rugoso, numerosas vesiculas e mitocéndrias com formas e
tamanhos variados. Durante o desenvolvimento embrionério, o aparelho de
golgi mudou de posicao da regiao apical para a basal, ou seja mais préximo do
ndcleo, revertendo a polaridade das células. As células endodérmicas
apresentaram caracteristicas citolégicas sugestivas de atividade secretoria ou
de sintese por causa do grande numero de vesiculas de secre¢do e vacuolos.

A superficie do epitélio endodermal apresentou proje¢cdes das vesiculas
endodérmicas dilatadas, as quais localizam-se sob a camada epitelial
endodérmica (Figuras 10C, 10D e 10E). Os orificios endodermais foram
observados frequentemente na microscopia eletronica de varredura (Figura
10D) na superficie do epitélio endodérmico, abrindo-se para a cavidade do
saco vitelino. Estes orificios sdo a continuidade do lumen das vesiculas
endodérmicas e estdo envolvidas pelas células endodérmicas (Figura 10B).
Também observou-se invaginacfes basais das células endodérmicas no
mesénquima (Figura 10H).

As células mesoteliais desenvolvem um extensivo sistema de absorcéo
em seu apice, enquanto grandes granulos aumentam na regido basal do
citoplasma. As células mesoteliais apresentam extenso depdsito de glicogénio,
mas pouca mitocdndria e pouco reticulo endoplasmatico rugoso.

Na ML e MET foi encontrado uma divisdo da parede do saco vitelino,
uma camada endodermal interna que comunica com a cavidade do SVEB, uma
camada mesotelial externa que comunica com a cavidade exocelémica e uma
camada mesenquimal que esta situada no médio das outras camadas (Figura
9).
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Figura 8 - llustracdo do SVEB de 26 dias de gestacdo. Apresentamos as camadas: (End)
Endodermal, (Mes) mesenquimal e (Mst) mesotelial. (A) &mnio, (C) corio

Fonte: Galdos-Riveros et al. (2012)
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Figura 9 - Fotomicrografia (A) e eletromicrografias de varredura (B e C) e transmisséo (D) do
SVEB do grupo | (23 a 27 dias de gestacdo). Sao Paulo, 2012

(A) Imagem histoldgica do saco vitelino colorado com HE (20x). B) superficie endodermal na
qual observamos eritrdcito (seta branca). C) superficie mesotelial (Mst) na qual observamos as
projecdes das microvilosidades. D) Corte transversal da parede do saco vitelino evidenciando a
lamina basal (LB), nucléolo proeminente (NP), o nucleo da célula endodermal (N1) e da célula
mesotelial (N2), além de vacuolo do mesotélio, mitocdndria (»), desmossomos (- ) e vacuolo
vazio provavelmente preenchido por lipideos que foram dissolvidos (*). Observar: cavidade do
saco vitelino (SV), cavidade extra-celémica (CE), endoderme (#), mesénquima (M), mesotélio
(=),vaso sanguineo (V), célula endodermal (EE)
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Figura 10 - Fotomicrografias (A e B) e eletromicrografias de varredura (C, D, E e F) e transmisséo (G e H)
do saco vitelino de embriées bovinos do grupo Il (28 a 32 dias de gestacdo). Sdo Paulo,
2012

(A,B) Imagem histoldgica do saco vitelino colorado com HE (40x) e azul de toluidina (20x) no
gual podemos observar a vesicula endodermal (VE). C,D) superficie endodermal na qual
observamos secrecdo dentro da vesicula endodérmica (cabeca de seta branca) e vesiculas
endodérmicas abertas. E) Corte transversal da parede do saco vitelino no qual observamos o
epitélio colunar simples da camada endodermal. F) superficie mesotelial (Mst) na qual
observamos as projecdes das microvilosidades (»). G) Camada mesotelial e mesénquima com
fibras colagenas (CL). H) Corte transversal da parede do saco vitelino evidenciando a lamina
basal (LB), nucleo da célula mesotelial (N), reticulo endoplasmatico rugoso (RER) e vesicula de
secrecdo (*). Observar: cavidade do saco vitelino (SV), cavidade extra-celémica (CE),
endoderme (=), mesénquima (M), mesotélio (=), vaso sanguineo (V), célula endodermal (EE)
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Figura 11 - Fotomicrografias (A e C) e eletromicrografias de varredura (D) e transmissao (B e E) do saco vitelino de
embrifes bovinos do grupo IV (38 a 42 dias de gesta¢éo). Séo Paulo, 2012

(A,C) Imagens histoldgica do saco vitelino colorado com HE (40x e 60x). B) Porgdo apical das
células endodermais (EE) com vesiculas de secre¢do (+) e mitocdndrias alongadas (»). D)
superficie mesotelial (Mst). E) Camada mesodermal e endodermal. Observar: cavidade do saco
vitelino (SV), cavidade extra-celdmica (CE), endoderme (#), mesénquima (M), mesotélio (=),
nucleo (N)
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Figura 12 - Fotomicrografia (A) e eletromicrografias de transmissdo (B, C, D e E) do saco vitelino de
embrides bovinos do grupo V (43 a 47 dias de gestacéo). Sdo Paulo, 2012

(A) Imagem histolégica do saco vitelino colorado com azul de toluidina (20x) no qual podemos
observar canaliculos (*) entre as dobras da parede do saco vitelino. B, C,D) superficie
endodermal na qual observamos mitocondrias (»). E) Mesénquima com vaso sanguineo.
Observar: cavidade do saco vitelino (SV), cavidade extra-celémica (CE), endoderme (=),
mesénquima (M), mesotélio (=), célula endodermal (EE), microvilosidade (=). nucleo (N),
macro6fago (Mc), eritrécito (CS), vaso sanguineo (V)
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Figura 13 - Eletromicrografias de varredura (A) e transmissédo (B, C, D, E e F) do saco vitelino de
embrides bovinos do grupo VI (48 a 52 dias de gesta¢do). Sao Paulo, 2012

(A) Superficie mesodermal (Mst) na qual observamos eritrcitos (=). B) Corte transversal da
parede do saco vitelino no qual observamos o mesénquima com macroéfago (Mc) e
microvilosidades na superficie mesodermal. C) Conjunto de células endodermais apresentando
grande vacuolo (Vc). D) Regido basal da célula endodermal em contato com 0 mesénquima,
notar a grande quantidade de cisternas do reticulo endoplasmatico rugoso (RER) e eritrécito
(CS) no mesénquima. E) Regido apical das células endodermais com microvilosidades e
vacuolos. F) Unido das células mesodermais com o mesénquima. Observar: cavidade do saco
vitelino (SV), cavidade extra-celdmica (CE), mesénquima (M), mesotélio (=), ndcleo célula
endodérmica (N1), nacleo célula mesordérmica (N2), vaso sanguineo (V), célula endodermal
(EE), vacuolo (Vc), estrutura arredondada com conteddo homogéneo, provavelmente gotas de
lipideos (L), microvilosidades (=)
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5.2 ANALISE DO PERFIL METABOLOMICO DO SACO VITELINO DE
EMBRIOES BOVINOS

Com o intuito de determinar o perfil metabolébmico do saco vitelino de
embrides. Foi realizada a analise do saco vitelino de embribes bovinos
divididos em quatro grupos diferentes encontrou-se 13 metabdlitos (Tabela 8).
Esses metabdlitos sdo Aspartato (Asp), Taurina (Tau), Sn-glicero-3-fosfocolina
(GFC), Creatinina (Cre), 5,6-Dihidrouracila (DHU), Glutamato (Glut), Glutamina
(Gluta), Alanina (Ala), Lactato (Lact), Cadaverina (Cav), Lisina (Lis), Valina
(val), Mio-inositol (Mio), Colina (Co) (Figural4d - 17).
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Figura 14 - Figura do metaboloma do saco vitelino: Em A, podemos observar Espectro 2D RMN identificando 2 metabdlitos principais que foram
encontrados no espectro 1D RMN em B. Estes sdo a glicerofosfocolina mais a colina(GFC+Col) nas amostras de SVEB de 25 dias de
gestacéo

a 3 1 F2[ppm]




Figura 15 - Espectro de 1H RMN (Intensidade x deslocamento quimico em ppm) para uma amostra de SVEB com 26° dia de gestacéo
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Figura 16 - Espectro de 1H RMN (Intensidade x deslocamento quimico em ppm) para uma amostra de SVEB com 35° dia de gestacéo
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Figura 17- Espectro de 1H RMN (Intensidade x deslocamento quimico em ppm) para uma amostra de SVEB com 38° dia de gestacéo
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Figura 18 - Espectro de 1H RMN (Intensidade x deslocamento quimico em ppm) para uma amostra de SVEB com 41° dia de gestacéo
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Tabela 8 - Atribuicdes dos deslocamentos quimicos para os metabdlitos identificados nos
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espectros de 1H RMN das amostras do saco vitelino de embrides bovinos. Sdo Paulo,

2012

Deslocamento

P Molécula AtribuicGes Classificacéo
guimico / ppm
. Metabolismo de
3,96 Creatina g-CH2 Aminoacidos
3,92 Aspartato o-CH Aminoacido
3,54 Mio-inositol C1H, C3H Vitamina
3,44 Taurina S-CH, Metabollgmo da
Cisteina
3,15 Glicerofosfocolina N-CH, Vitamina
3,12 Colina N-CH, Vitamina
2,95 Creatinina Meta_bOH,SmO de
Aminoacidos
2,59 5,6-hidrouracila Metqpol_ls_mo de
Pirimidinas
2,25 Glutamato v-H Aminoacido
Metabolismo dos
1,7 . .
Cadaverina pigmentos
3,17 -
biliares
Metabolismo dos
1,25 Lactato B-CH, carboidratos
15 Alanina B-CHs Aminoacido
2,12 Glutamina B-CH, Aminoacido




80

Os metabdlitos identificados no saco vitelino de embrides bovinos estéo
envolvidos nas principais vias metabdlicas, o lactato esta envolvido no
metabolismo da cisteina, do propanoato e do piruvato. A creatina é um
componente no metabolismo da arginina e prolina, da glicina, serina e treonina.
A valina € um aminoacido essencial, atua como componente na biosintese do
RNAt. O metabdlito Aspartato atua no metabolismo de alanina, arginina,
cisteina, glutamato, histidina, nitrogénio, fenilalanina, purinas e tirosina.

O metabdlito 5,6-dihidrouracila atua como componente do metabolismo
da [-alanina e no metabolismo da pirimidina. O mio-inositol atua no
metabolismo de glicerofosfolipideos e do fosfato de inositol. O metabdlito Sn-
glicero-3-fosfocolina atua no metabolismo de lipideos. A colina atua como
componente no metabolismo de glicerofosfolipideos, glicina, serina e treonina e
no metabolismo de glicoesfingolipideos. A alanina foi encontrada somente no

grupo |, de idade gestacional de 26 dias de gestacao bovina.



Grafico 3 — Gréfico das concentracées em ppm dos metabdlitos encontrados no SVEB nas diferentes idades gestacionais
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5.3 ANALISE DO PERFIL PROTEOMICO DO SACO VITELINO DE
EMBRIOES BOVINOS

Na analise das proteinas do saco vitelino de embribes bovinos foram
encontradas 14 sequéncias randémicas no pool de amostras do saco vitelino
de embrides bovinos. Destas 314 sequéncias, 139 correspondem a proteinas

unicas (Tabela 9).



Tabela 9 — Lista de proteinas expressas no saco vitelino de embrides bovinos. Sado Paulo. 2012

(Conunuacéo)

Cobertura
Nome da proteina Refseq ID Protein UniPROT ID Ma}ssfa Score Contag,em d? :
simbol media de peptideo | sequéncia
(%)
Actin alpha skeletal muscle NP_776650.1 ACTA1 P68138; A4IFM8 42037,1796 4574,648 15 30,24
Alpha 2 actin NP_001029674.1 ACTA2 Q58DT9; ASSDQTgégsgng; QOPEUL; 31075,91718 4582,47 17 40,05
P60712; D7RIF5; P60713; A0S012;
Actin cytoplasmic 1 NP_776404.2 ACTB stﬁzs\gég Sggggi;; %iigig;; %%Z\é\ﬁ'; 24738,37017 12394,41 23 61,33
Q862P9; Q4U3D1; A3QP66

Actin alpha cardiac muscle 1 NP_001029757.1 ACTC1 Q3zCo7 42019,1203 4574,648 17 42,18
Actin cytoplasmic 2 NP_001028790.1 ACTG1 P63258 41792,9956 12394,41 24 66,13
Actin gamma enteric smooth muscle NP_001013610.1 ACTG2 Q5E9B5 41877,0298 4574,648 17 42,29
Alpha actinin 1 NP_001030428.1 ACTN1 A4ZZF8; Q3B7N2 102851,0162 24,3365 12 3,92
Alpha actinin 3 NP_001069625.1 ACTN3 Qo9 103151,2112 10,5472 9 3,22
Alpha actinin 4 NP_001091521.1 ACTN4 A5D7D1 104928,3155 21,1741 12 4,61
Alpha fetoprotein NP_001029434.1 AFP Q3Sz57 68587,9201 293,2043 25 28,85
Alpha 2 HS glycoprotein NP_776409.1 AHSG BOJYNG; P12763 38418,8793 148,4649 14 28,41
SERUM ALBUMIN NP_851335.1 ALB P02769; gg%ﬁ&g?g@@g P14639; 66217,98057 290,495 21 21,42
Annexin A2 NP_777141.1 ANXA2 A2SW69; Q2Q1M6; P04272 38541,09253 80,4194 9 14,16
Annexin A5 NP_001035567.3 ANXA5 P81287 36088,9259 52,0994 5 11,21
ARHGAP18 protein NP_001104242.1 ARHGAP18 ABQQF8 60166,751 32,4475 8 10,07
Rho GDP dissociation inhibitor 1 NP_788823.1 ARHGDIA P19803; Q58DT6 21385,6757 137,7607 2 20,1
Bifunctional purine biosynthesis protein PURH NP_001068722.1 ATIC QOVCKO 64482,8509 33,0891 10 10,98
ATP synthase subunit beta mitochondrial NP_786990.1 ATP5B P00829 56283,6257 53,1378 7 8,52
ATRIP protein NP_001096800.1 ATRIP A5D7S1 85562,6715 19,001 7 3,55
BSD domain containing protein 1 NP_001030198.1 BSDC1 Q3SX22 50342,795 27,1908 6 10,63
Calreticulin NP_776425.1 CALR P52193; A5D7J6 48068,13475 28,8096 3 9,11
Cofilin 1 Non muscle NP_001015655.1 CFL1 BOJYLS; Q6B7M7; QSE9F7 18518,615 517,4674 4 35,54
Creatine kinase B type NP_001015613.1 CKB Q5EA61 42719,5111 71,1276 3 2,89

¢8


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/viewer.fcgi?db=protein&id=NP_776650.1
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/viewer.fcgi?db=protein&id=NP_776404.2
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/viewer.fcgi?db=protein&id=NP_001029757.1
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/viewer.fcgi?db=protein&id=NP_001028790.1
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/viewer.fcgi?db=protein&id=NP_001013610.1
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/78369242?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=ZHP716MN014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/viewer.fcgi?db=protein&id=NP_001069625.1
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/viewer.fcgi?db=protein&id=NP_001091521.1
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/viewer.fcgi?db=protein&id=NP_001029434.1
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/viewer.fcgi?db=protein&id=NP_776409.1
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/viewer.fcgi?db=protein&id=NP_851335.1
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/27807289?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=ZHMX7JJK01N
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/120474983?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=ZHNA571P01N
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/viewer.fcgi?db=protein&id=NP_001104242.1
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?db=gene&cmd=retrieve&list_uids=510743
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/28603774?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=ZHK0307R01N
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?db=gene&cmd=retrieve&list_uids=338054
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/viewer.fcgi?db=protein&id=NP_001068722.1
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?db=gene&cmd=retrieve&list_uids=506343
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/viewer.fcgi?db=protein&id=NP_786990.1
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?db=gene&cmd=retrieve&list_uids=327675
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/viewer.fcgi?db=protein&id=NP_001096800.1
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?db=gene&cmd=retrieve&list_uids=100125287
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/viewer.fcgi?db=protein&id=NP_001030198.1
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?db=gene&cmd=retrieve&list_uids=505545
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/viewer.fcgi?db=protein&id=NP_776425.1
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?db=gene&cmd=retrieve&list_uids=281036
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/viewer.fcgi?db=protein&id=NP_001015655.1
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?db=gene&cmd=retrieve&list_uids=534553
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/viewer.fcgi?db=protein&id=NP_001015613.1
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?db=gene&cmd=retrieve&list_uids=516210

(Continuacéao)

Clathrin heavy chain 1
DDX17 protein
DEAD Asp Glu Ala As box polypeptide 19B
Desmin
Dihydropyrimidinase related protein 2

DPYSL3 protein
Elongation factor 1 alpha 1

Elongation factor 1 alpha 2
Elongation factor 1 delta
Elongation factor 2
Eukaryotic initiation factor 4A |
Eukaryotic initiation factor 4A I|
Eukaryotic translation initiation factor Eif4a2
Eukaryotic initiation factor 4A Il|
Alpha enolase
EPS15L1 protein
FBLN1 protein
Fermitin family homolog 3
Fetuin B

Filamin A Fragment

Cumulus cell specific fibronectin 1 transcript
variant
Fascin homolog 1 actin bundling protein
Strongylocentrotus purpuratus
Glyceraldehyde 3 phosphate dehydrogenase
Fragment

Guanine nucleotide binding protein G I G S G
O subunit gamma 12

General transcription factor Il |
Histone H2A J

NP_776448.1
NP_001095463.1
NP_001039695.1
NP_001075044.1
NP_001069468.1
NP_001094538.1
NP_776960.1
NP_001032541.1
NP_001193549.1
NP_001068589.1
NP_001029400.1
NP_001029216.1
NP_001029216.1
NP_001039653.1
NP_776474.2
NP_001095341.1
NP_001091498.1
NP_001032695.1
NP_001029390.1
NP_001193443.1

NP_001157250.1

NP_001030217.1

NP_001029206.1

NP_777210.1
NP_001095647.1

NP_001071557.1.

CLTC
DDX17
DDX19B
DES
DPYSL2
DPYSL3
EEF1AL
EEF1A2
EEF1D
EEF2
EIF4A1
EIF4A2
EIF4A2
EIF4A3
ENO1
EPS15L1
FBLN1
FERMT3
FETUB
FLNA

FN1

FSCN1

GAPDH

GNG12

GTF2I
H2AFJ

P49951
A7E307
Q2YDF3
062654
002675

A7TMBIS

P68103; Q862L7; Q862R6; 018787
Q30B72

Q32PHS8
A5D989; Q717R8
Q3SYU2
Q3Sz54
Q35265
QIXT93
Q2NL22
QIXSJ4
A7MB30
A5D7S8
Q32LPO
Q58D62
Q8WMQ6; Q95LH5
B8Y9TO; PO7589; B8Y9S9

Q3MHK9

Q28554; D7R7V6; P10096; Q8HY38
Q6DQI7; QOQESS; Q712W6; AIYF36;
Q95329; Q95KM2

Q28024
A7TMBS0
Q3ZBX9

191589,1052
72311,5878
54444,8618
53531,9318
62277,7058
73988,5125
27596,0928
50470,2832
30981,1941

95368,479
46154,0758
46402,4014

6993,6177
46841,1513

47326,241
88004,5777
77530,7448
75782,7451
42663,4269
51236,0522

261237,4136

54785,5176

25515,77703

8057,2977

110125,2241
14019,4234

27,5925
21,7162
22,1398
9,9669
189,9244
130,1928
517,3575
69,9282
108,1164
39,0547
1347,793
1355,524
1336,292
1363,475
109,9591
19,0669
16,2068
16,2529
73,5626
109,3548
19,7097

54,7094

638,106

61,9403
13,7279
587,0848

24
13
10

14
10

13
15

12
15

8,12
3,85
13,64
7,02
19,41
11,7
17,53
4,54
25
6,18
25,12
12,53
25,4
16,06
11,75
8,91
5,95
1,95
12,66
15,53

3,48

6,09

15,22

40,28
8,38
21,71
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http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/viewer.fcgi?db=protein&id=NP_776448.1
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?db=gene&cmd=retrieve&list_uids=281080
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/viewer.fcgi?db=protein&id=NP_001095463.1
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?db=gene&cmd=retrieve&list_uids=514323
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/viewer.fcgi?db=protein&id=NP_001039695.1
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?db=gene&cmd=retrieve&list_uids=517438
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/viewer.fcgi?db=protein&id=NP_001075044.1
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?db=gene&cmd=retrieve&list_uids=280765
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/viewer.fcgi?db=protein&id=NP_001069468.1
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?db=gene&cmd=retrieve&list_uids=533746
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/viewer.fcgi?db=protein&id=NP_001094538.1
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?db=gene&cmd=retrieve&list_uids=509796
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/viewer.fcgi?db=protein&id=NP_776960.1
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?db=gene&cmd=retrieve&list_uids=282220
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/viewer.fcgi?db=protein&id=NP_001032541.1
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?db=gene&cmd=retrieve&list_uids=515233
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/331028779?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=ZHKX0UDM01S
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?db=gene&cmd=retrieve&list_uids=516473
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/viewer.fcgi?db=protein&id=NP_001068589.1
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?db=gene&cmd=retrieve&list_uids=281138
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/viewer.fcgi?db=protein&id=NP_001029400.1
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?db=gene&cmd=retrieve&list_uids=504958
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/viewer.fcgi?db=protein&id=NP_001029216.1
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?db=gene&cmd=retrieve&list_uids=286819
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/77404209?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=ZFRTVM33014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?db=gene&cmd=retrieve&list_uids=286819
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/viewer.fcgi?db=protein&id=NP_001039653.1
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?db=gene&cmd=retrieve&list_uids=515145
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/viewer.fcgi?db=protein&id=NP_776474.2
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?db=gene&cmd=retrieve&list_uids=281141
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/viewer.fcgi?db=protein&id=NP_001095341.1
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?db=gene&cmd=retrieve&list_uids=506374
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/viewer.fcgi?db=protein&id=NP_001091498.1
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?db=gene&cmd=retrieve&list_uids=514588
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/viewer.fcgi?db=protein&id=NP_001032695.1
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?db=gene&cmd=retrieve&list_uids=525159
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/viewer.fcgi?db=protein&id=NP_001029390.1
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?db=gene&cmd=retrieve&list_uids=504615
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/330688463?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=ZHKTZX22012
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?db=gene&cmd=retrieve&list_uids=281165
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/255003702?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=ZHPAJH0Z01N
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?db=gene&cmd=retrieve&list_uids=280794
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/viewer.fcgi?db=protein&id=NP_001030217.1
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?db=gene&cmd=retrieve&list_uids=507342
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/77404273?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=ZGEE26WH016
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/viewer.fcgi?db=protein&id=NP_777210.1
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?db=gene&cmd=retrieve&list_uids=286850
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/viewer.fcgi?db=protein&id=NP_001095647.1
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?db=gene&cmd=retrieve&list_uids=534669
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/viewer.fcgi?db=protein&id=NP_001071557.1
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?db=gene&cmd=retrieve&list_uids=618489

(Continuagéo)

Histone H2B type 1
Histone H4

Hemoglobin subunit alpha

Hemoglobin subunit beta

Hemoglobin subunit epsilon 1
Hemoglobin fetal subunit beta
Histone H2A type 1
Histone H2B
Histone H2B type 1 N
Histone H2B type 1 K
Histone H2A type 2 C
Histone H2A

Heterogeneous nuclear ribonucleoprotein Al
Heterogeneous nuclear ribonucleoproteins A2

B1
Heterogeneous nuclear ribonucleoprotein K

Heterogeneous nuclear ribonucleoprotein U
Scaffold attachment factor A

NP_001032546.1
NP_776305.1

NP_001070890.2

NP_776342.1

NP_001103977.1
NP_001014902.1
NP_001092190.1
NP_001039711.1
NP_001075211.1
NP_001071531.1
NP_001075189.1
NP_001091566.1
NP_001039376.1
NP_001039440.1
NP_001029734.1
NP_001070388.2

H2B
H4

HBA

HBB

HBE1
HBG
HIST1IH2AG
HIST1H2BD
HIST1H2BM
HIST1H2BN
HIST2H2AC
HIST3H2A
HNRNPA1
HNRNPA2B1
HNRNPK

HNRNPU

P62808

P62803; Q6STHS8

P01966; P01966; P01967; PO1968;
P09423; QITSNY; QITSN7; QIXSK1;
P01969; QITSNS; Q28743; Q28745;
Q28744; C6ZPAT; QOZAS0; C6ZP44;
Q4TU70; C6ZP52; C6ZP50; P68239;
P04237; C6ZP43; POCH26; C6ZP49;

P21379; P68240; C6ZP48; P01971;

C6ZP46; POCH25

P04245; P02073; DAQBE7; P02070;

P04346; DAQBF3, P02070; D4QBDS;
D4QBBS; D4QBD7; D4AQBE2; D4QBD2,
D4QBE6; D4QBD1; D4QBDO; DAQBDS;
D4QBF1; D4QBB4; D4QBC5; DAQBDS:;
D4QBES; D4QBB3; DAQBF7; P02072;

P09422; DAQBFO; P67820; D4QBBS;
P67819; ASE197; DAQBF4; ASE196;

Q1KYZ5; P68057; P68058; P02078;

P68056; P21380; P02077; Q1KYZS;
ASE199; P02074; ASELAQ; Q1KYZ9;
Q1KYZ7; P02083; Q1A2D1; P02076;
Q1KZF3; P02075; P02082; Q1KYZ6;

P01972

P02102; Q28322
P02081
POCOS9
Q2KII5
Q32L48
Q2M2T1
A1A4R1
A4IFU5
P09867

Q2HJ60
Q3T0DO; D5K776
A2VDN7

13906,1627
11534,55025

14669,33682

15592,45732

9622,0601
15859,2526
14091,4956

13936,189
13923,1065
13875,1486
13988,3928
14121,4815
34196,2613
36006,0464
49900,5915

90452,546

582,8015
1864,986

5048,144

368,0495

915,9321
923,7631
587,0848
582,8015
582,8015
582,8015
587,0848
587,0848
147,2033
103,5322
189,3822

97,7018

17

AN N N N NN NGO

-
~N N

14

41,27
63,11

57,04

15,86

27,21
40
21,54
41,27
41,27
41,27
21,71
21,54
10
23,46
17,67
8,85
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http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/82697375?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=ZGG5NUUY01S
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/27806945?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=ZFRD7CGC01N
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/27819608?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=ZGPJ9NKY01S
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/160333251?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=ZFSY91JN016
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/62460494?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=ZFSTS7NF016
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/198282091?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=ZGFP79S1012
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?db=gene&cmd=retrieve&list_uids=616790
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/viewer.fcgi?db=protein&id=NP_001039711.1
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?db=gene&cmd=retrieve&list_uids=519935
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/viewer.fcgi?db=protein&id=NP_001075211.1
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?db=gene&cmd=retrieve&list_uids=614958
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/viewer.fcgi?db=protein&id=NP_001071531.1
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?db=gene&cmd=retrieve&list_uids=616627
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/viewer.fcgi?db=protein&id=NP_001075189.1
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?db=gene&cmd=retrieve&list_uids=513666
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/viewer.fcgi?db=protein&id=NP_001091566.1
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?db=gene&cmd=retrieve&list_uids=538911
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/114052384?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=ZHJAMA7701S
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?db=gene&cmd=retrieve&list_uids=505093
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/viewer.fcgi?db=protein&id=NP_001039440.1
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?db=gene&cmd=retrieve&list_uids=507564
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/viewer.fcgi?db=protein&id=NP_001029734.1
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?db=gene&cmd=retrieve&list_uids=528135
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/viewer.fcgi?db=protein&id=NP_001070388.2
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?db=gene&cmd=retrieve&list_uids=539950

(Continuacéao)

Heat shock protein alpha
Heat shock protein HSP 90 beta

Endoplasmin
Heat shock 70 kDa protein 1A

Heat shock 70 kDa protein 1 like
Heat shock 70kDa protein 1A
78 kDa glucose regulated protein
Heat shock cognate 71 kDa protein
Heat shock protein beta 1
Integrin alpha 4 subunit

Inositol 1 4 5 trisphosphate receptor type 1

L lactate dehydrogenase A chain

L lactate dehydrogenase B chain
Similar to galactose binding lectin Fragment

LMNBL1 protein

Minichromosome maintenance complex
component 4

Malate dehydrogenase cytoplasmic
MS4A13 protein
Myosin light chain kinase smooth muscle
Myosin X
Protein DJ 1
Poly rC binding protein 1
Proliferating cell nuclear antigen Fragment
Protein disulfide isomerase family A member 3
PDIAG protein Fragment
Profilin 1

Phosphoglycerate mutase 1

NP_001012688.1
NP_001073105.1
NP_777125.1

NP_776975.1

NP_001161367.1
NP_776769.1
NP_001068616.1
NP_776770.2
NP_001020740.1
NP_777173.1
NP_777266.1
NP_776524.1
NP_776525.1
NP_786976.1
NP_001096765.1

NP_001068626.1

NP_001029800.1
NP_001070009.1
NP_788809.1
NP_776819.1
NP_001015572.1
NP_001015565.1
NP_001029666.1
NP_776758.2
NP_001193274.1
NP_001015592.1
NP_001029226.1

HSP90AA1
HSP90AB1
HSP90B1

HSPA1A

HSPA1L
HSPA2
HSPAS5
HSPAS8
HSPB1
ITGA4
ITPR1
LDHA
LDHB
LGALS1
LMNB1

MCM4

MDH1
MS4A14
MYLK
MYO10
PARK7
PCBP1
PCNA
PDIA3
PDIA6
PFN1
PGAM1

ABDRI3; Q76LV2; A9P323; Q8HZJ7:
Q76LV1

Q95M18

Q27975; Q27965; C51ZH4; Q4UOF3;
A7TXV32

POCB32
A7E3Q2; QITUG3; P34933
QOVCX2; CTEDP1; CTEDP2; Q4TVY4
P19120; Q861V2
Q3T149; Q58DP7
Q9BGU3
QoTU34
AOA1LF3; P19858; DIMGLS
Q5E9B1; AOFH35; BOJYN3; AOFH34
Q862G9; P11116; Q862W2
ATYY4T7

Q148N1

Q3T145
Q29RT3
Q28824
P79114
Q5E946
Q5E9A3

Q95L57; Q3ZBW4

C6JUQO; D3K382; ASD7ES; P38657
ABQNL5
P02584
Q3s262

69052,6173
83253,3541
92426,8787

70265,2211

70389,2207
69805,25233
64164,19693

39264,4055
19974,43845
115449,0579
308207,7396

36616,767
36736,99698
12803,16887

66421,3465

93661,9583

36438,2893
97385,6397
128825,59
235839,95
20035,3658
37497,9524
21009,99665
56972,7741
49624,242
15057,4193
28852,0587

172,1185
166,9842
38,3699

363,846

365,8197
435,8913
183,9229
446,2567
1359,322
15,5096
19,834
50,0784
103,5301
250,2883
48,4584
15,6055

124,8286
14,3145
19,321
11,6916
484,889
56,3866
44,9862
254,1696
122,304
1372,361
300,0703

14
13
14

13

11
10
14
15

11
36

12

13

21

21
11

11,05
9,67
9,2
13,42
10,45
16,35
19,85
16,77
56,72
7,94
4,1
18,67
14,97
43,27
11,26
5,26
17,96
7,78
2,72
3,22
46,03
14,04
14,75
30,3
12,8
45,71
13,78
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http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/60592792?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=ZHHT65TW01S
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?db=gene&cmd=retrieve&list_uids=281832
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/viewer.fcgi?db=protein&id=NP_001073105.1
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?db=gene&cmd=retrieve&list_uids=767874
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/viewer.fcgi?db=protein&id=NP_777125.1
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?db=gene&cmd=retrieve&list_uids=282646
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/viewer.fcgi?db=protein&id=NP_776975.1
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?db=gene&cmd=retrieve&list_uids=281825
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/viewer.fcgi?db=protein&id=NP_001161367.1
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?db=gene&cmd=retrieve&list_uids=540190
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/41386699?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=ZGP62SZW01S
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/viewer.fcgi?db=protein&id=NP_001068616.1
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?db=gene&cmd=retrieve&list_uids=415113
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/viewer.fcgi?db=protein&id=NP_776770.2
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?db=gene&cmd=retrieve&list_uids=281831
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/71037405?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=ZFRNWF8J012
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/viewer.fcgi?db=protein&id=NP_777173.1
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?db=gene&cmd=retrieve&list_uids=282882
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/viewer.fcgi?db=protein&id=NP_777266.1
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?db=gene&cmd=retrieve&list_uids=317697
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/27806559?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=ZHNEHH0B01S
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?db=gene&cmd=retrieve&list_uids=281274
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/viewer.fcgi?db=protein&id=NP_776525.1
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?db=gene&cmd=retrieve&list_uids=281275
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/28461189?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=ZHH1JBV201S
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?db=gene&cmd=retrieve&list_uids=326598
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/viewer.fcgi?db=protein&id=NP_001096765.1
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?db=gene&cmd=retrieve&list_uids=540643
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/viewer.fcgi?db=protein&id=NP_001068626.1
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?db=gene&cmd=retrieve&list_uids=504367
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/viewer.fcgi?db=protein&id=NP_001029800.1
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?db=gene&cmd=retrieve&list_uids=535182
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/viewer.fcgi?db=protein&id=NP_001070009.1
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?db=gene&cmd=retrieve&list_uids=767816
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/viewer.fcgi?db=protein&id=NP_788809.1
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?db=gene&cmd=retrieve&list_uids=338037
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/viewer.fcgi?db=protein&id=NP_776819.1
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?db=gene&cmd=retrieve&list_uids=281935
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/viewer.fcgi?db=protein&id=NP_001015572.1
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?db=gene&cmd=retrieve&list_uids=511268
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/viewer.fcgi?db=protein&id=NP_001015565.1
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?db=gene&cmd=retrieve&list_uids=509917
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/77735939?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=ZHNN638E01S
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?db=gene&cmd=retrieve&list_uids=515499
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/148230374?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=ZHGU0U4E01S
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/329744598?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=ZHKFTJ0C01N
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?db=gene&cmd=retrieve&list_uids=613927
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/viewer.fcgi?db=protein&id=NP_001015592.1
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?db=gene&cmd=retrieve&list_uids=513895
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/77404217?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=ZHGFEBMR01S
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?db=gene&cmd=retrieve&list_uids=404148

(Continuagéao)

6 phosphogluconate dehydrogenase
decarboxylating

Phosphoglycerate kinase 1
Phosphatidylinositol 4 kinase alpha
PIK3R6 protein
Peptidyl prolyl cis trans isomerase
Peroxiredoxin 2
Peroxiredoxin 4
cGMP dependant type Il protein kinase
Rab GTPase binding effector protein 2
mRNA cap guanine N7 methyltransferase
60S acidic ribosomal protein P1
40S ribosomal protein S7
Ribosomal protein AS
Alpha 1 antiproteinase
Serpin H1
SH2D3C protein
Smoothelin
Sorting nexin 17
Serrate RNA effector molecule homolog
Stress induced phosphoprotein 1
Stathmin
SUBL protein

Beta tubulin Fragment
Tubulin beta 3 Fragment
Transketolase

Tripeptidyl peptidase 2
TRIM2 protein
TRIO protein

NP_001137210.1

NP_001029471.1
NP_777002.1
NP_001095498.1
NP_847890.1
NP_777188.1
NP_776858.1
NP_001137571.1
NP_001076877.2
NP_001092412.1
NP_001020511.1
NP_001092344.1
NP_776804.1
NP_776307.1
NP_001039528.1
NP_001091508.1
NP_001070347.1
NP_001015638.1
NP_001077177.1
NP_001030569.1
NP_001029962.1
NP_001098877.1

NP_001040014.1
NP_001029835.1
NP_001003906.1

NP_001092504.1
NP_001077204.1
NP_001095682.1
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14,66
8,85
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http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/viewer.fcgi?db=protein&id=NP_001137210.1
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?db=gene&cmd=retrieve&list_uids=514939
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/viewer.fcgi?db=protein&id=NP_001029471.1
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?db=gene&cmd=retrieve&list_uids=507476
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/viewer.fcgi?db=protein&id=NP_777002.1
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?db=gene&cmd=retrieve&list_uids=282309
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/viewer.fcgi?db=protein&id=NP_001095498.1
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?db=gene&cmd=retrieve&list_uids=515621
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/viewer.fcgi?db=protein&id=NP_847890.1
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http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?db=gene&cmd=retrieve&list_uids=286793
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http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?db=gene&cmd=retrieve&list_uids=281999
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/221136898?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=ZHPPW1CD01N
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?db=gene&cmd=retrieve&list_uids=533330
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/viewer.fcgi?db=protein&id=NP_001076877.2
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?db=gene&cmd=retrieve&list_uids=511736
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/viewer.fcgi?db=protein&id=NP_001092412.1
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?db=gene&cmd=retrieve&list_uids=511555
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/viewer.fcgi?db=protein&id=NP_001020511.1
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http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/viewer.fcgi?db=protein&id=NP_001092344.1
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?db=gene&cmd=retrieve&list_uids=505507
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/27805981?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=ZHJ3Y6B301S
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?db=gene&cmd=retrieve&list_uids=281898
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/27806941?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=ZHMCA2C301N
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?db=gene&cmd=retrieve&list_uids=280699
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/viewer.fcgi?db=protein&id=NP_001039528.1
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?db=gene&cmd=retrieve&list_uids=510850
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/viewer.fcgi?db=protein&id=NP_001091508.1
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?db=gene&cmd=retrieve&list_uids=515820
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/viewer.fcgi?db=protein&id=NP_001070347.1
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?db=gene&cmd=retrieve&list_uids=528013
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/viewer.fcgi?db=protein&id=NP_001015638.1
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?db=gene&cmd=retrieve&list_uids=529972
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/viewer.fcgi?db=protein&id=NP_001077177.1
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?db=gene&cmd=retrieve&list_uids=527938
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/viewer.fcgi?db=protein&id=NP_001030569.1
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?db=gene&cmd=retrieve&list_uids=617109
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/viewer.fcgi?db=protein&id=NP_001029962.1
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?db=gene&cmd=retrieve&list_uids=616317
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/viewer.fcgi?db=protein&id=NP_001098877.1
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?db=gene&cmd=retrieve&list_uids=533984
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/114052731?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=ZGDPRYKD016
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/77736271?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=ZGDEV858012
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/51491841?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=ZHMFBNEJ01S
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?db=gene&cmd=retrieve&list_uids=445425
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/viewer.fcgi?db=protein&id=NP_001092504.1
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?db=gene&cmd=retrieve&list_uids=526052
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/viewer.fcgi?db=protein&id=NP_001077204.1
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?db=gene&cmd=retrieve&list_uids=538617
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/viewer.fcgi?db=protein&id=NP_001095682.1
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?db=gene&cmd=retrieve&list_uids=538292
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http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/viewer.fcgi?db=protein&id=NP_001029376.1
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http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?db=gene&cmd=retrieve&list_uids=534206
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5.4 ANALISE DAS FASES DO CICLO CELULAR E MORTE CELULAR DO
SACO VITELINO DE EMBRIOES BOVINOS

5.4.1 Fases do ciclo celular

Ap6s a digestdo das amostras do SVEB das diferentes idades
gestacionais, mantidos em nitrogénio liquido (N,), as células obtidas foram
morfologicamente analisadas no citdmetro de fluxo.

Os resultados obtidos e apresentados nos dotplot da figura 19
mostraram a definicdo de uma Unica populacédo celular presente em todas as
amostras dos grupos | — VI; sendo estas homogeneamente distribuidas.

O grafico 3 corresponde a analise das fases do ciclo celular nos 6
grupos conformados por amostras de SVEB: Grupo | (23 - 27 dias), Grupo |l
(28 - 32 dias), Grupo Il (33 - 37 dias), Grupo IV (38 — 42 dias), Grupo V (43 —
47 dias) e Grupo VI (48 — 52 dias).

Grafico 4 — Grafico dotplot obtidos das amostras de SVEB por citometria de fluxo

A = GRUPO-I Y GRUPO -1l & GRUPO -1l

o

GRUPO - IV = GRUPO -V e GRUPO - VI

SSC - Complexidade

FSC - Volume celular
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Nossos resultados demonstraram que ha um aumento das células
hapléides com DNA fragmentado no grupo Il e uma parada na capacidade de
G2/M nos grupos lll a V demonstraram que quanto maior a idade gestacional

menor é a capacidade de proliferacéao celular (Grafico 3).

Gréafico 5 - Gréfico de barras das médias + DP da porcentagem de célula do SVEB dos
diferentes estagios gestacionais nas fases do ciclo celular obtidos por citometria
de fluxo

100+ B #EAc-1 B6-l Mc-v AG-v OG-V
80
60

404

(%) Contagem celular

204

Fases do Ciclo Celular

5.4.2 Expresséo de marcadores de proliferag&o celular (PCNA)

Os gréficos correspondem a 6 grupos conformados por amostras de
saco vitelino de embrides bovinos: Grupo | (23 - 27 dias), Grupo Il (28 - 32
dias), Grupo Il (33 - 37 dias), Grupo IV (38 — 42 dias), Grupo V (43 — 47 dias) e
Grupo VI (48 — 52 dias).

Nossos resultados amostraram uma relagéo inversamente proporcional
a idade, que quanto maior a idade gestacional menor € a proliferacdo celular
(Gréfico 4, 5). Os grupos | e Il demonstraram ser estatisticamente significantes

em comparac¢ao com os outros (Tabela 10).
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Tabela 10 - Expressdo do marcador PCNA (Antigeno nuclear de proliferacdo celular) nos
diferentes periodos de gestacdo em células do SVEB representando a MédiatDP
de cada grupo analisado. Sdo Paulo, 2012

Grupo | Grupoll Grupo Il Grupo IV Grupo V Grupo VI
Marcador
X+DP X+DP X+DP X+ DP X+ DP X+ DP
PCNA 59.316.2 44.814.9 18.811.8 14.211.2 134143 109125
X = média DP = desvio padréao

Grafico 6 - (A) gréafico do tipo dot plot adquirido pelo citdmetro de fluxo e analisado pelo
software WinMDI 2.9. (B) grafico de barras representando a média + DP da

expressdo do marcador PCNA nos diferentes estagios gestacionais nas células do
SVEB
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G-Il G-Ill G-IV G-V G-VI
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% Expressao PCNA

G-l G-l G-IV G-V G-VI
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Grafico 7 - (A) grafico do tipo histograma adquirido pelo citdmetro de fluxo e analisado pelo
software Wizard. (B) grafico de barras representando a média + DP do indice
proliferativo nos diferentes estagios gestacionais nas células do SVEB

501

N
<

wW

o
1
|
|

N
<

(%) Indice de proliferacdo

=
e

G-I G-l G-IV G-V G-VI
Idade gestacional do Saco vitelino

5.4.3 Expresséo de marcadores de vias de morte celular

Os gréficos correspondem a 6 grupos conformados por amostras do
saco vitelino de embrides bovinos: Grupo | (23 - 27 dias), Grupo Il (28 - 32
dias), Grupo Il (33 - 37 dias), Grupo IV (38 — 42 dias), Grupo V (43 — 47 dias) e
Grupo VI (48 — 52 dias).

Nossos resultados amostram que o saco vitelino de embrides bovinos do
Grupo | expressou de forma significativa Caspase-3 em comparagcao com 0S
outros grupos (Tabela 11). Alem disso observamos uma relacdo inversamente
proporcional, que a menor idade gestacional maior é apoptose, isto é porque as

células entram em processo de necrose (Grafico 6).
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Tabela 11 - Expressdo do marcador Caspase 3 nos diferentes periodos de gestacdo em
células do SVEB representando a MédiatDP de cada grupo analisado. Séo

Paulo, 2012
Grupo | Grupoll Grupo Il Grupo IV Grupo V Grupo VI
Marcador
X+ DP X+ DP X+ DP X+ DP X+ DP X+ DP

Caspase-3 37.8714.21 12.612.5 5.911.8 43t18 3.3t1.0 2.010.01

X = média DP = desvio padrédo

Grafico 8 - (A) gréfico do tipo dot plot adquirido pelo citdmetro de fluxo e analisado pelo
software WinMDI 2.9. (B) gréfico de barras representando a média + DP da
expressdo do marcador caspase 3 nos diferentes estagios gestacionais nas
células do SVEB
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A expressao do marcador Bcl-2 no Grupo | foi significativa (Tabela 12)
em relacdo aos outros grupos, também apresentou uma relacéo inversamente
proporcional (Grafico 7).

Tabela 12 - Expressao do marcador Bcl-2 nos diferentes periodos de gestacdo em células do
SVEB representando a médiatDP de cada grupo analisado. Sdo Paulo, 2012

Grupo | Grupo Il Grupo Il Grupo IV Grupo V Grupo VI
Marcador
X+DP X+DP X+DP X+DP X+DP X+DP
Bcl-2 49.310.7 22.211.9 17.7t47  17.9%21 144144 74104
X = média DP = desvio padrao

Grafico 9 - (A) grafico do tipo dot plot adquirido pelo cittmetro de fluxo e analisado pelo
software WinMDI 2.9. (B) gréafico de barras representando a média + DP da
expressdo do marcador Bcl-2 nos diferentes estagios gestacionais nas células do
SVEB
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Os marcadores Bax e Bad expressaram de forma significativa nos
grupos 1V, V e VI (Tabela 13 e 14), a relacdo for proporcional a idade
gestacional (Grafico 8 e 9). Os marcadores Anexina V e Pl (apoptose e
necrose) expressaram de forma significativa (Grafico 10 e 11), a Anexina V
expressou nos grupos | e Il enquanto que o PI (lodeto de propideo) expressou

nos Grupos V e VI (Gréfico 11).

Tabela 13 - Expressao do marcador BAX nos diferentes periodos de gestacdo em células do
SVEB representando a médiatDP de cada grupo analisado. Séo Paulo, 2012.

Grupo | Grupo Il Grupo lll Grupo IV Grupo V Grupo VI
Marcador
X+ DP X+ DP X+ DP X+ DP X+ DP X +DP
Bax 11.610.4 19.4%123  17.8%122  27.0%t09 4411134  53.8194
X = média DP = desvio padrédo

Grafico 10 - (A) grafico do tipo dot plot adquirido pelo citbmetro de fluxo e analisado pelo
software WinMDI 2.9. (B) grafico de barras representando a média + DP da
expressdo do marcador Bax nos diferentes estdgios gestacionais nas células do
SVEB
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Tabela 14 - Expressdo do marcador Bad nos diferentes periodos de gestacdo em células do
saco vitelino de embrides bovino representando a médiatDP de cada grupo
analisado, S&o Paulo, 2012

Grupo | Grupo Il Grupo Il Grupo IV Grupo V Grupo VI
Marcador
X+ DP X+ DP X+ DP X+ DP X+ DP X+ DP
Bad 21.815.6 23.113.9 19.215.0 35.813.8 47.717.4 52.319.3
X = média DP = desvio padrao

Grafico 11 - (A) gréafico do tipo dot plot adquirido pelo citbmetro de fluxo e analisado pelo
software WinMDI 2.9. (B) grafico de barras representando a média + DP da
expressdo do marcador Bad nos diferentes estagios gestacionais nas células do
SVEB
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5.4.4 Andlise do potencial elétrico de membrana mitocondrial

Os gréficos correspondem a 6 grupos conformados por amostras do
SVEB: Grupo | (23 - 27 dias), Grupo Il (28 - 32 dias), Grupo Il (33 - 37 dias),
Grupo IV (38 — 42 dias), Grupo V (43 — 47 dias) e Grupo VI (48 — 52 dias).

Nossos resultados amostraram que o aumento de células ativas é
crescente nos grupos | ao VI, que é oposto para as células inativas (Grafico

10). Apresentou uma correlacdo positiva com um r? = 0,94 (Gréfico 11).

Gréfico 12 — (A) grafico do tipo histograma adquirido pelo citbmetro de fluxo e analisado pelo
software WinMDI 2.9. (B) gréfico de barras representando a média + DP da
expressdo do potencial elétrico mitocondrial nos diferentes estagios gestacionais
nas células do SVEB
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Grafico 13 - Regressao linear do potencial elétrico mitocondrial obtido por citometria de fluxo
das células do saco vitelino de embrides bovinos nos diferentes grupos de
gestacdo analisados
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5.4.5 Expressao de marcadores nucleares e citoplasmaticos envolvidos

em vias de sinalizacéo, sintese e angiogénese

Os graficos correspondem a 6 grupos conformados por amostras do
SVEB: Grupo | (23 - 27 dias), Grupo Il (28 - 32 dias), Grupo Il (33 - 37 dias),
Grupo IV (38 — 42 dias), Grupo V (43 — 47 dias) e Grupo VI (.48 — 52 dias)

Nossos resultados mostraram que o marcador HSP47 teve um aumento
significativo (Tabela 15) no grupo de menor idade gestacional em comparacéo
com os outros grupos (Grafico 12). Na expressdo do receptor R1 do VEGF
mostrou um aumento nos grupos | e Il (Tabela 16), estando diminuido nos

outros grupos (Grafico 13).
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Tabela 15 - Expressao do marcador HSP47 nos diferentes periodos de gestacdo em células do
SVEB representando a MédiatDP de cada grupo analisado. S&o Paulo, 2012

Grupo | Grupoll Grupo Il Grupo IV Grupo V Grupo VI
Marcador
X+DP X+DP X+DP X+DP X+DP X+DP
HSP47 29.819.9 5.610.5 7.411.4 7.210.9 3.010.7 2.110.7
X = média DP = desvio padréo

Grafico 14 - (A) gréfico do tipo dot plot adquirido pelo citbmetro de fluxo e analisado pelo
software WinMDI 2.9. (B) grafico de barras representando a média = DP da
expressdo do marcador HSP47 nos diferentes estagios gestacionais nas células
do SVEB
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Tabela 16 - Expressédo do marcador VEGF-R1 nos diferentes periodos de gestacdo em células
do SVEB representando a MédiatDP de cada grupo analisado. Séo Paulo, 2012

Grupo | Grupoll Grupo Il Grupo IV Grupo V Grupo VI
Marcador
X+ DP X+ DP X+ DP X+ DP X+ DP X+ DP
VEGF-R1 26.618.8 252130 10.8f2.7 4.710.4 6.310.9 4.7T1.6
X = média DP = desvio padrao

Grafico 15 - (A) gréfico do tipo dot plot adquirido pelo citbmetro de fluxo e analisado pelo
software WinMDI 2.9. (B) grafico de barras representando a média = DP da
expressdo do receptor de VEGF-R1 nos diferentes estdgios gestacionais nas
células do SVEB
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A expressdo do marcador Citocromo-c mostrou um aumento
proporcional (Gréafico) 14 nos grupos | ao VI (Tabela 17), enquanto que o
receptor TNF mostrou aumento no grupo | (Tabela 18) mostrando uma relacéo

inversamente proporcional (Grafico 15).

Tabela 17 - Expressdo do marcador Citocromo-c nos diferentes periodos de gestagdo em
células do SVEB representando a médiatDP de cada grupo analisado. Sao

Paulo, 2012
Grupo | Grupo Il Grupo Il Grupo IV Grupo V Grupo VI
Marcador
X+ DP X+ DP X+ DP X+ DP X+ DP X+ DP

Citocromo-c 17.712.2 23.110.8 33.019.3 46.818.8 422142 43.814.2

X = média DP = desvio padrao

Grafico 16 - (A) gréafico do tipo dot plot adquirido pelo citdmetro de fluxo e analisado pelo
software WinMDI 2.9. (B) grafico de barras representando a média = DP da
expressdo do marcador citocromo-c nos diferentes estagios gestacionais nas
células do SVEB
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Tabela 18 - Expresséo do marcador r-TNF nos diferentes periodos de gestacdo em células do
SVEB representando a médiatDP de cada grupo analisado. S&o Paulo, 2012

Grupo | Grupo Il Grupo Il Grupo IV Grupo V Grupo VI
Marcador
X+ DP X+ DP X+ DP X+ DP X+ DP X+ DP
r-TNF 58.6112.2 19.916.2 11.9%71.1 19.118.0 13.612.4 9.612.9
X = média DP = desvio padrao

Grafico 17 - (A) gréfico do tipo dot plot adquirido pelo citbmetro de fluxo e analisado pelo
software WinMDI 2.9. (B) grafico de barras representando a média = DP da
expressdo do receptor de TNF nos diferentes estagios gestacionais nas células
do SVEB
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5.4.6 Expressao de marcadores de maturacéao, diferenciacéo de células-

fronco

Os graficos correspondem a 6 grupos conformados por amostras do
SVEB: Grupo | (23 - 27 dias), Grupo Il (28 - 32 dias), Grupo Il (33 - 37 dias),
Grupo IV (38 — 42 dias), Grupo V (43 — 47 dias) e Grupo VI (48 — 52 dias).

As andlises dos marcadores de superficie das células vitelinas, por
citometria de fluxo, indicaram, nas idades embrionérias iniciais descritas como
grupo | e Il, niveis consideraveis de marcadores primitivos caracteristicos de
pluripotencia como Oct-3/4 (46.8+£3.9) e NANOG (44.5+5.3). Esses marcadores
apresentaram niveis aumentados com o decorrer do desenvolvimento
embrionario, mostrando 57.5+11.1 de Oct-3/4 e 53.6£2.9 de NANOG. O
marcador de células precursoras hematopoiéticas CD133 também apresentou
aumento de marcacdo com o desenvolvimento embrionario, variando de
39.68+2.90 no Grupo |, para 58.28+13.36 no Grupo VI. Além destes, 0s
marcadores de células estromais mantiveram niveis consideraveis de CD90
(22.74+5.82) no Grupo VI e de Stro-1 (10.91+6.23) no Grupo V (Tabela 19 —
23) e presentes nos graficos 16 — 20.



104

Tabela 19 - Expressao do marcador Stro-1 nos diferentes periodos de gestacdo em células do
SVEB representando a médiatDP de cada grupo analisado. S&o Paulo, 2012

Grupo | Grupo Il Grupo Il Grupo IV Grupo V Grupo VI
Marcador
X+ DP X+ DP X+ DP X+ DP X+ DP X+ DP
Stro-1 4.610.5 5.613.1 8.810.8 2.770.4 10.916.2 8.9T4.1
X = média DP = desvio padrao

Grafico 18 - (A) gréfico do tipo dot plot adquirido pelo citbmetro de fluxo e analisado pelo
software WinMDI 2.9. (B) grafico de barras representando a média = DP da
expressdo do marcador Stro-1 nos diferentes estdgios gestacionais nas células
do SVEB
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Tabela 20 - Expressdo do marcador CD90 nos diferentes periodos de gestacdo em células do
SVEB representando a médiatDP de cada grupo analisado, Sédo Paulo 2012

Grupo | Grupo Il Grupo Il Grupo IV Grupo V Grupo VI
Marcador
X+ DP X+ DP X+ DP X+ DP X+ DP X+ DP
CD90 14.910.9 7.714.3 6.973.3 11.910.9  20.8¥39  22.8158
X = média DP = desvio padrao

Grafico 19 - (A) gréfico do tipo dot plot adquirido pelo citbmetro de fluxo e analisado pelo
software WinMDI 2.9. (B) grafico de barras representando a média = DP da

expressdo do marcador CD90 nos diferentes estagios gestacionais nas células
do SVEB
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Tabela 21 - Expressédo do marcador NANOG nos diferentes periodos de gestacao em células
do SVEB representando a édiatDP de cada grupo analisado. Sdo Paulo, 2012

Grupo | Grupo Il Grupo Il Grupo IV Grupo V Grupo VI
Marcador
X+ DP X+ DP X+ DP X+ DP X+ DP X+ DP
NANOG 445t53 39.6112.1 35.3114.8 43.8118.9 42.8117.3 53.612.9
X = média DP = desvio padrao

Grafico 20 - (A) gréfico do tipo dot plot adquirido pelo citbmetro de fluxo e analisado pelo
software WinMDI 2.9. (B) grafico de barras representando a média = DP da
expressdo do marcador NANOG nos diferentes estagios gestacionais nas células

do SVEB
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Tabela 22 - Expressdo do marcador Oct-3/4 nos diferentes periodos de gestacdo em células do
SVEB representando a médiatDP de cada grupo analisado. S&o Paulo, 2012

Grupo | Grupo Il Grupo Il Grupo IV Grupo V Grupo VI
Marcador
X+ DP X+ DP X+ DP X+ DP X+ DP X+ DP
Oct-3/4 46.813.9 329175 4211159 46.2714.8 46.411.9 57.5T11.1
X = média DP = desvio padréao

Grafico 21 - (A) gréfico do tipo dot plot adquirido pelo citbmetro de fluxo e analisado pelo
software WinMDI 2.9. (B) gréfico de barras representando a média + DP da

expressdo do marcador Oct-3/4 nos diferentes estagios gestacionais nas células
do SVEB
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Tabela 23 - Expressao do marcador CD133 nos diferentes periodos de gestacédo em células do
SVEB representando a médiatDP de cada grupo analisado. S&o Paulo, 2012

Grupo | Grupo Il Grupo Il Grupo IV Grupo V Grupo VI
Marcador
X+ DP X+ DP X+ DP X+ DP X+ DP X+ DP
CD133 39.712.9 265186 3521172 28.1%127 555171 5831134
X = média DP = desvio padrao

Grafico 22 - (A) gréfico do tipo dot plot adquirido pelo citbmetro de fluxo e analisado pelo
software WinMDI 2.9. (B) grafico de barras representando a média = DP da

expressdo do marcador CD133 nos diferentes estigios gestacionais nas células
do SVEB
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5.5 DETERMINACAO BIOQUIMICA DO SACO VITELINO

A AFP é uma glicoproteina que pertence ao grupo das proteinas
oncofetais e € produzida pelo saco vitelino e no figado fetal. As amostras do
SVEB de 26 dias demonstraram que a concentracdo da AFP sofre uma
significativa diminuicdo com o avanco da idade gestacional, até os 52 dias de
gestacdo manteve a queda nos niveis desta proteina como foi observado no
gréafico 23.

Gréfico 23 — Gréfico de barras da concentracdo da AFP nas amostras de SVEB de 26 e 52 dias
de gestacdo obtida por quimioluminescéncia
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O antigeno carcino-embrionario (CEA) demonstrou um aumento com o
avango da gestagdo como observado no grafico 24. O CEA é foi a primeira
proteina Isolada de tumores de colon. Ela pertence a uma familia de

glicoproteinas com massa molecular aproximada de 180-200 KD
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Gréfico 24 — Grafico de barras da concentracdo do CEA nas amostras de SVEB de 26 e 52
dias de gestacéao, obtidos por quimioluminescéncia
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6 DISCUSSAO

Os avancos obtidos nas duas ultimas décadas no campo da bioquimica,
biologia molecular e celular permitiram importantes progressos na
compreensao dos mecanismos envolvidos no desenvolvimento, diferenciagéo e
maturacdo celular. Atualmente, dispomos de vérias técnicas especializadas
para identificacdo das alteracbes genéticas, epigenéticas, metabodlicas e
moleculares presentes em diversas condicfes fisiologicas e patoldgicas, além
de marcadores biolégicos e agentes terapéuticos, que foram identificados e
construidos especificamente a partir do estudo das vias de sinalizacdo, do
metabolismo e morte celular, expressdo de moléculas de superficie, e de
outros fatores relacionados a sobrevivéncia celular, tais como a vascularizacao
e componentes do micro-ambiente relacionados aos diversos tipos celulares e
teciduais (O'FARRELL, P. et al., 1989; GODOVAC-ZIMMERMANN; BROWN,
2001; NICHOLSON, J. K.; LINDON, 2008).

A compreensao abrangente de todo esse grande volume de informacdes
ou banco de dados, deve possibilitar a melhora nas areas da embriologia e
reproducdo (KATZ-JAFFE; GARDNER, 2007; GALDOS-RIVEROS et al.,
2010b), como também o uso de ferramentas mais apropriadas para a busca
dos métodos que tenham a maior eficacia e o menor risco de efeitos adversos
ou resultados sem significado relevante. A busca de marcadores especificos
como ferramentas diagnosticas e progndsticas hoje coexistem com o estudo
intenso das vias bioquimicas do metabolismo celular que possam servir de alvo
para intervencdes terapéuticas dirigidas, e até mesmo "personalizadas" para
cada tipo de organismo ou de célula.

Os experimentos realizados para a detec¢do dos indices proliferativos
gue foram comparados aos obtidos nas fases do ciclo celular por citometria de
fluxo, nos ensaios de proliferagdo Wizard, mostraram-se altamente especificos
para a marcacdo das células das amostras do saco vitelino, e que se
encontravam em fase de proliferacdo nos periodos inicias da gestacéo, quando

comparadas aos periodos finais do desenvolvimento do saco vitelino.
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6.1 MORFOLOGIA DO SACO VITELINO DE EMBRIOES BOVINOS

O desenvolvimento embrionario marca o inicio da gestacdo em bovinos.
Nesta espécie, o periodo embrionario estende-se da fecundacao até 45 dias
(EVANS; SACK, 1973; HYTTEL; SINOWATS; VEJLSTED, 2010).

Durante este periodo ocorre um rapido crescimento e diferenciacéo
celular, onde tecidos, 6rgdos e sistemas sdo estabelecidos e as principais
caracteristicas morfolégicas externas do corpo embrionario sdo reconhecidas
(HAFEZ; HAFEZ, 2004). O aparecimento das estruturas iniciais determinara,
ainda neste periodo, a sustentacdo imediata do embrido, a qual afetara o
desenvolvimento adequado da placenta e do futuro feto (ALBERTO et al.,
2008).

Este estudo foi iniciado entdo com embrides bovinos identificados como
Grupo | dos 23 aos 27 dias de idade embrionaria, os quais se apresentam
envoltos pela membrana amnidtica, com presenca do pediculo embrionério,
membrana corioalantoide vascularizada, saliéncia cardiaca, estomodeu,
encéfalo anterior, somitos, cauda, regido dos arcos branquiais, neuroporo
cranial em fechamento, regido do figado e local de formacdo da crista
mesonéfrica. A partir dos 25 dias de gestacdo o embrido apresenta-se em
forma de C, constituido por pediculo embrionario, tubo neural, somitos,
saliéncia cardiaca, arco mandibular, neuroporo cranial, neuroporo caudal e
estomodeu. Aos 29 dias de gestacédo, inicia-se a formacdo dos membros
toracicos e os arcos faringeos, distinguindo-se a regido cefalica, area cardiaca
e somitos. Aos 37 dias destaca-se a pigmentacao da retina, regido de encéfalo
anterior, curvatura cervical, medula espinal, corddo umbilical e cavidade oral.
Aos 42 dias de gestacdo nota-se presenca de cauda, focinho e curvatura
cervical. Aos 48 dias de gestacdo, periodo no qual os embriées do grupo
identificado como Grupo VI estdo com membros toracico e pélvicos bem
desenvolvidos, corroborando com as caracteristicas descritas por Evans; Sack
(1973).

Ao analisar a sequéncia de eventos que fazem parte do
desenvolvimento do saco vitelino de embrides bovinos, aos 23 dias 0 mesmo

localiza-se na porgéo ventral de embrionaria e apresenta uma forma bifurcada
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bastante alongada. Aos 25 dias o0 saco vitelino apresenta-se préximo a
membrana amnidtica que envolve ao embrido, porém, aos 29 dias o saco
vitelino apresenta menos tamanho devido a sua regresséo. Aos 37 dias 0 saco
vitelino justapde-se ao amnio, com aspecto de uma “folha seca” e nas fases
mais avancadas do desenvolvimento embrionario, como aos 42 dias, ocorre 0
enovelamento das extremidades do saco vitelino em diregdo ao cordéo
umbilical.

Esta caracteristica referente a diminuicdo de tamanho da membrana
vitelina bovina a partir dos 29 dias contradiz Latshaw (1987), o qual afirma que
em ruminantes o saco vitelino, independente da fase de desenvolvimento, é
grande, vascular e completamente cercado pela cavidade extra-embrionéria.

Além disso, o saco vitelino de embrides bovinos, com o decorrer do
desenvolvimento embrionario, modifica sua posicdo anatdbmica de insercao.
Primeiramente o saco vitelino situa-se na regido ventral do embrido em
formacdo, onde mantém, segundo Pereda; Cerisola; Poso. (1987), Pereda;
Motta (1999) e Mancanares (2007), uma conexdo com o intestino primitivo
proveniente do intestino posterior. Porém, com a deslocacdo do pediculo
embrionario para o estabelecimento do corddo umbilical, diferentemente do
relatado por Latshaw (1987); Russe et al. (1992) e Assis Neto et al.(2010) para
embribes bovinos, os quais afirmaram que o mesmo se solta do corio e se
reduz a uma estrutura solida na forma de um corddo a partir dos 20 dias, e
apos 70 dias torna-se vestigial e desaparece.

Nestas espécies, portanto, o saco vitelino € funcional durante um curto
periodo de tempo (NODEN; LAHUNTA, 1990). Porém, suas funcdes nesta fase
sdo muito importantes, destacando-se dentre delas absorcdo e digestdo de
nutrientes maternos, sintese de proteinas (GALDOS-RIVEROS et al., 2010a)
formacdo da circulacdo vitelina e secrecdo intravascular de nutrientes
(LATSHAW, 1987; BARON, 2003), além de algumas funcbes exercidas pelo
figado, antes que o figado fetal se desenvolva (GULBIS et al., 1998).

Em relacdo a morfologia microscopica da membrana vitelino, alguns
conceitos e teorias referem sobre a existéncia de uma célula-tronco precursora
das linhagens sanguineas e endoteliais denominada hemangioblasto. Estas
sugerem gque 0S MesSMOS surjam primeiramente no saco vitelino, na regido

mesenquimal do mesmo originando as “ilhotas sanguineas”. Segundo Sadler
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(2005) e Zago; Covas (2006), os hemangioblastos centrais formam as
primeiras células-tronco hematopoéticas, enquanto 0s hemangioblastos
periféricos se diferenciam em angioblastos, os precursores endoteliais. Nossos
achados em microscopia optica confirmam que em todas as idades analisadas
havia presenca de ilhas sanguineas de médio tamanho, repletas por eritrécitos
primitivos no interior, localizadas na regiao mesenquimal da membrana. A
membrana vitelina analisada em MEV apresentou dados semelhantes aos
encontrados na microscopia optica. As ilhas sanguineas apresentam-se como
elevacOes globosas na superficie da membrana quando analisada por este tipo
de microscopia. Essas elevagfes sdo visiveis dos 25 aos 29 dias. Porém, com
o decorrer do desenvolvimento embrionéario essas ilhotas sanguineas agrupam-
se e fundem-se umas as outras, formando tubos endoteliais (SADLER, 2005;
PESSOLATO, 2011)

A superficie da membrana apresenta cavidades e vasos sanguineos
com células sendo liberadas na luz dos vasos, células sanguineas liberadas no
interior da membrana, além de uma grande quantidade de particulas e células
liberadas por toda a superficie externa da membrana, assim como observado
por Pereda; Monge; Niimi (2010) no saco vitelino humano em seus diversos
trabalhos (PEREDA; CERISOLA; POzO, 1987; PEREDA; MOTTA, 1999;
PEREDA, 2001; PEREDA; NIIMI, 2008; PEREDA; GIANFRANCO; NIIMI, 2009;
PEREDA; MONGE; NIIMI, 2010), os quais propdem que antes da circulacao
saco vitelino-embrido estar estabelecida transportando células sanguineas
primitivas ao embrido através dos vasos vitelinos, uma transferéncia de
material e de células sanguineas maduras ao embrido sédo produzidas através
do ducto vitelino. Além disso, Pereda; Monge; Niimi (2010) descreveram
também que essas cavidades vistas em toda a superficie da membrana vitelina
sdo uma continuidade do orificio luminal das vesiculas endodérmicas, as quais
suprem a demanda celular sanguinea do embrido a partir do estabelecimento
da circulacdo, da mesma forma descrita por (PESSOLATO, 2011) em embrides
oVvinos.

Na microscopia eletronica de transmissao (MET) foi possivel identificar
vesiculas localizadas na regidao endodermal da membrana vitelina. Estas, dos
23 aos 27 dias, ndo apresentavam células no interior, as quais estavam

presentes dos 28 a 47 dias. Em relacdo a isso, Pereda; Monge; Niimi (2010)
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observaram também na microscopia eletronica de transmissdao (MET) a
presenca de espacos arredondados localizados na regido endodérmica da
membrana vitelina humana, os quais 0s denominaram de vesiculas
endodérmicas. Estas vesiculas, em seus achados, abrigavam eritrocitos
maduros no interior. Interessantemente, Pessolato (2011) em embrides ovinos
verificou também a presenca de tais vesiculas, porém ao contrario do descrito
pelo grupo citado, possuiam eritrécitos primitivos localizadas no lumen das
mesmas. De qualquer forma, os achados de Pessolato (2011) confirmam tal
hipétese, uma vez que sugerem a possibilidade do surgimento sanguineo no
saco vitelino ocorrer ndo apenas da regido mesodérmica da membrana, mas
ser oriundo também da camada germinativa endodermal (PEREDA; NIIMI,
2008).

A microscopia eletrénica de transmissdo, de maneira geral, a membrana
vitelina apresenta camada simples de epitélio formando a regido endodérmica,
com células de formato cubico e prismético, citoplasma claro e escuro, assim
como descrito em bovinos (RUSSE et al., 1992), possuindo grande quantidade
de reticulo endoplasméatico rugoso, grande quantidade de mitocéndrias,
desmossomos, nucleo com cromatina condensada e em grande parte,
presenca de mais de um nucléolo, evidenciando uma grande atividade
proliferativa e de sintese por parte destas células (SHANDLEY; ALCORN;
WINTOUR, 1997; ALBERTS et al., 2011). A membrana apresenta também
regido mesenquimal vascular (MANCANARES, 2007; DIETERLEN-LIEVRE;
CORBEL; SALAUN, 2010), Abaixo da regido mesenquimal encontra-se a
regido mesotelial, formada por uma camada simples de endotélio, o qual
apresenta microvilos em sua superficie, assim como, descrito por Pereda;
Monge; Niimi (2010), e vesiculas de secrecdo na regido citoplasmatica,
sugerindo alta atividade secretora por estas células (ALBERTS et al., 2011).
Podemos supor ainda que esta persisténcia do epitélio colunar simples durante
todo o periodo embrionario, tanto da camada endodermal como mesotelial do
saco vitelino de embribes bovinos, corresponde ao encontrado em morcegos
por Enders et al. (1976).

De acordo com Pereda; Monge; Niimi (2010) os orificios endodermais
sdo frequentemente visualizados entre a quarta e quinta semana apés a

concepcado em mulheres. Porém, segundo Enders (1993) a maior funcdo das
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células mesoteliais hipertrofiadas durante a gestacdo € a absorcdo de
proteinas e outras substancias do fluido exocelémico. Entretanto o mesmo
autor afirma que as células endodermais hipertrofiadas podem sintetizar e
secretar substancias dentro da circulacdo fetal (ENDERS; WIMSATT, KING,
1976).

6.2 PERFIL METABOLOMICO DO SACO VITELINO DE EMBRIOES BOVINOS

Antes de interpretar o significado destes sinais de RMN, a origem celular
requer atencdo. ObservacOes recentes estdo lancando questbes sobre a
relevancia direta para a compreensdo do perfil lipidico e sua relacdo com
estruturas da membrana celular. As células contém uma quantidade
consideravel de lipideos, fosfolipideos e lipideos polares neutros, tais como
triglicerideos (TG) e ésteres de colesterol (CE). Tomados em conjunto,
perfazem cerca de 4-16% do total e alguns 20-50% de massa celular seca.
Estes lipidos sdo normalmente limitados a bicamadas de membrana, incluindo
a membrana plasmatica e as membranas de varias organelas, tais como o
reticulo endoplasmaético (RE), o Aparelho de Golgi e microssomas. No entanto,
por exemplo, as analises de cadeias lipidicas por 1H RMN sdo raramente
observado no cérebro, que é rico em teor de fosfolipideos e TG. Isso implica
diretamente que os lipideos obtidos nos espectros de 1H NMR devem
apresentar uma Unica propriedade estrutural e bioquimica que os distinguem
da maior parte dos lipideos de outros tecidos (SHULMAN; ROTHMAN;
BLAMIRE, 1994; BARBA; CABANAS; ARUS, 1999; BLANKERBERG;
NARULA; STRAUSS, 1999).

O metabolismo é o estudo das transformacdes quimicas que ocorrem no
organismo. Os caminhos que segue uma determinada substancia constituem
sua via metabdlica ou rota metabdlica e seus produtos formados intermediarios
de outras vias metabolicas secundarios (VIEIRA; GAZZINELLI; MARES-GUIA,
1998).

O metabolismo embrionario € peca fundamental para entender as
principais chaves que o levaram até o final da gestacdo, embora a membrana
vitelina seja a responsavel pelo sucesso desta, € de muito interesse o estudo

dos metabolitos presentes no saco vitelino de embrides bovinos.
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A bioquimica do embrido, até o terceiro dia do desenvolvimento in vitro
(7 ou 8 células), é caracterizada por uma baixa atividade metabdlica; apresenta
uma capacidade limitada para utilizar glicose e assim gerar energia a partir dos
baixos niveis de oxidac&do do piruvato, lactato e aminoacidos ndo essenciais. A
a partir de 8 células utiliza a glicose como nutriente de escolha e necessita
tanto aminoacidos essenciais como ndo essenciais para a proliferacdo e
diferenciacéo celular (VEECK; ZANINOVIC, 2003).

Diferentes estudos relacionam os perfis metabdlicos obtidos, com o
potencial reprodutivo do embrido, encontrando diferencas da viabilidade no
metabolismo da glicose e piruvato (GARDNER et al., 2001) e o turn-over dos
aminoécidos.

O mio-inositol € um alcool acucar de seis carbonos mais abundante dos
nove isébmeros de inositol nas células. Os derivados do mio-inositol, como a
fosfatidil-inositol-4,5-bifosfato desempenha uma fun¢cdo como via de sinalizacao
celular, sintese de esteroides, regulacdo intracelular do célcio e integridade
celular (NISHIZUKA, 1992; BERRIDGE, 1993; BEEMSTER; GROENEN;
STEEGERS-THEUNISSEN, 2002). O mio-inositol desencadeia a liberacdo de
calcio intracelular e ativa a proteina C quinase (GREENE; COPP, 1997;
BEEMSTER; GROENEN; STEEGERS-THEUNISSEN, 2002).

O mio-inositol é um fator de crescimento in vitro e sua auséncia pode
causar alteracfes na pele, figado e intestino em animais (EAGLE et al., 1957;
BEACH; FLICK, 1982).

Os niveis de mio-inositol sdo elevados em fetos em comparacdo com
adultos (HALLMAN et al., 1985), a concentracdo deste metabdlito em varios
tecidos, incluindo o pulmdo é elevado em relacdo ao estagio de
desenvolvimento, e a sintese do mio-inositol a partir da glicose-6-fosfato,
aparentemente acontece em algum tecido (HALLMAN et al., 1985)

O mio-inositol € um elemento envolvido em vias de sinalizacao
dependentes de célcio, entretanto as vias de apoptose intrinsecas ligadas as
variagbes quantitativas deste composto e a formacdo de metabolitos
intermediarios como a fosfatidil-3-inositol. Ha um interesse pelo mio-inositol na
patogénese das desordens reprodutivos como infertilidade, aborto espontaneo,

pré-eclampsia e malformacfes congénitas como espinha bifida e Sindrome de
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Down (GREENE; COPP, 1997; BEEMSTER; GROENEN; STEEGERS-
THEUNISSEN, 2002).

As analise metaboldmica do saco vitelino de embrides bovinos
mostraram a presenca do mio-inositol em todos os periodos gestacionais.
Supostamente, diferentes quantidades poderiam ser estabelecidas em relacdo
as funcdes deste metabolito na involugdo celular, pois as atividades
mitocondriais, avaliadas pelo potencial elétrico e vias de apoptose mostraram
aumentadas nestas amostras.

A colina € um nutriente essencial durante o desenvolvimento fetal, na
forma de fosfolipideos como fosfatidilcolina e esfingomielina utilizados para
sintetizar o neurotransmissor acetilcolina, ele cede grupos metila para depois
ser oxidados a betaina. Elevadas quantidades de colina séo requeridas, para o
crescimento fetal, para serem transportadas pela placenta da circulacdo
materna (GARNER et al., 1993).

A colina é o maior metabolito fornecido ou que da sustentacdo e suporte
ao feto, a betaina e (glicerofosfocolina (GFC) seriam o0s veiculos de
transferéncia da colina entre a méae e o feto (GARNER et al., 1993; ZEISEL,
2006). Por isso a estreita relacdo entre esses dois metabdlitos: colina e
glicerofosfocolina.

A deficiéncia de colina provoca apoptose porque interrompe a
capacidade proliferativa na formacédo dos distintos érgdos como figado, rins,
cérebro (ZEISEL, 2006). O metabolismo da colina, metionina e do folato
interagem no momento em que a homocisteina € convertida a metionina.
Assim, a deficiéncia da colina deve ser considerada em relacdo com esses
outros metabdlitos ou nutrientes (FINKELSTEIN, 2000).

Em roedores, a colina é necesséria para o fechamento normal do tubo
neural na gestacao inicial (FISHER et al., 2001; FISHER et al., 2002). O
metabolismo da colina e o folato se cruzam nas vias para doacdo de grupos
metila, dado que as reacbOes de metilacdo sdo o mecanismo com o qual,
influencia o fechamento do tubo neural. Desta forma a deficiéncia de colina e
folato tem similar efeito na proliferagdo de células-tronco e apoptose no
desenvolvimento do cérebro (CRACIUNESCU et al., 2003; CRACIUNESCU et
al., 2004).
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A colina e seu derivado glicerofosfocolina (GFC) demonstraram estarem
presentes nas amostras do saco vitelino de embrides bovinos distribuidos nos
seis grupos gestacionais, sendo que o metabolismo de lipideos é uma rota
metabdlica importante para o desenvolvimento normal do embrido. O aumento
na razdo de fosfocolina para glicerofosfocolina, obtida por 1H- RMN
correlaciona-se com capacidade proliferativa. Esta afirmacéo é possivel de ser
respondida pelo fato destes lipideos serem o substrato para a membrana
fosfolipidica, o que eleva o conteiudo lipidico e as vias necessarias ao
anabolismo ou catabolismo (KENT, 1990; 2005).

Em termos absolutos, as células parecem conter uma maior quantidade
de lipideos na fase G,/M do ciclo celular. Observac6es importantes observadas
nas amostras do saco vitelino de bovinos, nos diferentes periodos de gestacao
analisadas neste projeto. Portanto, seria de esperar que as alteracdes lipidicas
e as taxas de proliferacdo devem-se ao estado metabdlico de tecido (MAY et
al., 1986).

O glutamato € um componente da glutationa, € um precursor do acido vy-
aminobutirico (GABA), um neurotransmissor, e de prolina e ornitina (DEVLIN,
2011). A formacédo do glutamato no citosol € um ponto essencial em alguns
processos celulares, se o glutamato entra na via de desaminacgdo, base e
energia (ATP) sdo produzidas, em oposicdo a via de transaminacdo, que
fornece os aminoacidos e energia (ATP) para processos biossintéticos
(WELBOURNE et al., 2001).

O glutamato € uma molécula chave no metabolismo celular, € o mais
abundante neurotransmissor do sistema nervoso central em mamiferos
(DANBOLT, 2001; NOORLANDER et al., 2004). Na maioria de tipos celulares o
aminoacido ndo essencial esta envolvido em processos metabdlicos tais como
sintese de proteinas, metabolismo energético e fixacdo de amébnia. O
metabolismo do glutamato é importante para o proprio crescimento e
desenvolvimen to do feto em humanos. Niveis de glutamato na circulacao fetal
devem ser estritamente regulados porque niveis elevados sdo neurotoxicos
(NOORLANDER et al.,, 2004). Alem de participar no crescimento e
desenvolvimento do feto humano (NOORLANDER et al., 2004).

Moores et al. (1994) encontraram que glutamato esta presente na

placentacdo ovina, sendo que nossos resultados mostraram a presenca do
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glutamato nos estagios embrionarios podemos sugerir que ela se encontra
presente no saco vitelino durante o desenvolvimento embrionario bovino. Outro
aspecto que corrobora esta afirmacdo é que o glutamato esta presente no
grupo VI, que indica o estagio fetal, ele encontra-se distribuido nos outros
grupos, esse achados sugerem que o glutamato esta presente ndo somente no
periodo fetal também no embrionério.

A glutamina esta intimamente relacionada com o glutamato. Este
metabolito pode ser sintetizada em varios tecidos a partir do a-cetoglutarato e
glutamato via glutamato aminotransferase e glutamina sintetase, ambas,
enzimas citosoélicas. Este metabdlito desempenha uma serie de papeis
fisiolégicos importantes que incluem: (I) transferéncia de nitrogénio entre
orgaos, (Il) detoxificagdo de aménia e manutencdo do equilibrio &cido-béasico
durante a acidose, (lll) precursor de nitrogénio para a sintese e degradacéo
proteica, (IV) substrato energético para as células do sistema imune, em
particular macrofagos e linfocitos, e também enterocitos (células da mucosa
intestinal). Estudos in vitro sugerem que a diminuicdo da concentracdo de
glutamina plasméatica pode afetar e comprometer o funcionamento dessas
células (JEPSON et al., 1988; PARRY-BILLINGS et al., 1990; ROWBOTTOM,;
KEAST; MORTON, 1996).

No desenvolvimento embriondrio, o saco vitelino cumpre diversas
funcBes para a sobrevivéncia do embrido entre elas é o primeiro lugar onde se
inicia a hematopoese (PALIS, JAMES; YODER, 2001), nossos resultados
sugerem que a presenca da glutamina no saco vitelino de embriées bovinos &
importante na manutencéo das células do sistema imune, no estagio de maior
susceptibilidade a perdas embrionarias (GALDOS-RIVEROS et al., 2010a).

A glutamina pode ser metabolizada e convertida a glutamato pela
glutamina sintetase e entdo para a-cetoglutarato na qual pode ser oxidado pelo
ciclo do acido tricarboxilico (ciclo de Krebs) para gerar ATP, que é de grande
importédncia no inicio do desenvolvimento embrionario (WU; ORLEFORS;
BERGSTROM, 2000).

A alanina resulta da transferéncia de um grupo amina para o piruvato.
Assim, a alanina possui uma relagdo proxima a vias metabodlicas como a

glicose, a gliconeogénese e o ciclo do acido tricarboxilico (ciclo de Krebs).
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Patridge e Leese (1996) quantificaram a deplecdo e aparecimento de
aminoacidos em grupos de embrifes bovino in vitro e in vivo em estagios do
desenvolvimento. Esses autores observaram que durante a fase de zigoto
somente a glutamina sofria significante deplecdo. Ja no estagio de quatro
células, treze aminoéacidos sao utilizados em grandes quantidades e no estagio
do blastocisto somente quatro. Outra observagao importante foi de que em
todos os estagios de desenvolvimento houve o aparecimento de alanina o que
sugere um papel importante desse aminoacido como meio de exportacdo dos
ions amonia produzidos (DONNAY; PARTRIDGE; LEESE, 1999), uma vez que
0s embrides ndo possuem um ciclo de uréia funcional (PARTRIDGE; LEESE,
1996; ORSI; LEESE, 2004).

A formacéao do sistema renal no embrido acontece entre os dias 25 a 26
de gestacdo (CAGNOTO et al., 2009). Nossos resultados mostraram que a
alanina esteve presente somente no grupo | com idade gestacional de 26 dias,
0 que sugere que o sistema renal ocupa a funcdo da alanina até o final da
gestacao.

A taurina é abundante no cérebro, rim, coracdo e apresenta uma relacéo
importante com a saude e doenca destes 6rgdos. Apresenta diversas funcdes
biolégicas como neurotransmissor no cérebro, estabilizador da membrana
celular, citoprotetor (SCHAFFER et al., 2003) e facilitador no transporte de ions
tais como sdédio, potassio, calcio e magnésio. A taurina pode ser sintetizada no
corpo através cisteina quando a vitamina B6 esta presente (BIDRI; CHOAY,
2003).

A taurina € um abundante aminoacido livre intracelular com acéo
antioxidante na recuperacdo de intermediarios toxicos, na imunidade, na
regulacdo do calcio intracelular, no controle da hipertensao, por causa da sua
abundancia na osmoregulacédo, e pode reduzir os efeitos prejudiciais da
formacao de espécies reativas de oxigénio (ROS) durante o cultivo in vitro.
Pode desempenhar um papel necessario no desenvolvimento do cérebro.
Forma conjugados com acidos biliares e pode aumentar o fluxo biliar e ampliar
a remocdao do colesterol pelo figado (DEVLIN, 2011).

Em camundongos knockout com deficiéncia de taurina apresentou uma
reducdo na fertilidade, perda da visdo devido a degeneracao da retina por

mecanismos apoptoéticos A taurina é um metabolito com funcdo protetora para
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o0 embrido, porque esta ligada com a inibicdo de formacao de radicais livres em
embrides bovinos (CAMARGO et al., 2002).

Estudos in vivo em varias espécies tem apresentado que a taurina é
essencial em alguns aspetos do desenvolvimento em mamiferos, e tem
demonstrado que baixos niveis estdo associados com lesdes patoldgicas,
incluindo cardiomiopatia, degeneracdo da retina e atraso no crescimento,
especialmente se a deficiéncia ocorre durante o desenvolvimento (STURMAN,
JOHN A., 1988; STURMAN, J. A., 1993). Em gatos a deficiéncia da taurina
durante o desenvolvimento embrionario mostrou um numero elevado de
abnormalidades (STURMAN, J A et al., 1985).

Alguns aminoacidos sdo considerados sondas Uteis para estudos de
neurotransmissores neurais excitatérios devido a sua capacidade para interagir
especificamente com estes sistemas em tecidos neurais de mamiferos
(HASHIMOTO et al., 1993).

Segundo Fischer et al. (1991) o aspartato esta presente em elevadas
concentracfes na area cortical do cérebro de embrides durante os estagios
iniciais da gestacao. O aspartato € o metabdlito que se encontra mais envolvido
com vias metabdlicas e sua presenca € vital para o desenvolvimento do
embrido através do saco vitelino, em nossos achados encontramos o aspartato
ao longo da gestacéo.

A valina é um derivado do piruvato, sabe-se que € sintetizada do
piruvato mitocondrial, jA que a primeira reagcdo da via biossintética da valina,
catalizada pela enzima acetolactato sintase (llv2), ocorre na mitocondria
(FALCO; DUMAS; LIVAK, 1985).

As duas formas da valina L e D foram estudadas na aplicacdo em meios
de cultura, por apresentar propriedades antiproliferativas em células
endometriais (HONGPAISAN, 2000). Esta pesquisa mostra a importancia deste
metabdlito, porque ele poderia controlar a transformacdo de alguns tipos
celulares por mediacdo tanto do gene como da proteina. A valina foi
encontrada no saco vitelino nos diferentes grupos gestacionais.

A valina esta relacionada com anemia falciforme, que é ocasionada pela
substituicdo do acido glutdmico por valina na cadeia de B-hemoglobina
(NAOUM, 1997), o que infere que este metabolito presente no saco vitelino

poderia ser indicado como um potencial biomarcador embrionario.



123

A lisina é um metabdlito que participa na degradacédo de aminoacidos, a
via metabodlica do acido aspértico € responsavel pela sintese de quatro
aminoacidos, entre eles a lisina, alem disso ela é cetogénica. O esqueleto
carbonico entra no metabolismo intermediario como acetoacetil CoA. A lisina
tem um - e um a-amino-grupo, que é transferido para o a-cetoglutarato por
uma enzima bifuncional, com um intermediario chamado sacaropina (PAPES et
al., 1999; DEVLIN, 2011).

A lisina mostrou estar relacionada com a taxa de ovulacdo e mortalidade
embrionaria aos 30 dias de gestacdo em suinos (MURGAS; TORRES;
DONZELE, 1995). Em camundongos, a lisina mostrou estar envolvida em um
complexo mecanismo de ativacdo mitocondrial no figado (SCISLOWSKI,
FOSTER; FULLER, 1994). No metabolismo da lisina, a enzima L-lisina
ketoglutarato mostrou uma elevada atividade nos estagios iniciais do
desenvolvimento, que vai diminuindo gradualmente durante o desenvolvimento
do cérebro em ratos (RAO; PAN; CHANG, 1992).

A creatina € uma molécula ndo essencial da dieta, que é sintetizada da
arginina, metionina e glicina. Primariamente pelo pancreas e figado (WALKER,
2006). Tem duas enzimas envolvidas na biossintese da creatina. A arginina:
glicina amidinotransferase e s-adenosilmetionina: guanidinoacetato N-
metiltransferase, que apresentam distribuicdo especifica em cada 6rgdo. Os
tecidos que sintetizam creatina em quantidades significantes ndo apresentam
niveis elevados da creatina kinase (SNOW; MURPHY, 2001). No pancreas de
mamiferos contem elevados niveis das duas enzimas, e 0 pancreas foi o
primeiro 6érgdo que mostrou ser capaz de converter arginina, glicina e S-
adenocilmetionina para creatina (WALKER, 2006).

A creatina esteve levemente presente no saco vitelino dos diferentes
grupos, o que sugere que o embrido encontra-se sintetizando este metabdlito
que forma parte de principais vias metabdlicas tais como a sintese de uréia que
indicaria que o embrido esta metabolizando aminoacidos importantes para seu
desenvolvimento. O aumento da uréia circulante poderia alterar o ambiente
uterino e prejudicar o desenvolvimento do embrido

A creatinina ou anhidro de cretina € um produto da decomposicédo de
fosfato de creatina no musculo. A perda da molécula de agua a partir dos

resultados de creatina na formacao de creatinina. Ela é transferida para os rins
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pelo plasma sanguineo, depois ela € eliminada da circulacdo plasmatica por
filtracAo glomerular e excrec¢do tubular parcial. A creatinina € produzida
normalmente numa taxa quase infima pelo corpo, em adultos a creatinina e a
creatina sdo metabolizadas no pancreas, rins, figado e musculo (RULE et al.,
2004).

A dihidrouracila é um metabolito que participa no metabolismo de
nucleotideos, especificamente, no catabolismo de pirimidino-nucleotideos. O
metabolismo de nucleotideos é importante pela participacdo de alguns
nucleotideos ou de seus componentes em reacfes ou como precursores de
substancias de interesse biologico (VIEIRA; GAZZINELLI; MARES-GUIA,
1998). A dihidrouracila esteve presente em todos os grupos analisados, o que
sugere que 0 saco vitelino, mesmo em involugdo continua com importantes
funcdes metabdlicas.

A inducdo de apoptose é uma opcao viavel e importante abordagem
terapéutica para o controle do crescimento, diferenciacdo e manutengao
celular. As variacdes dos aminoacidos tirosina, fenilalanina entre outros, podem
promover o bloqueio a progresséao do ciclo celular na fase Go/G;. O controle da
apoptose esta intimamente ligado ao ciclo celular , e os aminoacidos no
controle da progressao do ciclo celular pela regulacdo da expressao genética
(THORNBERRY; LAZEBNIK, 1998). Assim, neste estudo a alanina, subproduto
do metabolismo da fenilalanina, presente no grupo | (23 a 27 dias de gestacao)
mostrou-se um marcador importante na fase inicial de gestacdo e
supostamente é um metabdlito intermediario envolvido na inducdo de apoptose
e parada de proliferacdo celular, como observado nos demais grupos
experimentais, ao longo da gestacéo.

As mitocOndrias sé@o organelas metabdlicas importantes que geram ATP
para fornecer energia e que contém enzimas e/ou proteinas funcionais que
regulam a apoptose. Apoptose induzida por estes aminoacidos, por exemplo,
estao relacionados ao perfil metabdlico. Este tipo de morte celular por apoptose
€ mais lento e também depende das alteracdes da integridade e funcéo
mitocondrial (SUSIN et al., 1999). Os potenciais elétricos das mitocondrias das
amostras dos diferentes periodos de gestacdo do saco vitelino mostraram

diminuicdo da interacdo da sonda catibnica rodamina 123 aos elétrons da
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membrana interna mitocondrial foram inversamente proporcionais a idade
gestacao.

Por outro, lado amino&cidos especificos modulam os membros da
familia anti-apoptética Bcl-2 que desempenham importantes papéis na
manutencdo da integridade mitocondrial. A perda de integridade mitocondrial
leva a liberacdo de citocromo-c, que pode levar a morte celular caspase-
dependente, e liberacdo do fator de inducé&o de apoptose, o que pode levar a
morte celular caspase independente (THORNBERRY; LAZEBNIK, 1998).
Possivelmente, as variacbes da alanina detectadas nos amostras do saco
vitelino do grupo |, modula o potencial transmembrana mitocondrial, e
consequentemente esta modulagdo leva a liberacdo do citocromo-c da
mitocdndria para o citosol e ativacdo das caspases.

Jackowski (1996) estudou o acumulo de lipideos (LP), de precursores
dos lipideos e derivados em eventos periddicos associados a fases distintas do
ciclo celular. O estudo demonstrou, em uma célula mitogeno-estimulada, o
acumulo de LP é coordenado na fase S do ciclo celular (embora a sintese LP
nao seja dependente da sintese de DNA). Mais especificamente, nos primeiros
estudos as anadlises espectrais e as fases do ciclo celular mostraram que: (a) o
acumulo de liquido LP ocorre na fase S como um resultado do ciclo celular
dependente de oscilacdes nas taxas de sintese e degradacao de derivados do
LP, (b) um turnover mais rapido de LP ocorre em a fase G; e continua até o
limite G4/S (C) a limitacdo da taxa de biossintese de derivados de LP, esta
também ativado na forma de células-ciclo-dependentes, a partir no Gy,
aumentando constantemente em S e G,/M, e observa-se um declinio
acentuado durante a fase S e acelera novamente como células reentradas em
G;. Durante a fase G; ambos os caminhos de derivados LP mediados por
hidrélise sao, portanto, a maxima atividade celular. Esta evidéncia sugere que a
producdo maxima de lipideos em um tumor (ou em uma célula de proliferacao
rapida) provavelmente ocorre na fase G; e é mantida na fase S (onde
biossintese LP est4 parado), fornecendo uma possivel explicacdo para a
correlacédo positiva entre os derivados de LP a intensidade do sinal nas células
tumorais. Em contraste, a biossintese de lipideos parece ser parada, durante a

fase G4, e ndo se observou a biossintese nestas células.
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Estudos realizados em *H-RMN, demonstraram perfis importantes que
estdo estreitamente associados a processos de morte celular, como os
compostos contendo grupos metil (CH3), do metileno (CH2) e de lipidios de
cadeias longas. Em particular, o aumento significativo de CH2 , CH3 e lipidios
foram observados em cultura de células , e diminuicdo de glutamina e
glutamato, colina e taurina, apos o tratamento com diferentes estimulos
(BLANKENBERG et al., 1996; HAKUMAKI; KAUPPINEN, 2000; BEZABEH et
al., 2001). Estes resultados indicam que as variacdes observadas sao, de fato
caracteristicas independentes da natureza do estimulo da apoptose; estas
informacdes biologicas sdo Uteis sobre a determinagdo do perfil metabdlico

relacionado com a morte celular programada.

6.3 PERFIL PROTEICO DO SACO VITELINO DE EMBRIOES BOVINOS

Com o sequenciamento dos genomas de diversos organismos vegetais
e animais, tornou-se praticavel a analise da expressdo génica. A andlise da
expressao global através do proteoma permite revelar proteinas envolvidas em
processos dinamicos que ocorrem apdés os estimulos de diferenciacdo e
maturacdo celular. A monitorizacdo do nivel das proteinas, através de
protedmica quantitativa, permite apreciar o efeito da regulacdo da expressao
genética que ocorre nos processos pos-transcricdo e pos-traducédo e fornece
numerosas informacdes, quanto a sua funcao biolégica e envolvimento em vias
de sinalizacao celular.

Um correto ndmero de células no blastocisto é requerido para um
desenvolvimento normal do embrido. Durante o desenvolvimento embrionario,
a metilacdo do DNA desempenha uma funcédo importante na regulacdo da
expressao génica. A demetilacdo do genoma ocorre apos a fertilizagdo seguido
de uma nova metilagéo tdo breve como acontece a diferenciacdo (HAN et al.,
2003; REIK; SANTOS; DEAN, 2003; RIDEOUT; EGGAN; JAENISCH, 2001).

O stress oxidativo ocorre porgue ha uma producdo de ROS e enzimas
antioxidantes reducem o stress oxidativo por remoc¢éo do ROS, que possuem
radicais livres que induzem dano celular (TAKAHASHI et al., 2004). A gestacéao
aumenta o stress oxidativo por aumento da atividade metabdlica na mitocondria

e reduz a capacidade de remocao dos antioxidantes (WISDON et al., 1991).
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O saco vitelino de embrides bovinos € uma membrana extra-embrionaria
gue durante a gestacao da suporte do tipo nutritivo, trocas gasosas, remocgéao
de residuos e suporte imunolégico e endocrinologico para o desenvolvimento
embrionario e fetal (YANG et al., 2002).

Filamentos de actina ou tubulina do citoesqueleto, histona, sub unidades
da hemoglobina, HSP-B1, proteina ribossomal, marcadores da matrix
extracelular vimentina e anexina 2 e 5 foram encontradas no SVEB. De acordo
com Reutelingsperger et al. (2002) estas proteinas demonstraram estar
expressas durante todo o desenvolvimento estudado. As Anexinas s&o
proteinas estruturais que apresentam uma atividade liga ao Calcio para
fosfolipideos, s@o conhecidos biomarcadores da apoptose A familia de
proteinas HSP sao reguladores da apoptose que interage com componentes
chave da sinalizacdo apoptotica (CONCANNON; GORMAN; SAMALI, 2003), a
HSP-B1 demonstrou estar presente no SVEB o que corrobora os achados de
Chae et al. (2005) que encontraram estas proteinas nos tecidos extra-
embrionéarios de embribes suinos.

A enolase e lactato desidrogenase sdo enzimas que participam no
metabolismo anaerdbico da glicose. A placenta de mamiferos incluindo do
homem sdo dependentes da glicose com respiracdo mitocondrial limitada e
principalmente conversdo anaerdbica da glicose para o lactato (HAUGUEL;
SHAFRIR, 2001). Essas proteinas estiveram presentes nas amostras de saco
vitelino de embrides bovinos.

A actina € uma proteina essencial para a divisdo celular, migracao,
formacdo de juncBes celulares e regulacdo da forma celular. No SVEB foram
encontradas nove isoformas de actina divididas em: musculares, que sao
expressas principalmente nos musculos esquelético, cardiaco e musculatura
lisa (MCHUGH; CRAWFORD; LESARD, 1991; TONDELEIR et al., 2009) e
citoplasmaticas, que estao presentes em todas as células, tanto em aves como
em mamiferos (PERRIN; ERVASTI, 2010).

A a-fetoproteina (AFP) é uma glicoproteina com massa molecular de 68 -
70 kD, produzida pelo saco vitelino e figado fetal durante o desenvolvimento
embrionario dos mamiferos. Embrionariamente, ela é detectada no saco

vitelino a partir da sexta semana de gestacdo em humanos (GITLIN, D.;
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PERRICELLI, 1970; TOMASI, 1977), em camundongos no 10° dia de gestacao
(DZIADEK, 1978), em aves no 7° dia de gestacdo (MARTIN et al., 1985). Em
tubaroes, a AFP esta presente no saco vitelino e figado em quantidades
menores quando comparadas com o trato gastrointestinal (NISHI; HIRAI,
1973). A funcéo fisioldgica normal da AFP é desconhecida, mas é atribuidas
fungcbes como absorcdo, transporte e deposito intracelular de metabdlitos,
assim como a incorporacdo de acidos graxos poli-insaturados no
desenvolvimento do cérebro em mamiferos (URIEL et al., 1983), acido
retindico, metais pesados, drogas e esterdides (TOMASI, 1977). Ja Daffos;
Foresteir, (1988) propdem uma funcdo de protecéo do feto, evitando a rejeicao
deste pela mée.

Uma diminuicdo na producdo de AFP resultaria na diminuicdo
significativa na concentracdo desta no soro embrionario, com consequente
perda da pressdo osmdética coloidal e movimentacdo de agua na corrente
sanguinea aos tecidos vasculares. A perda do balance nestes fluidos podem
provocar bolhas e edemas que conduziriam a falhas na morfogénese do
embrido mamifero (GRABOWSKI, 1977). As concentracbes da AFP nas
diferentes idades gestacionais da AFP nas diferentes idades gestacionais
demonstraram que nos grupos | e Il sofreram uma queda significativa em
relacdo aos outros grupos, devido a transicdo do 6rgdo que produz e sintetiza
esta proteina, o saco vitelino. A funcdo de sintese e transporte esta sobre
controle do desenvolvimento do figado fetal que exercera sua fungéo de agora
em diante.

Em nossos resultados, foi encontrada a presenca da AFP nos grupos
estudados, especificamente, no dia 25° até o dia 41° de gestacdo. Este fato
demonstra que a AFP ¢é embrionaria e esta presente no comeco do
desenvolvimento fetal. As diferentes concentragcbes de AFP do SVEB esta
relacionada com importantes vias metabodlicas, como o dos carboidratos e
lipidios.

Thomas et al. (1990) detectaram proteinas envolvidas em processos
hematopoiéticos durante a formagdo do embrido. A transtiretina, AFP e
transferrina foram detectadas no saco vitelino e no figado fetal em ratos. A
transferrina é uma proteina de massa molecular de 85 KDa essencialmente

produzida pelo figado, apresentando uma fungédo de transporte de ferro. De
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acordo com Streu et al. (2000) a transferrina, uma glicoproteina presente em
altas concentrac¢des no fluido amnidtico, realizava o transporte de ferro durante
a gestacdo, suprindo o aumento da demanda fetal de ferro. Esta proteina tem
influencia no controle da producdo de progesterona modulando a funcao
endocrina do trofoblasto. A transferrina demonstrou estar presente nas
amostras do SVEB, e sua concentragdo metabodlica foi diminuindo com o
aumento da idade gestacional o que corroboram os resultados de Andrews et
al. (1992), os quais indicam que a TF encontra-se diminuida com o avanco da
gestacdo quando comparado com TF proveniente de cultura in vitro na qual
altas concentracdes de TF sugerem um transporte abnormal desta proteina, o
que desencadearia num desenvolvimento abnormal do embrido ou morte
embrionaria.

A partir do 11,5 dias de gestacdo em camundongos, pequenas
quantidades de TF sé&o sintetizadas no saco vitelino visceral e sé&o
transportadas através do saco vitelino para a circulacdo materna por
mecanismos de pinocitose e por receptores mediados por endocitose. A TF é
uma proteina de ligacdo ao ferro que é fundamental para a diferenciacdo. Um
aumento nos niveis de TF resultaria em um desenvolvimento abnormal do
embrido conhecido como sindrome do edema, que consiste nhuma sequencia
de eventos dismorfogenéticos que sdo comparados com mecanismos de
teratogenese (WILSON, J. G., 1973; ANDREWS et al., 1992).

6.4 CICLO CELULAR E MORTE CELULAR DO SACO VITELINO DE
EMBRIOES BOVINOS

A apoptose e a necrose representam dois mecanismos diferentes pelo
qual as células morrem, sendo desencadeadas por diferentes estimulos e
desempenham um papel chave na supressdo do crescimento celular, que
ocorre durante a embriogénese , na remodelagem tecidual no adulto, na atrofia
do tecido e na regressao do crescimento de células transformadas. A apoptose
€ caracterizada pelo encolhimento da célula, com diminuicdo do volume

nuclear, blebbing da membrana, condensagao acentuada e marginalizagao da
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cromatina nuclear, formacéo de corpos apoptoéticos e fragmentacdo do DNA em
regides internucleossémicas que déo origem a multiplos pares de bases, em
média de 180-200pb. Por outro lado, a morte celular por necrose pode ocorrer
em resposta a agressdes e injurias exdgenas e enddgenas, como isquemia,
toxinas, hipertermia e trauma celular direto. Necrose é caracterizada pelo
inchacgo das células, destruicdo de organelas, rompimento de membranas, lise
da cromatina nuclear, sem condensagcao, e a degradacdo do DNA sem a
producdo de em um espectro de tamanhos de pares de bases (BEZABEH et
al., 2001).

O desenvolvimento e manutencdo dos organismos multicelulares
dependem de uma interagdo entre as células que o constituem. No
desenvolvimento embriondrio, muitas células produzidas em excesso sao
levadas a morte, contribuindo para a formacdo dos 6rgaos e tecidos (MEIER;
FINCH; EVAN, 2000). A apoptose € a forma de morte celular programada, com
especial relevancia para o periodo do desenvolvimento embrionario, onde
participa ativamente nos processos de organogénese e de involucdo (SOLA et
al., 2005).

As mitocOndrias s@o importantes para o funcionamento celular porque
produzem ATP (adenosin trifosfato), regulam o ciclo de Krebs, metabolismo de
acidos graxos, uréia e alguns horménios; além disso, elas mediam os
processos de morte celular, regulam o balanco ibnico e armazenam cofatores
importantes para a homeostase (DESAGHER; MARTINOU, 2000;
GOGVADZE; ORRENIUS; ZHIVOTOVSKY, 2006; TARAZONA, A. M. et al.,
2006; TARAZONA, A.M.; OLIVERA-ANGEL; LENIS, 2010).

O saco vitelino apresentou uma alta atividade mitocondrial nos primeiros
estagios de gestacdo, entre 23 a 27 dias (Grupo I), 0 que sugere uma atividade
metabolica ainda favoravel para o embrido (TARAZONA, A. M. et al., 2006).

A mitocdndria desempenha um papel central na ativacdo das caspases
através da liberagdo do citocromo-c (via intrinseca) (TARAZONA, A.M.;
OLIVERA-ANGEL; LENIS, 2010), em nossos resultados a expressao do
citocromo-c apresenta um aumento nos grupos com idades avancadas, entre
33 a 57 dias (Grupo Il — VI), o que representaria a ativacdo da apoptose

mediante as caspases e portanto demonstraria que 0 saco vitelino estaria
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involuindo para delegar sua funcdo a placenta no decorrer do processo
embrionario.

Durante o processo de apoptose a membrana mitocondrial torna-se
permeavel a muitas proteinas, dentro destas, o citocromo-c (DESAGHER;
MARTINOU, 2000; PERKINS; BOSSY-WETZEL; ELLISMAN, 2009; ULIVIERI,
2010) o que explicaria o aumento proporcional com o avanco da idade
gestacional.

As caspases pertencem a familia das cisteinas proteases (possuem uma
cisteina no sitio ativo) que possuem a capacidade de reconhecer e clivar
substratos que contenham residuos de aspartato (NICHOLSON, D. W.;
THORNBERRY, 1997). A expressao da caspase 3 no grupos | foi altamente
significativa em comparacdo com 0s outros grupos, pelo qual pensariamos que
apresenta uma relacdo com a expressao dos marcadores de sintese, por tanto
a involucao do saco vitelino estaria relacionada com a indugéo da apoptose.

A necrose € um tipo de morte celular, na qual as células sofrem uma
perda da permeabilidade celular e consequente, agregacdo da cromatina,
desorganizacado do citoplasma, perda da integridade da membrana plasmatica
e consequente ruptura celular (ZIEGLER; GROSCURTH, 2004). Pela
expresséo dos marcadores Anexina V/PI visualizamos um aumento progressivo
da necrose na medida em que idade gestacional do saco vitelino aumenta
porem a expressao da Anexina V torna-se diminuida no avanco da idade
gestacional, o qual demonstraria que 0 saco vitelino torna-se disfuncional pela
perda da atividade celular no metabolismo e a fun¢cdo que desempenha na
supervivéncia do embrido no primeiro terco da gestacao.

A Anexina-V foi o marcador com maior expressao em todas as idades
embrionérias. Interessantemente, este marcador além de expresso por células-
tronco, é responsavel pela ativacdo apoptética celular (ANAZETTI; MELO,
2007). Neste caso, podemos inferir que o saco vitelino nesta espécie, por ser
transitério, ja apresenta mecanismos de ativagdo apoptética desde idades
iniciais enquanto ele esta ainda ativo, conforme encontramos em dados de
microscopias optica, eletronica de transmisséo, eletronica de varredura das
idades analisadas.

A partir deste perfil de superexpressédo, podemos sugerir outra funcéo

ainda nado descrita do saco Vvitelino: como anticoagulante placentario
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(BARRETO FILHO; MARQUES JUNIOR, 1993; DE LAAT et al., 2007), pois
pode manter a homeostase dos tecidos placentarios com papel funcional de
maturacdo e n&o descolamento da placenta (GALDOS-RIVEROS et al.,
2010a), o que poderia levar a um aborto ainda no periodo embrionario.

Durante a apoptose uma cascata de eventos levam um organismo a
uma morte celular programada, mas tem agentes que tentam evitar o processo,
sdo conhecidos como membros da familia da Bcl-2 (HOCKENBERY et al.,
1990). Este e seus homodlogos pertencem a uma familia de proteinas que
promovem ou previnem a apoptose. Sado potentes reguladores das mudancas
mitocondrias durante a apoptose e necrose (SKOMMER; WLODKOWIC;
DEPTALA, 2007).

Entre os membros que inibem a apoptose temos: Bcl-2 e Bcl-X,, a
expressao do marcador Bcl-2 no saco vitelino mostrou um aumento significativo
no grupo com menor idade gestacional (Grupo I) o que sugere que ainda
apresenta uma atividade metabdlica funcional, a apoptose estaria presente por
estar participando nos processos de organogénese e na involucao.

Os outros membros da familia Bcl-2 que promovem a apoptose, entre
eles as proteinas BAX e BAD apresentam atividade pro-apoptética (YANG et
al., 1995; ZHA et al., 1996). A expressao dos marcadores BAX e BAD mostrou
um aumento significativo da atividade apoptdtica no saco vitelino,
demonstrando uma correlagdo positiva e aumento deste marcador nas idades
mais velhas. A involug&o do saco vitelino acontece muito cedo nos ruminantes
(MOSSMAN, 1987; NODEN; LAHUNTA, 1990). A expressao dos marcadores
de morte celular (apoptose e necrose) mostrou que o saco vitelino com idade
gestacional menor, especificamente entre 23 a 27 dias (Grupo — I), apresenta
atividade funcional significativa em comparagdo com 0S outros grupos, nos
quais os processos de apoptose tardia e consequente necrose encontram-se
ativados.

A superfamilia dos receptores fatores de necrose tumoral (rTNF) inclui
diversos receptores, entre eles o r-TNFR-1, Fas/CD95, TRAIL. Os membros da
familia r-TNF tém por principal caracteristica um dominio extracelular rico em
cisteina (ASHKENAZI, 2002). A via extrinseca € desencadeada pela ligacao de

ligantes especificos a um grupo de receptores de membrana da superfamilia



133

dos receptores de fatores de necrose tumoral (r-TNF). Esta ligacéo € capaz de
ativar a cascata das caspases (BUDIHARDJO et al., 1999).

A expressdo do marcador r-TNF no saco vitelino com idades mais novas
(Grupo — 1) demonstra que esta via de apoptose esta ativada (BUDIHARDJO et
al., 1999; ASHKENAZI, 2002). Nos outros grupos a expressao encontra-se
diminuida pela inatividade ou processo de involucdo do saco vitelino.

O ciclo celular € um processo pela qual as células se reproduzem, e faz
parte no crescimento e desenvolvimento de todos os seres vivos (NURSE,
2000). Os eventos de maior transcendéncia do ciclo celular sdo as que dizem
respeito a copia e particionamento do material hereditario que é a replicacao do
DNA cromossOmico durante a fase S e separando os cromossomas replicados
durante a mitose (NURSE, 2000).

Andrews et al. (1992) estudaram o ciclo celular de células sanguineas do
saco vitelino de embrides de ratas na qual observaram um aumento na fase S
do ciclo celular que indica uma parada na capacidade proliferativa e demora na
regulacdo que normalmente ocorre nas fases Go/G; e G,/M de tecidos, células
maturas e linhagens celulares em cultura (O'FARRELL, P. et al., 1989). O ciclo
celular do saco vitelino de embrides bovinos apresentou um aumento das
células hapléides com DNA fragmentado, uma parada na fase Go/G; de todos
0S grupos gestacionais, aumento da fase S e uma parada da fase G,/M que
indica uma diminuicdo da capacidade proliferativa que corrobora com o0s
resultados da expressdo do marcador PCNA, desta maneira podemos afirmar
que quanto maior a idade gestacional menor € a capacidade de proliferacdo
celular do saco vitelino.

Nossos estudos somam-se aos de Andrews et al. (1992), relativamente
a interrupcdo que sofreu na fase Go/G; dos nossos experimentos. Estes
indicam um atraso ou dano do DNA que se mostrou pela expressao e aumento
da populacdo Sub Gi, em todos os grupos gestacionais. O'Farrell et al. (1989)
demonstram que as células que se encontram na fase S estdo em atraso na
regulacédo do ciclo celular que normalmente ocorre nas fases G; e G, em
tecidos e células (ALBERTS et al., 2011).

A importancia dos tipos individuais de colagenos no desenvolvimento e

morfogénese de embribes de camundongos tem sido demonstrada por varios
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estudos (LOHLER; TIMPL; JAENISCH, 1984; LI, S. W. et al., 1995;
COSGROVE et al., 1996; LIU, X. et al., 1997).

A HSP 47 é uma proteina de shock térmico que cumpre uma funcao de
chaperona molecular. Essas proteinas se ligam a cadeias polipeptidicas
parcialmente enoveladas e as ajudam a atingir sua conformacao nativa da
maneira mais favoravel energeticamente. Alem disso, elas sdo extremamente
importantes nas condi¢cdes do citoplasma, pois elas impedem que proteinas
recém-sintetizadas se associem erroneamente. Contudo, a conformacéo final
tridimensional da proteina é especificada pela sua sequencia de aminoacidos:
as chaperonas apenas tornam o processo de enovelamento mais eficiente e
confiavel (ALBERTS et al., 2011)

A capacidade de sintese avaliada pela expressdo da proteina HSP47
mostrou um aumento significativo no grupo de menor idade gestacional, porém
em menor propor¢do no resto dos grupos gestacionais, a proteina HSP47 esta
localizada no reticulo endoplasmatico das células produtoras de colageno, e
esta intimamente associada com a taxa de montagem do procolageno (TASAB;
BATTEN; BULLIED, 2000; BROWN et al., 2005; TAGUCHI et al., 2011).

Nagai et al. (2000) afirma que a deficiéncia da proteina HSP47 impede
ao colageno | de formar a estrutura triple helicoidal do procoladgeno presente
nas ceélulas, resultando em um desenvolvimento embrionéario anormal. Tais
resultados nos levam a pensar que a diminuicdo da expressao do marcador
HSP47 nos grupos Il a VI do saco vitelino, estdo perdendo a capacidade de
sintese do procolageno com o decorrer da idade gestacional, originada pelo
aumento da apoptose, que consequentemente levaria a morte e involucdo do
mesmao.

O desenvolvimento in situ de células epiteliais provenientes do precursor
de células mesodermais (angioblasto) € conhecido como vasculogénese. A
vasculogénese compartilha os processos de proliferacdo de células endoteliais
e formac&o do lumen com a angiogénese, a formacdo das redes vasculares
pela germinacdo de células epiteliais vindas de vasos existentes (PALIS, J.;
MCGRATH; KINGSLEY, 1995; PEREDA, 2001)

Existem muitos tecidos com capacidade angiogénica, como por
exemplo, vasos cerebrais em mamiferos (particularmente no hipotalamo e

corpo pineal), retina, ovarios testiculos, glandulas salivares, sinovia e figado.
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Similar capacidade angiogénica tem apresentado os adipdcitos, células
epidermais, macréfagos, linfécitos T e no saco vitelino embrionério (FAJARDO,
1989).

Durante a embriogénese, a expressdo do receptor do VEGF-R1
encontra-se criticamente envolvido na formacéo do sistema vascular atraves da
regulacdo do crescimento e sobrevivéncia dos vasos sanguineos (BREIER,
2000). O saco vitelino € uma membrana vascularizada durante as primeiras
semanas do desenvolvimento do embrido (PALIS, J.; MCGRATH; KINGSLEY,
1995; PALIS, J. et al., 2001). O VEGF parece ser um dos mais importantes na
familia, atua como um elemento regulador da angiogénese temporaria, sendo
produzido de modo paracrino pela endoderme (RISAU; FLAMME, 1995; NICO
et al., 2001; KOHN-LUQUE et al., 2011).

Este fator de crescimento é importante para um desenvolvimento normal
da vasculogénese e angiogénese no saco vitelino, que demonstrou ser
expressa nos déi s primeiros grupos (I e 1) com idades gestacionais menores
em comparagdo com 0S outros grupos, isto nos sugere a presencga ativa do
VEGF no mesoderme do saco Vvitelino contribuindo na formacdo da
vascularizacgao vitelino, que também observamos nos achados histoldgicos.

Cheung (1997) estudou o VEGF no desenvolvimento embrionario e fetal,
e afirmou o papel critico deste fator de crescimento em ratos transgénicos que
necessitam de uma coépia do gene do VEGF, este animais morrem “in utero”,
afetados por uma angiogénese aberrante no saco vitelino e no embrido
propriamente dito.

O processo de involucdo do saco vitelino produz a inibicdo do VEGF
como observado nos grupos Il a VI. As demandas metabdlicas direcionam a
vascularizacdo dos tecidos extra-embrionarios para a formacdo da placenta,

que acompanhara o desenvolvimento normal do embrido até o nascimento.
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6.5 MARCADORES DE DIFERENCIACAO CELULAR

A marcacao celular € uma importante ferramenta que define o potencial
e a plasticidade caracteristica de uma populacdo celular. Neste sentido,
Pessolato (2011) observou uma contradicdo da literatura em descrever a
potencialidade das células-tronco do saco vitelino como pluripotenciais
(BEIGUELMAN, 2000; CHO et al., 2006). As células-tronco pluripotentes sdo
apenas aquelas extraidas da massa celular interna do blastocisto (THOMSON
et al., 1998; LIU et al., 2004; LINHENG; LI; TING XIE, 2005). Ap0s este estagio
as ceélulas possuem uma potencialidade mais limitada, uma multipotencialidade
(PESSOLATO, 2011). Portanto, as células vitelinas apesar de serem extraidas
de estagios iniciais de desenvolvimento embrionario sdo consideradas células-
tronco adultas (ZAGO; COVAS, 2006; PESSOLATO et al., 2010).

Apesar da inconsisténcia da literatura em relacdo ao potencial das
células-tronco do saco vitelino, foi possivel observar que, mesmo sendo estas
células consideradas células-tronco adultas multipotentes pela classificacéo e
consenso geral, as mesmas mantém niveis consideraveis de marcadores
primitivos caracteristicos de pluripoténcia como Oct-3/4 e NANOG (THOMSON
et al, 1998; LIU et al, 2004) em todas as idades embrionarias.
Surpreendentemente, as células vitelinas dos embrides bovinos estudados
apresentaram um aumento na marcacgao de tais marcadores com o decorrer do
desenvolvimento embrionario. Fato este que ndo era esperado, uma vez que
contradiz literaturas renomadas de padronizacao das células-tronco dos mais
diferentes tecidos.

Além disso, as células vitelinas apresentaram marcacao significativa do
marcador CD133, gene este que €& essencialmente expresso pelo
hemangioblasto (MILLAUER et al., 1993; KABRUN et al., 1997; FORRAI,
ROBB, 2003; BERTRAND; TRAVER, 2009; LANCRIN et al., 2009), e por
células-tronco hematopoéticas primitivas de corddo umbilical (ZAGO; COVAS,
2006). No trabalho de Pessolato (2011) em que foram analisadas células-
tronco primitivas do saco vitelino de embrides ovinos em diferentes idades de
desenvolvimento, foi observada por Real Time, uma alta expresséo deste gene

principalmente entre as idades de 24 e 27 dias, quando segundo ela, tal gene
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era provavelmente requerido para o desenvolvimento das ilhas sanguineas
(MANDRIOTA; MENOUD; PEPPER, 1996). Interessantemente, este marcador
também apresentou aumento nos indices de expressdo com o decorrer do
desenvolvimento embrionario em nossas analises em bovinos, contradizendo
toda a literatura de embasamento deste marcador.

O marcador de superficie celular Stro-1 é considerado o melhor
marcador para células-tronco mesenquimais (KOLF; CHO; TUAN, 2007),
porém nao € exclusivo para este tipo de célula, uma vez que a determinacao
de tal tipo celular depende de uma gama de outros fatores de transcricdo, bem
como de diferenciacdo e morfolégicos. O CD 90 ja € um marcador expresso em
uma série de linhagens celulares fibroblasticas estromais, endoteliais, e
algumas linhagens celulares tumorais. Esta envolvido na adesdo e migracao
(SICLARI; QIN, 2010), ou seja, é considerado um marcador de células-tronco
em um estagio mais acometido de desenvolvimento. No presente estudo, o
contrario do esperado para o estagio de desenvolvimento dos embrides
estudados, tais marcadores mantiveram indices consideraveis, porém baixos
em todas as idades analisadas. No entanto, apesar de semelhante aos outros
marcadores, estes também apresentaram um nivel de marcacdo aumentado
com o desenvolvimento embrionario.

Estas caracteristicas reforcam a hipétese de que as células vitelinas
contradizem as caracteristicas moleculares esperadas para outros tipos de
células-tronco. Elas apresentam marcadores de um potencial mais amplo de
diferenciacdo que deveriam ter sido perdidos em estagios bem anteriores aos
gue 0s mesmos apresentam, segundo a literatura afirma em células humanas.

Talvez este perfil fosse alterado se as mesmas fossem submetidas a
condicbes de cultura, mas ndo mudaria o fato do saco vitelino ser uma
interessante e enigmatica fonte de células, com potencial de utilizacdo em

diversas areas de pesquisa.
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7 CONCLUSOES

O desenvolvimento do embrido € complexo e influenciado por diversos
fatores, sendo totalmente dependente de um balanco adequado entre o
metabolismo que engloba a proliferacdo, diferenciacédo e morte celular. O saco
vitelino é um anexo embrionario presente em todas as espécies de
vertebrados, portanto desempenha func¢des chave durante o desenvolvimento
embrionério, durante este processo muitas células serdo criadas e outras sao
levadas a morte, contribuindo para a formacao dos érgéos e tecidos. Embora o
tempo de vida do saco vitelino seja curto a importancia dele perdurara durante
toda a vida do novo ser. A involucdo do saco vitelino de embrides bovinos tanto
morfologicamente como bioquimicamente, determina o fim do primeiro trimestre
de gestacao e fisiologicamente significa a sobrevivéncia do embrido frente a
diversos estimulos.

Os resultados apresentados neste exemplar permitiram concluir:

¢ A analise morfoldgica do saco vitelino mostrou uma involugéo a partir do
dia 30° de gestacdo embrionaria bovina;

e O saco vitelino demonstrou ser um 0Orgdo que sintetiza, transporta
importantes proteinas para o embrido tais como filamentos de actina ou
tubulina do citoesqueleto, histona, sub unidades da hemoglobina, HSP-
B1, proteina ribossomal, marcadores da matrix extracelular vimentina.

e O saco vitelino demonstrou a presenca de metabolitos que estédo
relacionados com o desenvolvimento do embrido tais como alanina, mio-
inositol, taurina, colina e glicerofosfocolina, cadaverina, glutamato,
glutamina, lactato, hidrouracila, creatina e creatinina, aspartato e lisina.

e O saco vitelino demonstrou ser fonte de células-tronco adultas
expressas nos marcadores Stro-1, CD90, CD133, NANOG,

e Ocorreu uma correlacdo entre a presenca de metabolitos e proteinas
envolvidos nas de vias de sinalizacdo da morte celular nos diferentes
periodos de gestacéo do saco vitelino de embrides bovinos.

e O saco vitelino demonstrou apoptose nas idades mais novas e necrose

nas idades mais velhas.
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