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RESUMO

SANTOS, J. R.A. Caracterizacdo de células pluripotentes indiferenciadas do saco vitelino de

ratas wistar diabéticas, Nucleo de Pds-graduacao em Medicina, Mestrado em ciéncia da Sadde

— NPGME/UFS, 54p, 2013.

Introducao: A terapia com células-tronco tem sido aplicada como coadjuvante no tratamento
para algumas doengas ou distirbios. Uma variedade de células pluripotentes tém sido
investigadas essas células podem ser encontradas na placenta, corddo umbilical, polpa de
dentes. No entanto o comportamento de células pluripotentes submetido a um disturbio
fisiolégico concomitante como diabetes ndo foi totalmente compreendido. Métodos: O
objetivo foi avaliar o potencial de proliferacdo, e a caracterizacdo de marcadores de células-
tronco para diferenciacdo potencial celular, atividade mitocondrial, ciclo celular e apoptose
das células-tronco do saco vitelino obtidos de ratas em 15 e 20 gd em condi¢cdes normais e
hiperglicémicos usando a citometria de fluxo para analisar as fases do ciclo celular, o
potencial da membrana mitocondrial, a expressao de Stro-1, CD90, Nanog, Out 3/4, CD117,
CD115, CD 44, CD34, de VEGF-R1, a COX-2, a MCP-1, IFN-G R1, L 1 e a caspase-3.
Resultados: Nos grupos diabéticos observou-se elevados niveis de inatividade mitocondrial,
diminuindo intensamente em fase G2 / M, sobre a expressdo de caspase, diminuicdo da
expressao dos marcadores formadores de adesdo como CD 44, CD 34, e NANOG. Aumento
da Pluripotencia dos receptores CD 90, VEGF-R1, TNF-R1, IL-1, COX-2, Caspese
Discussao: No dltimo periodo de diabetes gestacional pode estar associado a
desregulamentacdo permeabilidade, integridade mitocondrial, liberacdo de citocromo c,
reducdo da progressdao do ciclo celular, ativagdo da apoptose e diminui¢do da capacidade
proliferativa. Conclusdo: Diabetes parece ter uma influéncia negativa sobre o comportamento

das células do saco vitelino nos ultimo periodo de gestacdo.

Descritores: Diabetes, células-tronco, saco vitelino, Desenvolvimento embriondrio em

gestacgdo.



ABSTRACT

SANTOS, J. R. A. Characterization undifferentiated pluripotent cells of the yolk sac of
diabetic rats wistar. Center for Postgraduate Medicine, Master of Health Science - NPGME /
UFS, 54p, 2013

Introduction: Stem cell therapy has been applied as coadjutant or treatment for some
diseases or disorders. A range of sources of pluripotent cells have been investigated as
placental, umbilical cord, teeth pulp, fat. However pluripotent cell behavior submitted to a
concomitant physiological disorder as diabetes has been no fully understood. Methods: We
aimed to evaluate proliferative potential, and the characterization of stem cells markers for
potential cell differentiation, mitochondrial activity, cell cycle and apoptosis in samples of
stem cells from yolk sacs obtained from rats in 15 and 20 gd in normal and hyperglycemic
conditions using flow cytometry to analyze cell cycle stages, mitochondrial membrane
potential, expression of Stro-1, CD90, Nanog, Oct 3/4, CDI117, CDI115, CD 44, CD34,
VEGF-R1, COX-2, MCP-1, INF-G R1, L 1 and phosphorylated Caspase-3. Results: In
diabetic groups we observed high levels of mitochondrial inactivity, intensively decreasing in
G2/M phase, over expression of caspase, decreased expression of adhesion formation markers
such as CD 44, CD 34, and NANOG. Increased pluripotency CD 90 receptor, VEGF-R1,
TNF-R1, IL-1, COX-2, Caspese. Discussion: In the last period of gestation diabetes might be
associated to permeability deregulation, mitochondrial integrity, cytochrome c release,
reduction in the cell cycle progression, apoptosis activation and proliferative capacity
decreasing. Conclusion: Diabetes seems to play a negative influence on yolk sac cell

behavior in the last period of gestation.

Descriptors: Diabetes, Stem Cell, Yolk sac, Embryonic Development, Gestation.
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1 INTRODUCAO
As células tronco podem ser classificadas quanto a sua origem em células tronco
embriondrias, fetais ou adultas, caracteristicamente apresentam capacidade em se diferenciar

em células especializadas formando os tecidos, além de células-filhas idénticas as células-

mae, conferindo-lhes auto-renovagdao. (WENCESLAU, 2009).

Essas células, devido a sua caracteristica de potencialidade em formar células
especializadas, tém-se mostrado bastante promissora no tratamento dos agravos a satide como
a recuperacdo de tecido neurolégico (doenca de Parkinson, lesdo da medula espinal), tecido
enddocrino do pancreas (diabetes), células musculares e vasos cardiacos (insuficiéncia
cardiaca, IAM) (CAPLAN, 1991; HOCHEREAU-DE REVIERS, 1993; GEARHART et al.,
1998 COVAS; ZAGO, 2004; GJIORRET, 2005; PERREIRA, 2008).

O saco vitelino € um anexo embriondrio considerado uma fonte promissora de células
pluripotentes por possuir populacdes progenitoras de células hematopoiéticas e
mesenquimais, ambas as populacdes importantes para o desenvolvimento placentério,
embriondrio e fetal. Acrescenta-se ainda que esta fonte de células ainda é pouco explorada

(WENCESLAU, 2009).

O diabetes € uma doenca que interfere no metabolismo celular. Refere-se ainda que no
periodo gestacional embriondrio possa acarretar em distirbios metabdlicos na proliferacdo
endotelial e no crescimento vascular de diversos tecidos comprometendo o desenvolvimento

embrionario (MAYHEW et al., 2004; PERES et al., 2009).

A investigacdo dos fatores desencadeados pelo diabetes pode ser relacionada as
alteracdes que podem acontecer no metabolismo celular do saco vitelino, durante o
desenvolvimento embriondrio. Nao obstante, a caracterizacdo dos mecanismos envolvidos na
proliferacdo e morte celular pode contribuir para o melhor entendimento dos fatores de
morbidade e mortalidade dos recém-nascidos de gestantes diabéticas. Adicionalmente, a
utilizacdo terapéutica de células tronco embriondrias permanecem controversas quanto a
eficacia do auto-transplante em pacientes acometidos por doengas sist€micas como no caso do

diabetes.

Desta forma o presente trabalho buscou avaliar os potenciais proliferativo, energético
mitocondrial, e de diferenciacdo celular pela expressdo de marcadores celulares, além de
analisar o perfil do ciclo celular e de ploidia de células pluripotentes do saco vitelino

coletados de ratas no 15° e 20° dia de gestagdo (dg) em condi¢cdes normais e hiperglicémicas.
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2 REVISAO DA LITERATURA
2.1 DESENVOLVIMENTO EMBRIONARIO E FORMACAO DO SACO VITELINO

O desenvolvimento embriondrio se inicia apés a fusio de um gameta feminino e
masculino, resultando em uma célula diploide chamada zigoto. Apds repetidas clivagens,
ocorre a formacao do blastocisto que passa por diversas modificagdes até a formacao do disco
embriondrio, o qual d4 origem as camadas germinativas que formam todos os tecidos e 6rgaos
do embrido. Adicionalmente, formam-se nesse estdgio, as estruturas extra-embriondrias:
cavidade aminidtica, saco vitelino (SV), pediculo do embrido e saco coridonico (MOORE,

PERSAUD, 2004).

O periodo gestacional em ratas tem duracdo em torno de 21 dias£24 horas. A implantagdo
do blastocisto ocorre entre 0 4° € 0 5° dia de gestagdo (dg). Até a formagdo da placenta que
ocorre no 11° dg, o embrido depende das trocas entre o sangue materno extravasado na
decidua e as estruturas extra-embriondrias para nutri¢do e as trocas metabodlicas. Ente outras
estruturas o saco vitelino € um anexo embriondrio, que em ratos desempenha um papel
nutritivo importante, durante a primeira metade da gravidez (JOLLIE, 1990), apresentando

como uma estrutura em forma de saco ligada a regido ventral do embrido.

Inicia sua formacgdo por volta do 7° dia de gestacdo e alcanca o seu desenvolvimento ao
redor do 10° dia de gestagdo até o estabelecimento da circulacao carialantéiode (CARNEY, et
al., 2004). Desempenha vérias fun¢des durante o desenvolvimento gestacional, tais com a
nutricdo do embrido, sintese proteica, atividade fagocitéria, além da capacidade de originar

células tronco multipontente e pluripotentes. (RIVEROS, 2010).

Morfologicamente a parede do saco vitelino é 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 hematopoiético e macréfagos

(RIVEROS, 2009).

Nos ratos, o saco vitelino inicia sua regressdo por volta da segunda ou terceira semana
gestacional, a medida que o alantdide se expande para se fusionar com o cérion. (HAFEZ;
2004; MIGLINO et al., 2006; MIGLINO. 2009.). O processo de diferenciagdo placenta se
inicia por volta do dia 12 de gestacdo (AKAZAWA, 2005), formando as ligacdes vasculares
necessdrias para o transporte de nutrientes (JOLLIE, 1986 e MARANGHI et al., 1998).
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Na maioria dos roedores o saco vitelino sofre um processo de inversdo junto a placenta
principal formando a placenta vitelina. Durante a maior parte da gestagcdo, o saco vitelino do
rato € a placenta funcionante do embrido no periodo inicial da organogénese, contém camadas

de células gigantes trofobldsticas e um grande teor de proteinas (CHARLES, et al.1975).

Nos roedores tais como os ratos o saco vitelino persiste até o nascimento como uma
estrutura enrugada altamente vascularizada sendo o primeiro local de producdo de células
sanguineas no rato (LEE, et al., 1983; BIORKMAN et al , 1989). E de grande importancia
como um mediador de trocas entre a mae e o embrido, ¢ responsavel pela nutricdo do embrido

entre a 6° ¢ 0 10°-11° dia de gestagdo (dg). (WENCESLAU, 2009).

2.1.2 Relacoes Morfofuncionais do Saco Vitelino

Em todos os eutérios, o periodo gestacional divide-se em duas fases: a embrionédria e a
fetal. O estdgio mais critico para a sobrevivéncia do concepto ocorre na fase embriondria, que
depende de uma forte e harmoniosa inter-relacdo entre o embrido e o saco vitelino

(RIVEROS, el al., 2010).

O papel dominante do saco vitelino, tanto no desenvolvimento, como na evolucido das
membranas fetais dos vertebrados, € a razdo principal do seu uso como maior indicador das
relacOes filogenéticas entre os eutérios (MOSSMAN, 1987). Atualmente, ndo se tem duvidas
de que o saco vitelino desempenha um papel fundamental durante a fase inicial da gestacao
(NOGALES:BELTRAN;GONZALEX, 1993), com funcdo tréfica para a sobrevivéncia do
embrido (FUKUDA, 1973). E um grave erro propor que essa estrutura seja apenas um 6rgao
vestigial e sem importancia funcional. Além disso, alteracdes na morfogénese do saco vitelino
repercutem diretamente no desenvolvimento normal das fungdes vitais do embrido

(RIVEROS et al., 2010).

A maioria das espécies animais apresenta particularidades especificas durante o
desenvolvimento embriondrio. Porém, todas desenvolvem uma sequéncia bdsica bastante
semelhante: Segmento ou clivagem, gastrulacdo, neurulagdo e organogénese (NODEN;
LAHUNTA, 1990) Os movimentos morfogenéticos das células do disco embrionério s6 sdo

possiveis gracas ao saco vitelino e a cavidade amnidtica (SADLER, 2005).

A formacdo do saco vitelino inicia-se quando o hipoblasto (endoderma) sofre
deslocamento e delamina-se, dando origem a cavidade de bldstula. O mesoderma formado no

botdo embriondrio primitivo migra entre o epiblasto e o hipoblasto (MOSSMAN 1987;
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JUNQUEIRA; ZAGO, 1982). Este transforma a blastula em uma estrutura de tré€s camadas. O
epiblasto é transformado no trofoblasto do cério. A cavidade revestida pelo endoderma é o
saco vitelino, drea que circunda o vitelo. Este completa seu desenvolvimento no momento em
que a porcdo extraembriondria de celoma se alarga. Assim, o saco vitelino é uma
esplancnopleura, que inicialmente tem uma extensa conexdao com a somatopleura coridnica.
Constituido por células originadas a partir do disco embriondrio, ele forma inicialmente uma
camada fina de ectoderma (saco vitelino unilaminar ou onfalopleura). Subsequente a
migracdo de células das camadas internas, do endoderma para o ectoderma, forma o saco
vitelino bilaminar e, finalmente, o crescimento do mesoderma, entre os dois primeiros, dao
origem ao saco vitelino trilaminar. (MOSSMAN, 1973; WOODING; BURTON, 2008). Caso
ndo esteja presente o vitelo, hd o desenvolvimento das duas ultimas camadas da mesma forma
que gera um blastocisto unilinaminar, que produz a partir de uma esfera sélida de células a

morula (WOODING:BURTON,2008).

Nos peixes e nos anfibios, o mesoderma do saco vitelino trilaminar forma vasos
sanguineos que vascularizam esta estrutura e transportam conteido para o crescimento do
embrido. Esta irrigacdo do saco vitelino persiste em alguns peixes ap0s a liberacao do embrido
para a formacdo do ovo. A retencdo do desenvolvimento do embrido dentro da mae permite a
possibilidade de modificar a vascularizacdo do saco vitelino, para direcionar a troca
maternofetal. Varios peixes cartilaginosos (elasmobranquios — raias) desenvolveram este tipo
de sistema placentdrio enquanto que os peixes 0sseos (osteites) e os anfibios modificaram

outras partes de sua superficie corporal, para 0 mesmo fim (WOODING;BURTON, 2008).

Nos répteis e mamiferos, a propagacdo inicial do mesoderma converte somente a parte
superior do saco vitelino bilaminar dentro da forma trilaminar vascular. Isso é baseado pelo
desenvolvimento de outras membranas extraembriondrias do tipo amnidtica: corio, amnio e

alantoide (WOODING;BURTON,2008).

Durante a fase inicial de alogamento do saco vitelino, o endoderma diferencia-se, em
células prismaticas e células achatadas, as quais acompanham o trofoblasto (RUSSE et al.,

1992)

O saco vitelino é o primeiro anexo a ser formado, por uma camada do epitélio
endodérmico, acompanhado pelo mesénquima fetal vascularizado (vaso vitelinico). Nas aves
tém a funcdo de conter o vitelo, desintegra-lo, absorver substancias nutridoras e leva-las para

o embrido, mediante vasos vitelinicos (ZAGQO; COVAS, 2006).
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Nos humanos, por volta do sétimo dia de desenvolvimento embrionério, a massa celular
interna do blastocisto se organiza em duas camadas celulares, passando a ser constituido por
disco bilaminar que é formado por epiblasto e hipoblasto. Paralelamente o trofoblasto também
se diferencia em duas camadas, a mais externa € a que estd em contato direto com a mucosa
uterina, chamada de sinciciotrofoblasto, e uma camada interna denominada citotrofoblasto

(JUNKEIRA; ZAGO, 1982).

Entre o citotrofoblasto e o epiblasto aparecem pequenos espacos que se confluem,
formando uma cavidade dnica a cavidade amniética. No nono dia de gestacdo do humano, 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 ndao mantém contato com o citotrofoblasto porque estd forrada pela membrana de
Hauser, € conhecida como saco vitelino primitivo ou cavidade exocelomica (JUNKEIRA;

ZAGO, 1982; SADLER, 2005).

Ao longo de toda superficie interna do citotrofoblasto, destacam-se células que

constituirdo o mesoderma extraembriondario, revestindo inteiramente o Aamnio e o saco vitelino

primitivo JUNQUEIRA; ZAGO, 1982).

Por volta do 12° dia de idade o blastocisto humano, as células endodérmicas comecam a
revestir internamente a membrana de Hauser, formando a cavidade, denominada de saco
vitelino secundario ou definitivo (JUNQUEIRA; ZAGO, 1982; MOORE; PERSAUD, 2004;
SADLER, 2005).

Este novo saco é menor e localiza-se entre o dmnio e cério, na cavidade celdomics
extraembriondria. Permanece unido ao embrido pelo pediculo vitelino através alga intestinal

média (PEREDA et al.,1988; SADLER, 2005) ficando aberto para a cavidade vitelina.

Durante os dobramento do embrido o saco amnidtico empurra o saco vitelino, ficando
este preso ao corpo do embrido por um fino pediculo vitelino. O saco vitelino, nos mamiferos,
persiste apenas como uma estrutura rudimentar, bem como o pediculo alantoico, mais caudal

que o primeiro, ficando incorporado pelo corddo umbilical (GARCIA; FERNANDEZ, 2001).

O saco vitelino, em humanos, ¢ um 6rgdo flutuante na cavidade excélomica, entre a
placenta e a cavidade amnidtica, participando do desenvolvimento do embrido. Est4, durante a
6° semana de gestacdo, como uma estrutura esférica e cistica, coberta por numerosos vasos

superficiais pequenos, os quais se fundem na base do ducto vitelino e liga o saco vitelino 4
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parte ventral do embrido, diretamente ao intestino e 4 principal circulacio sanguinea

(GONZALES - CRUSSI; ROTH, 1976; JONES; JAUIAUX, 1995).

De acordo com Hafez e colaboradores (2004) em animais domésticos, a lamina
mesodérmica se divide e combina com o trofoectoderma, para formar o saco vitelino. Nos
ruminantes, o saco vitelino é grande e vascular. E completamente cercado pela cavidade
embriondria, soltando-se do cério pelo 20° dia de gestagdo na vaca. Como resultado, préximo
ao 25° dia, o saco vitelino foi reduzido a uma estrutura sélida como um corddao (LATSHAW,

1987).

Berone (1976) afirma que o saco vitelino sofre involucdo e se degenera muito cedo nos
ruminantes e a partir da segunda semana, seus vestigios ndo sao encontrados até o final da

gestagdo.

Na ratazana, o saco vitelino € o principal 6rgdo nutritivo do embrido antes da formacgao
da placenta alantdida funcional. No camundongo, o saco vitelino é desenvolvido e similar ao
da ratazana, envolvendo completamente o amnio durante a maior parte da gestacdo
(RENFREE; HENSLEICH; MCLAREN, 1975). J4 no macaco rhesus, o saco vitelino
degenera rapidamente e possivelmente ndo chega a ser funcional (NORDEN; LAHUNTA,
1990).

2.1.3 Aspectos macroscopicos e microscopicos do saco vitelino em diferentes espécies

Morfologicamente a parede do saco vitelino € constituida por trés camadas sobrepostas:
um epitélio de revestimento hipoblasto interno, um epitélio de revestimento externo, que
corresponde ao citotrofoblasto em contato direto com o exoceloma e um tecido mesenquimal
entre ambas as superficies, que contém vasos sanguineos, tecido hematopoético e macréfagos

(PEREDA; CERISSOLA, 1988; PEREDA; MOTTA, 1999).

Nos ruminantes o saco vitelino é grande, vascular e completamente cercado pela cavidade
extraembriondria. Ele solta-se do cério pelo 20° dia de gestacdo e reduz-se a uma estrutura
solida como um cordio, ao redor dos 25° dia (LATSHAW, 1987). Assis Neto et al., (2010)
descreveram que em embrides bovinos o saco vitelino se desenvolve até o dia 30 de gestagao

e torna-se macroscopicamente visivel até o dia 50 de gestacao.

Riveros (2009) observou diferencas morfolégicas do saco vitelino no inicio do
desenvolvimento, fase de atividade vitelina e fase de degeneracdo da membrana ainda em

idade embriondria, na espécie bovina. Aos 24 dias de desenvolvimento embriondrio, o saco
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vitelino apresentou alcas alongadas do péliculo embriondrio, ja aos 37 dias, o saco vitelino
encontra-se vascularizado, justaposto ao amnio e ao corddao umbilical de onde parte toda a

vascularizacdo da membrana cérioalantoide.

Em animais domésticos, o saco vitelino inicia sua regressdo por volta da segunda ou
terceira semana gestacional, 4 medida em que o alantoide se expande para se fundir com o
corio (HAFEZ;HAFEZ, 2004; MIGLINO et al.,, 2006). Na maioria das espécies de
mamiferos, o saco vitelino € ativo apenas durante o periodo embriondrio e involui no periodo

fetal.

E descrito ainda que a involugio do saco vitelino nos ruminantes comeca perifericamente
nos extremos e avanca centripetamente (RUSSE et al., 1992) sendo que partir da segunda
semana gestacional, seus vestigios nao sao mais encontrados (BARONE; 1976). Entretanto, a
funcdo do saco vitelino é estendida na placenta esférica da égua enquanto o alantoide se
expande gradualmente para substitui-lo no 30° dia de gestacdo (HAFEZ; HAFEZ, 2004). Na
maioria dos roedores o saco vitelino sofre um processo de inversao junto a placenta principal,
formando a placenta vitelinica. O saco vitelino da paca (Cuniculus paca) e da cutia

(Dasyprocta aguti) € invertido e vascularizado (CON CEI(;AO et al., 2008).

2.1.4 Funcao do saco vitelino

O saco vitelino € essencial para o desenvolvimento embriondrio, pois em fases iniciais ele
¢ responsavel pelo armazenamento e transferéncia do vitelo. O vitelo é um liquido
armazenado pelo saco vitelino, para suprir as necessidades nutricionais do embrido até que o

corddo umbilical ou a placenta verdadeira estejam estabelecidos (RIVEROS et al., 2010).

Muitos autores enfatizam a grande importancia funcional do saco vitelino para o processo
metabdlicos entre a mae e o feto (LARSEN, 1963 CARPENTER; FERM, 1969). Entretanto
alguns estudos mostraram que o saco vitelino também tem influéncia essencial nos processos
metabolicos e no transporte durante o periodo final da gestacado (KAUFMANN; DAVIDOFF,
1977).

Bloom e Bartelmez (1940) e Russe et al., (1992) descrevem que o saco vitelino é o
primeiro 6rgdao hematopoiético do embrido, além de demostrar uma importante atividade de
macrofagocitose, biossintese de proteinas e transporte de nutrientes para o embrido, até o
figado embriondrio ter amadurecido suficientemente para exercer suas funcdes (MIGLINO,

2009 TIEDEMANN, 1979, LIU et al., 1991).
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Em muitas espécies de mamiferos, o saco vitelino produz e transporta proteinas
necessarias ao desenvolvimento do embrido (RIVEROS, 2009), de forma seletiva (KING,
1982), participa no intercambio de metabdlicos (DOCHERTY et al., 1996) podendo ser um

excelente modelo para estudo de toxicidade.

O Saco vitelino atua na degradagdo de proteinas que mais uma vez oferece um importante
papel na nutricao fetal (KING, 1982). Sua fun¢do nos mamiferos é complexa, participando da
hematopoiese (FUKUDA, 1983; TIEDEMANN, 1979) e transferéncia de material materno,

tais como vitaminas aminoacidos (SHI et al., 1985).

Tiedemann (1979) afirmou que o saco vitelino de gatos possui vasos sanguineos
fenestrados e apresenta membrana basal completa. Estas condi¢des s@o favordveis a passagem
de proteinas e de células sanguineas, produzindo ainda as células germinativas que

constituirdo as células precursoras dos gametas: espermatozoides e 04citos.

O saco vitelino tem sido reconhecido hd muito tempo, por ter funcio hepdtica fetal como
a hematopoiese e proteinas de soro, durante o inicio do desenvolvimento embrionério (LIU et

al., 1991).

Riveros (2009) descreveu a andlise protedmica (estrutural e bioquimica) do saco vitelino
em bovinos e encontrou nos 23 a 37 dias de gestacdo a presenca de 970 a 1230 proteinas
contidas no saco vitelino, respectivamente. O saco vitelino de 23 dias apresentou proteinas
esséncias, diferencialmente expressas nos estdgios de desenvolvimento, como: Hemogen,
proteina responsavel pelo controle da proliferacdo e diferenciacdo de células hematopoiéticas;
a glicoproteina N-acetilgalactosamina 3-beta- galactosiltransferase -1, envolvida nos

processos de angiogénese, trombopoiese e no desenvolvimento da placenta.

O mesmo autor percebeu que o saco vitelino de 37 dias possuia proteinas esséncias deste
estdgio como a apoliproteina, podendo servir como uma ligacdo para o receptor de LDL e
para receptores especificos de apolipoproteina e dos tecidos hepdticos durante a
embriogénese. Estas proteinas sdo de vital importancia para o desenvolvimento do embrido

até a formacao da placenta.

Nos roedores, o saco vitelino € o principal 6rgdo nutritivo do embrido antes da formacao
da placenta alantoide funcional. No camundongo, o saco vitelino é desenvolvido e similar ao
da ratazana, envolvendo completamente o amnio durante a maior parte da gestacdo

(MCLAREN 1975). Em muitos roedores e lagomorfos, o saco vitelino € ativo na nutricao do
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embrido e do feto (KING,1982), ou seja nestas espécies o saco vitelino persiste também

durante o periodo fetal,

Recentemente foi descrito, que os eritrécitos do saco vitelino de humano além de
transportarem o oxigénio e o didéxido de carbono, cumprem a fun¢do de nutrir o embrido

durante a quinta semana de gestacdo através do ducto vitelino (PEREDA et al., 2010).

De acordo com Brambell (1958), o saco vitelino € responsdvel pela imunidade passiva
pré-natal, no momento inicial da implantacdo em coelhos e cobaias em fases finais de
gestacdo em ratos e camundongos. Gulbis et al., (1998) sugeriram que o saco vitelino € uma
importante zona de transferéncia entre cavidades embriondria e extraembriondrias e pode
ajudar a desenvolver protocolos de terapia génica por meio de injecdo de células na cavidade

exocelomica.

2.2 CELULAS-TRONCO

As células-tronco embrionarias sdo formadas a partir da fecundagdo do espermatozoide
ao 6vulo, originando o zigoto. O zigoto, quando implantado no utero, passa por vdrias
divisdes mitdticas dando origem um emaranhado de células embriondrias que se diferenciam
em folhetos germinativos, formando 6rgaos e tecidos, até a oitava semana, recebendo o nome
no final de embrido. A partir desta semana até o nascimento denomina-se de feto

(HARTWELL, 1970; TABER, 2000).

As células-tronco sdo originadas das mitoses que sofre o zigoto (NURSE, 1976). Até o
final da formagdo da morula, mais precisamente no terceiro dia de desenvolvimento. O zigoto
€ composto de células capazes de guardar as caracteristicas genéticas do individuo, podendo
evoluir para qualquer tipo de célula (CARVALHO, 2001). E por células adultas responsdveis
por manter o perfeito equilibrio dos tecidos, repondo células que foram perdidas na

maturagdo, e no envelhecimento (OLIVEIRA; SPONCHIADO; ADAM, 2006).

Essas células tém estruturas simples, podendo se diferenciar em outro tipo de célula
formando qualquer tipo de tecido e sdo classificadas quanto a sua origem como: células

tronco embriondrias e células tronco adultas e fetais (BOHELER, 2005).

Essas células podem ser ainda classificadas segundo sua propriedade de
pluripotencialidade como: totipotentes, capazes de gerar todos os tipos celulares embriondrios
e extra-embriondrios, como o zigoto e o blastomero. Estdo presentes nas primeiras fases da

divisdo, quando o embrido tem até 16 a 32 células, ou seja, de trés ou quatro dias de vida,
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(MCKAY, 2000; KARPOWICZ et al., 2004) Em células-tronco pluripotentes as quais podem
originar todas as células que formam um embrido e sdo provenientes da massa interna, sao
encontradas na fase em que o embrido é um blastocisto a partir de 32 a 64 células, surge
aproximadamente a partir do 5°dia de vida. (MACLAREN, 2001). Em células multipotentes
que sdo aquelas cuja capacidade origina um subgrupo de linhagens celulares, por exemplo, as

células mesenquimais e neurais.

Existem ainda células oligopotentes, capazes de gerar células mais restritas a uma
linhagem e encontram-se no trato intestinal, e as unipotentes que sdo aquelas que originam
apenas um unico tipo celular maduro, e estdo presentes no tecido cerebral adulto e na prdstata

(WAGERS; WEISSMAN, 2004).

As células tronco podem ser definidas por possuir capacidade funcional de: auto-
renovacdo, ou seja, capacidade de regeneracdo de originar outra célula tronco com
caracteristicas idénticas; se diferenciar em mais de um tipo celular; e capacidade de originar
células funcionais nos tecidos derivados da mesma linhagem (VERFAILLIE et al., 2002;
WEISSBERG; QASIM 2005; LERI et al., 2004; KIERZENBAUM, 2008).

As células-tronco tém duas caracteristicas importantes que as distinguem de outros tipos
celulares. Primeiro, elas sdo células ndo especializadas que se renovam por periodos longos,
por meio de divisdes celulares. Segundo, sob certas condicdes fisiolégicas ou experimentais,

elas podem ser induzidas a transformar- se em células com fung¢des especiais.

Em 1986, essas células foram isoladas com a utilizacdo de anticorpos monoclonais contra
antigenos de superficie (MULLER-SIEBURG, et al., 1986). Thomson, 1998 retirou células
tronco de embrides em clinicas de fertilidade e as cultivou em laboratério. Estas células se
mantiveram indiferenciadas em cultura na presenca e fatores tréficos, e formavam teratomas
(tumores com células de todos os folhetos embriondrios) quando injetadas sob a pele de
animais imunodeficientes, o que demostrava a sua pluripotencialidade (THOMSON et al.,

1998).

Estudos comprovaram que as células tronco existentes no saco vitelino de mamiferos
possuem uma grande capacidade de se diferenciar ndo somente em eritrécitos nucleados
embriondrios primitivos, mas também em eritrocitos maduros, linfécitos, células mieldides
além de células que compdem a linhagem celular sanguinea definitiva (MEDVINSKY et al.,

1993; AUERBACH, et al., 1998; JAFREDO et al., 2005).

Trabalhos realizados por Globerson et al., (1987); Liu e Auerbach (1991) e Godin et al.,
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(1995) identificaram uma populacao pluripotente de células no saco vitelino capazes de se

diferenciarem em células hematopoiéticas.

Células tronco pluripotentes do saco vitelino sdo capazes de originar mais de 250 tipos
diferentes de tecidos do adulto em um processo de proliferacdo celular extremamente
coordenado. Sao retiradas do embrido em sua fase inicial de desenvolvimento, ou do feto ou
de um tipo de célula hibrida em um processo chamado de transferéncia de nicleo somético

também conhecido como clonagem (ZAGO; COVAS, 2006).

2.3 FASES DO CICLO CELULAR

A prolifera¢ao celular ¢ um mecanismo extremamente coordenado no qual a progressao
pelas fases do ciclo ¢ regulada de modo muito preciso, por uma rede bioquimica muito
complexa, que sinaliza o andamento e as passagens entre G1, S, G2, M (SCHAFFER, 1998).
O ciclo da divisdo celular ¢ coordenado e regulado por meio de eventos em que as células
duplicam seu material genético (DNA) e posteriormente entram em divisdo, formando células

filhas. (NAKAJIMA, 2010).

A ativacdo da divisdo nuclear e o processo de separacao das células filhas ocorrem na
mitose e que corresponde a fase M. O periodo entre uma mitose e outra ¢ chamado de
intérfase. O processo de replicagdo do DNA nuclear ocorre geralmente somente na fase S,

quando o DNA ¢ sintetizado (periodo de sintese).

O intervalo entre o término da mitose € o comego da sintese de DNA, ¢ chamada de fase
G 1, e o intervalo entre o final da sintese de DNA e o inicio da mitose € a fase G2. Essas fases
propiciam um tempo adicional para o crescimento celular. (NAKAJIMA, 2010; SCHAFFER,
1998) Esse processo ¢ fundamental para a manutencdo do ritmo de proliferagdo, para garantir
a correta replicacdo do material genético, segregagdo dos cromossomos, € coordenar o

processo de diferenciagdo, senescéncia e morte (MALUMBRES; BARBACID, 2009).

Pesquisadores tém demonstrado que diversas patologias, tais como a diabetes podem
levar o surgimento de mutagdes e aberragdes interferem diretamente nos mecanismos

envolvidos no processo do ciclo celular (MAYHEW et al., 2004; PERES et al., 2009).

2.4 MARCADORES DE MORTE CELULAR E APOPTOSE

A morte celular é considerada um processo ativo de cardter degenerativo, que pode estar
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envolvida diretamente em situagdes de lesdo celular, infecdo, ou auséncia de fatores de
crescimento, além de poder ser induzida por patologias que interfiram no processo de

manutenc¢ao vital da célula. (HENGARTNER, 2000; GRIVICICH, 2007; FAUCZ, 2011).

Na medida em que se desencadeia-se o processo de morte celular, a célula altera sua
atividade normal e a integridade da membrana plasmatica, aumentando de tamanho e
consequentemente perdendo sua capacidade metabdlica. Células que morrem por injuiria
aguda tipicamente edemaciam, pondo extravasar o seu conteido favorecendo a uma resposta

inflamatodria nas células ao redores. (FAUCZ, 2011).

No desenvolvimento embriondrio, muitas células produzidas em excesso sdo levadas a
morte. Cientificamente, os processos de morte celular podem ocorre de duas formas de acordo
com suas caracteristicas bioquimicas e morfoldgicas distintas, pode ser por um processo de
morte celular acidental, conhecida mais precisamente como necrose € a morte celular

programada, ou autofagia por apoptose (HENGARTNER, 2000; OKADA, 2004).

Em 1964, foi proposto o termo "morte celular programada" para designar um tipo de
morte celular que ocorre de forma nio acidental (LOCKSHIN, et al 1964). Em 1972, Kerr,
Whyllie e Currie (1972) sugeriram o termo apoptose para indicar esse tipo de morte celular. A
apoptose € um dos fendmenos biolégicos de maior relevancia em diferenciacdo celular e
tecidual, ocorre nas mais diversas situacdes, como na organogénese, no desenvolvimento
normal e patolégico, funcionando como sistema controlador da homeostase através da

eliminacdo ndo inflamatéria de células desnecessdarias ou irreversivelmente lesadas

(GRIVICICH, 2007).

-

As células em apoptose sofrem morte celular programada sem acometer estruturas vizinhas. E
um mecanismo de autodestruicdo celular que requer energia e sintese proteica para a sua

execucao, e exerce um papel oposto ao da mitose (BARCINSKI, 1998).

Muitas evidéncias sugerem que a mitocondria tem potencial de transducao de sinal e execugdo
de morte por possuir habilidades de desencadear a apoptose, liberando para o citoplasma
proteinas pré-apoptéticas, como o citocromo ¢ e o Fator Indutor de apoptose (WELBURN et

al., 1997).

A identificacdo e separacdo destas diferentes populacdes de células recaem sobre
combinacdes de marcadores de superficie, uma vez que nenhuma delas possui um marcador
exclusivo. O Citocromo C uma das proteinas liberadas pela mitocondria, promove a ativacao

da pro-caspase-9 que desencadeia a ativacdo de outras caspases, culminando no processo de



28

morte celular por apoptose. (ORRENIUS, 2004). A compreensdo de mecanismos apoptoticos

pode permitir o desenvolvimento de novas estratégias no tratamento do diabetes.

2.5 MARCADORES DE CELULAS-TRONCO E DIFERENCIACAO

As células tronco embriondrias sdo caracterizadas por possuir dois potenciais Unicos
autorrenovacao e pluripoténcia. H4 uma grande variedade de fatores de transcri¢do essenciais

para a manutencdo e vitalizacdo dos estdgios das células-tronco (WENSCELAU, 2009).

Entre eles o Oct 3/4 é o melhor caracterizado, por possuir propriedades essenciais para a
manutencdo de diferentes tipos celulares, além de encontrar- se diretamente ligado ao
processo de autorrenovacdo das células-tronco embriondrias indiferenciadas e por ser

expresso acima de um nivel critico para preservar o estado da célula tronco (GALDOS, 2012).

A proteina Oct 3/4 é um fator de transcricdo que tem um potencial de diferenciacdo e
codificacdo do perfil celular, no desenvolvimento precoce das células totipotentes e

pluripotentes expressando-se no estagio de blastocisto (SAITO, 2012).

Na fase de blastocisto o POUSF1 e SOX2 sdo expressos na massa celular interna e
camada externa denominada de trofoectoderma e sdo necessdrias para manter a
reprogramagdo das células e estabelecer sua pluripoténcia e ndo na camada externa

denominada de trofoectoderma. (SAITO, 2012; GALDO, 2012).

Um outro fator de transcricio envolvido na auto-renovacdo de células-tronco
embriondrias € a NANOG, que em humanos é um fator chave na manutencdo da
pluripoténcia, além de atuar juntamente com a POUSF1 e SOX2 no processo de auto —
renovagdo e na formacdo dos folhetos embriondrios (THOMSON et al., 1998; LIU et al.,

2004).

E por esta razdo que a compreensdo dos mecanismos que mantém a pluripoténcia de uma
célula € fundamental para entender como as células-tronco, e pode levar a futuros avancos no

tratamento de doencas degenerativas (MITSUI et al., 2003).

Stro -1 é um marcador especifico marcador de células tronco mesenquimais é o mais
conhecido entanto sua expressao € mais observada no endotélio ndo sendo exclusivo para este

tipo celular (NING, 2011; GALDOS, 2012).
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O CD 90 € um marcador expresso em uma série de linhagens celulares fibrobldsticas e
estromais, endotélio, e algumas linhagens celulares tumorais. Estd envolvido na adesdo e

migracao celular (SICLARI; QIN, 2010).

CD 117 ou c-kit apresenta significativa marcacdo para células vitelinas, tem alta
expressao em células tronco hematopoiéticas primitivas do corddo umbilical, além de ser um
gene essencialmente expresso por hemangioblasto. O CD 117 tem propriedade de auto-
renovagdo, proliferacdo e diferenciacdo de multilinhagens (LANCRIN et al., 2009; ZAGO;
COVAS, 2006; FAN, 2011 GALDOS, 2012).

O CD 34 ¢ uma glicoproteina que funciona como fator de adesdo celular e também atua
mediando a ligacdo de células-tronco hematopoiéticas a matriz extracelular ou s células do
estroma. O CD 34 expressa-se em células tronco hematopoiéticas primitivas e atua
precocemente na diferenciacao celular, nas células progenitoras, nas células do endotélio da
microvascularizagdo e fibroblastos embrionérios em diferentes proporcdes. (KRAUSE, et al.,

1996)

As células que apresentam em sua membrana a molécula de CD34 perfazem cercade 1 a
3% das células mononucleares da medula dssea e entre 0,01 e 0,1% das células nucleadas do
sangue (DRENOU 1996). Esta molécula estd presente ndo sé na célula tronco hematopoiética

primitiva como também nas células progenitoras formadoras de colonias.

O marcador VEGF-R1, também uma glicoproteina, de crescimento vascular endotelial ou
angiogénese. E um potente mitégeno de células endoteliais e promove a migragio de
precursores de células endoteliais. O VEGF-R1 néo € a unica molécula cuja expressdo esta
aumentada na angiogénese patolégica. O VEGF-R1 € uma marcador que atua na formacao
dos vasos e tecidos hematopoiéticos e pode ser fundamental no periodo do desenvolvimento

embrionario.

O VEGTF foi inicialmente chamado de fator de permeabilidade vascular, em face de sua
habilidade em promover o aumento da permeabilidade e da proliferacdo entre células
endoteliais. Atualmente é considerado um fator preponderante na formagao dos vasos, tanto

no periodo de vasculogénese como na angiogénese (PIZA, 2012).

O marcador CDI115 tem sido utilizado para melhor identificacdo dos mondcitos. Os
mondcitos inflamatdérios expressam altos niveis de CD1135, ficam transitando entre o sangue e

a medula 6ssea e somente extravasam quando sdo recrutados para um local de inflamacao.
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O marcador CD44 é uma proteina de superficie celular envolvida com as interagdes
celulares, adesdo celular e migracdo. Expressa em células hematopoiéticas, nao
hematopoiéticas, células epiteliais € em baixos niveis em leucécitos. CD 34 € um marcador
que reage com células progenitoras hematopoiéticas e endoteliais. CD117 receptor C-kit.
Expressada em superficie de células progenitoras hematopoiéticas e hepatdcitos

(WENCESLAU, 2009).

2.6 DIABETES

Diabetes Mellitus é um problema de saide publica mundial. Estima-se que existam mais
de 171 milhdes de pessoas com diabetes no mundo, sendo que projecdes da Organizacao
Mundial de Saude para 2030 sugerem que esse nimero possa chegar a 366 milhdes de pessoas
(WILD et al., 2004). O Brasil encontra-se entre os dez paises com maior incidéncia e

prevaléncia desta doenga (MS, 2011).

Lider entre as doengas metabolicas em todo o mundo a diabetes Mellitus interfere
morfologicamente nos processos ativo do ciclo celular. Desencadeia desordens metabolicas
severas provocadas pela hiperglicemia cronica o que ocasiona alteragdes celulares e teciduais,

essas alteragdes podem variar de acordo com o tipo e a fungado celular (LAMES, 2008).

Em alguns tipos celulares, a hiperglicemia cronica estimula o aumento da captacao de
glicose podendo gerar alteracdes das vias metabolicas. Entre as estruturas mais susceptiveis a
acdo da hiperglicemia lesionando os vasos sanguineos o que pode favorecer o surgimento de

arteriosclerose e microangiopatia além de neuropatia, rins e retina (MATA et al., 2004).

Um aumento da atividade glicolitica também resulta no aumento da atividade
mitocondrial com consequente ativacdo da cadeia de transporte de elétrons. Essa
hiperativacdo geralmente ¢ acompanhada da geracdo de ions superoxido o que potencializa o

dano celular podendo ocasionar sua morte (LAMERS, 2008).

O Diabetes mellitus (DM) € uma doenca caracterizada por distirbios no metabolismo de
carboidratos, lipidios e proteinas causados por insuficiéncia completa ou relativa da secrecao

de insulina e/ou da acd@o da insulina (AMERICAN DIABETES ASSOCIATION, 2009).

Durante a gestacao, a mulher que apresenta DM pode ser classificada em: diabetes clinica
pré-estabelecida (mulher previamente diagnosticada com DM tipo 1 ou 2) e diabetes
gestacional (DMG, definida como qualquer intolerancia a glicose detectada entre a 24-28*

semana de gestacio) (FORSBACH-SANCHEZ et al., 2005).
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Disturbios hiperglicémicos ocorrem em cerca de 20% das gestagdes. Sete por cento
representam casos de DM pré-estabelecida, enquanto que nos 13% restantes prevalecem
distirbios com caracteristicas metabdlicas distintas, mas que podem levar a taxas semelhantes

de morbidade e mortalidade do recém-nascido (MAYHEW, 2002).

A hiperglicemia cronica desencadeia distirbios metabdlicos na proliferagdo endotelial e
no crescimento vascular em diversos tecidos (MAYHEW et al., 2004). Para se avaliar os
efeitos da DM, pode-se reproduzi-la experimentalmente em animais por meio da
administracio de dois agentes quimicos como a aloxana e a estreptozotocina que apresentam
citotoxidade especifica para as células beta. Essas drogas causam insuficiéncia insulinica
priméria do pancreas, provocando uma resposta trifisica nos niveis glicémicos durante as
primeiras horas da administragcdo, seguida do estabelecimento de diabetes permanente nas 24

horas subsequentes (LERCO et al., 2003).

Virios estudos utilizaram diferentes doses de aloxana e estreptozotocina, em ratas e
camundongas para a inducdo de diabetes no periodo neonatal (PORTHA et al., 1985,
BLONDEL et al., 1990, KODAMA et al., 1993, CAPOBIANCO et al., 2003, KISS et al.,
2009), antes do acasalamento (KERVRAN et al., 1978, ERIKSSON et al., 1982, PERES et
al., 2009) ou durante a gestacao (OH et al., 1988, OH, et al., 1991, PALOMAR-MORALES
et al., 1998) apresentando resultados diversos no que diz respeito a severidade da doenca e as

perdas gestacionais.

3 OBJETIVOS
3.1 OBJETIVO GERAL

Caracterizar o perfil de proliferagdo, e potencial de divisdo celular das células

pluripotentes indiferenciadas obtidas do saco vitelino, de ratas induzidas a diabetes.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS
Caracterizar a distribuicao das células pluripotentes nas fases do ciclo celular;
Caracterizar a atividade do potencial elétrico mitocondrial das células-tronco do saco
vitelino;
Caracterizar a propor¢ao de células de acordo com a ploidia;

Avaliar a expressdao de marcadores de proliferacdo, morte celular e pluri e totipoténcia.
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4 MATERIAIS E METODOS

O presente projeto de pesquisa foi aprovado pelo comité de Etica e Pesquisa em Animais

(CEPA) da Universidade Federal de Sergipe — N° CEPA 86/11

4.1 METODOLOGIA

Esta pesquisa € descritiva e experimental. Foram analisados e interpretados os aspectos
da proliferagcao e caracteriza¢do de células do saco vitelino da placenta de embrides de ratas
Wistar. Foi também analisada e interpretada a relacdo do potencial metabdlico mitocondrial,
as relacdes da apoptose e da cinética do crescimento celular, durante os periodos gestacionais
(15° e 20°dg). A determinacdo e caracterizacdo dos marcadores de células-tronco por
citometria de fluxo foram realizadas no Laboratorio de Bioquimica e Biofisica do Instituto

Butantan, Sao Paulo, sob a orientacdo do Prof. Dr. Durvanei Augusto Maria.

4.1.2 Animais e procedimento experimental.

Para a andlise das células pluripotentes do saco vitelino foram utilizados vinte fémeas e
cinco machos Wistar adultos (Rattus norvegicus), pesando entre 200-250g provenientes do

Biotério Central da Universidade Federal de Sergipe.

Os machos desta pesquisa foram utilizados apenas para o coito animal. Os animais foram
mantidos na propor¢do de 4 fémeas para cada macho e mantidos sob condi¢des controladas de
temperatura 22 °C e ciclo claro-escuro de 12 horas, tendo livre acesso a alimentacdo e dgua.
Os animais receberam &4gua filtrada e ragdo especifica para roedores (Labina, Purina ®,

Paulinia-SP, Brazil).

Ap06s a confirmacao de espermatozéide no esfregaco vaginal (considerado como 1° dia de
gestacdo, dg), as fémeas foram separadas. No 8° dg, apds jejum de 12 horas, 10 ratas
receberam aplicag@o de aloxana (37 mg/kg) por via endovenosa —IV por meio da veia caudal
(grupo diabético - SVD) e 10 fémeas receberam solucao salina (grupo controle - SVC). Em
seguida 4 aplicacdo de aloxana os animais receberam solucdo glicosilada (10%) na 4dgua de
beber durante 24 horas para evitar as complicacdes da hipoglicemia aloxanica (LENZEN,

2008).

A glicemia foi avaliada no 8°, 10° e 14° 19° dg em glicosimetro digital portatil (Accu-

Check Performa Roche®) por meio de escarificagdo da ponta da cauda e os valores expressos
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em miligramas por decilitro (mg/dL) de sangue. Foram considerados diabéticos os animais

com glicemia acima de 200mg/dl no 10° dg.

No 15° e 20° dg, as fémeas prenhes do grupo experimental e do grupo controle foram
anestesiadas com injecdo via intraperitoneal de cloridrato de Xilazina 20 mg/kg (Anasedan -
Sespo) e cloridrato de Ketamina 80 mg/Kg (Dopalen - Sespo); apds a anestesia 0s animais
foram ortotanasiados por decapitacdo, seguindo-se a laparotomia para a coleta dos cornos

uterinos.

4.1.3 Coleta das Amostras de Saco Vitelino e obtencao das Células Pluripotentes de

Saco Vitelino

Foram coletadas cinco placentas de cada animal de cada grupo (SVC = cinco animais,
SVD = cinco animais) aos 15° dg e 20°. Cada placenta foi dissecada em placa de Petri estéril
com solucdo salina estéril e em banho de gelo para remocdo do saco vitelino. Os sacos
vitelinos foram acondicionados em novas placas e solugdes estéreis ainda em banho de gelo e
submetido a dissociagdo mecanica com o auxilio de pistilo de ceramica, seguindo-se a
filtracdo em filtro estéril de 25mm de didmetro acoplado a seringa estéril, a suspensdo de
células foi mantida em 1 mL de solucdo de congelamento, composta por 10% de dimetil-
sulfoxido e 60% de meio de cultura RPMI-1640 (Sigma) e 30% de soro fetal bovino e

mantidos a -70 ° C.

4.1.4 Analises das Fases do Ciclo nas Populacdes Celulares por Citometria de Fluxo

Para a obten¢do das populacdes celulares, foram realizadas duplicatas das amostras dos
grupos SVC e SVD. Um total de 16 amostras, de ambos os grupos, foi analisado em citdmetro

de fluxo (FACS calibur, Beckton Dickson) quanto ao perfil das fases do ciclo celular.

A preparacdo das amostras para a citometria de fluxo foi realizada como se segue As
amostras foram separadas do gelo, e descongeladas em temperatura ambiente, foi adicionado
em cada microtubo 500 pL. de tampao Fac’s Flow e centrifugados a 12000 rpm, por 10
minutos. Apo6s este periodo, o sobrenadante foi descartado e ressuspenso novamente em a
200 pL tampao Fac’s Flow (SHAPIRO, 2000). Posteriormente foi acrescentado 10 pL de
iodeto de propidio (IP) para distincdo das células apoptéticas de células necréticas, na

concentragdo de 18ug/mL permanecendo por 20 minutos (STURM et al. 2006).



34

7z

Em seguida, as amostras foram centrifugados 4 12000 rpm, por 10 minutos, o
sobrenadante foi descartado novamente e ressuspenso em 200 pL tampdo Fac’s Flow. As
amostras foram armazenadas em gelo para transporte até o momento das andlises no citdmetro

de fluxo.

Os microtubos foram analisados por sequéncia de 1 a 16 em seus respectivos grupos em
relacdo ao ciclo celular e de acordo com a sua intensidade de fluorescéncia (BHATT, 2007;
FECHER, 2009). Os resultados de ciclo celular sdo expressos em porcentagem média de
células nas diferentes fases do ciclo celular: DNA fragmentado, sub — G1 (apoptose), fase

quiescente GO/G1, Fase de sintese - S e Fase G2/M (SCHWARTZ, 2005).

4.1.5 Analises do Potencial Metabodlico da Membrana Mitocondrial Sonda Rodamina

123 nas Populacoes Celulares por Citometria de Fluxo.

Para andlise do potencial metabdlico da membrana mitocondrial aplicou-se o mesmo
método de preparacdo das amostras descrito acima adaptado para esta andlise, utilizando-se
assim, a sonda florescente rodaminal23 por Citometria de Fluxo. (SHAPIRO, 2000), como se

segue:

Ap0s a centrifugacdo, a solucao foi desprezada e as células foram ressuspendidas em 200
pL de tampdo Fac’s e adicionados Sul. da sonda rodamina 123 diluida em dimetil sulféxido
na concentracao final de Sug/mL e incubadas em estufa de CO2 (5%), a 37° por 30 minutos.
ApoOs este periodo, as amostras foram centrifugadas, o sobrenadante foi descartado e o

precipitado ressuspendido em 250 pL de tampao FACS Flow.

4.1.6 Expressio de marcadores de maturacdo, diferenciacdo de células-tronco. Os
marcadores utilizados foram: Stro-1, CD90, Nanog, Oct 3/4, CD117, CD115, CD 44, CD34,
VEGF-R1, COX-2, MCP -1, INF-& R1, 1 L-1F e a Caspase 3 - fosforilada.

A amostra do SV mantida em banho de gelo foi colocada em uma placa onde se adicionou
200 pl de tampao FACS Flow. Em seguida, foi adicionado 40 pl de tampao Facs Flow e o
anticorpo primdrio especifico para cada molécula CD (Clone de diferenciacio), e apds 2 horas foi
adicionado o anticorpo secunddrio (Alexa-Fluor® 488 — Invitrogen) marcado com FITC e
incubado durante a noite a 4°C. A suspensdo foi transferida para os tubos de citometria, para
realizar a leitura. Andlises de expressao em 10.000 eventos foram realizadas no citometro de fluxo

FACSCalibure, e as aquisi¢des dos dados analisados pelo programa WinMDI 2.9. A expressdo de
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marcadores foi determinada pela comparacao com um isétopo controle marcado com fluorocromo

FITC inespecifico.

5 ANALISE ESTATISTICA

As analises finais foram realizadas utilizando o software ModFitLT v. 2.0 (PMac) e
WinMDI 2.8 (PC), no Laboratério de Bioquimica do Instituto Butanta. As andlises estatisticas
foram desenvolvidas no software GraphPad (Prism 5.0) utilizando o teste one way ANOVA e

Tukey de comparacio considerados significativamente diferentes os valores de p<0,05.

6 RESULTADO

Os resultados deste trabalho estdo organizados de acordo com os seguintes critérios:
Expressdo da atividade mitocondrial em células do saco, Anélise das fases do Ciclo Celular
das células do saco vitelino, Andlise da propor¢do e distribuicio do DNA/célula e a Ploidia
das células do saco vitelino, Expressdao dos marcadores e receptores celulares das células do

saco vitelino determinados por citometria de fluxo.

6.1 EXPRESSAO DO POTENCIAL ELETRICO MITOCONDRIAL EM CELULAS DO
SACO VITELINO.

A andlise da expressdo da atividade mitocondrial é expressa em porcentagem de
distribuicdo e expressdao. As médias dos grupos controle e diabético, SVC e SVD

respectivamente, aos 15 e 20 dgs estdo expressos na tabela 1.
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Valores médios (%) obtidos pela citometria de fluxo quando analisamos o potencial elétrico

mitocondrial em células do saco vitelino.

SVC SVD SVC SVD
15 dg 15 dg 20 dg 20 dg
Positiva | Negativa | Positiva | Negativo | Positivo | Negativo | Positiva | Negativo
Valores
Médios b d ;
%) 92,84 6,155" 89,02 11,57 95,45¢ 1,890° 62,10 38,04
(4

@b.e-d-eD pyiferenca significativa P< 0,05.
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Figura 01 — Expressdo da atividade mitocondrial em células do saco vitelino nos grupos controle e

diabéticos de 15 dg e 20 dg. A esquerda, gréafico do tipo Dot plot adquiridos por citometria de fluxo demostrando
a porcentagem de células em atividade. A direita, grifico Representando a média + desvio padrio da

porcentagem da atividade mitocondrial em células do Saco Vitelino. *Diferenca estatistica entre os grupos obtida

pelo teste de varincia de ANOVA seguido pelo teste miiltiplo de Tukey-Compare. Fonte: Santos, — JRA (2013).

6.2 ANALISES DAS FASES DO CICLO CELULAR DAS CELULAS DO SACO VITELINO.

A andlise das fases do ciclo celular demostrando a porcentagem e expressao das células
durante as fases de divisdo celular. As médias dos grupos controle e diabético, SVC e SVD
respectivamente, aos 15 e 20 dgs estdo expressos na tabela 2.

Tabela 2 — Valores médios (%) obtidos pela citometria de fluxo quando analisamos as fases do ciclo

celular em células do saco vitelino.

Grupo/periodo Controle Diabético

Ciclo Celular 15 dg 20 dg 15 dg 20 dg
Apoptose 9,005 10,98° 10,47 20,47°
Fase GOG1 29,67 62,17 29,99 59,99
Fase S 50,17 22,33¢ 58,67 6,003¢
Fase G2M 19,39 12,18° 15,13 3,003

abed-efhyiferenca significativa P< 0,05.
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Figura 02 — Expressao do ciclo celular das células do saco vitelino nos grupos controle e diabéticos de 15

dg e 20 dg. A esquerda gréfico do tipo Dot plot adquiridos por citometria de fluxo demostrando a porcentagem
de células ao longo do ciclo celular. A direita, grafico representando a média + desvio padrao da porcentagem do
ciclo celular das células do Saco Vitelino. *Diferencga estatistica entre os grupos obtida pelo teste de variancia de

ANOVA seguido peloteste miltiplo de Tukey-Compare. Fonte: Santos, — JRA (2013)

6.3 ANALISE DA PROPORCAO E DISTRIBUICAO DO DNA/CELULA E A PLOIDIA
DAS CELULAS DO SACO VITELINO.

A andlise proporcdo e distribuicdo do DNA/célula e a Ploidia das células do Saco
Vitelino. As médias dos grupos controle e diabético, SVC e SVD respectivamente, aos 15 e

20 dgs estdao expressos na tabela 3.

Tabela 3 — Valores médios (%) obtidos pela citometria de fluxo quando analisamos a proporg¢éo e

distribuicdo do DNA/célula e a ploidia das células do saco vitelino.

Dipléide | Aneupléide | Dipléide Aneupléide | Dipléide | Aneuploide Dipléide Aneuploide
Controle Controle Diabético Diabético Controle Controle Diabético Diabético
15 dg 15dg 15dg 15 dg 20 dg 20 dg 20 dg 20 dg
65,28 37,31 54,87 45,14 64,79 35,32% 62,93 2,590°

" Diferenca significativa P< 0,05
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Representando a média + desvio padrdo da porcentagem da proporcdo e distribui¢do do

DNA/célula e a Ploidia das células do Saco Vitelino dos grupos controle e diabéticos de 15 e 20 dias de

experimentagao.

*Diferenca estatistica entre os grupos obtida pelo teste de varidncia de ANOVA seguido pelo teste

multiplo de Tukey-Compare. Fonte: Santos, — JRA (2013).

6.4 EXPRESSAO DOS MARCADORES ENVOLVIDOS NA MIGRACAO CELULAR
DETERMINADOS POR CITOMETRIA DE FLUXO

A anélise da expressdo dos marcadores e receptores celulares das células do saco vitelino

determinados por citometria de fluxo. As médias dos grupos controle e diabético, SVC e SVD

respectivamente, aos 15 e 20 dgs estio expressos na tabela 4.

Tabela 4 —

Valores médios (%) obtidos pela citometria de fluxo quando expressdo dos marcadores

envolvidos na migracdo celular grupo controle e Diabético células do saco vitelino.

CD 44 CD 44 CD 90 CD 90
Controle Controle Diabético Diabético Controle Controle Diabético Diabético
15 dg 20 dg 15 dg 20 dg 15dg 20 dg 15dg 20 dg
45,95 438,80° 45,20 24,20 53,40° 54,45 77,90° 51,45

> <dDiferenga significativa P< 0,05.
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Figura 04 — Expressdo dos marcadores envolvidos na migragao celular das células do saco vitelino nos grupos

controle e diabéticos de 15 dg e 20 dg. Acima gréfico do tipo Dot plot adquiridos por citometria de fluxo

demostrando a porcentagem de células que expressam CD 44 e CD 90. Abaixo, gréfico representando a média +

desvio padrdo da porcentagem da proporcdo e distribuicio dos marcadores envolvidos na migracdo celular.
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*Diferenca estatistica entre os grupos obtida pelo teste de varidncia de ANOVA seguido pelo teste multiplo de

Tukey-Compare. Fonte: Santos, — JRA (2013).

6.5 EXPRESSAO DOS MARCADORES ENVOLVIDOS NA FORMACAO DOS VASOS
E POTENCIAL HEMATOPOIETICO GRUPO CONTROLE E DIABETICO
DETERMINADOS POR CITOMETRIA DE FLUXO

A andlise da expressdao dos marcadores envolvidos na formacdo dos vasos e potencial
hematopoiético das células do saco vitelino determinados por citometria de fluxo. As médias
dos grupos controle e diabético, SVC e SVD respectivamente, aos 15 e 20 dgs estdo expressos

na tabela 5.

Tabela 5- Valores médios (%) obtidos pela citometria de fluxo quando expressao dos marcadores envolvidos na

migragdo celular grupo controle e Diabético das células do saco vitelino.

Grupo/periodo Controle Diabético

Marcadores 15 dg 20 dg 15 dg 20 dg
CD 34 39,25 37,22° 27,80° 45,60
VEGF-R1 53,74 59,30™ 53,25% 55,70°
CD 117 45,45 46,30 55,20 46,80
MCP -1 53,40 51,71 45,25 48,65

Diferencga significativa P< 0,05.
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Figura 05 — Expressdao dos marcadores envolvidos na formagdo dos vasos e potencial hematopoiético das
células do saco vitelino nos grupos controle e diabéticos de 15 dg e 20 dg. Acima gréfico do tipo Dot plot
adquiridos por citometria de fluxo demostrando a porcentagem de células que expressam CD 34 e VEGF-R1.
Abaixo, grifico representando a média + desvio padrdo da porcentagem da propor¢io de marcadores envolvidos
na formacdo dos vasos e potencial hematopoiéticos. *Diferenca estatistica entre os grupos obtida pelo teste de

varidncia de ANOVA seguido pelo teste multiplo de Tukey-Compare. Fonte: Santos, — JRA (2013).

6.6 EXPRESSAO DOS MARCADORES ENVOLVIDOS NA ORIGEM E
PLURIPOTENCIA DAS CELULAS - TRONCO CONTROLE E DIABETICO
DETERMINADOS POR CITOMETRIA DE FLUXO

A andlise da expressdo dos marcadores envolvidos na origem e pluripoténcia das células
do saco vitelino determinados por citometria de fluxo. As médias dos grupos controle e
diabético, SVC e SVD respectivamente, aos 15 e 20 dgs estdo expressos na tabela 6.

Tabela 6 — Valores médios (%) obtidos pela citometria de fluxo quando expressdo dos marcadores envolvidos

na migragdo celular grupo controle e Diabético das células do saco vitelino.

Grupo/periodo Controle Diabético

Marcadores 15dg 20 dg 15 dg 20 dg
STROL -1 48,30 47,40 49,40 46,85
OCT 3/4 54,25 48,90 47,90 53,05
NANOG 52,80 52,15% 50,00 34,00
CD 115 51,75 53,00 51,60 55,75

@® Diferenca significativa P< 0,05
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tipo Dot plot representativos adquiridos por citometria de fluxo demostrando a porcentagem de células

em atividade nos grupos controle e diabéticos de 15 e 20 dias de experimentacao.
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Figura 06 - Representando a média + desvio padrio da porcentagem da propor¢do da expressdo dos marcadores
envolvidos na origem e pluripoténcia das células das células do Saco Vitelino dos grupos controle e diabéticos

de 15 e 20 dias de experimentagao.

*Diferenca estatistica entre os grupos obtida pelo teste de varidncia de ANOVA seguido peloteste multiplo

de Tukey-Compare. Fonte: Santos, — JRA (2013).

6.7 EXPRESSAO DOS MARCADORES RECEPTORES ENVOLVIDOS NA
INFLAMACAO E PROLIFERACAO CELULAR GRUPO CONTROLE E DIABETICO
DETERMINADOS POR CITOMETRIA DE FLUXO.

A andlise da expressdo dos marcadores receptores envolvidos na inflamagdo e
proliferacdo celular das células do saco vitelino determinados por citometria de fluxo. As
médias dos grupos controle e diabético, SVC e SVD respectivamente, aos 15 e 20 dgs estdo

expressos na tabela 7.
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46

Valores médios (%) obtidos pela citometria de fluxo quando expressao dos marcadores

Grupo/periodo Diabético
Marcadores 15 dg 20 dg 15dg 20 dg
COX -2 24,30 25,25° 21,55 57,00
TNF -R1 15,35 18,75¢ 12,35 52,50¢
IL -1 32,90 30,05° 36,80 52,35'
(a-b, c- d, e -f) TN . . .
Diferencga significativa P< 0,05
Controle
COX-2-15dg COX-2-20dg TNF-R1 - 15 TNF- R1 -20dg IL-1-15dg IL-1-20dg

E 3 Ef

8 ] 8

£ | £ g

E 3 3

(] o o

> > >

o oy o L

(%] (%21 [%]

$ @ 4

wn Y

Intensidade de Fluorescéncia (FL2 —H)

Diabético

FCS 9Volume celular

Intensidade de Fluorescéncia (FL2 —H)

Figura 07 —

Intensidade de Fluorescéncia (FL2 —H)

3 ¥ e i K I i
ke w o oam oty "

Intensidade de Fluorescéncia (FL2 —H)

F_CS-9Vqume celular

i
an

Intensidade de Fluorescéncia (FL2 —H)

FCS 9Volume celular

Intensidade de Fluorescéncia

Expressdao dos marcadores envolvidos inflamacdo e proliferacdo celular das células do saco

vitelino do tipo Dot plot representativos adquiridos por citometria de fluxo demostrando a porcentagem de

células em atividade nos grupos controle e diabéticos de 15 e 20 dias de experimentagdo.
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Figura 07 - Representando a média + desvio padrdo da porcentagem da propor¢do da expressdo dos marcadores
receptores envolvidos na inflamagéo e proliferagdo celular das células do Saco Vitelino dos grupos controle e
diabéticos de 15 e 20 dias de experimentacdo. *Diferenca estatistica entre os grupos obtida pelo teste de

variancia de ANOVA seguido pelo teste multiplo de Tukey-Compare. Fonte: Santos, — JRA (2013).

6.8 EXPRESSAO DOS MARCADORES ENVOLVIDOS NA MORTE CELULAR DOS
GRUPOS CONTROLE E DIABETICO DETERMINADOS POR CITOMETRIA DE
FLUXO.

A andlise da expressdo dos marcadores envolvidos na morte celular das células do saco

vitelino determinados por citometria de fluxo. As médias dos grupos controle e diabético,

SVC e SVD respectivamente, aos 15 e 20 dgs estdo expressos na tabela 8.
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Tabela 8— Valores médios (%) obtidos pela citometria de fluxo quando expressdo dos marcadores envolvidos na

migracdo celular grupo controle e Diabético das células do saco vitelino.

Grupo/periodo Controle Diabético
Marcadores 15 dg 20 dg 15dg 20 dg
Caspase -3 3,050" 2,950™¢ 50,35" 25,65¢
Diferencga significativa P< 0,05
Controle 15 e 20 dg Diabético 15 e 20 dg
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Figura 08 — Expressdo dos marcadores envolvidos na morte celular das células do saco vitelino nos

grupos controle e diabéticos de 15 dg e 20dg. Acima graficos do tipo Dot plot adquiridos por citometria

de fluxo demostrando a porcentagem de células que expressam caspase-3. Abaixo, grifico representando

a média + desvio padrdo da porcentagem da proporcdo da expressdo dos marcadores envolvidos na morte

celular. *Diferenca estatistica entre os grupos obtida pelo

teste multiplo de Tukey-Compare. Fonte: Santos, — JRA (20

teste de variancia de ANOVA seguido pelo
13).
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7 DISCUSSAO

O presente estudo investigou as caracteristicas das células pluripotentes do saco vitelino
de ratas prenhes diabéticas aos 15° e 20° dias de gestagdo em comparacdo com 0 mesmo tipo
celular oriundo de ratas prenhes controle. Considerou-se animal controle aquele que ndo
sofreu nenhuma inducdo ou apresentou alteracdo sistémica. As andlises foram realizadas por
citometria de fluxo que permite-nos mensurar por meio de parametros de fluorescéncias a
atividade das células presentes no saco vitelino em animal controle e quando submetidas ao

processo patolégico do diabetes.

As caracteristicas das células pluripotentes do saco vitelino (grupos controle — SVC e
diabéticos — SVD) foram analisadas e interpretadas em relagdo ao seu potencial metabdlico
mitocondrial, as relagdes de apoptose e cinética de crescimento celular durante os periodos

gestacionais (15° e 20° dg) de embrides de ratas Wistar.

Para melhor entendimento das analises dos resultados, a discussdo foi dividida em itens a
semelhanga do capitulo de resultados. Vale a pena salientar que apds a discussdo de cada
resultado, serd apresentado a inter-relagdo dos resultados entre si e que servem de base para a

conclusdo do presente estudo.

7.1 ATIVIDADE MITOCONDRIAL

A andlise da atividade mitocondrial das células do saco vitelino em animal controle e
diabético aos 15° dg demonstrou alta atividade (92,84 %) e (62,10%), respectivamente.
Quando efetuamos a mesma andlise aos 20°dg, observamos diferenga significativa quando

comparamos o grupo controle (1,890 %) ao grupo diabético (38,04 %).

Os altos indices encontrados em ambos os grupos aos 15°dg e no grupo controle aos
20°dg sugerem uma atividade favordvel para o desenvolvimento embriondrio conforme
relatado por TARAZONA, et al., 2006. No entanto, nossos resultados para o grupo diabético
ao 20° dg sugerem uma atividade desfavordvel ao desenvolvimento embrionério devido ao

baixo resultado encontrado.

Quando a andlise dos resultados reflete sobre o percentual de inatividade celular,
observamos diferencas significativas sempre que comparamos o grupo diabético ao grupo
controle tanto aos 15° dg quanto aos 20° dg. Destaca-se ainda que o maior indice de

inatividade celular foi observado para o grupo diabético aos 20° dg (Gréfico 1).
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Deste modo, podemos observar que o diabetes interferiu negativamente na atividade
mitocondrial das células pluripotentes do saco vitelino, uma vez que o baixo indice de
atividade mitocondrial foi compensado pelo alto indice de inatividade. Esta interferéncia
sobre a atividade mitocondrial pode estar relacionada a desregulagdo da permeabilidade,
integridade das mitocondrias, liberagdo de citocromo-c e ativagdo da apoptose e diminui¢dao
da capacidade proliferativa conforme descrito na literatura (THORNBERRY; LAZEBNIK,
1998; DESAGHER; MARTINOU, 2000; PERKINS; BOSSY-WETZEL; ELLISMAN, 2009;
OLIVEIRA, 2010, ULIVIERI, 2010).

A liberacdo de caspases, ativagdo da apoptose e diminui¢do da capacidade proliferativa

serdo discutidos em capitulo pertinente a cada anélise destes resultados.

7.2 CASPASE

Nossos resultados demonstram que a caspase-3 mostrou-se um marcador importante na
fase inicial de gestacio como observado no grupo diabético ao 15° dg (50,35%) quando
comparado ao grupo controle (3,050”) (Grafico 8). A maior expressao do grupo diabético
pode estar relacionada a uma expressiva involugdo do saco vitelino, uma vez que a apoptose
pode estar relacionada ao perfil metabdlico ocasionado pelo diabetes que leva a um perfil de
morte celular mais lenta e também depende das alteracdes da integridade e funcdo

mitocondrial (SUSIN et al., 1999).

Além do mais, a concentracdo da apoptose pode apresentar uma relagdo com a expressao
da fase de sintese e G2M no ciclo celular, o que demonstra que o saco vitelino involui pela
perda da atividade celular no metabolismo e a diminui a fun¢do que desempenha no
desenvolvimento do embrido no inicio do terceiro trimestre de gestacdo, que pode ser
associado a maior demanda de controle realizada pela placenta (LANGMANN, 2008;
MOORE PERSAUD, 2008).

Destacamos ainda que o grupo diabético ao 20° dg apresenta menor indice de marcagdo
para caspase, o que pode estar relacionado ao méximo grau de involugdo do saco vitelino,
uma vez que a involu¢do do mesmo ndo € total, ou seja, o saco vitelino apds a involucao
permanece ativo como anexo embriondrio, sendo também importante para a formacdo de
estruturas embriondrias, tais como formar o diverticulo do alantoide que contribui com a
formacdo do intestino posterior e dos gondcitos na formacdo dos corddes de células

progenitoras (LANGMANN, 2008; MOORE PERSAUD, 2008).
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7.3 CICLO CELULAR E PLOIDIA

Durante a gestacdo, varios mecanismos especializados estdo envolvidos no
desenvolvimento embriondrio entre estes o ciclo celular (GO/G1, S, G2/M) que determinam a

atividade proliferativa e a apoptose que regula a morte celular.

Os resultados obtidos pela anélise realizada por citometria de fluxo indicou variagdes na
proporcdo da populacdo de células com atividade proliferativa e apoptose nos diferentes
grupos controle e diabéticos. Em todos os grupos encontramos uma grande propor¢do de
células em estado de quiescéncia (G1), grupo controle (29,67% / 15dg e 62,17 % / 20dg) e
grupo diabético (29,99 % / 15dg e 59,99 % / 20dg).

Ao analisar-se a fase G2/M aos 15 dias de gestacdo no grupo diabético foi detectado um
aumento no numero de células nesta fase, indicando a parada da capacidade proliferativa ou
de progressdo no ciclo celular, sendo que a partir deste ponto a célula pode responder ao

estimulo proliferativo tanto para a proxima fase de proliferacao ou de morte celular.

Estes resultados corroboram com as descri¢des de Hoffmann e Schuler, 2002; Boss et al.,
2003; Facciotti et al., 2009, que correlacionam o aumento na proliferacdo celular préximo ao
final da gestac@o 4 nutri¢do do feto, pois a medida que a gestacdo avanca e a demanda fetal
aumenta, as células entram em proliferacdo para serem capazes de produzir diversas
substancias requeridas pelo feto. Este resultado pode demonstra que o diabetes passar a ser
prejudicial nos dltimos periodos da gestacao, pois como observado no grupo diabético tratado
20 dg ocorre uma expressiva diminuicdo da fase G2/M demostrando uma parada do ciclo
celular, retardando assim a progressao do ciclo celular no ponto de checagem da Fase G1 ou

na indugdo da apoptose nas células.

Este prejuizo causado pelo diabetes pode prover tempo para o reparo do DNA e para o
reparo das lesdes que seriam posteriormente amplificadas na fase S do ciclo celular. Esses
resultados coincidem com o estudo publicado por Andrews et al. (1992) ao estudar o ciclo
celular de células sanguineas do saco vitelino de embrides de ratas observou uma diminuicao
na fase S do ciclo celular indicando uma parada na capacidade proliferativa e demora na
regulacdo que normalmente ocorre nas fases GO/G1 e G2/M de tecidos, células maturas e

linhagens celulares em cultura (O'FARRELL, P. et al., 1989).

Ainda assim no nosso estudo ao analisarmos o ciclo celular o grupo diabéticos 15° dg
apesar do aumento da atividade na fase G2M, e um aumento da atividade apoptdtica em

comparagdo com o grupo diabéticos com 20 dg. O grupo diabético 20 dg demonstra que o
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diabetes em idades gestacional avancadas diminui a potencialidade da fase S em replicar o

DNA e estaciona a fase G2/M levando a uma parada da capacidade proliferativa.

A expressdo demonstrada nos grupos diabéticos com 15° e 20° dg indica uma diminui¢do
da capacidade proliferativa nas células do saco vitelino, corroborando com os resultados da
expressao do marcador CD, 90, CD 44, NANOG, desta maneira podemos afirmar que quanto
maior a idade gestacional menor € a capacidade de proliferacdo celular do saco vitelino em

diabéticos.

Para tanto PERES et al., (2009), KISS et al., (2009) ao estudar as alteragdes metabdlicas
causadas pelo diabetes demostraram que essa patologia pode prejudicar o processo de ciclo

celular, levando a célula a processo de divisdes inadequadas.

Riveros, (2009) afirma que esses distirbios metabdlicos podem ser entendidos por processos
denominados de citocinese ou senescéncia. Corroborando com nosso estudo ao demostramos
que durante o processo de divisdo celular em sua ploidia as célula do Saco vitelino do grupo
diabético com 20 dg, apresentou uma expressiva diminuicio do nimero de células
aneupldides (2,590%), esse achado pode ser explicado pelo diminui¢ao da fase G2M do ciclo
celular o que pode sugerir que proximo ao nascimento do embrido em situacdes
hiperglicémicas a diminui¢cdo da capacidade proliferativa da célula pode interferir na
formacdo do embrido (PALIS, J.; MCGRATH; KINGSLEY, 1995; PEREDA, 2001) em
comparacdo aos demais grupos controle 20° dg (35,32%) que apresentou uma capacidade
maior em gerar células sem alteracOes. Esses resultados ainda sugere que apesar da
diminui¢do da proliferacio celular préximo ao nascimento do embrido o processo de divisao
celular também diminui, podendo assim em idades gestacionais avangadas prejudicar o

metabolismo embriondrio demostrando a severidade da doenca e as perdas gestacionais.

Foi observado uma maior taxa de apoptose nos animais tratados diabéticos com 15 dg
(10,47%) e 20 dg (20,47%) comparado ao grupo controle 15 dg (9,005%) e 20 dg (10,98%),

sendo mais significativamente expresso no grupo diabético 20 dg.

O processo de apoptose € marcado por padrao de alteragcdes morfoldgicas e bioquimicas
celulares associadas com a programac¢do normal de morte celular e também em diversas
patologias (KERR, WYLLE, DURRIE, 1972, MCCONKEY, 1998; MELO, 2000; CURTIN,
DONOVAN, COTTER, 2002). Quando a morte celular apresenta todas as caracteristicas
morfoldgicas e bioquimicas da apoptose, mas foi induzida por um determinado composto ou
estimulo fisico, ndo constitui um processo programado e sim uma resposta celular &s

mudancas do microambiente, provavelmente induzidas pela injuria tecidual conforme em
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nosso estudo pode ser ocasionado pela inducdo do diabetes (KERR, 1995; VANDERLELIE,
et al.,, 2005). A apoptose € um processo ativo, controlado geneticamente, dependente de
energia, sintese de mRNA e de expressdo e degradacdo de proteinas especificas que podem
depender de mecanismos dependentes da mitocondria como a liberacdo de espécies reativas

de oxigénio, que nestes casos podem ser medidos pela expressdo da atividade mitocondrial

(KERR, 1972; MEGA, 2008).

7.4 MARCADORES

No presente estudo, o contrdrio do esperado para o estigio de desenvolvimento dos
embrides estudados, tais marcadores mantiveram indices diferentes, nas idades gestacionais
analisadas. Ao analisar por citometria de fluxo observamos sua expressdo em diferentes

periodos gestacionais.

Ao investigamos os marcadores envolvidos na formagdo dos vasos observamos que o CD
34 que atua na formacdo dos vasos apresentava-se significantemente diferentes ao do receptor
do VEGF-R1. O VEGF- R1 é um marcador celular que encontra-se criticamente envolvido na
formacdo do sistema vascular através da regulacdo do crescimento e sobrevivéncia dos vasos

sanguineos (BREIER, 2000).

O VEGF-R1 parece ser um dos mais importantes na familia, atua como um elemento
regulador da angiogénese tempordria, sendo produzido de modo paricrino pela endoderme

(RISAU; FLAMME, 1995; NICO et al., 2001; KOHN-LUQUE et al., 2011).

7z

Este fator de crescimento € importante para um desenvolvimento normal da
vasculogénese e angiogénese no saco vitelino sendo assim observado, em nossos estudo ser
expresso tanto nos grupos controle com 15 dg (53,74%) e 20 (59,30) dg quanto no grupo
diabéticos com 15 dg (53,25%) e 20 (55,70) dg, apesar de ndo apresenta estatisticamente
significante, pode-se entender que a presenca ativa do VEGF no mesoderme do saco vitelino

contribuindo na formagdo da vascularizacdo vitelino.

A expressdo desses marcadores CD34 e VEGF-R1, demonstra possuir um grande
potencial angiogénico durante o desenvolvimento embriondrio. Porém ao comparamos ao
numero de formadores no grupo diabético CD 34 15 dg (27,80%) em relacdo ao numero de
receptores VEGF —R1 no 20 dg (55,70%) percebe-se que o diabetes é mais prejudicial no

inicio do terco final da gestacdo da gestacdo, sendo supostamente evidenciado a dificuldade
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que o diabetes pode acarretar nas células em gerar células percussoras de origem células

tronco.

Essas alteracdes também foi analisada por Cheung (1997) ao estudar o VEGF no
desenvolvimento embriondrio e fetal, afirmando o papel critico deste fator de crescimento em
ratos transgé€nicos que necessitam de uma cépia do gene do VEGF, estes animais morrem “in
utero”, afetados por uma angiogé€nese aberrante no saco vitelino € no embrido propriamente

dito.

Além disso, o processo de involug@o do saco vitelino produz a inibi¢do do VEGF, assim
as demandas metabdlicas direcionam a vascularizagdo dos tecidos extra-embriondrios para a
formagcdo da placenta, que acompanhara o desenvolvimento normal do embrido até o

nascimento.

Durante o periodo gestacional varios fatores pro-inflamatdrio sdo expressos para auxiliar
no processo inflamatério de expulsdo do feto. Ao analisamos a expressdo desses marcadores
pré-inflamatérios COX -2 TNF-R1, IL -1 no saco vitelino de ratas gestantes controle e
diabético percebemos diferentes alteracdes em ambos 0s grupos. Ao analisarmos os grupos
controle 20 dg e diabéticos 20 dg a expressdo desses marcadores mantiveram-se diferentes.
No grupo controle 20 dg a expressio do COX-2 de 20 dg (25,25%), TNF —R1 20 dg (18,75
IL -1 dg (30,05%) encontravam-se diminuida em comparacdo com o grupo diabético 20 dg
que apresentou-se significativamente elevado COX-2 (57,00%), TNF-R1 (52,50 ¢ IL -1
(52,35%) demonstrando que esta via de expulsdo do feto esta ativada, podendo ser mediadas
por fatores pro-inflamatorios e prostaglandinas (BUDIHARDJO et al., 1999; ASHKENAZI,
2002). O aumento da expressdao desses marcadores com 20 dg intensifica o processo de

involucdo do saco vitelino em idades gestacionais mais avancadas.

A marcacdo celular € uma importante ferramenta que define o potencial e a plasticidade
caracteristica de uma populacdo celular. Neste sentido, Pessolato (2011) observou uma
contradi¢do 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).
Apdés este estigio as células possuem uma potencialidade mais limitada, uma

multipotencialidade (PESSOLATO, 2011).
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Portanto, as células vitelinas apesar de serem extraidas de estdgios iniciais de
desenvolvimento embrionario sdo consideradas células-tronco adultas (ZAGO; COVAS,

2006; PESSOLATO et al., 2011).

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 classificacdo e consenso geral, as mesmas mantém niveis
considerdveis de marcadores primitivos caracteristicos de pluripoténcia como no NANOG
(THOMSON et al., 1998; LIU et al.,, 2004). O NANOG ¢é um marcador envolvido na
pluripoténcia. Significativamente, as células vitelinas dos embrides de ratos Wistar estudados
apresentaram um aumento do marcador NANOG no grupo diabético com 15 dg (52,15%) e
uma diminuicdo desse marcador no grupo diabético de 20 dg (34,00%) no decorrer do
desenvolvimento embriondrio. Sugerindo que o diabetes € uma patologia que interfere na
pluripoténcia das células além disso, as células vitelinas apresentaram elevadas expressdo dos
marcadores OCT 34 e CDI115, embora ndo estatisticamente significativo neste estudo
(MILLAUER et al., 1993; KABRUN et al., 1997; FORRAI; ROBB, 2003; BERTRAND;
TRAVER, 2009; LANCRIN et al., 2009).

O marcador de superficie celular Stro-1 é considerado o melhor marcador para células-
tronco mesenquimais (KOLF; CHO; TUAN, 2007), porém ndo é exclusivo para este tipo de
célula, uma vez que a determinagdo de tal tipo celular depende de uma gama de outros fatores

de transcri¢do, bem como de diferenciacao e morfoldgicos.

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
estdgios bem anteriores aos que os mesmos apresentam, segundo a literatura afirma em

células humanas.

Talvez este perfil fosse alterado se as mesmas fossem submetidas a condicdes de cultura,
mas nao mudaria o fato do saco vitelino ser uma interessante e enigmética fonte de células,

com potencial de utilizagdo em diversas dreas de pesquisa.

Assim esses achados sugerem que o diabetes, no entanto caracteriza-se uma fonte de
pesquisa importante, pois apresenta um potencial de interferéncia amplo na proliferagao,

migragao, diferenciacao celular, principalmente na indugao da apoptose.
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Na literatura ainda ndo existe um consenso visto que esses marcadores podem ser
expressos sob diferentes condicdes. De qualquer forma tem se mostrando bastante,
significativo as investigacdes em torno do processo patolégico do diabetes e suas

controvérsias em relacao as células- tronco.

Diante do que foi exposto fica claro que o diabetes € uma doencga que tem demostrado sua
gravidade, sugerindo uma avaliacdo minuciosa dos distirbios metabdlicos celulares que sdo
desencadeados pela mesma. Além disso, esses resultados suportam a necessidade de uma
atuacdo multidisciplinar no diagndstico e tratamento e prevengdo desta patologia, uma vez

que sua incidéncia e prevaléncia continuam elevadas.
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8 CONCLUSAO

e No saco vitelino de animais diabéticos, ha expressao diminuida do marcador formador de

migracao celular: CD44.

e No saco vitelino de animais diabéticos, hd expressdo diminuida do marcador formador

envolvido na formagao dos vasos e potencial hematopoiético: CD34.

e No saco vitelino de animais diabéticos, hda expressio diminuida do marcador de

Pluripotencia: NANOG.

e No saco vitelino de animais diabéticos, ha expressdo aumentada do marcador receptor de

adesdo envolvido na migragdo celular: CD 90.

e No saco vitelino de animais diabéticos, ha expressdo aumentada do marcador receptor de

adesdo envolvido na formacao dos vasos: VEGF-R1.

e No saco vitelino de animais diabéticos, hd expressio aumentada dos marcadores

envolvidos na inflama¢ao: TNF-R1, IL-1r, COX -2.

e No saco vitelino de animais diabéticos, ha expressdo aumentada do marcador de morte
celular: Caspase -3.

e O diabetes induz a inatividade mitocondrial.

e O diabetes prejudica a potencialidade das fases do ciclo celular.

e O diabetes leva as alteracOes significativas na proliferacdo, diferenciacdo celular,

processo de ploidia celular e induz a apoptose celular.
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Abstract

Researches using stem cells have been considered very promising in the treatment of several
diseases however pluripotent cell behavior on diabetes condition has been no investigated. We
aimed to evaluate proliferative potential, and the characterization of stem cells from yolk sacs
obtained from rats in 15 and 20 gd in normal and hyperglycemic conditions using flow
cytometry to analyze cell cycle phases, metabolic potential of mitochondrial membrane and
the expression of caspase and differentiation markers of stem cells. Diabetes presented a
negative influence on mitochondrial activity, demonstrated by the lowest level of
mitochondrial activity and the elevated rate of inactivity in diabetic group. This scenario
might be associated to permeability deregulation, mitochondrial integrity, cytochrome c
release, apoptosis activation and proliferative capacity decreasing. We should claim diabetes
might be harmful in the last period of pregnancy, because in diabetic group at 20th gd we
observed an intensively decreasing in G2/M phase what might be explained by a cell cycle
stopping associated to a reduction in the cell cycle progression or an apoptosis induction. In
our study, results analysis has lead us to suggest that diabetes induces changes in the
microenviroment, inducing over expression of caspase and interfering in mitochondria
activity. Diabetes interfere in cell pluripotency expressed by a decrease expression in diabetic
at 20 gd however, demonstrated equilibrated expression of CD115 and OCT 3/4 involved in
pluripotency. Our findings suggest that diabetes played a potential interference on
proliferation, migration, cell differentiation, induces to a mitochondrial inactivity, interfere on

cell cycle and induct to apoptosis.

Keywords: Diabetes, Stem Cell, Yolk sac, Embryonic Development, Gestation.



75

*Corresponding Author:
Prof. Dr. Emerson Ticona Fioretto
Cidade Universitaria Prof. José Alofsio de Campos Av. Marechal Rondon, s/n, Sdo Cristévao/SE/Brazil, CEP

49100-000 - +5579 21056625 fioretto.ufs @ gmail.com



76

1. Introduction

Diabetes is a disease that interferes in cell metabolism, moreover, during gestational
embryonic period. Diabetes can develop metabolic disturbs in endothelial proliferation and in
the vascular growth compromising embryonic development [1] and [2]. In some cell types,
chronic hyperglycemia stimulates an increase in glucose uptake and may cause changes in
metabolic pathways [3]. During pregnancy, diabetes can be classified as: gestational diabetes
(GDM, defined as any glucose intolerance detected between 24-28 weeks of gestation) and
pre-established clinical diabetes (women previously diagnosed with Diabetes Mellitus type 1
or 2). Which can be related to newborn morbidity and mortality [4] and [5]. (It has been
widely discussed that chronic hyperglycemia triggers metabolic disturbances which can
interfere in endothelial proliferation and vascular growth in a wide range of tissues [4].

Stem cells can be classified by their origin in embryonic, fetal or adult stems cell, which
presents processes of differentiation into specialized types of cells and long-term self-renewal
[6] both have lead them to be considered as a very promising source for cell therapy for some
diseases as Parkinson, Diabetes and Cardiac insufficiency [7].

Yolk sac is a source of stem cells populations related to mesenchymal, endothelial and
blood formation [8]. It also performs many functions during gestational development, such as
embryo nutrition, protein synthesis and phagocytic activity being important during the first
half of pregnancy [9]. Yolk sac reaches its major development around 10" gestational day
(gd) until the establishment of the allantochorion circulation [10] and [11], its regression, in
rats, begins around the second or third gestational period [12].

Stem cell proliferation, differentiation and cell death are controlled by a series of events
which can be investigated by the usage of cell markers. Cell proliferation is a very highly-
coordinated and regulated complex process which regulates signaling process and the
passages between G1, S, G2, M [13]. Researchers have shown that various pathologies, such
as diabetes can cause the emergence of mutations and aberrations interfere directly in the
mechanisms involved in the cell cycle [14], [15] and [16]. Normal and abnormal cell numbers
and populations might be regulated by controlling the processes of cell death and apoptosis
[17] and [18].

There are a wide variety of transcription factors essential for the maintenance and
revitalization of the stages of stem cells [6]. These factors play an essential role in the
maintenance of cell types differentiation as Oct 3/4 [19], in the self-renewal reprogramming

and cell pluripotency establishment as POUSF1, SOX2 and NANOG [20], and mesenchymal
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specific factors as Stro-1 and CD 90 which is involved in cell adhesion and migration [21].
Additionally, CD 117 is related to hematopoietic stem cells, CD34 is associated to cell
adhesion [22] and cell interactions and migration [6] and VEGF-R1 acts in the formation of
blood vessels and hematopoietic tissues [23].

The current study aimed to evaluate: 1) proliferation potential, 2) energetic mitochondrial
membrane potential, 3) cell markers expressions for cell differentiation, 4) cell cycle profile
and 5) ploidy of pluripotents cells of yolk sac obtained from rats in 15 and 20 day of gestation
in normal and hyperglycemic conditions.

2. MaterialS and Methods

This study was approved by the Ethics and Animal Research (CEPA) Federal University of
Sergipe/Brazil - CEPA No. 86/11.

2.1 Animals and experimental procedure.

Twenty-five female and 05 male adult Wistar rats (Rattus norvegicus) weighing 200-250g
were used in the study. Animals were obtained from the Central Animal Facility of the
Federal University of Sergipe. All rats were allowed free access to standard rat laboratory diet
(Labina, Purina ®, Paulinia-SP, Brazil) and tap water and were maintained on a 12:12h
light/dark cycle. Five females and one male were housed overnight in one cage to mate and
sperm-positive vaginal smear was considered as gestational day 1 (1gd).

Diabetes was induced in the diabetic group on 8gd, through the caudal vein by a single
injection of alloxan monohydrate (37mg/kg, i.v) in saline solution, after 12 hours of
starvation. Animals in the control group received identical volume of saline solution. Blood
glucose concentration was measured at 8gd, 10gd and at 15gd. Animals exhibiting blood
glucose level higher than 200mg/dl at 10gd (Accu-Chek Performa test strips, Roche
Diagnostic) were considered to be diabetic. Maternal weight was taken on 1gd, 8gd and 15gd.
On 15gd and 20gd, control and diabetic animals were anesthetized with xylazine (20mg/kg)
and ketamine (80mg/kg), exsanguinated and laparotomized to remove the uterine horns.

2.2 Yolk Sac stem cells sampling

Five fetus and five placentas were collected from five diabetic animals and five control animals at
15gd and 20gd. Each placenta were dissected for yolk sac isolation and kept on ice. Material was
mechanically dissociated with saline solution, filtered through 25mm filters and the cell suspension
kept on 1 mL of freezing solution at -70°C.

2.3 Analysis of Cycle Stages in Cell Populations by Flow Cytometry

A total of 16 samples in both groups was analyzed in flow cytometer (FACS Calibur,

Beckton Dickson) to determine cell cycle phases. Samples were separated from the ice and
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thawed at room temperature, being added to each microtube 500 uL of Fac’s Flow buffer and
centrifuged at 12,000 rpm for 10 minutes. After this period, the supernatant was discarded and
re-suspended in 200ul Fac's Flow buffer [24], following the addition of 10ul of propidium
iodide (PI) (18ug/ml) for 20 minutes in order to distinguish apoptotic cells from necrotic
cells. Samples were centrifuged at 12,000 rpm for 10 minutes, supernatant was discarded and
re-suspended in 200 ul Fac's Flow buffer. Samples were stored on ice for transport and
analysis performed on the flow cytometer. The results of the cell cycle are expressed as mean
percentage of cells in different phases of the cell cycle: DNA fragmented sub - Gl
(apoptosis), quiescent GO/G1 phase, synthesis phase - Phase S and G2 / M.
2.4 Mitochondrial Membrane Potential

Samples for mitochondrial membrane potential were treated as described above. Singular
adaptation was performed in order to use rhodaminel23 probe. After centrifugation, the
solution was discarded and cells were re-suspended in 200 ul Fac's Flow buffer and added 5
pl rhodamine 123 probe diluted in dimethyl sulfoxide (Sug/ml) and incubated in a CO2 (5%)
at 37 for 30 minutes. Rhodamine probe fluorescence intensity was evaluated under FL-1H
fluorescence channel and results were analyzed by WinMDI 2.9 software.

2.5 Expression of markers of maturation, differentiation of stem cells.

Markers expression was analyzed by following the same method as described above. We
used the following markers: Stro-1, CD90, Nanog, Oct 3/4, CD117, CD115, CD 44, CD34,
VEGF-R1, COX-2, MCP-1, INF-G R1, L 1 and Caspase-3 phosphorylated. Adaptation in the
method was performed in order to add specific primary antibody for each molecule and
secondary antibody (Alexa-Fluor ® 488 - Invitrogen) labeled with FITC and incubated with
night at 4°C. The expression of markers was determined by comparison with an isotope
control unspecific fluorochrome-labeled FITC and data analyzed by WinMDI 2.9 software.

3. Statistical Analysis

Statistical analyzes were performed in GraphPad software (Prism 5.0) test using one-way
ANOVA and Tukey comparison considered significantly different values of p <0.05.

4. Result and Discussion

The results of this study are organized according to the following criteria: Expression of
mitochondrial activity in cells of the bag, Analysis of cell cycle phases of the yolk sac cells,
analysis of the ratio and distribution of DNA / cell and cell Ploidy yolk sac , Expression of the

markers of cellular receptors and yolk sac cells determined by flow cytometry.
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Figura 02 Expression of cell cycle activity and apoptosis in yolk sac cells of control and diabetic groups on
15gd and 20gd. At left the percentage of cell cycle phases of cell populations. Chart represents

percentage values of cell cycle phases and apoptosis of cell populations. Source: Santos J.R.A
(2013).
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Figure 04 — Expression of markers on cell population of yolk sac of control and diabetic groups on 15gd and

20gd representing percentage values of activity and inactivity on cell population. Markers are
associated to vase formation (CD34, VEGF-R1); inflammatory process (COX-2, TNF-R1, IL-1),
pluripotency (CD 115, STRO-1, OCT 3/4, NANOG), cell death (CASPASE-3) and cell
migration (CD 44, CD 90). Source: Santos J.R.A (2013).

5. Discussion and Conclusion

Mitochondrial activity analysis of cells of yolk sac in control and diabetic animals at 15th gd
demonstrated high activity (92.84%) and (62.10%), respectively. Analysis at 20th gd
regarding to mitochondrial inactivity demonstrated significant difference when comparing the
control group (1.890%) in the diabetic group (38.04%) (Fig.1). Thus, we could infer that
diabetes presented a negative influence on mitochondrial activity, demonstrated by the lowest
level of mitochondrial activity and the elevated rate of inactivity in diabetic group. This
scenario might be associated to permeability deregulation, mitochondrial integrity,
cytochrome c release, apoptosis activation and proliferative capacity decreasing [2 ] and [ 25].

Caspase-3 played an important role-marker in the early stages of pregnancy as observed in
the diabetic group at 15th gd (50.35%) compared to control group (3.050%) (Fig. 4) which
might be related to a significant involution of the yolk sac, as a response to the metabolic
interference caused by diabetes which might lead to changes of mitochondrial integrity and
function being associated to cell death [26]. Not so far, apoptosis marker concentration might
be associated to G2/M cell-cycle expression, which can demonstrate the yolk sac involutes
accordingly to cell diminished activity and decreases its early-embryo importance at the third
pregnancy trimester, what might be explained by the placenta performance [27]. The lowest
rate of caspase marker expression in the diabetic group at 20™ gd might be a response to the
maximum involution of the yolk sac, however its involution is not complete as along the
embryonic development, the yolk sac plays important role in the formation of posterior

hindgut and progenitor cell [28].
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During pregnancy, cell cycle control is involved in embryonic development and determines
proliferative activity, apoptosis and cell death. Quiescence (G1) state was observed in all
groups (G1), control group (29.67%-15gd; 62.17%-20gd), diabetic group (29.99%-15gd;
59.99%20gd). An increase of G2/M phase at 15 days in diabetic group was observed what
might indicate proliferative capacity or cell cycle stopping (Fig. 2). At this point, cell can
respond to proliferative stimulus or cell death; literature demonstrate an increase in cell
proliferation near the end of pregnancy in response to fetuses increasing intake of
micronutrients for its development [29] and [30]. We should claim diabetes might be harmful
in the last period of pregnancy, because in diabetic group at 20th gd we observed an
intensively decreasing in G2/M phase what might be explained by a cell cycle stopping
associated to a reduction in the cell cycle progression or an apoptosis induction [31] and [32].

Diabetic group 20 gd demonstrates that diabetes in advanced gestational age decreases the
potential of S phase in replicating DNA and parks the G2 / M phase leading to an arrest of
proliferative capacity.

The expression demonstrated in diabetic groups with 15 and 20 gd indicates a decreased
proliferative capacity in yolk sac cells, being supported by the results of the expression of CD
90, CD 44, NANOG markers; Based on this we might say that the advanced the gestational
age, the lower the capability of cell proliferation in diabetic yolk sac.

It has been demonstrated that metabolic disorders can be understood by processes either of
cytokinesis or senescence [16]. In our study, we demonstrate that in diabetic group 20 gd cell
aneuploidy expression was significantly descreased (2.590%) (Fig.3), what could be related
to the decrease in G2/M phase, both situations, suggest that the embryo at term in
hyperglycemic conditions decreased proliferative capacity what might interfere on embryo
formation [31] what support our results being suggestive that cell proliferation decreasing
would be harmful in advanced gestational ages interfering in embryonic metabolism
increasing the risk of pregnancy loss.

We observed a higher rate of apoptosis in diabetic animals at 15 gd (10.47%) and 20 dg
(20.47%) compared to the control group 15 gd (9.005%) and 20 gd (10.98%), and more
significantly expressed in the diabetic group 20 gd (Fig.2). Apoptosis processes is scored by
standard morphological and biochemical cellular changes associated to normal program of
cell death and also in various pathologies, stimulating a cellular response to changes in the
microenvironment, [10], [12] and [41]. In our study, results analysis has lead us to suggest
that diabetes induces changes in the microenviroment, inducing over expression of caspase

and interfering in mitochondria activity [33 ] and [ 34].
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Our hypothesis that diabetes might induce alterations on the microenviroment may also be
supported by the analysis of cell markers. The expression of vessel formation marker (CD 34)
demonstrated significant difference when compared to vase receptor (VEGF-R1) (Fig. 4). It
has been demonstrated a relation between the formation of vessels mediated by CD 34 and the
formation of vascular system through the regulation of vessel growth and blood vessel
survival mediated by VEGF-R1 [35] and [36]. VEGF-RI1 is one of the most important
regulators of angiogenesis element being produced by endordem and acts in a paracrine mode
[37].

VEGF-RI1 expression was considered normally expressed in both groups and being related
to the development of yolk sac vasculature. However, when we compare the diabetic group
CD 34 expression to the number of receptors VEGF-RI it is possible to suggest that diabetes
is more damaging at the beginning of the late gestational period, as we can see an
overexpression of receptors (VEGF-R1) and a decreased expression of vase marker formation
(CD34).

During pregnancy several pro-inflammatory factors are expressed to assist fetal delivery.
When we analyzed the expression of these pro-inflammatory markers COX-2 TNF-R1, IL -1
in the yolk sac of control and diabetic pregnant rats perceive different changes in both groups.
In control group 20 gd expression of COX-2 dg of 20 (25.25%), TNF-R1 20 gd (18.75%), IL-
1 dg (30.05%) were decreased compared with 20 gd diabetic group that was significantly
higher COX-2 (57.00%), TNF-R1 (52.50%), and IL-1 (52.35%) (Fig. 4), what might be
explained by fetus delivery processes can be mediated by pro-inflammatory prostaglandins
[38]. The increased expression of these markers at 20 gd enhances the involution process in
the yolk sac at advanced gestational ages.

NANOG is a marker involved in pluripotency, in our study, diabetic group demonstrated
an increase expression of NANOG markers at 15 dg (52.15%) and a decrease expression at 20
gd (34.00%). This condition has lead us to suggest that diabetes interferes on cell
pluripotency, however, yolk cells demonstrated equilibrated expression of CD115 and OCT
3/4 (Fig. 4) also involved in pluripotency [39] and [15].

Stro-1 is considered the best marker for mesenchymal stem cells [40], but is not unique to
this cell type, since the determination of cell type is dependent on a range of other
transcription factors, as well as morphological differentiation.

Our findings suggest that diabetes played a potential interference on proliferation,
migration, cell differentiation, induces to a mitochondrial inactivity, interfere on cell cycle

and induct to apoptosis however, there is still no agreement in the literature about these
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markers expression under diabetes condition. Foregoing view lead us to continue investigate
diabetes, its metabolic disorders and its influence on pluripotency of cells along the
gestational period in placenta and also the fetuses’ pluripotent cells behavior. Furthermore,
diabetes investigation need a multidisciplinary approach to determine its influence on
pluripotent cells behavior and its application for cell therapy since diabetes incidence and

prevalence remain high.
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