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RESUMO

ASSIS NETO, A. C. Desenvolvimento placentario em bovinos obtidos por
gestacoes naturais e por fecundagao in vitro. [Development placental in bovines
obtained by natural gestation and by I/n vitro fertilization]. 2005. 223 f. Tese
(Doutorado em Ciéncias) - Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia,
Universidade de Sao Paulo, S&o Paulo, 2005.

O objetivo deste estudo foi caracterizar morfologicamente o desenvolvimento inicial
da gestacao bovina proveniente de monta natural, com idades compreendidas entre
15 a 70 dias, e de fecundacdo in vitro (FIV) com 35 dias, com énfase no
desenvolvimento placentario inicial, e diferenciacdo das estruturas extra-
embrionarias. Para tanto, foram utilizados 141 conceptos, provenientes de monta
natural, e sete conceptos obtidos pela técnica de FIV. Apds as coletas, os conceptos
foram dissecados, mensurados macroscopicamente e fotodocumentados. As
membranas extra-embrionarias foram cortadas em fragmentos de 5 cm? e, em
seguida fixadas em paraformoldeido 4%, para analise por microscopia de luz, e
glutaraldeido 2,5%, para utilizagdo em microscopia eletrbnica de varredura e
transmissdo. As membranas extra-embrionarias e fetais apresentaram graus
variaveis de desenvolvimento ao longo dos periodos analisados. O aparecimento
macroscopico da vascularizacdo do alantdide, sua tentativa de se fundir com o corio
e o0 aparecimento efetivo dos primeiros cotilédones em desenvolvimento, foram
eventos observados em embrides a partir de 1,9+0,27 cm de “Crown-Rump” (CR)
(30 a 40 dias da gestacdo). O CR médio, o peso do embrido, o peso do saco

gestacional e os comprimentos do corio e amnio aumentaram gradativamente com o

evoluir da gestacdo. O epitélio alantoidiano apresentou um dimorfismo celular a



partir de 0,9 cm de CR (15 a 20 dias de gestacao), porém, mostrou-se imaturo até o
feto atingir o comprimento de 7,2 cm de CR (60 a 70 dias da gestacéao). O trofoblasto
apresentou células mononucleadas e células gigantes binucleadas em diferentes
niveis ao longo da gestacao. O saco vitelino persistiu até 70 dias de gestagao, e o
seu epitélio apresentou indicios de atividade funcional até 50 dias de gestacéo. De
todos os parametros mensurados na analise macroscopica, somente o comprimento
o CR e o saco vitelino apresentaram diferenga significativa entre os conceptos de
monta natural e de FIV. Nos conceptos de monta natural, o comprimento do saco
vitelino foi de 5,53 cm, em média, e nos conceptos de FIV, de apenas 1,07 cm.
Todavia, faz-se necessario analisar um numero maior de animais submetidos a FIV
para corroborar a diferenga encontrada nestas medidas. Os resultados sugerem
ainda a existéncia de uma placenta vitelinica ativa, importante para a manutencao
da gestagao, que se estabelece temporariamente entre a placenta coriovitelinica e

alantovitelinica transitoria e a placenta coério-alantoide definitiva.

Palavras-chaves: Placenta. Saco vitelino. Alantéide. Amnio. Cério.



ABSTRACT

ASSIS NETO, A. C. Development placental in bovines obtained by natural
gestation and by In vitro fertilization. [Desenvolvimento placentario em bovinos
obtidos por gestagbes naturais e por fecundagdo in vitro]. 2005. 223 f. Tese
(Doutorado em Ciéncias) - Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia,
Universidade de Sao Paulo, Sdo Paulo, 2005.

The main goal of this study was to describe morphology and the early gestational
development of 15 to 70 day-old bovine embryos obtained by natural mating and 35
day-old bovine embryos obtained by in vitro fertilization (IFV) technique. One
hundred and forty-one concepts originated by natural mating and seven by IVF
technique were used. All concepts were dissected, macroscopically measured and
photographed. Extraembryonic membranes were cut in 5 cm? fragments and fixed in
4% paraformoldehyde for light and Scanning Electron Microscopy (SEM) and in 2.5%
glutaraldehyde for Transmition Electron Microscopy (TEM). All membranes showed
different stages of development during analyzed periods. The beginning of allantois
macroscopic vascularization, the attempt of fusion between allantois and chorium
membranes and the effective development of the first cotyledons were observed in
30-to-40 day-old embryos with 1.9+ 0.24 cm of Crown-Rump (CR) length. The
average CR, the embryos and gestational sac weight, the chorion and amnion length
increased during gestation. The allantoic epithelia showed a cellular dimorphism with
0.9 cm CR, however, the maturation has not happened until the foetal length of 7.2
cm CR. The trophoblast showed different levels of mononucleate cells and binucleate
giant cells. The yolk sac persisted until 70 days of gestation and the epithelium

seemed functionally activated until 50 days of gestation. The CR and yolk sac size

were the only measured macroscopic parameter showing difference between natural



mating and FIV concepts. Yolk sac size presented average values of 5.53 cm and
1.07 cm for natural mating and FIV concepts, respectively. Therefore, it is necessary
to analyze a higher number of FIV embryos to corroborate that observed yolk sac
size difference. All results obtained in this study suggest the existent of an active
vitelline placenta, important to the gestational maintenance and temporarily establish
between the transitory choriovitelline placenta and allantovitelline placenta and the

permanent chorioallantoic placenta.

Key-Words: Placenta. Yolk sac. Allantois. Amnion. Chorion.
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aos periodos gestacionais (dias): 1-15 a 20 dias; 1- 20 a 30 dias; 2-
30 a 40 dias; 3- 40 a 50 dias; 4- 50 a 60 dias; 5- 60 a 70 dias. Séo
Paulo, 2005 ... .o

Figura 39- Involugcédo do saco vitelino de embrides bovinos, provenientes de
monta natural, em diferentes periodos gestacionais - Sdo Paulo —
2005 .. s

Figura 40- “Boxplot” do comprimento total do saco vitelino (cm) de embrides
bovinos, provenientes de monta natural, em diferentes periodos
gestacionais. Eixo Y = corresponde aos periodos gestacionais
(dias): 1-15 a 20 dias; 2- 20 a 30 dias; 3- 30 a 40 dias; 4- 40 a 50
dias; 5- 50 a 60 dias - S&o Paulo — 2005 ..........ccoomiiiiiiiiiiee e,

Figura 41- Fotografia do saco gestacional bovino, fecundado In vitro, (35 dias
de gestagao; 1,70 cm de CR). Notar que os vasos sanguineos
podem ser identificados, entretanto, os cotilédones sédo de dificil
identificag@o MAaCrOSCOPICA .......uvvvuuiieeeeeeeeeeiicee e e e eeeeans

Figura 42- Fotografia do embrido e anexos embrionarios bovino, fecundado
In vitro, (35 dias de gestacdo; 1,62 cm de CR). O coério (c) foi
rebatido para melhor visualizagao do saco vitelino (sv), amnio (am)
€ a distribUiGA0 VaSCUIAr..........coiiiiiiieee e

Figura 43- Fotografia do embrido e membranas embrionarias de bovino,
fecundado In vitro, (42 dias de gestagao). Observar superficie do
corio com formagdes cotiledonarias (*) e disposicdo dos vasos.
Amnio (am); vasos (V); SaCO VIteliNO (SV)........ccceeueeeeeeeeeeeeeeeeeeenn

Figura 44- Fotomicrografia do corio de embrido bovinos provenientes de
monta natural, 0,95 cm de CR (15 a 20 dias de gestacéo).
Observar as células trofoblasticas gigantes trofoblasticas
binucleadas (seta fechada) e seus citoplasmas granulares (*);
células trofoblasticas mononucleadas (seta aberta); mesénquima
(m) e membrana basal (mb). HE, 50 pm, 100 X ........coovvriiieiiiiieieeeennns



Figura 45- Fotomicrografia do cério de embrido bovino, proveniente de monta
natural, aos 1,03 cm de CR (20 aos 30 dias de gestacao). Notar
células gigantes trofoblasticas binucleadas (*) com citoplasma
claro e evidente, entremeadas nas células trofoblasticas
mononucleadas com nucleos mais escuros. HE, 20 pm......................

Figura 46- Eletrofotomicrografia de varredura do corio de embridao bovino,
proveniente de monta natural, aos 1,03 cm de CR (20 a 30 dias de
gestacao). Notar células trofoblasticas arredondadas revestidas por
uma rede de MICTOVIlOS ......ccoeviiieiiiiiee e e e e e eeeees

Figura 47- Eletromicrografia de transmissdo do coério de embrido bovino,
provenientes de monta natural. A — Embrido de 1,03 cm de CR (20
a 30 dias de gestagado). Notar superficies apicais das células
trofoblasticas com pequenos microvilos (11), interdigitades
citoplasmaticas e numerosas mitocondrias no citoplasmas (m).
4000x. B e C — Embriao de 1,21 cm de CR (20 a 30 dias de
gestacdo). (B) — Célula gigantes trofoblasticas binucleadas com
corpos vesiculosos (*) claros e organelas citoplasmaticas
dispersas ou (C) concentradas em um dos polos das células (seta
aberta). 2000X .......coooiiiiiiiii

Figura 48- Fotomicrografia do corio e alantdide de embrides bovinos, 30 a 40
dias de gestacado. Notar alantdide (al+) com células PAS positivas
formando um epitélio simples pavimentoso (al). O cério apresenta
células trofoblasticas mononucleadas e células gigantes
trofoblasticas binucleadas (O) no trofoblasto. No mesénquima (m)
encontram-se capilares (v) cheios de células sanguineas. Azul de
Toluidina; 100X € PAS; 40X......ccoce i

Figura 49- Fotomicrografia do corio de embri&do bovino proveniente de monta
natural, 1,76 cm CR (30 a 40 dias de gestacédo). Notar células
gigantes trofoblasticas binucleadas (*) entremeadas por células
trofoblasticas mononucleadas, sob esta camada observa-se
mesénquima (M). 20um. HE ...

Figura 50- Eletromicrografia de varredura do coério de embrido bovino,
proveniente de monta natural, 1,81 cm de CR (30 aos 40 dias de
gestacdo). Observar células trofoblasticas arredondadas
recobertas por MICroViloS ..........ooouiuiiii i

Figura 51- Eletromicrografia de transmissdo do cério de embrido bovino,
proveniente de monta natural, 1,81 cm de CR (30 aos 40 dias de
gestacdo). A — Observar tecido mesénquimal com vasos
sanguineos (V) e células trofoblaticas delimitados por membrana
basal (mb). 2000X. B - Notar no apice das células trofoblasticas
microvilosidades (<) que se dispdem em diregdo a porgao
materna. Observar a grande quantidade de mitocéndrias no apice
destas células (m). 4000X.........ooor



Figura 52- Fotomicrografia do cério de embrido bovino proveniente de monta
natural, 2,47 cm CR (40 a 50 dias de gestagédo). Notar células
gigantes trofoblasticas binucleadas e células trofoblasticas
mononucleadas com nucleos mais corados (*), sob a camada de
células observa-se o mesénquima. HE, 20 pm..........ccoooeiiiiii e,

Figura 53- Eletromicrografia de transmissdo do coério de embrido bovino,
provenientes de monta natural, 5,79 cm de CR (50 a 60 dias de
gestacdo). A - Observar o trofoblasto apoiado sob o mesénquima
(M) ricamente vascularizada (v) e separada pela membrana basal
(mb). 2000X. B - Células gigantes trofoblasticas binucleadas
apresentam organelas citoplasmaticas préximas aos nucleos
(setas). 2700X. C — Célula trofoblaticas com nucleo eucromatinico
e citoplasma com vesiculas eletrondensas (*). 4000X.................o......

Figura 54- Eletromicrografia do corio de embrides bovinos provenientes de
monta natural, 7,2 cm de CR (60 aos 70 dias de gestacao). Notar
célula gigante trofoblastica binucleada com  vesiculas
eletrondensas (v) e poucas organelas evidenciaveis e as células
mais escuras com citoplasma rico em mitocéndrias na regido
luminal e nucleo triangular (t) 2000X. No detalhe, observar
nUMerosos MIcrovilos (1). 4000X ...

Figura 55- Fotomicrografia do alantéide bovino proveniente de monta natural,
2,50 cm de CR (40 a 50 dias de gestacdo). Observar a fina
camada de células achatadas (seta). HE, 10 pm........ccccceeiiiiiiiinnnnnnnns

Figura 56- Eletromicrografia de varredura do alantdide de embrido bovino,
provenientes de monta natural, 0,94 cm de CR (15 a 20 dias
gestacdo). A — observa-se epitélio do alantéide com células que
apresentam um formato variando de penta a hexagonal. B —
Mesma regido em maior aumento evidenciando células mais claras
(delimitadas por uma fileira circular de microvilos: células
superficiais lisas - S), entremeadas ou contidas por células
poligonais microvilosas (células microvilosas - Cm).........ccccceeeeeiiiennnn.

Figura 57- Eletromicrografia de varredura do alantéide de embrido bovino,
provenientes de monta natural, 0,94 cm de CR (15 a 20 dias
gestacdo. A — Mostra a predominancia de células microvilosa (Cm)
com formato que podem variar de quadrangular a hexagonal. B —
aumento maior, evidenciando o aparecimento de células lisas
superficiais (S): demarcadas por uma fileira de microvilos (seta),
regido intermediarias com pouco microvilos (*) e fileira circular
microvilosa (cabecga de Seta).........ccccooiiiiiiiiiiii s

Figura 58- Eletromicrografia de transmissédo do alantdide de embrido bovino,
provenientes de monta natural, 1,76 cm de CR (30 a 40 dias
gestacdo). Notar células achatadas repletas de polirribossomos



livres (p). Abaixo observar fibroblasto (f) e fibras colagenas 5000X.
No detalhe observar granulo eletrodensos de glicogénio (|) e
mitocdndrias alongadas (m). 10000X...........ceeiiiiiiiiiiiiicce e,

Figura 59- Eletromicrografia de transmissao do alantéide de embrido bovino,
proveniente de monta natural, 7,2 cm de CR (60 a 70 dias de
gestacdo). Notar granulos eletrondensos (|), interdigitagdes
celulares (circulo), membrana basal (mb), mesénquima (m) e
glicocalix (seta aberta). 6700X ..........oovmiiiiiiiieeieeeeecee e

Figura 60- Fotomicrografia do amnio de embrido de bovino provenientes de
monta natural, 3,11 cm de CR (40 a 50 dias de gestacdo). Notar
células achatadas (seta) sobre o mesénquima (m). 5 ym, 100X .........

Figura 61- Eletromicrografia de varredura do @mnio de embrido bovino,
provenientes de monta natural, 4,2 cm de CR (50 a 60 dias de
gestacdo. As células encontram-se delimitadas por uma fileira
densa de microvilos (seta) formando estruturas poliédricas (*)............

Figura 62- Eletromicrografia de transmissdo do amnio de embri&do bovino,
proveniente de monta natural, 7,2 cm de CR (60 a 70 dias de
gestacdo). A: Notar as células achatadas com interdigitagdes
citoplasmaticas (entre as setas), membrana basal (mb),
mesénquima (m) e glicocalix (*). 5000X........cccoiiiii e

Figura 63- Fotomicrografia do saco vitelino em embrides bovinos
provenientes de monta natural, 1,03 cm CR (20 a 30 dias de
gestacdo). A - Notar células globosas e, as vezes, colunares em
camada unica do endoderma (E); o mesénquima (m) com ilhas
eritroplasticas (i) e o mesotélio (M). B — o lumen (Lum) estar
revestido pelo epitélio endodérmico (E). O espago entre o
endoderma e o mesotélio (M) é estreito. Observar vasos
sanguineos (v) de diferentes tamanhos no mesénquima (m). HE,
L0 1 L S

Figura 64- Eletromicrografia de transmiss&o de células do saco vitelino de
embrido bovino provenientes de monta natural, 1,03 cm CR (20 a
30 dias de gestag&o). Notar mitocondrias (m) localizadas entre o
nucleo e extremidade luminal, reticulo endoplasmaticos rugoso (r),
pequenas vesiculas (seta) microvilosidades apicais (cabega de
setas) e zonas ocludentes (circulo). 4000X ...........cvveeiiiiieeiieeeiiin,

Figura 65- Saco vitelino em embrides bovinos provenientes de monta natural,
1,083 cm CR (20 a 30 dias de gestagdo). A: Na microscopia
eletrénica de transmissao sado evidenciados espacos intercelulares
(e) entre as células epiteliais endodérmicas (E) e possiveis areas
de fenestragdes (setas) no revestimento endotelial (re). Observar
que os eritroblastos primitivos (Ep) encontram-se dentro do vaso;



m - mesénquima (m). B: Na microscopia de luz notar a endoderma
(E); o mesénquima (m) com ilhas eritroplasticas (i) e o mesotélio
(M), HE, 10 M e ssssnssnnnne

Figura 66- Fotomicrografia do saco vitelino de embridao bovino 1,76 cm CR
(30 a 40 dias de gestacdo). Notar detalhes das células
endodérmicas globosas a colunares (E) apoiadas pelo
mesénguima embrionario (m) e mesotélio (M). Notar também os
vasos sanguineos (v). HE, 20 um. B - Notar o epitélio vitelino em
dobras, formando entre elas canaliculos (C). 20um.............cccooeeeeee.

Figura 67- Eletromicrografia de transmiss&o de células do saco vitelino de
embrido bovino provenientes de monta natural, 1,76 cm CR (30 a
40 dias de gestac&o). Notar zonas ocludentes entre células (seta);
reticulo endoplasmatico rugoso (r); mitocdndrias (m). 4000X;
5000X; 5000X; B700X .....eueeeieeieeeeeeaeiieeie e e e e e e e e e e e e e e eeeeas

Figura 68- Fotomicrografia do saco vitelino bovino proveniente de monta
natural, 3,12 cm de CR (40 a 50 dias de gestagao). Notar epitélio
pregueado formando pequenos canais (seta). No mesénquima
observa-se vasos sanguineos (v). Método HE, 20 uym..........ccccovvveeee.

Figura 69- Fotomicrografias do saco vitelino de embrides bovinos 40 a 50
dias de gestagdo. Notar epitélio constituido por células claras (c) e
principalmente células com citoplasmas mais escuros (e). As
células claras apresentam citoplasma vacuolizado. As células
escuras apresentam citoplasma pouco definido e contorno nuclear
irregular. Azul de Toluidina; 100X ........cooiiiii e

Figuras 70- Eletromicrografia de transmissdo do saco vitelino de embrido
bovino proveniente de monta natural, 2,47 cm CR (40 a 50 dias de
gestacdo). A - Observar células globosas com presengas de
vesiculas, grandes e eletrondensas (v). 2700X. B e C - Observar
as células globosas com mitocéndrias concentradas préximas as
areas de secregao apical (seta). 2000X € 5000X......cccoeeiieerrieeeiinnnnnnnn.

Figura 71- Eletromicrografia do saco vitelino de embrides bovinos de 40 a 50
dias de gestagdo. A — Duas células escura com uma pequena
variagdo de coloragao citoplamatica. Notar complexos juncionais
entre células. Notar nucleo (N) e RER 3080X. B - Notar célula com
citoplasma claro e estruturas arredondadas proximas ao nucleo (*).

Figura 72- Fotomicrografia de luz do embrido e anexos embrionarios
fecundados in vitro (FIV), 35 dias de gestacao. Observar alantoide
(al), pedunculo alantoidiano (Pal), amnio (Am), regido central do
saco vitelino (Ec) e extremidades alongadas (Eal). Embrido:
coragao (C), figado (F), estbmago (E), rim primitivo (R), Intestino
primitivo (Ip), somitos (S). HE, 25X ...



Figura 73- Fotomigrografia de luz do corio de embrides bovino, fecundado in
vitro, 35 dias de idade gestacional. A — Observar células
trofoblasticas claras e microvilos (seta). B e C — Detalhes das
células binucleadas com nucleos bem delimitados, nucléolos
evidentes e citoplasma granuloso polarizado (*). Azul de Toluidina,

Figura 74- Eletromicrografia de varredura do cério de embriées bovino de 35
dias gestacao, fecundado In vitro. Observar células com (+) e sem
MUCTOVIIOS (¥) nniieeii et e e e e e e e e e e e e e e e e e e eeennens 179

Figura 75- Eletromicrografia de transmiss&o do coério de embrides bovino de
35 dias gestagao, fecundado In vitro. Observar células binucleadas
com vesiculas eletrodensas (*) e mitocondrias (m) no citoplasma
(B20X) e 180

Figura 76- Fotomicrografia do alantdide de embrido fecundado in vitro (35
dias de gestac&o). Notar nestes detalhes em diferentes coloragoes,
o aspecto do epitélio (e) com células variando o formato de
globosas a cilindricas com proje¢des apicais de membranas (p). A
- Azul de Toluidina; 40x. B - Células epiteliais fortemente marcadas
pela reacdo de PAS; 40x. C - Azul de Toluidina; 100X...........cc.cc.... 181

Figura 77- Eletromicrografia de varredura do alant6ide de embrido bovino,
FIV 35 dias. A - Algumas células aparecem “franzidas” por fileiras
densas de microvilos e projetadas apicalmentes (S). B - Outras
mostram-se mais planas e com curtos microvilos centrais
delimitados por uma fileira mais densa (Cm) ............ccooeeieiii, 182

Figura 78- Eletrofotomicrografia do alantdide de embrido FIV de 35 dias de
gestacdo. Notar grande quantidade de granulos escuros (%),
interdigitacbes citoplasmaticas (seta), membrana basal e
fibroblastos com fibras colagenos no mesénquima. 4620X e 7700X... 183

Figura 79- Fotomicrografia do saco vitelino de embrido FIV, 35 dias de
gestacdo. Observar células globosas (h), capilares sanguineos
(w). A — Picrosirius; 40X; 20 um. B — PAS; 100X; 11 pm ........evveeeeee. 184
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1 INTRODUGAO

As membranas extra-embrionarias sdao o elo de comunicagao entre os
organismos materno-embrionario e posteriormente irdo formar a placenta, 6rgao vital
para o desenvolvimento e crescimento fetal. Uma grande parte das mortalidades
embrionarias bovinas ocorrem em fémeas sadias em decorréncia de uma
comunicagao materno-embrionaria deficiente, que impede a manutencdo da
gestacédo (WOLF et al., 2003).

O alto indice de mortalidade embrionaria e fetal no tercgo inicial da gestagao
de bovinos € uma das maiores causas de perdas econdmicas na produg¢ao animal.
Em novilhas férteis, saudaveis e mantidas em boas condi¢des, apds a inseminagao
artificial com sémen de boa qualidade, a mortalidade embrionaria (periodo desde a
concepgao até 45 dias) pode variar de 15 — 25% (REICHENBACH et al., 2003). A
mortalidade embrionaria tardia ou fetal inicial apresenta indices de 10 a 30% de
perdas em animais de producao leiteira e menos de 10% em bovinos de corte e
novilhas de leite entre os dias 25 e 60 de gestacdo (SARTORI, 2004).

Limitadas s&o as pesquisas que abordam o crescimento e o desenvolvimento
das membranas extra-embrionarias durante o desenvolvimento do concepto. O saco
vitelino € uma das membranas extra-embrionarias que desempenha um papel
importante para a sobrevivéncia inicial do embrido em muitas espécies de
mamiferos. Nos bovinos, Leiser e Kaufmann (1994); Wooding e Flint (1994);

Greenstein et al. (1989) e Amoroso (1959) descrevem a existéncia de uma placenta
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cériovitelina transitoria, entretanto, pouca atencao é dispensada a seu papel como
orgéo placentario participativo na comunicagdo materno-embrionaria.

Varios estudos vém demonstrando problemas relacionados ao concepto em
procedimentos de producgao in vitro e transferéncia nuclear quando comparado os
procedimentos de monta natural e inseminagao artificial. E muitos desses problemas
estao diretamente relacionados as falhas no desenvolvimento inicial das membranas
extra-embrionarias. Assim, sdo descritas modificagdes no coério (BERTOLINI;
ANDERSON, 2002; BERTOLINI et al., 2002; EDWARDS et al., 2003; HILL et al.,
2000; STICE et al., 1996) e no alantéide (DE SOUSA et al., 2001; PETERSON et al.,
1998a,b; THOMPSON; PETERSON, 2000). No entanto, pouca atengédo tem sido
dada ao desenvolvimento do saco vitelino. Apenas De Sousa et al. (2001) levantam
a hipétese de uma possivel transicdo da circulagdo vitelina para a nutricao
alantoidiana, estar relacionada com falhas fetais e embrionarias nos procedimentos
de clonagem.

A importancia de estudos relativos ao desenvolvimento e as fungdes
placentarias, ttm como alvo melhorar a manutengdo de conceptos saudaveis em
gestacdes oriundas de produgéao in vitro e clonagem (WELL et al., 1999). Para tal
feito, € indispensavel que tenhamos bem estabelecida uma caracterizagdo do
desenvolvimento normal do processo de placentagdo inicial em gestagcdes que
ocorrem por meio de concepgao natural ou inseminacgao artificial. Informacgdes sobre
o desenvolvimento normal do concepto, contato materno-embrionario ou fetal,
descrigdes morfométricas e macroscépicas do saco vitelino bovinos séo tratados de

forma ineficiente e, as vezes, confusa na literatura.
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O estudo do processo de placentacdo em fases mais avangadas da gestagao
em ruminantes foi iniciado por Miglino (1991). Desde entdo, muitas pesquisas
(CARVALHO, 2000; FEITOSA JUNIOR, 1997; MORAIS PINTO, 2002; PEREIRA,
2000; PEREIRA, 2004; SILVA, 2002) vém sendo desenvolvidas com o objetivo de
contribuir com os aspectos reprodutivos neste grupo de animais. Focando
particularmente o inicio da gestagao, este trabalho direciona-se aos estagios iniciais
da formacgédo da placenta bovina, a fim de obter dados a respeito do complexo
fendbmeno de placentagdo, com vista a compreensao dos inusitados mecanismos

envolvidos no dialogo materno-embrionario.
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2 OBJETIVOS

Partindo da hipotese de que a passagem da placenta coriovitelinica ou
alantovitelinica transitéria para a placenta cério-alantdide definitiva podera estar
relacionada com os altos indices de mortalidade embrionaria no terco inicial da

gestacao bovina, este trabalho teve como objetivos:

- Estudar o desenvolvimento inicial dos conceptos bovinos
provenientes de gestagbes naturais, nos periodos de 15 a 70 dias de
gestacdo, comparando-os com os conceptos bovinos fecundados in
vitro com 35 dias de gestacdo, com énfase as suas membranas
extra-embrionarias, utilizando dissecagdes, descricbes anatdbmicas,
mensuragdes macroscopicas e técnicas de microscopia de luz e
eletrénica de varredura e transmissao.

- Estudar as especializagdes celulares do cério, alantéide, amnio e
saco vitelino, utilizando técnicas de microscopia de luz, microscopia
eletrénica de varredura e transmissao.

- Estabelecer parametros  morfolégicos e  biométricos do
desenvolvimento do saco vitelino em embrides bovinos oriundos de
gestacdes naturais.

- Fornecer parametros que possam ser aplicados ao estudo do
desenvolvimento embrionario e placentario inicial de gestagdes

provenientes de outras biotécnicas da reprodugao bovina, tais como a
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clonagem por transferéncia de nucleo e citoplasma e produgado de

animais transgénicos, partenogenéticos e quimericos.
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3 REVISAO DE LITERATURA

A Literatura foi sistematizada nos seguintes tépicos: 3.1 desenvolvimento placentario
inicial na espécie bovina, 3.2 aspectos morfoldgicos individuais para cada membrana
extra-embrionaria e/ou fetal, 3.3 ocorréncias de anormalidades placentarias em

gestacgdes iniciais bovinas.

3.1 DESENVOLVIMENTO PLACENTARIO INICIAL NA ESPECIE BOVINA

O inicio do desenvolvimento placentario bovino ocorre antes da implantagao
definitiva do ovo fecundado. Apds a fecundacédo, o embrido passa por varios
estagios de divisdo, modelagem e compactagcdo de células, correspondendo ao
estagio de moérula. O estagio de blastdbmero ocorre, quando o embrido desenvolve
uma cavidade preenchida de fluidos, a blastocele, que esta circundada por uma
camada celular simples, o trofoectoderma. Estas células formam a parede externa
do embrido, assumindo fungdes especializadas e sao conhecidas como células
trofoblasticas, as quais, combinadas com o mesoderma somatico subjacente,
formam o corio.

Com o passar do tempo, mais fluidos sdo produzidos dentro da blastocele,
resultando em uma expansao do embrido, que é entdo denominado de blastocisto

expandido. A blastocele, repleta de liquido, forma a cavidade do saco vitelino.
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Durante o estagio de blastocisto, outras populagdes especializadas de células
se agrupam, em um dos seus polos, resultando na massa celular interna, a qual dara
origem ao embrido propriamente dito. Uma segunda camada de células de origem
endodérmica cresce logo abaixo da massa celular interna, contornando uma
cavidade denominada cavidade do saco vitelino, e uma terceira camada, o
mesoderma, entdo se estendera do disco embrionario e formara uma camada entre

o trofoectoderma e o endoderma (Figura 1).

MASSA CELULAR INTERNA

ENDODERMA

TROFOECTODERMA

Fonte: Schlafer et al. (2000)

Figura 1 — Esquema do inicio do desenvolvimento do blastocisto

O amnio é formado a partir de dobras do trofoectoderma juntamente com o
mesoderma somatico. Estas dobras se fecharam e formaram um espaco preenchido
de liquido ao redor do embrido. Antes da parede abdominal ventral do embrido
fechar, o intestino posterior se estende para formar uma estrutura saculiforme, o

alantoide. Este carreara vasos para o corio e o alantéide. A expansao do alantdide
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torna-se diretamente oposta ao cério. O alantéide e o corio fusionam-se para formar
o corio-alantéide. A morfogénese da placenta durante a gestagao inicial esta
intimamente relacionada as membranas extra-embrionarias, que sao diferenciadas

em corio, alantdide, @mnio e saco vitelino (Figura 2).

DOBRAS CORIONICAS

CAVIDADE
ALANTOIDE

(TROFOBLASTO)
CORIO-ALANTOIDE

Fonte: Schlafer et al. (2000).

Figura 2 — Esquema dos anexos embrionarios em desenvolvimento

A implantagdo em mamiferos € resultante de uma série de interagdes
altamente coordenadas que comegam com o contato intimo entre a superficie das
membranas do concepto e o epitélio luminal uterino e terminam com a formacao de
um &érgao complexo, a placenta, com fungdes multiplas de protecédo, nutrigcao,
respiragado, controle endocrino e imunossupressdao (BOWEN; BURGHARDT, 2000;

HAFEZ, 2004; KING et al., 1982; LEISER, 1975).
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Cronologicamente o periodo completo de implantacdo nas espécies bovina e
ovina duram 40-45 e 14-16 dias, respectivamente (NODEN; LAHUNTA, 1990). Os
bovinos apresentam um processo de implantagdo superficial, ndo invasivo que
envolve trés fases: aposi¢ao, adeséao e fixagcdo (HAFEZ, 2004; KING et al., 1982;
LEISER, 1975), também denominadas de fases pré-implantagao, implantagao e pos-
implantagdo (YAMADA, 2002).

A fase da aposigdo ou manutengao passiva de contato entre o trofoblasto e o
epitélio uterino, inicia-se entre os 17° e 19° dias da gestacéo. A fase de adeséo ou
unido coesiva entre as superficies interativas envolve areas carunculares e
intercarunculares do endométrio. Uma aderéncia transitoria ocorre inicialmente a
medida que os conceptos bovinos e ovinos desenvolvem vilosidades semelhantes a
dedos (papilas) que se projetam para o lumem uterino. A aderéncia placentaria em
ruminantes é caracterizada pelo aparecimento de células binucleadas, que crescem
a partir das células mononucleadas do trofoblasto. As células binucleadas aparecem
inicialmente no 17° dia e permanecem durante toda a gestacéo (HAFEZ, 2004; KING
et al., 1982; LEISER, 1975).

A fase de fixagao definitiva, que comega por volta do 19° dia de gestagéo nos
bovinos, mediante interdigitacdo dos microvilos, culmina na formagao do cotilédone.
Esta fase tem inicio na regido proxima ao embrido e entdo se espalha por toda a
superficie coridnica, incluindo as regides intercarunculares. O contato do cotilédone
com a superficie caruncular, ou seja, a formagao do placentdnio, ndo comecga até o
30° dia de gestagao, indicando que o desenvolvimento da placenta depende da
localizacdo em relagdo ao embrido, bem como da idade gestacional, portanto, o

estabelecimento do processo de implantagao nao € uniforme (LEISER, 1975).
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Yamada (2002) avaliou a expressao da proteina liberadora de prolactina |
(bPRP-I) durante o periodo de implantagédo em vacas e observou que a bPRO-I pode
ser um excelente marcador para as células trofoblasticas, assim como, um candidato
ao diagnéstico da gestacao. Na fase de pré-implantagcao (17° e 19° dia de gestagao)
o concepto se localiza somente no corno gestante. Nesta fase, a membrana
trofoblastica esta proxima ao endométrio uterino, entretanto, as células trofoblaticas
nao estdo ainda fusionadas ao epitélio uterino. Na fase de implantacéo (20-25 dias
de gestacdo), o trofoblasto encontra-se no lumen uterino em ambos os cornos
uterinos. O inicio da formagao placentaria (implantagéo) foi encontrado em varios
locais no endométrio. No corno gravidico, o citotrofoblasto, que era composto de
células mononucleadas e células binucleadas, encontra-se intimamente em aposi¢cao
ao epitélio endometrial uterino e positivo a reacdo de PAS. Foram observados os
primeiros bPRO-I mRNA no citotrofoblasto aos 20° dia da gestag¢ao. Durante a fase
de pdés-implantacédo (26-30 dias de gestacao), a formagao placentaria (cotilédones)
era encontrada no corno gravidico, especialmente préxima ao embrido. Vilos
coridnicos estavam bem desenvolvidos nestas estruturas e continham muitas células
binucleadas fortemente coradas pelo PAS.

Wathes e Wooding (1980) e Guillomot e Guay (1982) descreveram as
mudangas que ocorreram no utero e epitélio coribnico de vacas, respectivamente,
entre os dias 18-28 e 7-21 de gestacdo, antes e durante a implantacdo. Areas de
fixagdo foram primeiramente observadas no 20° dia na regidao proxima ao embrido.
Em um outro estudo, Wooding (1992), caracterizou a migragdo das células
binucleadas e sua fusdo com o epitélio uterino em ruminantes, condi¢cao até entao

denominada de placenta sinepitéliocorial.
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Hammond' (1927) apud Marshall (1952) estudou as mudancas histoldgicas
que ocorreram nos cotilédones durante o desenvolver da gestagdo de vacas. Foi
relatado que a implantacdo ndo comecga até o final do primeiro més e néo é
completada até o 3° ou 4° més da prenhez. Antes de a implantagao ser efetuada, o
epitélio uterino que cobre a superficie e a base das elevagdes cotiledonarias,
encontrava-se completamente desnudo. No final do segundo més, existe um certo
grau de aderéncia entre os vilos coribnicos e as lamelas dos cotilédones maternos.
Aos trés meses um grande e mais completo sistema de ramificagdo, em ambas as
projecdes maternas e fetais, ocorre e a separagao nao € facilmente efetuada.

Como descrito acima, o coério, o alantéide, o amnio e o saco vitelino sdo as
estruturas membranosas do embrido envolvidas na formagdo da placenta. As
membranas embrionarias podem estabelecer conexdes entre si ao longo de todo o
desenvolvimento placentéario. Estas conexdes podem ser transitérias ou se tornarem
permanentes ou ainda podem comportar-se de forma diferente de acordo com a
espécie. Sendo assim, Leiser e Kaufmann (1994) definiram quatro modelos para a
composicdo das membranas fetais em gestagdes a termo: placenta coridnica,
placenta coriovitelinica, placenta cério-alantéide e placenta vitelinica.

A placenta coribnica € o primeiro passo do desenvolvimento placentario em
todos os mamiferos, o qual esta presente no fim da gestagdo como uma porgao nao
vascularizada e nao especializada na placenta humana. A placenta coriovitelinica
apresenta as membranas coribnicas conectadas a circulagdo fetal por vasos
vitelinos. Esta relagdo € descrita em uma pequena regido da placenta da égua e da
gata até o final da gestacdo. A placenta corio-alantéide ja apresenta a membrana

coribnica conectada a circulacao fetal pelos vasos alantdides e representa a parte

"HAMMOND, D. J. Physiology of Reproduction in the cow, Cambridge, London, 1927.
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dominante da maioria da placenta dos mamiferos domésticos. Na placenta vitelinica,
propriamente dita, o epitélio do saco vitelino e os vasos vitelinos apresentam-se

conectados a circulagao fetal. Este tipo de placentagdo é estabelecido em peixes

viviparos, anfibios e na placenta de roedores (Figura 3).

Fonte: Leiser e Kaufmann (1994).

Figura 3 — Esquema representativo das membranas extra-embrionarias/fetais de
varias espécies ao final da gestagdo. a — mulher; b - égua; c — gata; d —
porca; e — ovelha; f — porquinho da india. C = cério, Am = amnio, V =
saco vitelino, A = alantdide
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3.2 ASPECTOS MORFOFUNCIONAIS DAS MEMBRANAS EXTRA-

EMBRIONARIAS E FETAIS

Os vertebrados viviparos desenvolvem um complexo sistema nutricional que
circundam o embrido e o feto, as membranas fetais ou extra-embrionarias. Estas
constituem a base para as estruturas placentarias essenciais e a manutengao

fisiolégica e protegao do embrido dentro do utero.

3.2.1 Morfologia do Saco Coridnico

O corio é uma camada epitelial da parede externa do blastocisto. Durante a
implantacéo ele € preenchido por uma camada interna de mesénquima, que deriva
do embrido. Logo em seguida, o mesénquima desenvolve seu proprio sistema de
capilarizagédo. A cavidade circundada pelo cério, que contém o embrido, a vesicula
amnidtica, o saco vitelino e o alantoide, é denominada exoceloma. Na maioria das
espécies, o epitélio coribnico ou trofoblastico, como a camada externa da unidade
fetoplacentaria, representa a decisiva barreira de troca entre os organismos
maternos e fetais (LEISER; KAUFMANN, 1994).

O cdrio é intrinsecamente um tecido avascular, de forma que, para fazer parte

z

da troca materno-fetal, o mesmo deve desenvolver uma circulagdo funcional. E
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vascularizado exclusivamente pelos vasos alantdides, de forma que esse tipo de
placenta é considerado coério-alantéide (KAUFMANN; BURTON, 1994).

Em ovinos, o concepto entra no utero aproximadamente trés dias apods a
ovulagado, comecgando a expandir-se ao redor do 10° dia. O crescimento da vesicula
coribnica € semelhante a do suino onde um saco alongado é formado, e quando
somente um unico concepto esta presente, o saco comega a preencher
completamente ambos os cornos do utero bicornuado (WINSAT, 1950). O saco
coribnico, no inicio da prenhez, cresce rapidamente e pela 4° (ovelha) ou 5° (vaca)
semana vem ocupar ambos os cornos uterinos (ASSHETON? 1906 apud
MARSHAL, 1952).

Bryden et al. (1972) estudaram o desenvolvimento embrionario diario em
ovelhas desde o acasalamento até 34° dia de prenhez, com énfase ao periodo
embrionario (11 a 34 dias). As mudangas no formato, tamanho e diferenciagdo dos
tecidos e 6rgao foram observadas com o propdsito de estabelecer um padrao diario
de desenvolvimento normal do embrido. O coério se mostrava aderido ativamente na
mucosa uterina a partir do 17° ou 18° dias de prenhez. Aos trinta dias os vilos
apareciam na superficie da membrana coribnica, promovendo uma relagdo mais
intima com as carunculas uterinas. Um aumento rapido no tamanho do cério
acontecia durante o periodo embrionario, e ao final da quarta semana de prenhez,
vindo a ocupar o outro corno do utero.

A forma da vesicula coribnica nos ruminantes muda rapidamente. Primeiro é
esférica, sendo que a partir do 12° ao 13° dia a mesma se transforma em um tubo

longo e delgado. Este fica mais distendido no utero, alcangando uma longitude de

2 ASSHETON, R. The morphology of the ungulate, particularly the development of the organ in the
sheep, and notes upon the placenta of the elephant and hyrax. Philosophical of the Royal Society pf
London, Série B, v. 198, p. 143-220, 1906.
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aproximadamente 1,25 metros. Em seguida, ganha largura e adquire a forma tipica
de um saco bicornual encurvado (SCWARZE, 1972).

A formagao das vilosidades comega a ocorrer precocemente no corio. As
vilosidades entdo se distribuem de maneira difusa e permanecem assim nos
tilopodos (guanacos, camelos, lhamas), formando uma semiplacenta difusa.
Entretanto, nos ruminantes domésticos, assim como na girafa, entre outros, estas
vilosidades difusas dao lugar aos cotilédones. Os cotilédones se unem no final do 2°
més de prenhez com as carunculas uterinas, que sdo uma porgao da mucosa uterina
isenta de glandulas. Os placentomas (cotilédones + carunculas) constituem uma
semiplacenta multipla ou cotiledonaria. O saco gestacional da vaca apresenta uma
forma bicornuada encurvada, e a placenta é classificada como epiteliocorial. Nas
prenhezes gemelares de vacas aparecem anastomoses vasculares entre os sacos
gestacionais fusionados. Estas séo raras na ovelha e nas cabras (SCWARZE, 1972).

As vilosidades das membranas fetais dos ruminantes nédo se dispdem de
modo difuso como nos equinos, mas se agrupam em zonas concretas, que
correspondem as elevagbes ovais ou arredondadas da mucosa endometrial,
denominadas carunculas uterinas. As vilosidades se introduzem nas criptas que se
desenvolvem nas carunculas. O tecido corioalantéide em contato com as carunculas
uterinas torna-se hiperplasico e hipertrofico para formar os cotilédones. As placentas
bovinas, ovinas e caprinas classificam-se como cotiledonarias ou placentomatosas.
Entre o 7° e 10° dias que se seguem ao nascimento, as criptas das carunculas
uterinas sofrem necrose por isquemia, e as células epiteliais se descamam. Assim, a
placenta dos ruminantes pode ser considerada parcialmente decidua (NODEN;

LAHUNTA, 1990).
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King et al. (1980) estudaram o desenvolvimento do placentdnio bovino entre
os dias 20 e 29 da gestacdo. Os cotilédones em todos os estagios foram
identificados na superficie do lumem uterino como discretas estruturas ovais. O
tamanho do cotilédone e a intimidade da fixacdo aumentavam no 29° dia, mas
nenhum vilo ou cripta eram formados. A superficie caruncular era lisa, com nenhuma
evidéncia de ondulagdes ou criptas. Os autores observaram que o corio se
encontrava ao longo da porgao materna, em aposi¢gao, com discretas adesdes ou
fixagcdes em todos os estagios examinados.

O trofoblasto apresentava aumento do acumulo de lipidio que se tornava
concentrado na regiao das células mononucleares com o progredir da gestacao.
Poucas gotas de lipidios foram observadas nos estagios iniciais e extensos
acumulos eram vistos aos 29° dia. As células epiteliais e mononucleares mostravam
nucleos arredondados, corados claramente e localizados ao acaso. O citoplasma
continha poliribossomos e reticulos endoplasmaticos esparsos, embora, com
numerosas mitocdndrias localizadas apicalmente. Nas células gigantes trofoblasticas
binucleadas, as principais organelas eram reticulos endoplasmaticos rugosos (RER),
discretos ribossomos e mitocondrias. O numero de vesiculas com membranas
delimitadas, pequenas e circulares localizadas na regiao basais das células gigantes
do trofoblasto aumentaram com o progredir da gestacéao, indicando desenvolvimento
de funcdo secretoria. A vascularizagao do trofoblasto foi primeiramente observada
ao 26° dia.

Em bufalos as células gigantes trofoblasticas binucleadas mostram muita
similaridades morfolégica com as células trofoblasticas de vacas. Como no

trofoblasto de placenta de vacas, a abundancia de reticulo endoplasmatico granular
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e reagao PAS positiva no citoplasma granular reflete a capacidade destas células de
produzir e estocar proteinas, as quais sao liberadas no organismo materno
(CARVALHO et al., 2005).

De acordo com Assheton® (1906) apud Marshal (1952), o embrido bovino de
18 dias, com aproximadamente 10 mm de comprimento, ocupa toda a extensao do
utero, pelo crescimento do blastocisto. Nos ovinos, o primeiro “ataque” da mucosa
uterina ocorre entre o 70° e 80°. Até este momento, existe uma frouxa implantagao
da membrana na caruncula. No 31° dia os vilos aparecem na superficie do saco
coridnico, resultando numa aproximada implantacédo. Aos 44 dias os cotilédones sao
visiveis, arranjados em fileiras e tém superficies livres convexas com
correspondéncia dentro das concavidades dos cotilédones maternos. Neste estagio
ha um certo grau de aderéncia entre as partes maternas e fetais. Aos 78 dias as
formas gerais do tipo de placenta ja sdo aparentes, e ja existe uma implantagéo
cotiledonaria completa.

Em bovinos, o blastocisto alongado comeg¢a a imobilizar-se pelo
desenvolvimento da papila trofoblastica celular alongada, a qual se estende nas
glandulas uterinas, abrindo ao redor do 18° dia pds-coito. Isto € acompanhado pela
migragao de células trofoblasticas binucleadas ao epitélio uterino, onde as mesmas
se fusionam. As células epiteliais uterinas tornam-se entao trinucleadas. No 22° dia
da gestagao, o blastocisto estende-se igualmente em ambos os cornos uterinos, e
no 27° dia ele estabelece, um contato intimo do seu epitélio com as interdigitagcbes
microvilosas. Dos 32 ao 34° dias, desenvolve discretos vilos alantocoridénicos

vascularizados, justapostos as carunculas maternas, provavelmente induzidos por

* ASSHETON, R. The morphology of the ungulate, particularly the development of the organ in the
sheep, and notes upon the placenta of the elephant and hyrax. Philosophical of the Royal Society pf
London, Série B, v. 198, p. 143-220, 1906.
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fatores de crescimento. Simultaneamente o endométrio da caruncula desenvolve as
criptas carunculares. Durante a gestacao, os vilos assim como as criptas, tornam-se
longos e profundos, respectivamente, tornando se ramificados (DANTZER, 1999).

Segundo Barone (1986), o cério a termo em vacas, reproduz
macroscopicamente o formato geral do interior do utero. Apresenta-se relativamente
delgado, fragil, de coloragdo branca e lisa. Na maior parte da sua superficie,
encontram-se de 100 a 120 cotilédones volumosos que formam a placenta. Estes
cotilédones s&o menos numerosos, entretanto, muito volumosos na parte mediana
do concepto onde eles normalmente alcangam de 7 a 8 e até mesmo 10 centimetros
de didmetro. Os cotilédones menores localizam-se nas extremidades coriénicas.

A placenta representa uma aposi¢ao ou fusado de tecidos, que tém a funcgao
de realizar as trocas de nutrientes e excrecao de residuos, entre as regides materna
e fetal. O tipo de placentagao corio-alantéide permite trocas entre as partes materna
e fetal mediada por uma aposi¢ao do cério-alantdide na mucosa uterina. A eficiéncia
morfolégica da membrana fetal esta relacionada a grande area superficial de
aposig¢ao das camadas, e os sangues materno e fetal embora proximos um do outro,
continuam morfologicamente separados por uma variedade de camadas celulares da
membrana fetal (BJORKMAN, 1973).

Laven e Peters (2001) estudaram os parametros normais do placentdnio
bovino em varios estagios cronoldgicos da gestacao. Eles mostraram que existe uma
grande variagdo no numero, tamanho, peso e forma dos placentbnios. Foi
evidenciado que nao ha mecanismos compensatorios, quando um parametro se

encontra em condigcbes maiores ou menores. Isto sugere que em situagdes de
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normalidades as reservas placentarias sdo maiores, e capazes de competir com as
maiores demandas.

Conforme Reynolds et al. (1990) os pesos de tecidos placentarios bovinos
aumentam exponencialmente do 100° ao 250° dias de gestacao. A curva do “Crown-
Rump” aumenta linearmente em fungao da idade gestacional. O crescimento relativo
inicial do feto e placenténio é respectivamente de 8,02% e 6,16% por dia, e diminui
para 0,014% e 0,012% com o progredir da gestagcdo. Na cabra e ovelha hd um
rapido crescimento do peso da placenta durante o primeiro periodo da gestacéo,
seguido por um periodo de pouco desenvolvimento. Nestas espécies o0 peso da
placenta aumenta até a 13° semana de gestagao. A partir dai, existe uma diminuigao
progressiva (MARSHALL, 1952).

Estudos ultra-sonograficos indicam que o concepto bovino pode ser
visualizado desde os 10 dias de prenhez, enquanto que o embrido propriamente dito
€ detectado a partir dos 20 dias de gestacdo. Parametros tais como a forma do
concepto (esférico ou alongado), graus de expansao das membranas extra-
embrionarias no utero, comprimento occipto-sacral, e taxa de batimento cardiaco
sdo importantes para avaliar o desenvolvimento embrionario (CURRAN et al., 1986).

Sorensen (1976) estudou a placentagdo em novilhas, utilizando dois grupos
experimentais. Um grupo com cinco gestagdes gemelares (grupo experimental), no
qual em um dos embrides foi induzida a morte embrionaria pela ruptura do amnio, e
um outro grupo (controle) com gestagdes simples, em que nao foi utilizado tal
procedimento. Em ambos os grupos, os animais foram abatidos entre os 40 e 60
dias da gestagao. O grupo experimental diferiu nos seguintes aspectos do grupo de

controle: muitas células epiteliais endometriais estavam descamadas, e o epitélio
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remanescente mostrava-se vacuolizado ou organelas em deplecao; o trofoblasto
permanecia no estagio de preimplantagdo com intensa atividade fagocitaria;
acumulo de lipidios e glicogénio; organelas em degeneragdo e mesénquima com
depdsitos extracelulares de ferro e calcio. O autor afirma que as alteragdes
morfolégicas na placenta foram causadas pela interrup¢do da circulagao fetal e
consequente acumulo de produtos metabdlicos.

Ram e Chandra (1984) reportaram que os cotilédones fetais em bufalas sao
primeiramente encontrados sobre o saco coridnico na vizinhanga do embrido até 2,5
cm de CR. O numero de placentomas de bufalas aumentou de 89 para 173 durante
o inicio, até a metade da prenhez. Contudo, ao final da prenhez (36 a 72 cm de CR),
0 numero de placentbnios diminuiu de 162 a 77, e o tamanho dos mesmos
aumentou. A reducdo do numero de cotilédones foi marcante, quando os fetos
mediram de 37 a 47cm de CR, entretanto, ao longo da prenhez foram observadas
diferencas. Os autores relataram pontas necrosadas nas extremidades do saco
coribnico, que sao resultantes do limitado suprimento sanguineo naquela regido. O
cério, que era macio e delicado durante o periodo inicial da prenhez, tornou-se mais

resistente e cada vez mais enrugado em estagios avangados.
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3.2.2 Morfologia do Alantéide

A filogenia do alantéide em mamiferos tem sido bem documentada, e o
desenvolvimento do alantdide bovino apds a inseminagao artificial (MELTON et al.,
1951) ou monta natural apenas tem sido descrito (GREENSTEIN et al., 1958).
Entretanto, ha ainda muito pouca informagcdo sobre o seu crescimento e
desenvolvimento.

O alantéide projeta-se do intestino posterior, como uma vesicula extra-
embrionaria, que coleciona residuos metabdlicos nitrogenados. Este é vascularizado
quando entra em contato com o coério, e forma com esta estrutura um &rgéao
respiratorio. A vascularizacdo se espalha rapidamente sobre o coério incluindo o
extenso amniocério. O mesoderma esplanico do alantéide serve de origem dos
vasos alantocoridnicos. Entretanto, o cério e o @mnio ndo se tornam vascularizados
até que eles tenham se fundido com o alantéide (LATSHAW, 1987; WOODING,;
FLINT, 1994). O epitélio alantéide pode tanto circundar a enorme vesicula
gestacional ou pode obliterar-se, e, finalmente regredir em algumas espécies. Ele
estd claramente envolvido no processo transplacentario de trocas (LEISER;
KAUFMANN, 1994).

Em ovinos o saco alantdide € grande, e se estende préximo as extremidades
do saco coribnico, onde se fusionam com exceg¢ao de uma regiao do feto, que esta
pressionada por uma das suas faces pelo grande saco amniético (WINSATT, 1950).

Aparece geralmente a direita do embrido, em torno do 18° dia na ovelha e 20°

(LATSHAW, 1987), ou entre 14° e 21° dias de gestacdo na vaca (NODEN;
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LAHUNTA, 1990; THOMPSON; PETERSON, 2000). Cresce cranial e caudalmente
ao longo das faces ventral e laterais do embrido, sendo que durante a 4° semana de
gestacao, este ocupa toda a cavidade celébmica estendendo-se entre as membranas
fetais. O alantéide adota o formato de “T” invertido com trago vertical situado no
cordao umbilical. Suas expansdes laterais ndo podem cobrir o d@mnio dorsalmente
devido a existéncia de um mesoamnio amplo, que se fusiona com o cério e com a
maior parte do amnio (NODEN; LAHUNTA, 1990). O alantoide fecha totalmente o
exoceloma do 23° ao 24° dias na ovelha, e no 30° dia ja se encontra fusionado ao
corio (SCHARZE, 1972).

O alantéide tem o formato de um tubo longo dividido em dois compartimentos,
que se comunicam entre si e com o uUraco. As suas paredes sao delgadas e
transparentes, e distribui-se irregularmente dentro do saco coridnico, justapondo-se
a uma das faces do amnio (BARONE, 1986 e MARSHALL, 1952). A parte mediana
com aproximadamente sete centimetros de didmetro recebe a inser¢do do
pedunculo alantoidiano. Alguns autores denominam alantocério, a parte do coério
relacionada ao alantéide, e amniocério a porgdo do cério que se relaciona com o
amnio. O liquido alantoidiano mostra-se amarelado no final da prenhez, mas é
menos turvo do que nos equideos. O volume do liquido rapidamente aumenta na
primeira metade da prenhez, até alcangar 4 a 6 litros. Ele se estabiliza ou também
diminuie um pouco antes de aumentar novamente e, no final da prenhez pode ser
quantificado de 5 a 10 litros (BARONE, 1986).

De acordo com Bryden et al. (1972) o alantéide aparece macroscopicamente
em ovinos no 16° dia de gestagcdo. Apresenta uma forma de lua crescente no 17°

dia, e pode estar livre da parede do corpo do embrido no 18° dia. Aumenta
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rapidamente a partir do 19°, ocasiao que parece com um saco semilunar preso ao
intestino posterior por uma haste.

O alantéide inicia sua fixagdo ao corio para formar o alantocério entre o0 29° e
33° dias de gestacdo bovina. Este se expande rapidamente com cinco semanas,
ocupando ambos os cornos do utero. A parte embrionaria do alantéide de onde sai o
seu ducto, é deslocada para a direita com distensao do amnio. Entre a parte do
amnio situada sobre o embrido e o corio existe somente o0 mesoderma
vascularizado. Por esse motivo, o alantoide ndo rodeia o amnio, e tampouco dispde-
se sobre o dorso do embrido dos ruminantes, o qual se encontra dentro de uma
Unica cavidade (LATSHAW, 1987).

A analise por microscopia de luz, mostra que o epitélio do alantéide e do
amnio sdo semelhantes até a metade da gestacdo em bovinos. Diferengas
marcantes, entretanto, tém sido observadas em outras espécies a nivel ultra-
estrutural, especialmente pela microscopia eletrénica de varredura. No suino e gato,
o alantdide exibe uma impressionante especificidade, ao passo que o epitélio
amniodtico ja apresenta caracteristica semelhante aos outros mamiferos
(TIEDEMANN, 1979a,b). Em bovinos com CR, variando de 2,5 a 71 cm, os epitélios
alantdide e amnidtico sao similares, ricos em filamentos e pobres em organelas. As
caracteristicas morfolégicas de amadurecimento do epitélio alantéide foram definidas
na microscopia eletrénica de varredura em feto com 38 cm de CR. Neste caso, o
epitélio é constituido por células microvilosas intercaladas por poucas células

luminais lisas (TIEDEMANN, 1982).
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3.2.3 Morfologia do Amnio

O amnio se forma entre 0 13° e 0 16° dias de gestacdo (BRYDEN et al., 1972;
LATSHAW, 1987; NODEN; LAHUNTA, 1990), e em seguida aumenta rapidamente.
A amniogénese inicia-se a partir das pregas somatopleurais, onde persiste a zona de
fusdo representada pela unido mesodérmica entre o0 @mnio e o cério, proximos a
regidao dorsal do embrido. O amnio cresce para fora e sobre o disco embrionario e
envolve o embrido em crescimento. A partir de entdo, comega a formar um saco
repleto de fluidos onde o feto ira flutuar até o final da gestacdo (NODEN; LAHUNTA,
1990).

O alantdide nunca se estende sobre o topo do amnio, sendo que o
alantodmnio se forma somente onde as duas membranas entram em contato. Na
ovelha, aos 27 dias, as membranas amniéticas ndo estdo em aposigdo ao corio ou
ao alantéide. O amnio e o alantéide somente se juntam ao corio, a partir dos 60 dias
(SHANDLEY et al., 1997).

As membranas alantéide e amnidtica obliteram completamente o exoceloma
em fetos bovinos com 6 cm de CR (60dias). Nos embrides menores (2,5 € 4,4 cm de
CR) o alantéide e o amnio ainda nao estdo completamente fusionados
(TIEDEMANN, 1982).

O amniocoério e o alantocério fazem contatos com as carunculas e participam
da formacgao dos placentonios. Os placentbnios amniocoridnicos sdo funcionais
porque sofrem invasdo de vasos sanguineos oriundos do alantéide (LATSHAW,

1987).
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O epitélio amnidtico apresenta morfologia uniforme e nao difere dos outros
mamiferos (STEVEN et al., 1982). Na microscopia eletrénica de varredura, sao
observados microvilos dispostos de forma bastante uniforme ao longo da superficie
epitelial (KUHNEL, 1965; MINH et al., 1984; WANG, 1984).

A parede da cavidade amnit6tica dos ruminantes €& transparente, pouco
vascularizada e apresenta uma extensa relagdo com o coério. Sua face interna é
caracterizada pela presenca de inumeros relevos ou placas ricas em glicogénio que
se desenvolvem ao redor do terceiro més, recobrindo o corddo umbilical. A estas se
atribui um efeito estimulante sobre a producado lactea (BARONE, 1976; NODEN;
LAHUNTA, 1990; SCHWARZE, 1972).

A cavidade do @mnio se encontra repleta de liquidos nos primeiros meses de
gestacdo (SCHWARZE, 1972). A quantidade de liquido amnidtico aumenta
rapidamente na primeira metade da prenhez, até alcancar cerca de 5 litros
(BARONE, 1986). Na vaca, o volume de liquido alantéide supera o amnidtico
durante o primeiro tergo da gestagao, invertendo esta relacdo durante o segundo
terco, terminando com uma nova superacao de liquido alantéide (6-9 litros) no tergo
final (NODEN; LAHUNTA, 1990).

O peso do feto aumenta mais que o amnio com o decorrer da gestagdo, mas
este Ultimo se estende até os cornos do saco embrionario. A medida que o feto
progride na gestacdo, o amnio adquire a forma de um ovo alargado. Uma grande
parte dos cornos permanece isenta de amnio, pois s6 contém o alantéide.

(SCHWARZE, 1970).
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3.2.4 Morfologia do Saco Vitelino

O saco vitelino é o primeiro das membranas fetais a desenvolver-se em
marsupiais e eutérios, mas nestes ultimos & posteriormente substituido pela placenta
cério-alantdide, a qual é caracteristica da maioria dos mamiferos.

A importancia do saco vitelino como 6rgao placentario e hematopoiético é
bem conhecida nos roedores (DEREN et al., 1966; HAAR; ACKERMANN, 1971;
KING; ENDERS, 1970; KUGLER, 1986; SLADE, 1970), entretanto, o mesmo nao
ocorre no caso dos mamiferos domésticos, nos quais as informagdes sdo bastante
escassas. A sua estrutura, grau de diferenciacdo, tempo de aparecimento e
desaparecimento, e distingdo fisica variam grandemente entre as espécies e séo
pobremente descritos na literatura (MOSSMAN, 1987).

Além dos estudos hematopoiéticos do saco Vvitelino (SORENSEN;
HESSELDAHL, 1975), estudos ultra-estruturais e funcionais, tém sido largamente
realizados em mamiferos, dentre eles o homem (PEREDA et al., 1994), os
carnivoros (LEE et al., 1983; TIEDEMANN, 1976; TIEDEMANN, 1977; TIEDEMANN,
1979a,b; TIEDEMANN; MINUTH, 1980b) e suinos (TIEDEMANN; MINUTH, 1980a).
Nestes dois ultimos grupos os estudos tém focalizado a sintese de proteina, o
metabolismo de triglicérides e o metabolismo de glicose. Em ruminantes, estudos
desta natureza nao tém sido expressivamente estudados, abordando os aspectos
morfolégicos e funcionais do epitélio vitelino, nem tampouco relacionando os

fendbmenos de trocas com a cavidade coribnica. Somente Russe et al. (1992)
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investigaram alguns eventos iniciais do desenvolvimento embrionario do epitélio
vitelino em bovino.

Nos ruminantes o saco vitelino involui e se degenera em um curto periodo de
tempo (MOSSMAN, 1987; NODEN; LAHUNTA, 1990), e, a partir da terceira semana
(BARONE, 1986), e no 25° dia de gestacdo (BRYDEN et al. 1972; MARSHALL,
1952), ele é reduzido a um grupo sélido de células, com poucos vasos sanguineos.
Seus vestigios ndo sdo mais encontrados até o final da prenhez (LATSHAW, 1987;
MARSHALL, 1952; WOODING; FLINT, 1994). Esta estrutura esta separada do cdrio,
atrofia-se precocemente, e degenera-se sem deixar vestigio (SCHAWARZE, 1972;
NODEM; LAHUNTA ,1990).

Inicialmente o saco vitelino é grande e vascular, sendo completamente
envolvido pelo celoma e separado do cério no 17° dia de gestacédo na ovelha, e no
20° dias de gestacdo na vaca. E completamente vascularizado ao redor do 16° dia
de gestagao na ovelha e 20° dia de gestagdo na vaca, apresentando apenas uma
existéncia transitéria, pois € precocemente deslocado pelo rapido crescimento do
saco alantéide (BRYDEN, 1965; LATSHAW, 1987; NODEN; LAHUNTA, 1990).

Nos ovinos e bovinos é composto de uma porgao alargada semelhante a um
saco, localizado abaixo do embrido. Suas duas extremidades, seguem 0 curso
alongado do trofoblasto. A parede do saco vitelino €& especialmente bem
vascularizada na porgao alargada do mesmo. Eritropoiese primaria ocorre dentro
dos capilares sanguineos (RUSSE et al., 1992).

Winsatt (1950), estudando a placenta de ovinos, descreve que o saco vitelino
alongado esta presente durante os estagios iniciais de aumento vesicular, mas este

nunca se fusiona com o cério, desaparecendo eventualmente por completo.
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Ao redor do 13° dia de prenhez na ovelha, a area do saco vitelino é separada
do cério. No 17° dia, a separagao do saco vitelino esta completada, no entanto, ele
continua crescendo com a vesicula blastodérmica, até ser empurrado gradualmente
para um lado, pelo alargamento do celoma. No 25° dia, ele é reduzido a um grupo
sélido de células, com poucos vasos sanguineos, desaparecendo antes do final da
prenhez. A circulagao vitelinica € iniciada antes do saco vitelino servir de conexao
com o corio, tanto que uma placenta coriovitelinica é estabelecida, e permanece
funcionando até o 17° dia de prenhez (BRYDEN et al., 1972; MARSHALL, 1952).

Embora seja uma estrutura transitéria, o saco vitelino, tem varias fungdes
importantes. Ele serve para nutrir a placenta permanente, até que a mesma esteja
formada. Isto € especialmente importante nos equinos e carnivoros. Os primeiros
eritrocitos embrionarios sdo formados no mesoderma esplanico do saco vitelino.
Alguns dos vasos sanguineos vitelinicos, dentro do embrido, sdo mantidos como
principais vasos sanguineos viscerais no adulto. A parte endodérmica do saco
vitelino da origem as células germinativas primordiais (células sexuais primarias), as
quais posteriormente migraram para as gbnadas. Elas também apresentam
caracteristicas de células produtoras de hormdnios esterdides. Entretanto, algumas
células podem ter fungao enddcrina. Ele estd completamente solto do cério ao redor
do 20° dia de prenhez na vaca. No 25° dia de prenhez, o saco vitelino fica reduzido a
uma estrutura soélida como um cordao.

De acordo com a classificagcao baseada nas membranas extra-embridnicas, a
placenta coriovitelinica € formada de uma membrana trilaminar constituida de
trofoblasto, mesoderma e endoderma. Esta membrana esta presente antes que o

saco vitelino e o corio sejam separados. Conforme a cavidade se expande, a area
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de transferéncia efetiva da placenta vitelina diminui. Quando a formacao da cavidade
extraembribnica esta completada, a separagdo do mesoderma no ponto de fixagéao
entre o saco vitelino e o coério é destruida. Nesta hora, uma placenta vitelina
verdadeira ndo mais existe (LATSSHAW, 1987).

O saco vitelino é formado a partir da camada primitiva endodérmica,
apresentando somente fungéo vestigial. E completamente vascularizado ao redor do
16° dia de gestagao na ovelha, e 20° dia de gestacdo na vaca, apresentando apenas
uma existéncia transitoria, pois é precocemente deslocado pelo rapido crescimento
do saco alantéide. E reduzido a uma estrutura insignificante no 30° dia de gestagao
pelo desenvolvimento do saco alantéide (WOODING; FLINT, 1994). O concepto
inicial € arranjado de tal maneira que o saco vitelino é encontrado na borda do
[Umem uterino (FLOOD, 1991).

Segundo Hafez (2004) durante e logo apds o processo de implantagao em
animais domésticos, o crescimento externo do mesoderma extra-embrionario ocorre
a partir do trofoblasto que migra entre o trofoectoderma e o endoderma. Esta lamina
mesodérmica se divide, e combina com o trofoectoderma para formar o saco vitelino.
O saco vitelino regride durante a segunda ou terceira semana de prenhez, a medida
que o alantéide se expande para se fusionar com o corio.

O saco vitelino desenvolve-se como uma estrutura anexa do intestino
posterior do embrido. Ele consiste de uma camada de epitélio endodérmico
acompanhado por um mesénquima fetalmente vascularizado (vasos vitelinos). No
homem, suino e porquinho da india, o saco vitelino é uma estrutura rudimentar a
qual geralmente nao participa das trocas materno-fetais. Em equinos e gatos ele se

funde localmente com o cério — embora partes conectantes de seus capilares
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formem camadas via vasos vitelinos com o feto e desta forma se constitui em uma
placenta coriovitelinica; neste caso os vasos vitelinos sdo mais importantes para as
trocas do que seu epitélio. No porquinho da india o saco vitelino substitui localmente
o corio, e assim forma a membrana embrionaria mais externa ou placenta vitelinica.
Em peixes viviparos e anfibios, o saco vitelino pode formar a parte dominante do
orgéao de troca. Em ambos os casos, o epitélio vitelino € decisivo para a barreira de
trocas (LEISER; KAUFMANN, 1994).

A placenta coriovitelinica se apresenta nos mamiferos como uma estrutura
temporaria que existe quando o exoceloma se estende na area vascular, e se abre
na esplancnopleura vascular e na somatopleura ndo vascular (coério verdadeiro). A
placenta coribnica vem a existir independente da placenta coriovitelinica e
obviamente representa um passo na formacao da placenta cério-alantéide, uma vez
que, esta tornar-se-a vascularizada por vasos alantoidianos (AMOROSO,1959). Uma
placenta coriovitelinica € essencial para a sobrevivéncia embrionaria, e representa
um periodo critico no desenvolvimento fetal do bovino (GREENSTEIN et al., 1958) e
ovinos (DAVIS, 1959).

Nos bovinos e ovinos, durante a fase inicial de alongamento embrionario a
parede endodérmica do saco vitelino diferencia-se em células isoprismaticas e
células primarias, as quais acompanham o trofoblasto. Com o desenvolvimento, sao
observados no endoderma dois tipos de células: as células escuras e as células
claras. As primeiras caracterizam-se por apresentar reticulo endoplasmatico granular
ordenado paralelamente sob a forma de chapas. As segundas caracterizam-se por

apresenta reticulo endoplasmatico com material flocoso, mitocdndrias ovoides e
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poucos complexos de Golgi. Trata-se do mesmo tipo celular em estagios funcionais

diferentes.

A partir de 3 mm de “Crown-Rump” (medida embrionaria) as células tornam-se
isoprismaticas. Em seu citoplasma escuro, observa-se grande quantidade de
vesiculas a microscopia de luz. No embrido implantado, com tamanho de 4-5 mm de
CR, a endoderme do saco vitelino € monocamadica, sendo formada por células
isoprismaticas e células primarias grandes de 15-20 ym de altura, com coloragao
escura. Quando o embrido atinge 5,5 mm de CR (ovino ao redor de do 18° dia de
prenhez), as células comegam a proliferar-se e infiltrar-se entre os capilares do
mesoderma. Ao mesmo tempo aparecem ao lado das células escuras, células
arredondadas claras no epitélio. Quando o embrido atinge 9 mm de CR, prepondera
o0 numero de células escuras, e com 20 ym de tamanho elas encontram-se repletas
de vesiculas. O epitélio torna-se, em parte, policamadico. Na parede do saco vitelino
de um embrido com 11 mm de CR, encontram-se dispostas as células endodérmicas
claras e escuras, frequentemente alternadas umas ao lado da outra, ou entdo elas
formam grupos de células homogéneas. Com 12 mm de CR, desenvolvem-se
canaliculos entre o epitélio. Com 36 mm de CR, o saco vitelino constitui-se de
aglomerados celulares que sao formados por células claras ou escuras, ou de
ambos os tipos. Os canaliculos colapsaram em sua extensdo, e uma parte dos
capilares se fecha. Nos embrides, ovinos com 42 mm de CR ocorre também a

degeneragao das paredes do saco vitelinico (RUSSE et al., 1992).

O saco vitelino de suinos é amplamente vascularizado, quando o embrido
mede entre 18 a 40 mm de CR de comprimento. Ndo sdo encontrados em embrides

com mais de 70 mm de CR. Sua fase hemapoiética ocorre em embrides entre 5 e 15
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mm de CR (JORDAN, 1916; SORENSEN; HESSELDAHL, 1975). Quando os
embrides medem 10 mm CR, sédo formados no saco vitelino os hemangioblastos, e
quando atingem 12 mm aparecem os eritrocitos, plaquetas e células gigantes com
um ou mais nucleos polimérficos (KING; ACKERLEY, 1985). Quando atingem 20
mm de CR, a endoderme do saco vitelino dos suinos prolifera-se em camadas de
epitélio, o qual forma colunas de células separadas umas das outras por estreitos

canaliculos.

O cavalo é o unico tipo de animal doméstico no qual se desenvolve uma
placenta vitelina funcional, permanente por longo periodo de tempo. O saco vitelino
adere-se ao denominado “complexo da bolsa umbilical”’, o qual é cercado pelo sinus
terminalis e com o corio da placenta coriovitelinica. que alimenta o feto durante o
primeiro quarto de prenhez (até a 14% semana). O corio-alantdéide s6 é
completamente desenvolvido neste estagio, sendo grandemente responsavel pelo

abastecimento do feto (RUSSE et al., 1992).

Em carnivoros, a parede do saco vitelino se junta ao trofoblasto no periodo
inicial de prenhez, quando primeiramente se desenvolve uma placenta vitelina. Mais
tarde, esta ligacdo é dissolvida mediante penetracdo do alantdide entre ambas
endodermes. O saco vitelino permanece entretanto vascularizado durante toda
prenhez e capacitado funcionalmente. Entre o 14° e 20° dias de prenhez
desenvolve-se a eritropoeise na parede do saco vitelino primitivo nos gatos, e entre
17° e 45° dias ocorre a definitiva. A endoderme mostra sua mais alta atividade entre
0 25° e 28° dia de prenhez. Nessa etapa o epitélio monocamadico apresenta altura
de 26 um e prende-se contra o mesoderma em alguns lugares (CANFIELD;

JOHNSON, 1984).
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3.3 ANORMALIDADES PLACENTARIAS ASSOCIADAS AS MORTES
EMBRIONARIAS NO TERCO INICIAL DA GESTACAO EM BOVINOS

MANIPULADOS EM LABORATORIOS

Anormalidades placentarias vém sendo descritas na literatura como a causa
primaria de perdas embrionarias, fetais e neonatais no sistema de manipulagao in
vitro, clonagem animal (HILL et al., 1999; HILL et al., 2000; KOO et al., 2000), e
também nos embrides in vivo (WILMUT et al., 1986), predominantemente durante o
primeiro trimestre da gestagao.

Altos indices de perdas, associados ao desenvolvimento aberrante da
placenta, em embrides bovinos provindos de transferéncia nuclear, sdo descritos em
procedimentos com cultura de células embrionarias (STICE et al., 1996), fetais
(WELLS et al., 1998) e blastdbmeros embrionarios (STICE et al., 1993).

Embrides produzidos in vitro usando um sistema de cultivo semidefinido
(SOF), apresentam um marcante grau de anormalidades placentarias durante o
desenvolvimento gestacional inicial, quando comparados com os embrides
produzidos in vivo ou in vitro, usando um sistema de cultivo indefinido (IVPS) (MILES
et al.,, 2005). O meio de cultivo utilizado, implicard ndo somente em alteragdes
placentarias, mais também bezerros nascidos com peso acima da média normal
(LANE et al., 2003; SINCLAIR et al., 1999; VAN WAGTENDONK-DE LEEUW et al.,
2000).

A literatura aponta que as anormalidades placentarias podem estar

associadas com a integridade estrutural do blastocisto em embrides provenientes de
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transferéncia nuclear (HILL et al., 2000; KOO et al., 2000). O blastocisto é formado
por duas populagdes distintas de células, conhecidas como massa celular interna e o
trofoblasto. A massa celular interna originara o corpo do embrido, e o trofoblasto os
elementos fetais da placenta (SINGER, 2003). Os blastocistos bovinos oriundos de
transferéncias nucleares apresentam uma alta propor¢ao de massa celular interna e
uma redugao do trofoectoderma quando comparado com embrides derivados de
fecundacgado in vitro e embrides in vivo. Estas modificagcbes podem reduzir o
desenvolvimento potencial do embrido e formar anormalidades placentarias. A
relacdo aberrante entre a massa celular interna e o trofoectoderma, no periodo de
pré-implantagdo em clones, pode ser causada pela propria célula somatica do
processo de transferéncia nuclear e néo pela cultura in vitro (KOO et al., 2000).

Uma alteracdo na relacdo da massa celular interna e trofoectoderma em
embrides manipulados podera resultar em placenténios grandes, placentas com um
peso de aproximadamente 25% maior do que o normal, e em fetos de tamanhos
anormais (THOMPSON et al., 1995; WAALKER et al., 1996).

A manipulacdo de embrides pode estar influenciando a transcricdo de um ou
mais genes associados com o desenvolvimento embrionario. A expressao de pouco
genes, que sao exclusivamente expressos no trofoectoderma, precursores da
placenta, tem sido fortemente afetada nos procedimento de clonagem, sustentando
a hipétese de que as anormalidades placentarias podem ser a principal causa de
perdas fetais apds a transferéncia de embrides oriundos de transferéncia nuclear
(WRENZYCKI et al., 2001).

O gene Mash2 em rato codifica um fator de transcricdo necessario para o

desenvolvimento do trofoblasto. Uma mutagéo pode resultar em uma deficiéncia na
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circulacdo cério-alantdide e embrides mutantes morrem ao redor de 10 dias do
desenvolvimento embrionario (GUILLEMOST et al., 1995). O gene Mash2 apresenta
niveis altos de transcricdo em embrides bovinos originados de transferéncia nuclear,
fecundados in vitro e in vivo. Entretanto, a quantidade relativa de mRNA Mash2
apresenta-se significativamente elevada em clones comparada com embrides
fecundado in vitro e in vivo (WRENZYCKI et al., 2001).

Uma deficiéncia, durante os estagios do desenvolvimento, ligada a falha da
placentacdo normal é um problema frequentemente observado em embrides
clonados e também em embrides fecundados in vitro (WELLS et al., 1999). As
mortalidades embrionarias em embrides fecundados in vitro podem ser provocadas
devido a uma dificuldade na transicdo dos nutrientes do saco vitelino para o
alantéide (DE SOUSA et al., 2001). Em 25% de embrides, que morreram no periodo
inicial da gestacao, foi constatado que o alantéide apresentava uma deficiente
vascularizacdo, desenvolvimento severamente retardado, ou auséncia do mesmo
(PETERSON et al.,, 1998). A transposicdo de nutrientes do saco vitelino para o
alantdide, representa um ponto importante a ser desvendado nos mecanismos
envolvidos com o0 ndo desenvolvimento da gestagao inicial (DE SOUSA et al., 2001)

Uma série de experimentos baseados em necropsias sequenciais de
receptoras prenhes contendo embrides produzidos in vifro dos 22 aos 124 dias,
mostrou que a existéncia de malformagao do desenvolvimento do alantéide levou a
uma deficiéncia da formacao de placenténio aos 65 dias da gestacéo, fato este, que
causou perdas fetais no primeiro trimestre da gestagcdo apds a transferéncia

(THOMPSON; PETERSON, 2000).
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Hill et al. (2000) analisaram placentas de animais clonados de células
somaticas fetais entre os dias 30 e 60 da gestacdo. As placentas eram
subdesenvolvidas, ou com caracteristicas rudimentares suficientes, para causar a
morte embrionaria e fetal. Redugdo do numero de cotilédones, epitélio coribnico
baixo, hipovascularizagédo, areas hemorragicas nos cotilédones e no cério-alantéide
foram os relatos encontrados nestas placentas. Os embrides e fetos eram pequenos
para a idade e apresentavam subdesenvolvimento dos membros e cabecas.

A deficiéncia do desenvolvimento do placentdnio foi apresentada como a
provavel causa de morte embrionaria e fetal inicial em clones bovinos derivados de
células troncos embrionarias nos periodos de 35 a 60 dias de gestacdo e em
embrides quimeras produzidos por combinacdes de blastdmeros oriundos de
transferéncia nuclear com blastdmeros in vitro. Exames macroscopicos dos tecidos
placentarios dos conceptos de transferéncias nucleares mostraram que o tecido
cotiledonario estava claramente ausente aos 38 dias. Nos agregados quiméricos, as
perdas foram observadas até 90 dias, entretanto, em uma das prenhezes, que
abortou ao 85 dias, os cotilédones estavam reduzidos em numero e tamanho na
placenta (STICE et al., 1996).

Transposi¢cbes placentarias de elementos celulares ou células oriundas das
receptoras foram descritas em alguns fetos bovinos gerados pela técnica de
fecundacdo in vitro e transferéncia nuclear, utilizando DNA mitocondrial como
marcador. A transposicdo dos componentes celulares, evidenciou que
anormalidades placentarias podem estar envolvidas com disfungbes da barreira
materno-fetal em organismos gerados pela técnica in vitro (HIENDLEDER et al.,

2004).
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Nos animais derivados de clonagem ou outro procedimento de manipulagao in
vitro, anormalidades placentarias ocorrem com alta incidéncia tanto no periodo inicial
como no final da gestacao (HILL et al., 1999; MIGLINO et al., 2006; WELLS et al.,
1998; YOUNG et al., 1998;). No terceiro trimestre da gestacdo de bezerro e fetos
clonados, observa-se uma série de anormalidades na placenta como: edemas
placentarios (cério e amnio), acumulos excessivos de liquido alantoidiano e
espessamento dos vasos umbilicais (WELLS et al.,, 1998). As anormalidades
cardiopulmonares associadas a edemas placentarios em bezerros nascidos mortos e
fetos sugerem que os desvios circulatérios se desenvolvem ainda no ambiente
uterino (HILL et al., 1999).

Sao caracterizados cinco periodos de perdas gestacionais em animais
clonados derivados de células adultas. O primeiro e talvez o mais dramatico ocorre
durante o desenvolvimento de pré-implantacdo. Neste periodo, menos de 50% de
embrides estabelecem prenhezes até 29-32 dias. Entre 30 aos 60 dias, as mortes
embrionarias e/ou fetais podem ocorrer em 50-60% das prenhezes. As placentas
nesta fase sao hipoplasicas, parcialmente desenvolvidas e cotilédones rudimentares.
O terceiro periodo esta associado a um aumento da incidéncia de abortos
espontaneos durante o segundo trimestre da gestagcdo. As placentas sao mais
freqUentemente anormais, com um marcante redugéo de cotilédones, espessamento
e edema das membranas fetais. O quarto (200-265 dias) e quinto (280 dias = a
termo) periodos ocorrem durante o terceiro trimestre da gestagdo. Durante estes
periodos sdo observados aumentos da incidéncia de hidroalantdide acompanhados
pela reducdo de placentdnio, hipertrofia de cotilédones, edema de membranas,

anassarca fetal e morte (EDWARDS et al., 2003).
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Um indice relativamente alto de perdas gestacionais foi relacionado por
Bertolini e Anderson (2002) as falhas do desenvolvimento placentario, e ao
retardamento do crescimento embrionario e fetal, entre os dias 30 e 65 em
gestacdes bovinas produzidas in vitro. Os achados revelam diferengas significativas
no desenvolvimento embrionario, fetal e placentario entre as gestagdes produzidas
in vitro, quando comparadas com os controles em diferentes estagios do
desenvolvimento. Os conceptos bovinos derivados in vitro apresentam-se menores,
quando comparados com conceptos in vivo durante o primeiro trimestre da gestagao
(37 a 58 dias). As diferengcas foram observadas nas redugdes dos numeros de
cotilédones, nas mensuragées do “Crown-Rump” e comprimento do amnio, ao
exame ultra-sonografico. Anormalidades no concepto in vitro estao relacionados com
anormalidades placentarias desde o estagio inicial da gestag¢ao, culminando com um
aumento do peso ao nascer nos bezerros (BERTOLINI et al., 2002; BERTOLINI et
al., 2004).

O concepto ovino gerado por técnicas de manipulagdo até o quarto inicial da
gestacéo, é caracterizado por uma alta incidéncia de anormalidades embrionarias e
placentarias. As anormalidades apresentam maior prevaléncia em embrides
oriundos de transferéncia nuclear, entretanto, 12% de embrides fecundados in vitro
mostraram desenvolvimento retardado entre os dias 25 e 33 da gestagdo. As
principais anormalidades observadas foram: acumulo de fluido no quarto ventriculo
do cérebro, aumento do figado, hemorragias dermais e anormalidades placentarias.
Esta ultima consiste de uma deficiéncia do desenvolvimento vascular placentario

seguido por auséncia ou reducado do numero de cotilédones. Estes defeitos sdo bem
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mais notaveis nos embrides clonados até 28 dias ou nos embrides mais jovens (DE

SOUSA et al., 2001).
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4 MATERIAL E METODO
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4 MATERIAL E METODO

O material e método referem-se: a coleta de embribes de monta natural e os
fecundados in vitro, aos estudos macroscépicos e morfométricos e aos

procedimentos de microscopia de luz, eletrénica de varredura e transmisséo.

4.1 COLETA DE MATERIAL

Foram coletados para andlises embrides provenientes de monta natural e

fecundacéo in vitro.

4.1.1 Embrioes Provenientes de Monta Natural

As coletas dos uteros gestantes foram realizadas em Frigorificos e
Abatedouros da Regido de Dracena-SP e Presidente Prudente-SP. Durante o
periodo de coleta algumas informagdes foram obtidas na tentativa de identificar a
raca do animal, a procedéncia e o tipo de manejo reprodutivo. Todos os uteros
coletados eram de animais azebuados. Foram analisados cerca de 1000 uteros dos
quais 141 estavam em fase inicial de prenhez em diferentes periodos gestacionais.

Somente os gestantes foram considerados para as analises morfométricas.
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Para as analises microscoépicas, os uteros foram abertos no proprio Frigorifico
e as membranas fixadas em solugcéo de Glutaraldeino 2% ou paraformoldeido 2,5 %
ou formol tamponado 10%. Todo o material foi acondicionado em caixas apropriadas
e posteriormente transportado para analises nos Laboratério de Anatomia e
Histologia da Unidade Diferenciada de Dracena/UNESP - Dracena/SP e no
Laboratério de Anatomia e Histologia da Faculdade de Medicina Veterinaria e

Zootecnia/FMVZ/USP — Sao Paulo/SP.
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Os periodos gestacionais foram estimados conforme metodologia
preconizada por Evans e Sack (1973) e Noden e Lahunta (1990) com mensuragao
da distancia occipto-sacral (CR), tomando-se como referéncia a crista nucal numa
extremidade e a ultima vértebra sacral na extremidade oposta (“Crown— Rump”’/CR)
(Esquema abaixo). Associados as medidas de CR foram avaliados as
caracteristicas morfologicas externa do desenvolvimento embrionario para melhor

definir os periodos gestacionais (Figura 4).

Feto em fase inicial:
52 dias

Embrido em fase tardia:
40 dias

Linha primitiva Néurula Embrido 30 dias
19,5 dias 20,5 dias

Fonte: Evans e Sack (1973)
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Figura 4 — Caracterizagao externas do desenvolvimento do embrido (1,50 cm

de CR). Periodo gestacional aproximado entre 30 a 40 dias. 1-
Flexura cervical. 2- Arcos branquiais. 3- Somitos. 4- Broto do membro toracico.
5- Medula nervosa. 6- Local da crista mesonéfrica. 7- Broto do membro pélvico.

8 - Cauda. 9- Coragdo. 10-Local da fosseta nasal. 11- Calice éptico . 12-
Encéfalo anterior
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Apos as dissecagdes e documentacgdes fotograficas das membranas, foram
realizadas as mensuragdes dos “Crown-Rump” embrionarios e fetais, utilizando-se
um paquimetro inoxidavel com divisdo em milimetros (150x0,02 mm). Apds as
mensuragdes, os embrides foram agrupados em intervalos fechados e abertos,
conforme suas medidas e caracteristicas embrionarias e/ou fetais, nos periodos

gestacionais mostrados no quadro 1.

Quadro 1 — Periodo gestacional estimado e quantidade de embrides e fetos bovinos
analisados conforme as medidas do “Crown-Rump”

Periodo gestacional Quantidade de embrides e fetos

(dias)

15 &—020 26

20 — 30 23

30 —e40 25

40 — 50 24

50 —e60 21

60 —e70 22
Total 141
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Do total de 141 conceptos estudados, 68 foram destinados ao estudo das
caracteristicas morfométricas e morfoldgicas da involugdo do saco vitelino. Para as
analises foram considerados aqueles embrides que tinham a morfologia preservada

(Quadro 2).

Quadro 2 — Periodo gestacional estimado e quantidades de embrides bovinos com
presenca integra do saco vitelino

Periodo gestacional Quantidade embrides
(dias)
1006—@ 20 16
20 —eo 30 15
30 —e 40 12
40 o 50 16
50 o 60 07
60 —® 70 02
Total 68

4.1.2 Embrioes Fecundados In Vitro

Sequem as descricbes dos procedimentos de obtengdo e producdo in vitro dos

embrides bovinos.

4.1.2.1 Obtencao de amostras para estudos
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Foram utilizados sete embrides oriundos da técnica de fecundacgao in vitro. Os
blastocistos foram transferidos para as receptoras logo apds protocolo de
sincronizagao do estro (BARUSELLI et al., 2003). As gestagdes foram interrompidas,
quando os embrides atingiram 35 dias de idade (seis embrides), e 42 dias de idade
(um embrido). Durante o periodo gestacional os animais foram mantidos nas
Fazendas Experimentais da Universidade Estadual Paulista “Julio de Mesquita Filho”
— UNESP e no Centro Universitario da Fundacdo de Ensino Octavio Bastos, Uni

FEOB, Fazenda Aguas da Prata, Sdo Jo&o da Boa Vista, SP.

4.1.2.2 Produgéo in vitro de embrides bovinos

Os odcitos foram aspirados de ovarios de vacas zebus ou mesticas, oriundos
de abatedouro. Somente os odcitos de qualidade |, com cumulus compacto completo
e citoplasma limpido e de aspecto homogéneo (finas granulagdes), foram
selecionados para os experimentos. Os odcitos foram, em seguida, maturados em
TCM199 (GIBCO BRL, Grand Island, NY, USA.) suplementado com 10% de SFB
(soro Fetal Bovino), piruvato (22ug/ml), gentamicina (50ug/ml), 0,5 ug de FSH/ml,
50ug de LH/ml e 1ug de estradiol/ml em microgotas de 100 pl de meio de
maturagdo, cobertas com 6leo mineral (30 odcitos/gota). A incubagdo foi a uma

temperatura de 38,5°C e atmosfera gasosa de 5% CO2 em ar, durante 22-24 horas.

Apods o periodo de maturagao, os odcitos foram submetidos a fecundacgao in
vitro, em microgotas de 100 ul de meio TALP (GIBCO BRL, Grand Island, NY, USA.)

suplementado com heparina (10ug/ml), piruvato (22ug/ml), gentamicina (50ug/ml),
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BSA (Albumina Sérica Bovina) sem acidos graxos (6mg/ml) e solugdo de PHE (2uM
de penicilamina, 1uM de hipotaurina e 0,25uM de epinefrina). As palhetas de sémen
congelado de touros da raga Nelore foram descongeladas em banho-maria a 35°C,
durante 30 segundos, e seu conteudo centrifugado em gradiente de Percoll (45 e 90)
para obtencdo dos espermatozdides modveis, além da remocgdo do diluidor e do
plasma seminal. A concentracdo espermatica foi de 2x10° células/ml e, apds 30
minutos de incubacdo dos espermatozoéides, os odcitos foram transferidos para as
microgotas (30 odcitos/gota) onde permaneceram sob incubagdo em atmosfera com

5% de CO2 em ar a 38,5°C durante 18-22 horas.

ApoOs o processo de MIV e FIV, os zigotos tiveram as células do cumulus
removidas e foram co-cultivados in vitro em meio CR2 modificado, suplementado
com 10% de SFB, em monocamada de células da granulosa (WATANABE et al.,
1999). Decorridas 55 horas pds-inseminacdo (hpi) foram avaliadas a taxa de

clivagem e a renovagao do meio de cultivo (feeding).

4.2 ESTUDO MACROSCOPICO E MORFOMETRICO

ApoOs as coletas dos uteros gestantes foram realizadas observacoées, dissecacgdes e

mensuracdes das membranas extra-embrionarias e fetais.
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4.2.1 Preparo do Material

Os uteros foram dissecados e em seguida foi feita uma incisao dorsal a cérvix,
tomando-se o cuidado de n&o se secionar o saco gestacional. Apos a abertura dos
mesmos foram realizadas as avaliagdes macroscépicas dos anexos embrionarios e
fetais com o auxilio de uma lupa flexivel com fixador de mesa. Para os embrides
pequenos foram utilizadas lupas estereomicroscopicas (Zeiss modelo Stemi DV4).
Foram realizados esquemas, desenhos e fotografias para a documentagdo e

descrigcoes.

4.2.2 Parametros Analisados

4.2.2.1 Mensuragdes, observagdes macroscopicas e pesagens

Foram avaliados os parametros relativos ao tamanho e proporgdes dos
embrides e anexos.

Com auxilio de um paquimetro inoxidavel com divisdes em milimetros (150
mm x 0,02 mm) foram realizadas as medidas de comprimento (cranio caudal) e
largura (latero-lateral) das membranas. O inicio de formacédo e distribuicdo dos

cotilédones e distribuicdo na superficie coribnicas foi observado.
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Os pesos dos sacos gestacionais foram tomados, utilizando-se balancga

eletrénica analitica - 200gr - 0,001 gr.

4.2.2.2 Analise estatistica

Para verificar se existiu ou ndo diferenga significativa entre os parametros
biométricos das membranas extra-embrionarias entre os embrides de monta natural
(30-40 dias de gestacao) e fecundacéao in vitro (35 dias) foram utilizado o teste T
para comparacao de duas médias.

Para cada comparacgao foi realizado anteriormente um teste F para decisao
sobre a forma de calculo dos graus de liberdade e da estatistica do teste T.

Os resultados foram considerados estatisticamente diferentes para p<0,05. As
variaveis utilizadas foram: comprimentos cranio-caudal e dorso-ventral do saco
gestacional; comprimentos cranio-caudal, dorso-ventral e latero-lateral do amnio;
comprimentos do saco vitelino (total e partes: central, extremidade maior e
extremidade menor); CR; peso do saco gestacional e contagens do numero de
cotilédones.

Os parametros foram analisados individualmente para os diferentes periodos
gestacionais de monta natural por meio de “boxplots”. Além disso, para todos os
dados dos parametros, foram calculadas medidas de posigcdo e dispersao (média,
desvio padrao, coeficiente de variagdo, mediana, quartis € maximo e minimo).

Os calculos foram conduzidos utilizando o sistema para analise estatistica R

(R: A Language and Enviroment for Estatistical Computing, 2005).
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4.3 ESTUDO MICROSCOPICO

Foram realizados procedimentos de microscopia de luz, eletrbnica de varredura e

transmissao.

4.3.1 Processamento Para Microscopia de Luz

As membranas fetais foram recortadas e colocadas em solugao fixadora de
paraformoaldeido 4% em solugdo salina fosfato (PBS'). Apés a fixagéo, o material
foi desidratado em uma série de etandis em concentragdes crescentes (de 70 a
100%) e diafanizado em xilol, seguido de inclusdo em paraplast®?.

Foram utilizados cortes de 5 ym de espessura e corados por hematoxilina-
eosina (HE), acido periddico-Schiff (PAS), azul de toluidina-fucsina e picrosirius. As

laminas foram montadas e, apds as analises, procederam-se as fotomicrografias.

'Dulbecco’s Phosfate Buffer Saline-DPBS, Gibco Co, USA
* Parablast Embedding Media_Paraplast Plus, Sigma, Oxford Lab., USA
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4.3.2 Processamento Para Microscopia Eletronica de Transmissao

As membranas fetais foram previamente fixadas em glutaraldeido 2.5%°> em
tampéao fosfato 0,1M, PH 7.2. Apés a individualizagao das membranas, foram obtidos
separadamente fragmentos do cério, alantdide, amnio e saco vitelino. Ao término da
fixagcdo, o material foi lavado em tampao fosfato de sédio a 0,1 M, PH 7,4 por trés
vezes durante dez minutos e pés-fixado em tetréxido de ésmio 1%* por 1 hora. Apds
novas lavagens em tampéao fosfato, os fragmentos de membrana foram desidratados
em alcool etilico a 50%, 70%, 90% e 100% e lavados em 6xido de propileno®.

Por um tempo de 12 a 16 horas, os fragmentos de membrana permaneceram
sob rotacdo a 1:1 de 6xido de propileno e resina®. Na seqiiéncia, esta mistura foi
substituida por resina pura por 4 a 5 horas. Apds este periodo, foram embebidas
com resina pura em moldes. Uma vez incluida, as membranas permaneceram em
estufa a 69° por 72 horas para consolidar a polimerizagao da resina.

Com a finalidade de localizar e caracterizar as areas de interesse, os blocos
foram cortados em ultra-microtomo Leica ULTRACUT UCT®. Cortes semifinos de
1um de espessura foram obtidos, corando-se a quente com solugdo de borato de
sodio a 1% em agua destilada, contendo 0,25% de azul de Toluidina para
observagao ao microscoépio de luz.

Os cortes ultrafinos de cerca de 60 nm de espessura foram colhidos em telas

de cobre e contrastados pelo acetato de uranila 2% em agua destilada por 5 minutos

? Glutaraldehyde grade |: 70% aqueoso solution (Sigma chemical Co., USA
* Osmium tetroxide 4% w/w solution in water (polyscience, Inc., USA)

> Propylene oxide EM Grade, Polyciences, Inc., USA

% Spurr Spurr’s kit-Electron Microscopy Sciences, Co. USA
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e pelo citrato de chumbo 0,5% em agua destilada durante 10 minutos. As
observagbes e eletromicrografias sub-celulares foram realizadas no microscopio

eletrénico ZEISS EM-94S2 e JEOL CX-II-100.

4.3.3 Processamento Para Microscopia Eletronica de Varredura

Fragmentos do corio, alantéide e amnio foram fixados em parafolmodeido a
4% e glutaraldeido a 2,5% em tampdo fosfato a 0,1 M pH 7,4 e pds-fixadas em
tetréxido de ésmio a 1%. Seguiram-se desidratacdes a seco em ponto critico
(Balzers CPD 020), montagem em suportes metalicos e revestimento com ouro
(“sputtering” Emitech K 550). A microscopia de varredura foi realizada em um ME

Leo 435 VP.
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5 RESULTADOS
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5 RESULTADOS

Os resultados a seguir referem-se as descrigdes macroscépicas, morfométricas e
microscopicas das membranas coribnica, alantéide, amnidtica e do saco vitelino de
embrides bovinos coletados em abatedouros e frigorificos em diferentes periodos

gestacionais.

5.1 MACROSCOPIA DAS MEMBRANAS EXTRA-EMBRIONARIAS E FETAIS DE

BOVINOS PROVENIENTES DE MONTA NATURAL

Os resultados a seguir referem-se as descrigdes macroscopicas das membranas
extra-embrionarias e fetais. Os mesmos estao representados pelas figuras 5 a 23 e

sumarizados no quadro 3.

5.1.1 Embriao de 15 a 20 dias de gestacao (0,71+ 0,17 cm)

Os sacos gestacionais dos embrides com 0,53 cm e 0,64 cm de CR ocupam
ambos o0s cornos uterinos e apresentam-se transparentes. Esta caracteristica é tao
evidente a ponto de permitir a observagado das membranas mais internas (Figura 5).
O corio apresenta-se como a membrana mais externa, desprovida de formagdes

cotiledonarias e de vasos sanguineos sob a sua superficie. As extremidades do saco
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gestacional sdo estreitas e condensadas nas pontas, semelhantes a um corddo. O
alantéide mostra-se como uma membrana transparente, completamente separado
do cdrio, apresentando discretos vasos proximos a face ventral do embrido (Figura
6). Nos embrides menores, o corddo umbilical é quase imperceptivel a olho nu,
estando posicionado na regido ventral do embrido, envolvido pelo &mnio, e aderido
ao alantéide. O alantéide encontra-se separado do corio € do amnio. A membrana
amniotica apresenta-se transparente e lisa, formando uma delgada pelicula que
envolve o embrido. O amnio mostra-se desprovido de vasos na sua superficie
(Figura 13). Nesta fase, o amnio ndo esta fusionado completamente ao alantdide,

sendo estas duas membranas facilmente separaveis.
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Figura 5 — Fotografia e desenho esquematico do embrido e anexos
embrionarios bovinos provenientes de monta natural, 0,56
cm de CR (10 aos 20 dias de gestagao). Notar cério (co)
liso e transparente, envolvendo o alantdide (al) e o amnio
(«)- No canto superior direito observar detalhe do alantdide
desprovido do cério
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Figura 6 — Fotografia dos anexos embrionarios e embrido bovino de 0,60 cm de

CR (15 a 20 dias de gestacao). O corio foi retirado para observagao
do alantéide (al). Este apresentava vasos presentes e discretos na
porcao ventral do embrido (seta) préxima ao saco vitelino (sv)
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O saco vitelino é bastante desenvolvido. Tanto a sua parte central (0,76
40,24 cm) como suas extremidades alongadas maiores (5,14 + 2,88 cm) e menores
(3,17 + 1,60) sdo bem visiveis, e alongam-se em contato com a porgédo ventral do
alantoide, proximo aos vasos umbilicais do embrido. Nesta fase, o saco vitelino tem
um comprimento total (parte central e extremidades) de 9,08+4,45 cm (Figuras 7 e

8).

Figura 7 — Fotografia do embrido e saco vitelino bovino, 0,76 cm de CR (15 a
20 dias). Observar disposicao e relagédo da parte central (c) e das
extremidades (e) do saco vitelino com o embrido
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Figura 8 — Fotografias do embrido e saco vitelino bovino com 0,60 cm de
CR (10 a 20 dias). Observar a parte central (c) e as
extremidades (e) bem visiveis
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5.1.2 Embriao de 20 a 30 dias de gestagao (1,23 cm+0,13 cm)

No periodo de 20 a 30 dias da gestagcdo os conceptos ocupam
completamente os cornos uterinos. Com 1,03 cm de CR os anexos embrionarios n&o
apresentam evidéncias macroscopicas de formagdes cotiledonarias. Em dois
embrides, um com 1,30 cm e outro com 1,43 cm foram contados, respectivamente,
03 e 04 vilos cotiledonarios superficiais. O coério ainda se desprende facilmente do
alantoide. Sao observadas trés camadas distintas de membranas em justaposicao: a
camada externa, representando o corio, a camada intermediaria transparente,
representando o alantdide, e uma membrana delgada, envolvendo o embrido,

representando o amnio (Figura 9).
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Figura 9 - Fotografia do embrido e anexos embrionarios bovino

provenientes de monta natural, 1,03 cm de CR (20 aos 30
dias de gestagdo). A - Nao foram observadas evidéncias
macroscopicas dos cotilédones nas superficies coribnicas. B
- Notar o alantdide (al) separado do cério (c) e uma
membrana delgada, envolvendo o embrido, representando o
amnio (am)
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No embrido desta fase, o saco vitelino apresenta uma area central compacta
proxima ao embrido, e ainda duas extremidades livres alongadas que acompanham

os vasos umbilicais em diregao as extremidades do saco gestacional (Figura 10).

Figura 10 — Fotografia do embrido e saco vitelino bovino, 1,25 cm de CR (20 a 30
dias). O saco vitelino apresenta uma porgédo central (c) e duas
extremidades (e) ainda visiveis
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5.1.3 Embriao de 30 a 40 dias de gestacgao (1,90 + 0,27 cm)

Os vasos da superficie coribnica estdo mais nitidos nesta fase, principalmente
na regiao ventral do saco embrionario, tornando-se mais delgados a medida que se
orientam para as extremidades do saco gestacional (Figura 11). Com 1,75 cm de CR
observa-se na regido dorsal do saco embrionario o aparecimento macroscopico das
primeiras formacgdes cotiledonarias. As membranas dos embrides de 1,81 cm e 1,97
cm de CR sao facilmente individualizadas em camadas e o saco vitelino esta

presente (Figuras 12 e 13).

Figura 11 — Fotografia do embrido e membranas embrionarias de bovino,
provenientes de monta natural, 2,17 cm CR (30 a 40 dias de
gestagao). Observar o inicio da distribuicdo da vascularizagéo na
superficie coridnica (seta); cério liso (poucos cotilédones sao
observados) e a relagdo do @mnio (am) com o embrido
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Figura 12 — Fotografia do embrido e anexos embrionarios bovino,
provenientes de monta natural, 1,81 cm CR (30 a 40 dias
de gestacdo). A - Observar poucos vasos na superficie
coribnica; B - Parte do corio foi rebatido para melhor
visualizagdo do espago amniotico. Observar o inicio de
formagao de cotilédones (*) e as camadas individualizadas
do cério (c) (rebatido), alantéide (al) e amnio (am)
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Neste periodo, ainda é evidente a presenca do saco vitelino com
as mesmas caracteristicas macroscopicas da fase anterior, entretanto,
as extremidades estdao mais filamentosas e com um comprimento total
de 5,53+3,14 cm (Figura 12).
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Figura 13 — Fotografias do embrido e saco vitelino de embrides
bovinos provenientes de monta natural, 1,74 cm CR
(30 a 40 dias de gestacao). A — Notar a relagao do
saco vitelino e embrido (setas). Envolvendo o
embrido observa-se o amnio (am). B — Detalhe do
saco vitelino: parte central (c); extremidades (e)
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5.1.4 Embriao de 40 a 50 dias de gestacgao (2,79 + 0,19 cm)

Neste periodo observou-se nitidamente a justaposi¢cao das trés camadas das
membranas, sendo o cério, mais superficial. Este apresenta formacodes
cotiledonarias e vasos evidentes, constituindo a membrana coriénica. O alantodide,
camada intermediaria delgada e transparente, justapbe-se ao corio, formando o
coério-alantéide. O amnio, camada mais interna que delimita o embrido, constitui a

membrana amnidtica (Figura 14).

Figura 14 — Fotografia do embrido e anexos embrionarios de bovinos provenientes
de monta natural, 3,1 cm de CR (40 a 50 dias de gestacdo). A —
Observar a sintopia entre os anexos e o embrido, evidenciando a
justaposicéo do corio (c), alantdide (al) e &mnio (am) e que ainda nao
houve fusao entre membranas. B — As membranas foram removidas
para mostrar a conexao do embrido, com suas membranas, através do

cordao umbilical ( 4 )
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A superficie coribnica apresenta varias formacgdes cotiledonarias distribuidas
de forma irregular ao longo do saco gestacional. Os cotilédones localizam-se
predominantemente nas proximidades dorso-lateral do embrido, entretanto, em
alguns embrides sao visualizadas formacgdes cotiledonarias nas extremidades do
coério (Figura 15). Uma camada de aspecto gelatinoso pode estar entremeada a

membrana coridnica e o alantoide, contudo, o alantéide ainda se desprende com

facilidade das membranas adjacentes.

—————

A A

Figura 15 — Fotografia do embrido e anexos embrionarios de bovinos provenientes
de monta natural, 3,1 cm de CR (40 aos 50 dias de gestagéo). A -
Notar a distribuicdo dos cotilédones (*) ao redor do embrido. B -
Distribuicdo dos cotilédones (**) em uma das extremidades do saco
gestacional (corno gestante)
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Com 2,47 cm de CR, as formacgdes cotiledonarias estdo nitidas. Neste saco
gestacional foram contados um total de 37 cotilédones, sendo 32 no corno gestante
e 5 no corno nado gestante. O codrio desprende-se facilmente do alantdide,
evidenciando que as membranas ainda ndo se encontram totalmente fusionadas.
Com 2,77 cm de CR foram contados um total de 25 cotilédones. Os vasos estéo
mais faceis de serem visualizados. Uma parte do alantéide ainda recobre o dmnio,
no entanto, ainda ndao houve uma fusdo completa entre estas duas membranas

(Figura 16).
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Figura 16 — Fotografia do embrido e anexos embrionarios de bovinos
provenientes de monta natural, 2,77 cm de CR (40 aos 50
dias de gestagao). Neste saco gestacional foram contados
um total de 25 cotilédones (). A - Os vasos (=) tornam-
se mais faceis de serem visualizados; B - Uma parte do
alantoide (al) esta recobrindo o dmnio (am), no entanto,
ainda ndo houve uma fusado entre estas duas membranas.
C - Observar detalhes do alantéide (al) e amnio (am), apds
a remogao do cério (c); D - O cdrio, o alantdide e 0 &mnio
foram rebatidos ventralmente em direcdo ao embrido,
assim facilitando a visualizagdo do saco vitelino (sv) e

cordao umbilical (=)
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O amnio mostra-se vascularizado em todo os espécimes
analisados deste periodo, e, na porgao ventral saco amnidtico observa-se o

saco vitelino (Figura 17).
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Figura 17 — Fotografia e desenho esquematico do embrido bovino
proveniente de monta natural e membrana amnidtica
(am), 2,712 cm de CR (40 a 50 dias de gestacao).
Observar a discreta vascularizagdo na membrana
amnidtica e a involugao do saco vitelino (sv)
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O processo de involugao do saco vitelino ja se encontra bem caracterizado.
Observa-se que as extremidades tornavam-se mais finas e transparentes. A regiao
central do saco vitelino assemelha-se a um pequeno grao achatado em contato com
o amnio. Uma brusca diminuicdo dos comprimentos das extremidades e do
comprimento total do saco vitelino foi constatada claramente, medindo 1,53+£1,33 cm

(Figura 18).

LI

Figura 18 — Fotografia do embrido e anexos embrionarios de bovinos provenientes
de monta natural, 3,0 cm de CR (40 aos 50 dias de gestacdo). Notar
que as extremidades (seta) do saco vitelinos encontram-se bem finas e
de dificil visualizagdo a macroscopia. Ec — Porgcao central mais
evidente
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5.1.5 Fetos de 50 a 60 dias de gestacao (3,76 + 0,52 cm)

Neste periodo é caracterizado o inicio da fase fetal. Com 4,20 cm de CR, as
formagdes cotiledonarias estdo mais proximas ao embrido. Nas extremidades do
saco gestacional os cotilédones nem sempre sao visualizados. Além disso, sao
menores quando comparados com os cotilédones localizados na regido central. As
distribuicdes dos cotilédones apresentam-se de forma variada, quando analisadas
as faces laterais do saco gestacional. Os vasos alantoideanos localizam-se proximos
ao feto, e, a medida que direcionam-se as extremidades do saco gestacional tornam-
se mais finos com areas avasculares (Figura 19). O alantoide e o cério estdo unidos
por intermédio de uma camada gelatinosa que dificulta a individualizacdo das
membranas. No amnio notam-se vasos alantoideanos distribuidos em toda a regi&o.
Com 4,31 cm de CR, o cdrio ainda se desprende do alantdide, apresentando um

total de 75 cotilédones.
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Figura 19 — Fotografia e desenho esquematico do feto e membranas
fetais de bovino provenientes de monta natural, 4,20 cm
de CR (50 aos 60 dias de gestacao). Notar a distribuicéo
irregular dos cotilédones (*) e a disposigdo dos vasos
alantoideanos (seta), mais espessos proximos ao feto e
delgados a medida que se direcionam para as
extremidades do saco gestacional
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Neste periodo a regido central do saco vitelino ainda é visualizada e mede
0,46+0,10 cm, entretanto, as extremidades ja ndo s&o mais visiveis. O processo de

involugdo ja se encontra avangado (Figura 20).
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Figura 20 — Feto e membranas fetais, bovinos provenientes de monta natural, 4,4 cm
de CR (50 a 60 dias de gestacao). Observar o processo de involugao do
saco vitelino (sv)
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5.1.6 Fetos de 60 a 70 dias de gestacao (6,75 + 0,86 cm)

Neste periodo, a fase fetal ja encontra-se estabelecida. As membranas
coribnicas e o alantéide mantém um contato intimo na regido proxima ao feto,
formando a membrana coério-alantdide, e, embora estejam separadas, encontram-se
nas extremidades. Notou-se que a camada gelatinosa diminue com o avancgar da
prenhez. Os cotilédones maiores estao distribuidos principalmente ao redor do feto.
A vascularizagao é evidente em todas as membranas. Os vasos do cordao umbilical
ramificam-se da regido ventral do feto para as extremidades e superficies dorsais

das membranas (Figura 21).
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Figura 21 — Feto e membranas fetais, bovinos provenientes de monta natural, 8,0

cm de cm de CR (60 a 70 dias de gestagao). Os cotilédones (*)
maiores encontram-se préximos ao feto e as membranas
permanecem bem vascularizadas (setas)
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Com 5,79 cm de CR o corio esta bem vascularizado, os cotilédones
aumentaram de tamanho, distribuindo-se uniformemente ao longo do saco
gestacional. A membrana amnidtica aumenta de tamanho nesta fase, mostra-se
transparente e vascularizada. Os vasos provenientes do alantdide dispdem-se sobre
o0 amnio. Os fetos com 7,2 cm e 7,9 cm de CR apresentam cério com vascularizagao
evidente, com 46 e 81 cotilédones, respectivamente. Com 8,6 cm de CR os
cotilédones sao grandes, quando localizados proximos ao feto, e pequenos, quando
posicionados nas extremidades.

A membrana amniética aumenta de tamanho com o evoluir da gestacao, e,

aos 70 dias a superficie externa da membrana esta bem vascularizada (Figura 22).
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Figura 22 — Feto e membranas fetais, bovinos provenientes de monta natural, 8,0 cm
de cm de CR (60 a 70 dias de gestacado). Notar a vascularizagao do
amnio (am)



112

A involugdo do saco vitelino encontra-se estabelecida, entretanto, vestigios

ainda podem ser visualizados em alguns fetos, como representado na figura 23

(0,30+0,09 cm).

L L W

Figura 23 — Fotografia do embrido e resquicio do saco vitelino bovino, 5,6 cm de CR
(periodo gestacional estimado: 60 a 70 dias). Observar apenas resquicio
(entre a seta e cabecga do alfinete)
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Quadro 3 — Desenvolvimento macroscépico das membranas extra-embrionarios e
fetais bovinas, proveniente de monta natural no periodo inicial da
gestacao (15-70 dias), Sao Paulo, 2005

Parametros Periodos gestacionais (dias) e CR médio (cm)
analisados 15-20 20-30 30-40 40-50 50-60 60-70
0,71 0,17 | 1,23+0,13 1,90+ 0,27]  2,79+0,19 3,76+ 0,52 6,75+ 0,66
Ocupagdo do SG no Parcial Completa | Completa Completa Completa Completa
utero
Fusao do Ausente Ausente Presente Presente em Presente em Presente em
corio/alantoide somente | toda a extensdo | toda a extensao toda a
nas areas das das extensdo das
proximas membranas, membranas, membranas
ao embrido porém porém
facilmente facilmente
(+) separaveis separaveis (+++)
(=) (=) (++) (++)
Formacgoes Ausente Presente* | Presentes e | Presentes ao Presentes ao | Presentes em
cotiledonarias discretas redor do redor do toda a
embrido e embrido e extensao do
ausentes nas discretas nas SG
extremidades extremidades
(+) do SG do SG
(=) (=) (++) (++) (+++)
Vascularizagdo do Ausente Ausente | Presente e Presente e Presente Presente e
corio discreta discreta evidente
(-) (-) (+) (+) (++) (+++)
Vascularizagdo do | Presente e | Presente e | Presente Presente Presente e Presente e
alantoide discretos discretos e evidente evidente evidente
(+)
(+) (++) (+++) (+++) (+++)
Fuséo do Ausente Ausente Presente e Presente Presente Presente ¢
alantoide/amnio discreta evidente
nas laterais
da vesicula
amniotica
(+)
(=) (=) (++) (++) (++)
Fusio corio/amnio Ausente Ausente Ausente Ausente Presente Presente ¢
evidente
(-) (-) (-) () (+) ()
Vascularizacdo Ausente Ausente | Presente e Presente e Presente Presente e
amnio discretos discretos evidente
(+)
(-) (-) (+) (+) (+H+)
Saco vitelino Presente ¢ | Presente e Presente Presente Presente e Presente e
evidente discreto discreto
evidente
(+++)
(+++) () | () (+) (+)

Obs: SG — saco gestacional; Parcial — refere-se a ocupagao incompleta em um dos cornos uterinos; *
em dois embrides foram contados respectivamente, 3 e 4 cotilédones.
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5.2 PARAMETROS METRICOS DO SACO GESTACIONAL, EMBRIOES E FETOS

BOVINOS (“CROWN-RUMP”/CR) PROVENIENTES DE MONTA NATURAL

O CR, peso do saco gestacional, comprimento da membrana corio-alantéide e
amnio, numero de cotilédones e comprimento do saco vitelino nos diferentes

periodos gestacionais estao representados a seguir.

5.2.1 “Crown-Rump” e Peso do Saco gestacional

As meédias, desvio padrdao e demais distribuicbes estatisticas das
mensuragdes occipto-sacral (“Crown-Rump”) para cada periodo gestacional, estao
representadas nas tabelas 1 e 2 e figuras 24 e 25. Observou-se que no periodo
compreendido entre 15 a 20 dias a 60 e 70 dias de gestagdo, o CR cresceu
gradativamente de maneira quase linear.

Analisando-se os pesos meédios dos sacos gestacionais (Tabelas 3 e 4 e
Figuras 26 e 27), observou-se que entre o periodo de 15 a 20 dias de gestacéo até o
periodo de 20 a 30 dias de gestagao, o saco gestacional aumentou seis vezes 0 seu
peso. Nos periodos de 20 a 30 dias de gestacao, até 30 a 40 dias de gestacao os
valores médios quase que triplicaram. Deste ultimo periodo analisado aos 40 a 50
dias de gestacéo, os pesos duplicaram. De 50 a 60 dias de gestagao, o crescimento

esteve acelerado, similarmente ao crescimento que ocorre no periodo 20 a 30 dias
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de gestacdo. O peso gestacional continuou a aumentar no periodo de 60 a 70 dias

de gestacao.

Tabela 1 — “Crown-Rump” (CR) médios e numero (N) de embrides e fetos bovinos,
provenientes de monta natura, em diferentes periodos gestacionais -
S&o Paulo — 2005

Periodo Gestacional CR N
(dias) (cm)
15 —@ 20 0,71+0,17 26
20— e 30 1,23+ 0,13 23
30 ——e 40 1,90 +£ 0,27 25
40 ——e 50 2,79+0,19 24
50 ——e 60 3,76 £ 0,52 21
60 ——e 70 6,75+ 0,86 22

6,75

CR (cm)
N

10a20 20a 30 30a40 40 a 50 50 a 60 60 a 70
Periodo gestacional (dias)

Figura 24 — “Crown-Rump” (CR) médios de embrides e fetos bovinos provenientes
de monta natural em diferentes periodos gestacionais. Sdo Paulo, 2005.
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Figura 25 — “Boxplot” do “Crown-Rump” (cm) de embrides e fetos bovinos em
diferentes periodos gestacionais. Eixo Y = corresponde aos periodos
gestacionais (dias): 1-15 a 20 dias; 2- 20 a 30 dias; 3- 30 a 40 dias; 4- 40
a 50 dias; 5- 50 a 60 dias; 6- 60 a 70 dias. Sdo Paulo, 2005

Tabela 2 — Estatistica para o “Crown-Rump” (cm) de embrides e fetos bovinos em
diferentes periodos gestacionais - Sao Paulo, 2005

PG(dias) Valor Min 1°quartii Mediana Média 3°quartii Valor Max
15-20 0,40 0,60 0,68 0,71 0,86 0,97
20-30 1,00 1,12 1,24 1,23 1,30 1,44
30-40 1,50 1,70 1,87 1,90 2,10 2,47
40-50 2,50 2,60 2,79 2,78 2,97 3,06
50-60 3,11 3,27 3,63 3,76 4,20 4,90
60-70 5,6 5,94 6,82 6,75 7,22 8,60
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Tabela 3 — Peso médio dos sacos gestacionais e numero (N) de embrides bovinos,
provenientes de monta natural em diferentes periodos gestacionais -
Sao Paulo — 2005

Periodo Gestacional Peso N
(dias) Q)
15 &——@ 20 05,00 + 03,31 23
20 — @ 30 30,15 + 20,17 21
30 — @ 40 81,81 + 45,82 22
40 ——e 50 141,20 + 80,06 24
50 ———e 60 220,64 + 101,08 20
60 —@ 70 388,59 + 136,74 19

425 -
400 +
375 -
350 -
325 -
300 -
275
250 +
225 -
200 -
175
150
125
100

75

50 +

25

Peso (g)

Figura 26 —

10a20

20a30

30 a 40 40 a 50

Periodo gestacional (dias)

50 a 60

60a70

Peso médio dos sacos gestacionais bovinos provenientes de monta
natural em diferentes periodos gestacionais. Sao Paulo, 2005
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Figura 27 — “Boxplot” do peso do saco gestacional (g) de embrides e fetos bovinos
em diferentes periodos gestacionais. Eixo Y = corresponde aos
periodos gestacionais (dias): 1-15 a 20 dias; 2- 20 a 30 dias; 3- 30 a 40
dias; 4- 40 a 50 dias; 5- 50 a 60 dias; 6- 60 a 70 dias. S&o Paulo, 2005

Tabela 4 — Estatistica do peso gestacional (g) de embrides e fetos bovinos em
diferentes periodos gestacionais - Sao Paulo, 2005

PG(dias) Valor Min 1°quartii Mediana Média 3°quartil Valor Max

15-20 1,02 2,62 4,61 517 7,72 11,81
20-30 9,62 11,96 26,05 31,49 41,53 76,37
30-40 17,59 53,09 82,69 85,39 99,50 186,22
40-50 59,0 86,6 109,5 146,9 214,6 308,8

50-60 72,83 147,96 248,70 231,42 295,22 394,53
60-70 202,0 311,6 408,0 408,7 507,9 752,3
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5.2.2 Comprimento da Membrana Cério-alantéide e Amnio

O comprimento cranio caudal e dorso ventral da membrana cério-alantoide,
apresentou crescimento lento e gradual com o evoluir dos periodos gestacionais
analisados. Entretanto, o comprimento cranio caudal sofreu uma discreta queda dos
50 aos 60 dias, retornando ao seu crescimento no periodo subsequente (Tabelas 5 a
7 e Figuras 28 a 30).

Os comprimentos cranio caudal, dorso ventral e latero lateral do amnio
apresentaram crescimento gradual até o periodo de 40 a 50 dias de gestacéo, e, a
partir do periodo de 50 a 60 dias, a vesicula amniética cresceu mais aceleradamente

(Tabelas 8 a 10 e Figuras 31 a 33).
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Tabela 5 — Comprimento médio cranio caudal (CC) e dorso ventral (DV) do cério-
alantoide de embribes e feto bovinos em diferentes periodos
gestacionais - Sao Paulo — 2005

Periodo
Gestacional Coério-alantoide CC Codrio-alantoide DV (cm)
(dias) (cm)
15— ¢ 20 44,92 + 16,42 01,84 +£ 0,67
20 30 55,00 + 16,76 03,00 + 0,59
30— ¢ 40 65,13 £ 12,08 03,28 + 0,79
40— 50 79,06 + 10,83 04,44 + 0,66
50 ——e 60 75,55 + 11,57 05,37 £ 0,99
60— e 70 79,14 + 12,98 07,64 + 1,01

84 -
80 -
76 -
72 |
68 -
64 -
60 -
56 -
52 -
48 -
44 |
40 | )
36 - —e—CORIO CC
32 1 —m— CORIO DV
28 -
24 |
20 -
16 |
12

8 - 7,64
1 W

10a20 20 a 30 30a40 40 a 50 50 a 60 60a70
Periodo gestacional (dias)

79,14

Comprimento (cm)

Figura 28 — Comprimento médio cranio caudal (CC) e dorso ventral (DV) do corio-
alantoide de embrides e feto bovinos em diferentes periodos
gestacionais. Sao Paulo, 2005



121

oO»O>»—-0mom@ MO OQOUO—"XMT
|

Figura 29 —

g0

I
100

Comp CC do cério-alantoide (cm)

“Boxplot” do comprimento (cm) cranio-caudal (CC) da membrana corio-
alantdéide de embrides e fetos bovinos em diferentes periodos
gestacionais. Eixo Y = corresponde aos periodos gestacionais (dias): 1-
15 a 20 dias; 2- 20 a 30 dias; 3- 30 a 40 dias; 4- 40 a 50 dias; 5- 50 a
60 dias; 6- 60 a 70 dias. S&o Paulo 2005

Tabela 6 — Estatisticas do comprimento cranio caudal do cério-alantdide da
membrana corio-alantéide de embrides e fetos bovinos em diferentes
periodos gestacionais — Sao Paulo — 2005

PG(dias) Valor Min  1°quartii Mediana Média 3°quartil  Valor Max
15-20 23,0 33,0 43,0 46,68 60,0 73,0
20-30 31,0 46,25 55,50 57,41 65,50 97,0
30-40 43,0 62,75 71,0 67,95 74,0 90
40-50 55,0 77,5 83,0 82,19 87,25 105,0
50-60 58,0 76,0 80,0 78,9 87,0 100,0
60-70 55,0 75,0 83,0 82,62 90,0 114,0
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Figura 30 — “Boxplot” do comprimento (cm) dorso-ventral (DV) da membrana corio-

Tabela 7 —

alantdide de embrides e fetos bovinos em diferentes periodos
gestacionais. Eixo Y = corresponde aos periodos gestacionais (dias): 1-
40 a 50 dias; 2- 50 a 60 dias; 3- 60 a 70 dias. Sdo Paulo , 2005

Estatisticas do comprimento dorso ventral do corio-alantéide da

membrana corio-alantéide de embrides e fetos bovinos em diferentes
periodos gestacionais — S&o Paulo — 2005

PG(dias) Valor Min  1°quartii Mediana Média 3°quartil Valor Max

40-50
50-60
60-70

0,30 1,65 2,00 1,84 2,20 3,00
2,10 2,60 3,40 3,27 3,90 4,30
4,0 4,50 5,25 5,37 6,17 7,0
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Tabela 8 — Comprimento médio cranio caudal (CC), latero lateral (LL) e dorso ventral
(DV) do amnio de embrides e feto bovinos em diferentes periodos

gestacionais - Sdo Paulo — 2005

Periodo Gestacional Amnio Amnio Amnio
(dias) CC (cm) LL (cm) DV (cm)
15 o——o 20 00,93 + 0,45 0,34 £ 0,14 0,52 +£0,30
20 — ¢ 30 01,61 £ 0,44 0,81 +0,28 1,32 £ 0,29
30 — ¢ 40 02,89 + 0,95 1,39 £ 0,51 2,03 +0,49
40 ____ ¢ 50 04,81 +0,77 2,44+ 0,73 3,74 £ 0,62
50 ¢ 60 05,66 + 1,04 3,02 £ 0,69 4,40+ 0,62
60 — @70 11,48 + 2,44 491+1,46 7,31 £1,05
13 -
12 1
11,48
11 4
—e— Amnio cc
10 - —=— Amnio |l
Amnio dv
94
8 i
€
S 7,31
g7
=
& 6
€
38

4,91

10a20

20a30

30a40 40 a 50

Periodo gestacional (dias)

Figura 31 — Comprimento médio crénio caudal (CC), latero lateral (LL) e dorso
ventral (DV) do &mnio de embrides e feto bovinos em diferentes
periodos gestacionais. Sao Paulo, 2005

50 a 60

60a70
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Figura 32 — “Boxplot” do comprimento (cm) cranio-caudal (CC) do amnio de
embrides e fetos bovinos em diferentes periodos gestacionais. Eixo Y =
corresponde aos periodos gestacionais (dias): 1-15 a 20 dias; 2- 20 a 30
dias; 3- 30 a 40 dias; 4- 40 a 50 dias; 5- 50 a 60 dias; 6- 60 a 70 dias.
Sao Paulo, 2005

Tabela 9 — Estatisticas do comprimento (cm) cranio caudal do amnio de embrides e
fetos bovinos em diferentes periodos gestacionais — Sao Paulo - 2005
PG(dias) Valor Min 1°quartii Mediana Média 3°quartil Valor Max

15-20 0,40 0,64 0,81 0,93 1,01 2,40
20-30 0,60 1,31 1,50 1,59 1,86 2,67
30-40 2,04 2,40 2,70 2,88 2,98 6,70
40-50 3,60 4,40 4,85 4,84 5,12 7,20
50-60 3,58 5,10 5,60 5,69 6,30 7,80

60-70 7,90 9,87 11,65 11,72 13,15 17,0
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Figura 33 — “Boxplot” do comprimento (cm) dorso ventral (DV) do amnio de embrides
e fetos bovinos em diferentes periodos gestacionais. Eixo Y =
corresponde aos periodos gestacionais (dias): 1-15 a 20 dias; 2- 20 a 30
dias; 3- 30 a 40 dias; 4- 40 a 50 dias; 5- 50 a 60 dias; 6- 60 a 70 dias.
Sao Paulo, 2005

Tabela 10 — Estatisticas do comprimento dorso ventral do @mnio do amnio de
embrides e fetos bovinos em diferentes periodos gestacionais — Sao

Paulo — 2005
PG(dias) Valor Min 1°quartii Mediana Média 3°quartil Valor Max

15-20 0,16 0,29 0,42 0,52 0,65 1,30
20-30 0,9 1,08 1,35 1,32 1,52 1,80
30-40 1,3 1,80 1,96 2,02 2,26 3,20
40-50 25 3,42 3,60 3,74 4,02 5,0
50-60 3,0 4,2 4,45 4,37 4,46 5,5
60-70 5,8 6,4 7,4 7,31 8,2 9,1
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5.2.3 Numeros de Cotilédones

As tabelas 11 e 12, e figuras 34 e 35 representam os numeros médios de
cotilédones contados nos diferentes periodos gestacionais estabelecidos. Os
cotilédones nao foram observados nos periodos de 15 a 20 dias e 20 a 30 dias de
gestacdo. Apareceram somente em duas amostras em numeros bem reduzidos (03
em uma amostra e 04 em outra). De 30 a 40 dias de gestagdo os primeiros
cotilédones ja eram visualizados e contados com facilidade na superficie coribnica,
préximos do embrido. Com 40 a 50 dias de gestacdo, o numero médio de
cotilédones triplicou em relacdo ao periodo anterior. Nas fases subsequentes, o

numero aumentou gradativamente.
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Tabela 11 — Numeros médios de cotilédones de embrides e fetos bovinos
provenientes de monta natural em diferentes periodos gestacionais -
Sao Paulo — 2005

Periodo Gestacional NuUmeros de
(dias) Cotilédones
15. ® 20 00,00 + 00,00
20 ¢ 30 00,32 + 01,04
30— 40 09,39 + 9,73
40—@ 50 29,56 + 8,49
50— ® 60 4244 + 13,58
60 ® 70 71,95 + 25,37
76 - 71,95
72 -
68 -
64 1
60 -
56 -
. 521
£ 48 -
8 44 42,44
B 40 -
S 36 1
S 321 29,56
£ 28
Z o4
20 -
16
12 A 9,39
8 |
47 0 0,32
0
10a20 20a 30 30a40 40 a 50 50 a60 60a70

Periodo gestacional (dias)

Figura 34 — Numeros médios de cotilédones de embrides e fetos bovinos
provenientes de monta natural em diferentes periodos gestacionais -
Sao Paulo — 2005
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Figura 35 — “Boxplot” do comprimento do numero de cotilédones de embrides e fetos
bovinos em diferentes periodos gestacionais. Eixo Y = corresponde aos
periodos gestacionais (dias): 1- 30 a 40 dias; 2- 40 a 50 dias; 3- 50 a 60
dias; 4- 60 a 70 dias. Sao Paulo, 2005

Tabela 12 — Estatisticas do nUmero de cotilédones de embrides e fetos bovinos em
diferentes periodos gestacionais — Sdo Paulo — 2005

PG(dias) Valor Min 1°quartil Mediana Média 3°quartil Valor Max

15-20 0 0 0 0 0 0
20-30 0 0 0 0,32 0 4,0
30-40 0 0 7 9,38 19,75 23,0
40-50 11 23,5 30 29,56 35,75 42,0
50-60 22,0 31,50 41,0 42,44 51,5 66

60-70 25,0 47,75 74,5 71,95 89,’25 111,1
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5.2.4 Comprimento do Saco Vitelino

O saco vitelino em fases iniciais da gestagao apresenta uma porgéo unica que
se bifurca proximo do ventre do embrido, formando duas extremidades longas e
finas. Nas tabelas 13 a 16, encontram-se representados os pesos médios dos
embrides e os dados métricos referentes ao processo de involugdo do saco vitelino
em diferentes periodos gestacionais, respectivamente. O CR médio (Figura 36), o
peso do embrido (Figuras 37 e 38) e o peso do saco gestacional cresceram
linearmente com o evoluir da gestagdo. Nestes dois ultimos parametros, o

crescimento foi mais acelerado a partir do periodo de 40 a 50 dias de gestacgéao.

CR Médio (cm)
= N w » o
- o N [¢,] w [¢,] = [¢,] ] [$)] o

o
3}
.

o

10220 20a30 30a40 40a50 50a60 60a70
Periodo gestacional (dias)

Figura 36 — “Crown-Rump” (CR) médios de embrides e fetos bovinos provenientes
de monta natural em diferentes periodos gestacionais - Sao Paulo —

2005
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Tabela 13 — Peso médio de embrides e fetos bovinos provenientes de monta natural
em diferentes periodos gestacionais com presenga de saco vitelino -
Sao Paulo — 2005

Periodo Gestacional Peso do Embrido
(dias) (9)
15¢— 20 0,24+0,23
20 — 30 0,39+0,20
30 ———e 40 0,77+0,32
40 ——e 50 2,9740,71
50 e 60 5,9+1,75
60 — @70 14,53+0,35

14,53

Peso do embrido (g)

10a20 20a30 30a40 40a50 50a60 60a70

Periodo gestacional (dias)

Figura 37 — Peso dos embrides e fetos bovinos provenientes de monta natural em
diferentes periodos gestacionais com presenga de saco vitelino - Sao
Paulo — 2005
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Figura 38 — “Boxplot” do peso dos embrides e fetos (g) de embrides e fetos bovinos
em diferentes periodos gestacionais. Eixo Y = corresponde aos
periodos gestacionais (dias): 1-15 a 20 dias; 1- 20 a 30 dias; 2- 30 a 40
dias; 3- 40 a 50 dias; 4- 50 a 60 dias; 5- 60 a 70 dias. Sao Paulo, 2005

Tabela 14 — Estatisticas do peso dos embrides e fetos (g) bovinos em diferentes
periodos gestacionais — Sao Paulo - 2005

PG(dias) Valor Min 1°quartii Mediana Média 3°quartil Valor Max

15-20 0,30 0,58 0,14 0,25 0,41 0,65
20-30 0,13 0,21 0,43 0,39 0,48 0,83
30-40 0,24 0,54 0,76 0,77 0,96 1,27
40-50 1,82 2,50 2,86 2,97 3,43 4,38
50-60 4,24 4,79 5,08 5,90 6,72 8,95

60-70 14,28 14,40 14,53 14,53 14,78 14,0




132

O processo de involugdo do saco vitelino esta representado na tabela 7 e
figuras 39 e 40. Com o evoluir da gestagao o comprimento total do saco vitelino vai

diminuindo e as extremidades alongadas vao se tornando vestigiais e desaparecem.

Tabela 15 — Involugao do saco vitelino de embrides bovinos, provenientes de monta

natural, em diferentes periodos gestacionais - Sdo Paulo — 2005

Periodo Comprimento médio do saco vitelino
gestacional
(dias)
Extremidade Extremidade Total
Central maior menor
15— 20 0,76 £0,24 5,14 + 2,88 3,17 + 1,60 9,08+4,45
20— 30 0,67 £0,16 3,90 +1,50 2,20+ 1,10 6,76+2,15
30 — 40 0,71 +0,18 3,01 +£1,80 1,90 + 1,40 5,53+3,14
40 —e 30 0,60 +0,15 0,60 + 0,80 0,33+0,45 1,53+1,33
50 — @60 0,46+0,10 0,00+0,00 0,00+0,00 0,46+0,10
60 — 970 0,30+0,09 0,00+0,00 0,00+0,00 0,30+0,09
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Figura 39 — Involugao do saco vitelino de embrides bovinos, provenientes de monta
natural, em diferentes periodos gestacionais - Sdo Paulo — 2005
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Figura 40 — “Boxplot” do comprimento total do saco vitelino (cm) de embrides
bovinos, provenientes de monta natural, em diferentes periodos
gestacionais. Eixo Y = corresponde aos periodos gestacionais (dias):
1-15 a 20 dias; 2- 20 a 30 dias; 3- 30 a 40 dias; 4- 40 a 50 dias; 5- 50
a 60 dias - S&o Paulo — 2005

Tabela 16 — Estatistica do comprimento total do saco vitelino (cm) de embrides
bovinos, provenientes de monta natural, em diferentes periodos
gestacionais - Sao Paulo — 2005

PG(dias) Valor Min 1°quartii Mediana Média 3°quartil Valor Max

15-20 3,45 4,76 7,87 9,08 13,19 15,71
20-30 4,57 4,89 6,09 6,76 8,54 10,27
30-40 0,81 3,46 5,37 5,63 6,99 12,09
40-50 0,00 0,58 0,82 1,44 1,98 4,72

50-60 0,34 0,36 0,51 0,47 0,56 0,58
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5.3 MACROSCOPIA E BIOMETRIA DAS MEMBRANAS EXTRA-EMBRIONARIAS
FETAIS DE BOVINOS FECUNDADOS IN VITRO

Os embrides fecundados in vitro tiveram suas gestagdes interrompidas aos 35 e 42

dias de idade gestacional.
5.3.1 Embrides de 35 dias de gestagao

Os parametros biométricos do saco gestacional dos embrides FIV com idade
gestacional de 35 dias estdo representados nas Tabelas 17 e 18. A Tabela 19
mostra alguns parametros comparativos entre conceptos oriundos da FIV e monta
natural. Na superficie dos sacos gestacionais, foram contados de quatro a seis
cotilédones em formacao proximos ao embrido (Figura 41).

Figura 41 — Fotografia do saco gestacional bovino, fecundado /n vitro,
(35 dias de gestagao; 1,70 cm de CR). Notar que os vasos
sanguineos podem ser identificados, entretanto, os
cotilédones sao de dificil identificagcdo macroscopica
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Os vasos sanguineos sdo facilmente visualizados na regido ventral do saco
gestacional. No saco vitelino, observava-se a parte central bem evidente e localizada
préxima ao corddo umbilical na regido ventral do embrido. Nos embrides analisados,
com excegcdo de um, ndo foram visualizados macroscopicamente indicios das

extremidades do saco vitelino, somente a parte central (Figura 42).

Figura 42 — Fotografia do embrido e anexos embrionarios bovino, fecundado In vitro,
(35 dias de gestagao; 1,62 cm de CR). O cério (c) foi rebatido para
melhor visualizagdo do saco vitelino (sv), amnio (am) e a distribuicao
vascular



137

Tabela 17 — “Crown-Rump”, peso do saco gestacional, comprimento cranio caudal
(CC) e dorso ventral (DV) do corio, numero de cotilédones e
comprimento cranio caudal (CC) e dorso ventral (DV) do &mnio de
embrides bovinos FIV com 35 dias de idade gestacional - Sdo Paulo —

2005

CR Pesodo CC do Saco DV do Saco Numero de CCdo DV do
(cm) Saco Gestacional Gestacional Cotilédones  Amnio Amnio

Gestacional (cm) (cm) (cm) (cm)

(9)

1,7 45,05 96 29 5 1,7 1,5

1,62 75,80 82 3,7 6 1,9 1,4

1,40 73,80 59 3,9 4 21 1,6
1,5310,15 64,88+17,2 79,0+18,68  3,510,53 5,0+1,0 1,910,2 1,50,1

Tabela 18 — “Crown-Rump”, comprimento central, maior e total do saco vitelino (SV)
de embrides bovinos FIV com 35 dias de idade gestacional - Sdo Paulo

— 2005
CR Comprimento Comprimento Comprimento
(cm) Central do SV Maior do SV Total
(cm) (cm) (cm)
1,7 0,8 0,0 0,8
1,62 0,6 1,1 1,7
1,4 0,7 0,0 0,7
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Em um embrido com 42 dias de gestacdo, a membrana
corioalantéide mediu 42,5 cm de comprimento e o comprimento
cranio-caudal do amnio 3,2 cm. O cério é vascularizado na sua porgao
mais ventral. Neste periodo, foram contados 14 cotilédones
localizados principalmente ao redor do concepto. O saco vitelino

apresenta-se visivel (Figura 43).

Figura 43 — Fotografia do embrido e membranas embrionarias de
bovino, fecundado in vitro, (42 dias de gestacéo).
Observar superficie do corio com formagbes
cotiledonarias (*) e disposicdo dos vasos. Amnio
(am); vasos (v); saco vitelino (sv)
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Tabela 19 — Parametros comparativos dos conceptos bovinos provenientes de monta
natural x fecundagao in vitro no terco inicial da gestacédo, Sao Paulo,

2005
Parametros Monta natural FIV Teste T
30-40 35
analisados (dias) (dias)

CR (cm) 1,90%0,27 1,53%0,15 o
Coério CC (cm) 65,13£12,08 79,00+£18,68 NS
Cério DD (cm) 3,2840,79 3,5+0,53 NS
Amnio CC (cm) 2,89+0,95 1,90+0,2 NS
Amnio DV (cm) 2,03+0,49 1,5040,10 NS
Comp. Total SV 5,53+3,14 1,07+0,55 bl

(cm)
Parte central do SV 0,71+0,18 0,70+0,10 NS
(cm)
Extremidade maior 3,01+£1,80 0,36+0,63 NS
do SV (cm)
Extremidade menor 1,90+1,40 0,00+0,00 NS
do SV (cm)
Numero de 9,3949,73 5,01+1,00 NS
cotilédones
Peso do SG (g) 81,81+45,82 64,88+17,2 NS

*** . Significativamente diferente de 0 pelo teste T ao nivel de 5%.

NS - Nao significativamente diferente de 0 pelo teste t ao nivel de 5%.

SG — saco gestacional; SV — saco vitelino.
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5.4 MICROSCOPIA DAS MEMBRANAS EXTRA-EMBRIONARIAS E FETAIS DE
BOVINOS PROVENIENTES DE MONTA NATURAL

A descrigdo a seguir, refere-se as observagdes de microscopia de luz, varredura e
eletrénica realizadas nos anexos embrionarios de embrides bovinos coletados em

abatedouro e frigorificos.

5.4.1 Cério

A altura do epitélio coridnico, como descrito na Tabela 11, apresenta variagéo

nos valores meédios nos periodos gestacionais analisados.

Tabela 20 — Altura do epitélio coridbnico em embrides e fetos bovinos provenientes de
monta natural, em diferentes periodos gestacionais - Sdo Paulo — 2004

Periodo gestacional Altura do epitélio  valor Max Valor Min
(dias) (um)
15— 20 34,81+4,67 42,77 28,53
20— 30 35,69+8,04 49,23 24,24
30 —e 40 13,72+3,83 21,20 8,86
40 —e 50 18,69+3,18 26,41 14,01
50 — @ 60 23 67+5,46 32.13 11,71

60 —eo 70 20,98+3,15 28,02 15,73
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5.4.1.1 Embrido de 15 a 20 dias de gestagao (0,71+ 0,17 cm)

Com 0,95 cm de CR, o cério apresenta células trofoblasticas
mononucleadas e células gigantes trofoblasticas binucleadas em
diferentes niveis de trofoblasto. O epitélio mede 34,81um + 4,67

(Tabela 20). Nessa fase, estas ultimas sdo bastante evidentes. O

citoplasma apresenta-se granular (Figura 44).

Figura 44 — Fotomicrografia do corio de embrido bovinos provenientes de
monta natural, 0,95 cm de CR (15 a 20 dias de gestacao).
Observar as células gigantes trofoblasticas binucleadas (—)
e seus citoplasmas granulares (*); células trofoblasticas
mononucleares (=); mesénquima (m) e membrana basal
(mb). HE, 50 pm, 100x
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5.4.1.2 Embrido de 20 a 30 dias de gestacao (1,23 cm+0,13 cm)

Com 1,03 cm de CR, encontram-se dispostas as células
trofoblasticas com nucleos mononucleados e binucleados. As células
trofoblasticas mononucleadas mostram-se menores, mais numerosas,
formando camada que parece dupla. As células gigantes
trofoblasticas binucleadas sao maiores e frequentemente se
encontram entremeadas as células mononucleadas e seus
citoplasmas s&o claros a microscopia de luz (Figura 45). O epitélio
coribnico neste periodo mede 35,69 um + 8,04 (Tabela 20).

20 ym
e

-

Figura 45 — Fotomicrografia do cério de embrido bovino, proveniente de
monta natural, aos 1,03 cm de CR (20 aos 30 dias de
gestacdo). Notar células gigantes trofoblasticas
binucleadas (*) com citoplasma claro e evidente,
entremeadas nas células trofoblasticas mononucleadas
com nucleos mais escuros. HE, 20 um
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Utilizando o microscoépio eletrénico de varredura observa-se que com 1,03
cm de CR, as células trofoblasticas aparentam-se com formatos arredondados e
revestidas por uma rede de curtos microvilos (Figura 46).

Ao microscépio eletrbnico de transmissdo, as células trofoblasticas
encontram-se representadas por células mononucleadas e binucleadas unidas por
complexos juncionais. Os nucleos das células trofoblasticas binucleadas sao
ovoides, eucromatinizados com nucléolos evidentes. No citoplasma, observam-se
mitocdndrias de formato esférico e alongado com cristas tubulares, concentradas no
polo apical das células. Também s&o encontrados: reticulo endoplasmatico rugoso,
aparelho de Golgi, polirribossomos e ribossomos.

Nas células mononucleadas, o nucleo apresenta formato irregular com
indentacgdes. Mitocdndrias alongadas localizam-se proximas a regido apical das
células em grande quantidade. Nas superficies apicais, sdo observadas numerosas
e pequenas microvilosidades (Figura 47A).

Algumas células gigantes trofoblasticas binucleadas apresentam citoplasma
com numerosos corpos vesiculosos, com baixo grau de eletrodensidade e poucas
mitocdndrias, entretanto, cisterna de reticulo granular, aparelho de Golgi,
polirribossomos e ribossomos sao visualizados dispersamente ou concentrados em
um dos polos do citoplasma. O nucleo apresenta eucromatina condensada com dois

a trés nucléolos bem evidentes (Figura 47B e C).
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Figura 46— Eletrofotomicrografia de varredura do coério de embrido bovino,
proveniente de monta natural, aos 1,03 cm de CR (20 a 30 dias
de gestacdo). Notar células trofoblasticas arredondadas
revestidas por uma rede de microvilos
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Figura 47 — Eletromicrografia de transmissao do corio de embrido bovino, provenientes
de monta natural. A — Embriao de 1,031 cm de CR (20 a 30 dias de
gestagdo). Notar superficies apicais das célula trofoblasticas com
pequenos microvilos (11), interdigitades citoplasmaticas e numerosas
mitocondrias no citoplasmas. 2000x. B — Embrido de 1,209 cm de CR (20
a 30 dias de gestagdo). A figura mostra uma célula binucleada com corpos

vesiculosos (*) claro e organelas citoplamaticas dispersas ou
concentradas em um dos polos da células (detalhe canto superior direito).
2000x.
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5.4.1.3 Embriao de 30 a 40 dias de gestacao (1,90 + 0,27 cm)

O cério com 30 a 40 dias de gestacédo esta constituido por células uni e
binucleadas, estas ultimas apresentam citoplasma claro e nucleo globoso bem
definidos com material cromatinico persistente. O mesénquima mostra capilares

ricos em células sanguineas (Figura 48).

Figura 48 — Fotomicrografia do corio e alantéide de embrides bovinos, 30 a 40 dias de
gestacdo. Notar alantédide (al+) com células PAS positivas formando um
epitélio simples pavimentoso (al). O corio apresenta células uni e
binucleadas (O) no trofoblasto. No mesénquima (m) encontram-se
capilares (v) cheios de células sangiiineas. Azul de Toluidina; 100X e
PAS; 40x.
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Com 1,76 cm de CR, a camada trofoblastica esta formada por
células gigantes binucleadas trofoblasticas entremeadas por células
mononucleadas. Esta camada celular encontra-se apoiada no
mesénquima extra-embrionario (Figura 49). O epitélio coridbnico mede

13,74 um + 3,8241 (Tabela 20).

k3
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20 um

Figura 49 — Fotomicrografia do cério de embri&do bovino proveniente
de monta natural, 1,76 cm CR (30 a 40 dias de
gestacdo). Notar células gigantes trofoblasticas
binucleadas (*) entremeadas por células trofoblasticas
mononucleadas, sob esta camada observa-se
mesénquima (m). 20pum. HE
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Com 1,81 cm de CR o corio apresenta na microscopia eletronica de varredura
células arredondadas recobertos por microvilos, semelhante ao periodo anterior,
entretanto parecem mais curtos (Figura 50).

Ao microscopico eletronico de transmisséo as células menores do trofoblasto
mostram: nucleo com contorno irregular, indentagdes, eucromatina dispersa e
nucléolos evidentes. O citoplasma apresenta inumeras mitocdndrias, concentradas
no poélo apical e numerosos microvilos projetados para a face materna. Na face
voltada para o embrido, observa-se o tecido mesénquimal, no qual se encontram

vasos fetais (Figura 51).

% g . j«f"_(___« ) ;_‘:_7 Vv a0t

Figura 50 — Eletromicrografia de varredura do corio de embriao bovino,
proveniente de monta natural, 1,81 cm de CR (30 aos 40 dias de
gestagdo). Observar células arredondadas recobertas por
microvilos
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Figura 51 — Eletromicrografia de transmissdo do cério de embrido bovino,
proveniente de monta natural, 1,81 cm de CR (30 aos 40 dias de
gestacdo). A — Observar tecido mesénquimal com vasos
sanguineos (V) e células trofoblaticas delimitados por membranal
basal (mb). 2000X. B - Notar no apice das células trofoblasticas
microvilosidades (<) que se dispdem em diregdo a porgao
materna. Observar a grande quantidade de mitocdndrias no apice
destas células (m). 4000X
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5.4.1.4 Embrido de 40 a 50 dias de gestacgéao (2,79 + 0,19 cm)

O trofoblasto de embrides de 2,47 cm de CR apresenta-se
constituido por células gigantes trofoblasticas binucleadas e células
mononucleadas com nucleos mais corados. Sob esta camada celular
observa-se o mesénquima (Figura 54). Com 3,12 cm de CR, o
trofoblasto mede 18,69 um + 3,18 (Tabela 20) e no mesénquima

encontram-se presentes vasos sanguineos.

Figura 52 — Fotomicrografia do cério de embrido bovino proveniente de
monta natural, 2,47 cm CR (40 a 50 dias de gestagao).
Notar células gigantes binucleadas trofoblasticas e células
mononucleadas com nucleos mais corados (*), sob a
camada de células observa-se o0 mesénquima. HE, 20 um
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5.4.1.5 Embrido de 50 a 60 dias de gestacao (3,76 + 0,52 cm)

Com 4,31 cm de CR, as células arranjavam-se organizadas apoiadas sob o
tecido mesénquimal, com vasos sanguineos.

Os embrides com 5,79 cm de CR apresentam o cério constituido por células
trofoblasticas mononucleadas e células gigantes trofoblasticas binucleadas. Estas
ultimas sao maiores e estdo localizadas entre as primeiras constituindo uma
camada apoiada pelo tecido mesénquimal. O epitélio mostra variagdes ao longo do
corte histologico, ora apresentando-se espesso ora apresentando-se delgado
(23,67um £5,46) (Tabela 20).

Ultra-estruturalmente o trofoblasto esta apoiado sob o tecido mesénquimal
rico em vasos sanguineos e separado pela membrana basal. As células
trofoblasticas binucleadas apresentam organelas citoplasmaticas préximas aos
nucleos e em algumas células o nucleo apresenta-se eucromatico e citoplasma com

vesiculas eletrondensas (Figura 53).
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Figura 53 — Eletromicrografia de transmissdo do coério de embrido bovino,
provenientes de monta natural, 5,79 cm de CR (50 a 60 dias de
gestagdo). A - Observar o trofoblasto apoiado sob o
mesénquima (M) ricamente vascularizado (v) e separado pela
membrana basal (mb). 2000X. B - Células gigantes
trofoblasticas binucleadas apresentam organelas
citoplasmaticas proximas aos nucleos (setas). 2700X. C — Célula
trofoblaticas com nudcleo eucromatinico e citoplasma com
vesiculas eletrondensas (*). 4000X
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5.4.1.6 Embrido de 60 a 70 dias de gestacao (6,75 + 0,86 cm)

Com 7,2 cm de CR, o trofoblasto apresenta caracteristicas semelhantes ao
periodo anterior. O epitélio coridbnico mede 20,98 um + 3,15 (Tabela 20).

Ao exame ultraestrutural, o corio apresenta células gigantes trofoblasticas
binucleadas com citoplasma volumoso com gréanulos de eletrondensidade variada,
mitocdndrias e reticulos endoplasmaticos dispersos. Os nucleos mostram-se
esféricos, eucromaticos e apresentam trés a quatro nucléolos. Células com nucleos
triangulares sdo observadas entre as células maiores. Os citoplasmas destas células
apresentam-se repletos de mitocOndrias, as quais se encontram localizadas

préximas as microvilosidades apicais (Figura 54).
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Figura 54 — Eletromicrografia do cério de embrides bovinos provenientes
de monta natural, 7,2 cm de CR (60 aos 70 dias de
gestagao). Notar célula gigantes trofoblasticas binucleadas
com vesiculas eletrondensas (v) e poucas organelas
evidenciaveis e as células mais escuras com citoplasma rico
em mitocdndrias na regido luminal e nucleo triangular (t)
2000X. No detalhe, observar numerosos microvilos (1).
4000X
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5.4.2 Alantoéide

Em todos os periodos gestacionais analisados, o alantdide
esta constituido por uma delgada camada de células achatadas e
pavimentosas que compdem a parte externa da membrana. Estas
células estdo sustentadas por uma fina membrana basal e pelo

mesénquima extra-embrionario (Figura 55).

Figura 55 - Fotomicrografia do alantdide bovino proveniente de monta
natural, 2,50 cm de CR (40 a 50 dias de gestacao).
Observar a fina camada de células achatadas (seta). HE,
10 um
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Na microscopia eletronica de varredura observa-se que os embrides a partir
de 0,90 cm de CR apresentam a superficie do alantdide constituido por dois tipos de
células, de tamanhos e formatos diferentes. O primeiro tipo de célula é
predominante, e tem um formato que pode variar de quadrangular a hexagonal
(células microvilosas). Os microvilos estdo presentes em toda a sua superficie
celular, no entanto, as células encontram-se delimitadas por uma fileira mais densa
de microvilos. O segundo tipo de célula apresenta-se entremeado entre o primeiro
tipo e com proje¢cdes microvilares menores na regido central (células lisas
superficiais). Neste segundo tipo de células, também sdo observados formatos
hexagonais demarcados por uma fileira de microvilos, uma area periférica destituida
de microvilos, e uma regido circular central contendo microvilos agrupados (Figuras

56 e 57).
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Figura 56 — Eletromicrografia de varredura do alantéide de embridao

bovino, provenientes de monta natural, 0,94 cm de CR
(15 a 20 dias gestagao). A — observa-se epitélio do
alantéide com células que apresentam um formato
variando de penta a hexagonal. B — Mesma regido em
maior aumento evidenciando células mais claras
(delimitadas por uma fileira circular de microvilos:
células superficiais lisas - S), entremeadas ou contidas

por células poligonais microvilosas (células microvilosas
- Cm)
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a 57 — Eletromicrografia de varredura do alantéide de embrido

bovino, provenientes de monta natural, 0,94 cm de CR
(15 a 20 dias gestagdo. A — Mostra a predominancia
de células microvilosa (Cm) com formato que podem
variar de quadrangular a hexagonal. B — aumento
maior, evidenciando o aparecimento de células lisas
superficiais (S): demarcadas por uma fileira de
microvilos (seta), regido intermediarias com pouco

microvilos (*) e fileira circular microvilosa ( P> )
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Ultra-estruturalmente o epitélio do alantéide de embrides bovinos com 1,76
cm de CR (30 a 40 dias de gestagao) apresenta células achatadas com citoplasma
cheios de pequenos granulos recobertos por um halo, de formato arredondado,
eletrondensos e localizadas préximas a superficie apical do epitélio. Ainda na porgao
apical observa-se reticulo endoplasmatico rugoso, ribossomos e poliribossomos. Na
porcao basal encontram-se mitocondrias alongadas com cristas tubulares evidentes.
O nucleo apresenta um formato achatado e irregular com eucromatina dispersa. As
células encontram-se interligadas por interdigitagbes citoplasmaticas que

atravessam todo o espaco intercelular unida por zonas ocludentes (Figura 58).

Figura 58 - Eletromicrografia de transmissao do alantéide de embrido
bovino, provenientes de monta natural, 1,76 cm de CR (30 a
40 dias gestagao). Notar células achatadas repletas de
polirribossomos livres (p). Abaixo observar fibroblasto (f) e
fibras colagenas 5000x. No detalhe observar vesiculas
eletrondensas (|) e mitocondrias alongadas (m). 1000x.
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Com 7,2 cm de CR, as células mostram-se em atividade, com
presenca de granulos eletrondensos e organelas citoplasmaticas. Os
nucleos apresentam-se alongados e, em algumas células, sao

visualizados nucleos com um formato mais volumoso.

As células pavimentosas do epitélio alantéide encontram-se

apoiadas no mesénquima, onde sao visualizados fibroblastos e feixes

de fibras colagenas (Figura 59).

Figura 59 — Eletromicrografia de transmissdo do alantdide de embrido
bovino, proveniente de monta natural, 7,2 cm de CR (60 a
70 dias de gestagao). Notar granulos eletrondensos (|),
interdigitacdes celulares (circulo), membrana basal (mb),
mesénquima (m) e glicocalix (seta aberta). 6700X
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5.4.3 Amnio

As células que constituem o epitélio amnidtico sé&o
pavimentosas continuas e organizadas, formando um epitélio
pavimentoso simples, semelhante ao epitélio do alantdide. O epitélio
amnidtico esta apoiado em uma camada de tecido conjuntivo

embrionario que constitui o mesénquima (Figura 60).
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Figura 60 — Fotomicrografia do amnio de embrido de bovino

provenientes de monta natural, 3,11 cm de CR (40 a
50 dias de gestag&do). Notar células achatadas (—)
sobre o mesénquima (m). 5 um, 100X
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Na microscopia eletrbnica de varredura, as superficies do
amnio assemelham-se ao alantdide. As células apresentam formas
geomeétricas que podem apresentar de 5 a 10 lados. Os microvilos séo
curtos e estdo distribuidos por toda a extensdao da superficie,
entretanto, fileiras condensadas de microvilosidades delimitam o

[Umem celular (Figura 61).

Figura 61 — Eletromicrografia de varredura do @mnio de embrido
bovino, provenientes de monta natural, 4,2 cm de CR
(50 a 60 dias de gestagao. As células encontram-se
delimitada por uma fileira densa de microvilos (seta)

formando estruturas poliédricas (*)
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Em todas as fases estudadas do presente estudo, observa-se
que o amnio apresenta células com formato achatados. No citoplasma
sao visualizados poucas organelas, entretanto, podem ser observadas
mitocdndrias arredondadas, frequentemente proximas de reticulos
endoplasmaticos rugosos. Os nucleos mostram-se alongados,
acompanhado o formato geral das células, com nucléolos dispersos. A
membrana apical das células, aos 7,2 cm de CR, mostra pequenos
microvilos espagados com proeminentes glicocalix. As células estao

aderidas por complexos juncionais, do tipo zona ocludente (Figura 62).

Figura 62 — Eletromicrografia de transmissdo do amnio de embrido
bovino, proveniente de monta natural, 7,2 cm de CR (60 a
70 dias de gestagao). A: Notar as células achatadas com
interdigitagdes citoplasmaticas (entre as setas), membrana

basal (mb), mesénquima (m) e glicocalix (*). 5000X
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5.4.4 Saco vitelino

5.4.4.1 Embrides de 15 a 20 dias de gestagao (0,71+ 0,17 cm)

O epitélio do saco vitelino € composto de trés camadas: uma camada Unica
de células endodérmicas - endoderme, revestindo a cavidade vitelina; uma camada
simples mesotélial, voltada ao exoceloma — mesotélio; e uma camada intermediaria
mesenguimal vascular - mesénquima.

Com 0,53 e 0,64 cm de CR, o saco vitelino apresenta uma unica camada de
células globosas e células basais. Logo abaixo, encontram-se a membrana basal e
uma delgada camada de tecido mesénquimal altamente vascularizado. Os vasos

sanguineos estao cheios de células sanguineas primitivas: os eritroblastos primarios.

5.4.4.2 Embrides de 20 a 30 dias de gestagao (1,23 cm+0,13 cm)

O saco vitelino de embrido com 1,03 cm de CR apresenta células globosas,
as vezes colunares, dispostas em camada uUnica que repousam sobre o
mesénquima. Este se encontra repleto de vasos sanguineos, e ilhas eritroblasticas
primarias. Os eritroblastos sdo encontrados em grupos, formando ilhas de sangue

junto com vasos de diferentes tamanhos (Figura 63).
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A microscopia eletrdnica de transmissdo, o citoplasma das células vitelinas
exibe mitocondrias, localizadas principalmente entre o nucleo e a extremidade
luminal e reticulo endoplasmatico rugoso distribuido espagadamente, porém em
grandes quantidades. Pequenas e discretas vesiculas sdo observadas por toda
regido citoplasmatica. A maioria dos nucleos sao esféricos, eucromatinicos com um

a dois nucléolos. Alguns mostram indentagées na membrana nuclear (Figura 64).

B -
Figura 63 — Fotomicrografia do saco vitelino em embrides bovinos provenientes
de monta natural, 1,03 cm CR (20 a 30 dias de gestagéo). A - Notar células
globosas e, as vezes, colunares em camada unica do endoderma (E); o
mesénquima (m) com ilhas eritroplasticas (i) e o mesotélio (M). B — o lumen
(Lum) estar revestido pelo epitélio endodérmico (E). O espago entre o

endoderma e o mesotélio (M) é estreito. Observar vasos sanguineos (v) de
diferentes tamanhos no mesénauima (m). HE. 10 mm
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Ainda na microscopia eletrbnica de transmissdo sao
evidenciados espacos intercelulares entre as células epiteliais
endodérmicas do saco vitelino, e uma possivel area de fenestragdo do

revestimento endotelial. Os eritroblastos primitivos encontram dentro do

vaso (Figura 65).

Figura 64 — Eletromicrografia de transmisséo de células do saco vitelino
de embrido bovino provenientes de monta natural, 1,03 cm
CR (20 a 30 dias de gestacdo). Notar mitocondrias (m)
localizadas entre o nucleo e extremidade luminal, reticulo
endoplasmaticos rugoso (r), pequenas vesiculas (seta)
microvilosidades apicais (cabega de setas) e zonas
ocludentes (circulo). 4000X
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Figura 65 — Saco vitelino em embrides bovinos provenientes de monta
natural, 1,03 cm CR (20 a 30 dias de gestacdo). A: Na
microscopia eletrénica de transmissdo sao evidenciados
espacos intercelulares (e) entre as células epiteliais
endodérmicas (E) e possiveis areas de fenestragdes (setas) no
revestimento endotelial (re). Observar que os eritroblastos
primitivos (Ep) encontram-se dentro do vaso; m - mesénquima
(m). B: Na microscopia de luz notar a endoderma (E); o
mesénqauima (m) com ilhas eritroplasticas (i) e o mesotélio (M).



168

5.4.4.3 Embrides de 30 a 40 dias de gestacao (1,90 + 0,27 cm)

Com 1,76 cm de CR, as células ainda apresentam-se globosas a colunares e
apoiadas pelo mesénquima embrionario. Os vasos estdo presentes com
eritroblastos primarios, localizados dentro e fora dos vasos. O epitélio vitelino
juntamente com o tecido conjuntivo, forma dobra que se projeta para a luz do saco
resultando em estruturas canaliculares. As células mesoteliais apresentam-se com
um formato achatado e as vezes ovoide (Figura 66).

Ao microscopio eletrénico de transmissdo as células do saco vitelino estao
ligadas entre si por intermédio de zonas ocludentes. A matriz citoplasmatica
apresenta numerosos reticulos endoplasmaticos rugosos e mitocondrias alongadas
dispostas proximas ao nucleo. Os nucleos apresentam-se esféricos e em algumas

células o contorno mostra-se irregular com presenca de nucléolos (Figura 67).



Figura 66 — Fotomicrografia do saco vitelino de embrido bovino 1,76 cm
CR (30 a 40 dias de gestacao). Notar detalhes das células
endodérmicas globosas a colunares (E) apoiadas pelo
mesénguima embrionario (m) e mesotélio (M). Notar
também os vasos sanguineos (v). HE, 20 um. B - Notar o

epitélio vitelino em dobras, formando entre elas canaliculos
(C). 20um
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Figura 67 —
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Eletromicrografia de transmissédo de células do saco vitelino de
embrido bovino provenientes de monta natural, 1,76 cm CR (30 a
40 dias de gestagdo). Notar zonas ocludentes entre células
(seta); reticulo endoplasmatico rugoso (r); mitocdndrias (m).
4000X; 5000X; 5000X; 6700X
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5.4.4.4 Embrido de 40 a 50 dias de gestacgéao (2,79 + 0,19 cm)

O saco vitelino de bovinos com 3,12 cm de CR, mostra um
epitélio com células colunares baixas, sustentadas pelo mesénquima
rico em vasos sanguineos. A parede do saco vitelino apresenta
pregas que formam pequenos canais. No mesénquima, nenhuma ilha

eriroblastica é visualizada (Figura 68).

Figura 68 — Fotomicrografia do saco vitelino bovino proveniente de
monta natural, 3,12 cm de CR (40 a 50 dias de
gestagdo). Notar epitélio pregueado formando
pequenos canais (=»). No mesénquima observa-se
vasos sanguineos (v). Método HE, 20 um
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A parede do saco vitelino de embrides bovinos no periodo de
40 a 50 de gestacgao, é formada por células claras e principalmente
por células mais escuras. As células claras apresentam citoplasma
vacuolizado. As células escuras apresentam citoplasma pouco

definido e contorno nuclear irregular (Figura 69).

@

Figura 69 — Fotomicrografias do saco vitelino de embrides bovinos de 30 a
40 dias de gestacdo. Notar epitélio constituido por células
claras (c) e principalmente células com citoplasmas mais
escuros (e). As células claras apresentam citoplasma
vacuolizado. As células escuras apresentam citoplasma
pouco definido e contorno nuclear irregular. Azul de Toluidina;
100X



173

Ultra-estruturalmente observam-se células globosas com
reticulo endoplasmatico rugoso e numerosas mitocéndrias no poélo
apical. O nucleo apresenta formato esférico bem delimitado pela
membrana nuclear com nucléolos evidentes. No lado da superficie

luminal, observam-se curtas microvilosidades de tamanhos

0 ) 015 &

Figuras 70 — Eletromicrografia de transmissdo do saco vitelino de
embrido bovino proveniente de monta natural, 2,47 cm
CR (40 a 50 dias de gestacdo). A - Observar células
globosas com presengas de vesiculas, grandes e
eletrondensas (v). 2700X. B e C - Observar as células
globosas com mitocondrias concentradas proximas as
areas de secrecao apical (=»). 2000X e 5000X
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Outras células apresentam matrizes citoplasmaticas claras e presenca de
estruturas redondas proximas ao nucleo, semelhante a estruturas mitocddriais ou
cisterna de reticulo endoplasmatico liso. As paredes das células sado ligadas umas as

outras por intermédio de zonas ocludentes (Figura 71).

e

Figura 71 — Eletromicrografia do saco vitelino de embrides bovinos de 40 a 50
dias de gestacdo. A — Duas células escura com uma pequena
variacdo de coloragao citoplamatica. Notar complexos juncionais
entre células. Notar nucleo (N) e RER 3080X. B - Notar célula
com citoplasma claro e estruturas arredondadas préximas ao
nucleo (*). 3850X
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5.5 MICROSCOPIA DAS MEMBRANAS EXTRA-EMBRIONARIAS E FETAIS DE

BOVINOS FECUNDADOS IN VITRO

Os resultados a sequir descreve a microscopia de luz do embrido fecundado in vitro
com 35 dias de idade gestacional e a microscopia de luz, eletrénica de varredura e

transmissao das membranas extra-embrionarias.

5.5.1 Embrioes de 35 dias

Aos 35 dias de gestacao, o embrido FIV apresenta-se na fase embrionaria ou
somitica. O corpo do embrido encontra-se fechado e ja sao observados os
desenvolvimentos e as formagdes dos 6rgaos. Nesta idade € observada uma nitida
ligacdo entre o intestino posterior do embrido e a extremidade central do saco
vitelino (Figura 72).

O trofoblasto apresenta células mononucleadas e binucleadas. Estas células
mostram citoplasma com tonalidades claras e escuras. As células trofoblasticas
mononucleadas apresentam limites pouco definidos, no entanto, seus nucleos sao
evidentes. As células gigantes trofoblasticas binucleadas apresentam nucleos bem
delimitados, cromatina dispersa e dois a trés nucléolos sempre visiveis. O
citoplasma volumoso apresenta granulagdes citoplasmaticas localizadas em um dos

polos das células préoximos aos nucleos (Figura 73).
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A microscopia eletrénica de varredura, sdo visualizados microvilos na
superficie das células coribnicas, entretanto, na superficie de algumas, observam-se
areas com pouco ou sem microvilos (Figura 74). Ultra-estruturalmente aos 35 dias, o
citoplasma mostra-se rico em vesiculas em diferentes niveis de eletrondensidades e
tamanhos variados. Varias mitocéndrias sdo observadas localizadas em direcdo ao
polo apical da célula. Os nucleos encontram-se alongados, eucromatinicos e com

trés nucléolos bem definidos (Figura 75).
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Figura 72 — Fotomicrografia de luz do embrido e anexos embrionarios
fecundados in vitro (FIV), 35 dias de gestagdo. Observar
alantéide (al), pedunculo alantoidiano (Pal), dmnio (Am),
regido central do saco vitelino (Ec) e extremidades
alongadas (Eal). Embrido: coragéo (C), figado (F), estdmago
(E), rim primitivo (R), Intestino primitivo (Ip), somitos (S). HE,
25X
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Figura 73 - Fotomigrografia de luz do cério de embrides bovino,
fecundado in vitro, 35 dias de idade gestacional. A — Observar
células trofoblasticas claras e microvilos (seta). B e C —
Detalhes das células gigantes trofoblasticas binucleadas com
nucleos bem delimitados, nucléolos evidentes e citoplasma
granuloso polarizado (*). Azul de Toluidina, 100X
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Figura 74 — Eletromicrografia de varredura do cério de embrides bovino de
35 dias gestagado, fecundado I/n vitro. Observar células
trofoblasticas com (+) e sem microvilos (*)
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Figura 75 — Eletromicrografia de transmissdo do corio de embrides
bovino de 35 dias gestagédo, fecundado In vitro.
Observar células gigantes trofoblasticas binucleadas
com vesiculas eletrodensas (*) e mitocéndrias (m) no
citoplasma (4620X)
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O alantoide apresenta epitélio simples, constituido por células
globosas a cilindricas, com proje¢cdes apicais de membrana. As

células epiteliais sao fortemente marcadas pela reagao de PAS, como

evidenciado na Figura 76.

Figura 76 — Fotomicrografia do alantdide de embrido fecundado in
vitro (35 dias de gestacdo). Notar nestes detalhes em
diferentes coloragdes, o aspecto do epitélio (e) com
células variando o formato de globosas a cilindricas com
projecdes apicais de membranas (p). A - Azul de
Toluidina; 40x. B - Células epiteliais fortemente
marcadas pela reagdo de PAS; 40x. C - Azul de
Toluidina; 100X
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Ao analisar alantéide sob a microscopia eletronica de varredura, algumas
células aparecem “franzidas” por fileiras densas de microvilos e projetadas
apicalmentes. Enquanto outras se mostram mais planas e com curtos microvilos

centrais delimitados por uma fileira mais densa (Figura 77 ).

18pm

Figura 77 — Eletromicrografia de varredura do alantéide de embriao
bovino, FIV 36 dias. A - Algumas células aparecem
“franzidas” por fileiras densas de microvilos e projetadas
apicalmentes (S). B - Outras mostram-se mais planas e
com curtos microvilos centrais delimitados por uma
fileira mais densa (Cm).
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O exame ao microscopico eletrbnico de transmissao, mostra
que as células do alantdide apresentam uma grande quantidade de
granulos escuros, que preenchem quase todo o espaco
citoplasmatico. Os nucleos sdo ovoéides, com cromatina evidente. As

células estao conectadas por interdigitagcdes citoplasmaticas, e ha a

presenca de desmossomos nas suas extremidades (Figura 78).

S

Figura 78 - Eletrofotomicrografia do alantoide de embrido FIV de 35
dias de gestagéo. Notar grande quantidade de granulos
escuros (*), interdigitagdes citoplasmaticas (1), membrana
basal e fibroblastos com fibras colagenos no mesénquima.
4620X e 7700X
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O epitélio da parede do saco vitelino de embrides bovinos aos
35 dias apresenta células globosas com nucleos arredondados e
citoplama claro. Observa-se a presenga de capilares com muitos

eritroblastos primitivos nucleados e bem definidos (Figuras 79).

gestacdo. Observar células globosas (h), capilares
sanguineos (w). A — Picrosirius; 40X; 20 ym. B — PAS; 100X;
11 um
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6 DISCUSSAO
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6 DISCUSSAO

Os itens discutidos séo relativos: aos aspectos morfométricos do saco gestacional,
0s aspectos macroscopicos das membranas extra-embrionarias, aos aspectos

microscopicos do cério, alantéide e amnio e a morfologia do saco vitelino bovino.

6.1 ASPECTOS MORFOMETRICOS DO SACO GESTACIONAL

As idades estimadas de acordo com o comprimento occipto-sacral (“Crown-
Rump”/CR) dos embrides e fetos, seguiram metodologias adotadas por pesquisas
que tiveram como parametros embrides bovinos da espécie Bos taurus. Os embrides
utilizados neste trabalho, foram agrupados em seis periodos gestacionais de acordo
com suas medidas do CR. Consultando as tabelas de Evans e Sack (1973) e Noden
e Lahunta (1990), constata-se que as informacdes nelas contidas, apresentaram
valores coincidentes aproximados das medidas de CR utilizadas no presente
trabalho. A curva de crescimento do CR aumenta gradativa e linearmente em funcéo
da idade gestacional bovina, em conformidade com Reynolds et al. (1990).

Bertolini et al. (2002) observaram que o padréao de crescimento embrionario e
fetal, foi significativamente diferente entre embrides produzidos in vivo e in vitro. No
mesmo estudo, os conceptos dos embrides in vitro foram consideravelmente

menores do que o0s conceptos in vivo. As diferengas no desenvolvimento inicial da
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gestacdo, foram atribuidas ao sistema de produgdo embrionaria. As nossas
mensuragdes in vivo (monta natural), utilizando um paquimetro milimetrado
aproximam-se das mensuragdes ultra-sonograficas utilizadas pelos autores nas
gestacgdes in vivo nos periodos de 37, 44, 51 e 58 dias. Para os embrides in vitro
com 35 dias de gestacado os valores foram significativamente menores do que os
encontrados para embrides in vivo no periodo de 30 a 40 dias de gestacdo. Assim
nossos resultados corroboram com aqueles descritos pelos dos autores
supracitados, que afirmaram e demonstraram, em imagens ultra-sonograficas, que
os embrides in vitro tém um crescimento inicial retardado, quando comparados com

0s embrides in vivo.

As medidas das membranas codrio-alantéide e amnidtica apresentam um
crescimento gradual com o evoluir da gestacdo. Poucas informagbdes foram
encontradas na literatura, sobre o dia exato em que a vesicula embrionaria alcanca
as duas extremidades do corno uterino. No presente trabalho, o saco gestacional
dos embrides de 15 a 20 dias de gestacéo, ocupa completamente um dos cornos do
utero, e, em parte, o contralatetal. Esta disposicao do saco gestacional no utero se
aproxima da caracterizagao ultra-sonografica realizada por Curran et al. (1986) em
conceptos bovinos em um periodo correspondente. Os autores afirmam que o
concepto ja se encontra alongado, formando um pequeno saco gestacional,
ocupando completamente um dos cornos do utero no dia 16,9+0,6 da gestagcéo e no
corno contralateral no dia 19,6+£0,9. O padrdo de crescimento cranio caudal da
vesicula amnidtica é similar as mensuragdes ultra-sonograficas realizadas por

Bertolini et al. (2002), em embrides bovinos in vivo.
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O numero médio de cotilédones bovinos de monta natural, aumenta com a
idade gestacional. As primeiras formagdes cotiledonarias sédo visualizadas com
1,23+0,13 cm de CR (20-30 dias), e o contato com a caruncula esta mais evidente
com 6,751£0,86 cm de CR (60-70 dias), periodo de formacao dos placentdnios. Os
primeiros cotilédones foram observados na ultra-sonografia dos 33 aos 38 dias da
gestacdo (CURRAN et al.,, 1986). O numero médio de cotilédones nos embrides
fecundados in vitro com 35 dias foi 5,00+1,00, e no grupo de monta natural, em um
periodo equivalente da gestacao, foi de 9,39. Entretanto, este parametro nao
apresentou diferenca significativa nas analises estatisticas, possivelmente
provocado pelo numero reduzido de amostras de FIV, ou pela grande variacéo do
numero de cotilédones nas amostras do grupo de monta natural. Pode-se observar
em um embrido FIV com 42 dias de idade gestacional um numero total de 14
cotilédones, ao passo que o numero médio de cotilédones no grupo de monta
natural com 40-50 dias foi de 29,5618,48. Formacgdes rudimentares dos cotilédones,
menor espessura, menor didmetro e redugcdo do numero de placentdnios, em
placentas de embrides provindos de fecundacgao in vitro e transferéncia nuclear, no
periodo inicial da gestacao, foram encontrado em ovinos (DE SOUSA et al., 2001) e
bovinos (BERTOLINI; ANDERSON, 2002; BERTOLINI et al., 2002; EDWARDS et al.,
2003; HILL et al., 2000; STICE et al., 1996). Anormalidades do desenvolvimento do
feto, placenta e do recém nascido bovino, oriundo de blastocistos fecundados in vitro
tém sido predominantemente atribuidas a presengca de soro no meio de cultivo
(LANE et al., 2003; SINCLAIR et al., 1999; VAN WAGTENDONK-DE LEEUW et al.,

2000). Miles et al. (2005) compararam dois sistemas de cultivo de produgao de
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embrido in vitro em bovinos ao 70 dias de gestacao, e foi observado que o numero
de placenténio nos embrides fecundados in vitro produzidos por meio de cultivo SOF
(cultivo de fluidos do oviduto sintético modificado sem soro ou co-cultura), e IVPS
(cultivo de soro suplementada com co-cultura de células do cumulus), foi menor
quando comparado com embrides produzidos in vivo (n=72,31£3,0). Entretanto, nos
embrides SOF, o numero de placenténios foi significativamente menor (n=55,7+0,36)
quando comparado com os embrides IVPS (71,0+3,3). Ele atribui esta diminuicao do
numero de placentbnios em embrides fecundados in vitro, a uma diminuicdo do
fluido alantoideano, possivelmente provocado por anormalidades do sistema renal
fetal. Koo et al. (2000) atribui a relagdo anormal entre a massa celular interna e o
trofoectodema de embrides clonados, a prépria célula somatica utilizada no processo
de transferéncia nuclear, e ndo ao meio de cultivo utilizado para o procedimento in

vitro.

Alguns autores relatam problemas relacionados ao desenvolvimento das
membranas embrionarias e fetais em animais fecundados in vitro e clonados, como
por exemplo, subdesenvolvimento do alantéide (DE SOUSA et al., 2001,
PETERSON et al., 1998a,b; THOMPSON; PETERSON, 2000) e do cdrio
(BERTOLINI; ANDERSON, 2002; BERTOLINI et al., 2002; DE SOUSA et al., 2001;
EDWARDS et al., 2003; HILL et al., 2000; MIGLINO et al., 2006; STICE et al., 1996;
WRENZYCKI et al., 2001) durante o desenvolvimento embrionario e fetal. Entretanto,
a literatura é restrita no que se refere a um padrdao do desenvolvimento normal do
concepto (LATSHAW, 1990; NODEN; LAHUNTA, 1990; SCHWARZE, 1972). Desta

maneira, os dados morfométricos deste trabalho, tém a intengcdo de contribuir para
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futuros estudos relacionados ao desenvolvimento inicial da gestacdo, tanto nas
gestagdes naturais, quanto naquelas que passaram por técnicas especializadas de

reproducgao, tais como a fecundacéo in vitro e a clonagem animal.

6.2 ASPECTOS MACROSCOPICOS DAS MEMBRANAS EXTRA-EMBRIONARIAS

O saco coridnico bovino ocupa ambos os cornos no terco inicial da gestagao.
No entanto, os embrides que medem 0,71+0,17 cm de CR (15 a 20 dias degestagao)
ocupam parcialmente o corno ndo gestante. Assheton’ (1906) apud Marshall, (1952)
descreve que o saco coridnico bovino preenche completamente os cornos uterinos
na quinta semana de gestacdo. Na superficie coribnica, as primeiras formacdes
cotiledonarias sao visualizadas macroscopicamente préximas ao embrido, quando
0os mesmos medem 1,23+0,123 cm de CR (20-30 dias). Neste periodo, um total de
23 conceptos examinados, dois deles apresentaram de 03 e 04 cotilédones visiveis
em sua superficie. No periodo subsequente (30-40 dias), os cotilédones estédo
presentes principalmente ao redor do embrido, os quais com 2,79+0,19 cm de CR
(40-50 dias) encontram-se discretamente distribuidos nas extremidades do saco
gestacional.

O contato materno fetal difere em estrutura e fungéo nas distintas espécies de

animais (BJORKMAN, 1973). Verificamos porem que a literatura apresenta

" ASSHETON, R. The morphology of the ungulate, particularly the development of the organ in the
sheep, and notes upon the placenta of the elephant and hyrax. Philosophical of the Royal Society pf
London, Serie B, v. 198, p. 143-220, 1906.
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informacbes variaveis, no que se refere a este contato na espécie bovina. Os
primeiros cotilédones em bovinos foram observados macroscopicamente na
superficie do corio, entre 20 a 29 dias de gestacao (KING et al., 1980), com 27 dias
de gestacao (DANTZER, 1999; LEISER, 1975), entre 26 a 30 dias de gestacéo
(YAMADA, 2002) e com 31 dias de gestacdo (ASSHETON', 1906 apud MARSHALL,
1952). Em um estudo mais recente, Schlafer et al. (2001) ndo encontraram
cotilédones visiveis com 30 dias da gestagao, sendo que estes estavam em conexao
com o endométrio somente a partir dos 33° dia. Estas conexdes foram definidas por
Schwarze (1972) e Hammon? (1927) apud Marshall (1952) na espécie bovina,
somente no final do segundo més de prenhez, formando o placenténio. Ram e
Chandra (1984) encontraram para embrides bubalinos, medindo 1,2 cm de CR, um
total de 89 placenténios durante o periodo embrionario. Provavelmente os autores
utilizaram um método ndo muito seguro para estimar os periodos gestacionais desta
espécie. Imagina-se que exista um padrao de desenvolvimento inicial diferente ao da

espécie bovina.

Uma placenta cério-alantdide é estabelecida quando o alantéide mantém a
sua vascularizagdo no corio adjacente. Os achados macroscopicos evidenciam que
0 corio ainda nao tem indicios de vascularizacdo em embrides com até 1,23+0,13 cm
de CR (20-30 dias). Desta forma, nossas observagbes, se aproximam das
informacgdes descritas por King et al. (1980) e Latshwa (1987), os quais afirmam que

0 inicio da vascularizagao do trofoblasto foi primeiramente observado a parir do 26°

' ASSHETON, R. The morphology of the ungulate, particularly the development of the organ in the
sheep, and notes upon the placenta of the elephant and hyrax. Philosophical of the Royal Society pf
London, Serie B, v. 198, p. 143-220, 1906.

2 HAMMOND, D. J. Physiology of Reproduction in the cow, Cambridge, London, 1927.
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dia, e do 29° dia, respectivamente. Uma discreta vascularizacdo do corio, uma
evidente vascularizacdo do alantdide associadas ao aparecimento dos primeiros
cotilédones (n=9,39), tem inicio nos embrides com 1,9+0,27 cm de CR (30-40 dias).
Dantzer (1999) atribui o aparecimento de discretos vilos alantocoribnicos neste
periodo, a acao de fatores de crescimento, e ao aparecimento de criptas no
endomeétrio uterino.

Os resultados do presente trabalho mostram que o alantéide ndo completou
definitivamente seu desenvolvimento quando o embrido mede 1,90+0,27 cm (30-40
dias), pois em algumas areas a fusdo entre o alantdide e o cério € incompleta (nas
extremidades do saco gestacional). Por outro lado, o descolamento entre
membranas é facilmente realizavel. Entretanto, a vascularizagao ja € evidente, e ha
neste periodo a presencga de cotilédones na superficie do cério. Ainda nesta fase,
podemos observar que o saco Vvitelino é macroscopicamente visivel com
comprimento total de 5,53+3,14 cm, porém nao foi identificado sinal de fusdo deste
com o co6rio nem tampouco com o alantéide, embora justaposicdo pudessem ser
evidentes com o alantéide. O desenvolvimento do alantéide em embrides bovinos
ocorre dos 20-21 dias, e preenche completamente o corno uterino com 30 dias de
gestacdo (LATSHAW, 1987; NODEN; LAHUNTA, 1990; PETERSON; MCMILLAN,
1998b). De acordo com Davis (1959), antes da formagdo do alantdide, o saco
vitelino esta claramente fusionado com trofoblasto em todos os ruminantes. Na
ovelha ha uma area limitada de mais intimo contato, onde uma pequena
omfolopleura trilaminar, ou placenta coriovitelina existe pelo menos até o estagio de

20 mm de CR. Neste estagio do desenvolvimento, uma placenta coriovitelina é
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essencial para a sobrevivéncia embrionaria, sendo considerado este um periodo

critico para o desenvolvimento fetal do bovino (GREENSTEIN et al., 1958).

Nos embrides fecundados in vifro examinados nao foram detectadas
modificagdes morfolégicas relativas ao desenvolvimento do alantéide. Aos 35 dias
da gestacdo, o alantdide encontrava-se juntamente com o cério preenchendo a
cavidade uterina, seguindo os padroes macroscopicos descritos para os embrides de
monta natural com 30 a 40 dias da gestacdo. Peterson e McMillan, (1989a,b) e
Thompson et al. (2000), afirmam que a principal causa de perdas embrionarias e
fetais, em embrides produzidos in vitro com 35 dias da gestacao, € a malformacgéao
do desenvolvimento do alantdide, associada as condigcdes in vitro de cultivo. Eles
atribuiram que o desenvolvimento embrionario em gestagdes produzidas in vitro até
35 dias ocorre gragas a persisténcia do saco vitelino. Este assume as fung¢des de
trocas e nutricao pela circulagao vitelina, no lugar do alantéide ainda nao emergido.
Segundo os autores, em condigdes naturais o mesmo ja deveria ter regredido.
Concordamos com os autores que o0 saco vitelino realmente pode esta assumindo
um papel importante neste periodo gestacional. No entanto, discordamos dos
mesmos no tocante a regressdo vitelinica em gestagbes naturais. Como
demonstrado neste trabalho, o saco vitelino é visualizado em todos os periodos
estudados (15 a 70 dias). Particularmente no periodo referido pelos autores,
demonstramos tanto macroscopicamente quanto ultra-estruturamente, a presenca
de vascularizagao, e de células hematopoiéticas. Estas sdo representadas pelas
ilhas de sangue, e provaveis fenestragdes endoteliais, indicios de que o saco vitelino
encontra-se com caracteristicas morfofuncionais de trocas desde os 0,71+0,17 cm

de CR (15-20 dias) em gestagdes naturais.
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A uniao do alantéide ao amnio nao esta completa aos 1,9+0,27 cm de CR (30-
40 dias). A unido ocorre de forma discreta, porém as membranas podem ser
facilmente individualizadas. Ainda neste periodo, sdo observados discretos vasos
superficiais. Tiedemann (1980) relata que as membranas alantoidiana e amniética sé
obliteram completamente o exoceloma aos 60 dias da gestacdo. Em embrides

bovinos com 2,5 a 4,4 cm de CR, elas ainda nao estao totalmente fusionadas.

Ao comparar o desenvolvimento macroscopico das membranas extra-
embrionarias entre embrides fecundados in vitro com 35 dias de gestacéo, e de
monta natural, no periodo de 30-40 dias de gestagao, observou-se uma diferencga
significativamente menor nos comprimentos das extremidades e total do saco
vitelino do FIV. Apesar do numero reduzido de amostra utilizada para avaliar
macroscopicamente os embrides provenientes de fecundagao in vitro (trés aos 35
dias), ha uma redugcdo macroscopica do tamanho do saco vitelino fecundado in vitro,
quando comparado com gestacbes naturais. Isto nos faz refletir sobre duas
eventuais hipéteses: ou o saco vitelino teve que regredir mais cedo em resposta a
maior demanda nutricional exigida pelo desenvolvimento embrionario; ou o saco
vitelino apresentou um desenvolvimento mais lento controlado por mecanismos

desconhecidos.

A fase compreendida entre 30-40 dias de gestagao, parece ser uma fase de
maior exigéncia para o embrido. Por isso, 0 mesmo requer uma maior atividade de
suas membranas a fim de estabelecer relagdes com o organismo materno. Como

sumarizado no quadro 3, € neste periodo que melhor observamos
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macroscopicamentes a presenga da vascularizagdo do alantéide, o aparecimento
dos primeiros vasos na superficie do cério, e sua tentativa de se fundir com o
alantoide, e o aparecimento efetivo dos primeiros cotilédones. Tudo isso coincide
com o incremento do estabelecimento macroscopico do saco vitelino, e também com
suas caracteristicas estruturais funcionalmente ativas, demonstradas pelo seu
epitélio nas microscopias de luz e eletrénica. Acreditamos que o saco vitelino deve,
ainda nesta fase estar desempenhando um papel importante tanto para a
organogénese embrionaria e fetal, para fornecer suporte para uma futura placenta
corio-alantdide ainda n&o totalmente estabelecida. Esta servira como o6rgao
necessariamente imprescindivel para suportar os estagios mais avangados da

gestacao.

6.3 ASPECTOS MICROSCOPICOS DO CORIO, ALANTOIDE E AMNIO

As especializagdes celulares do coério, alantéide e amnio séo discutidas sob a
microscopia de luz, microscopia eletrobnica de varredura e transmissdo. Sao
abordadas as caracteristicas morfofuncionais do desenvolvimento das membranas

extra-embrionarias e fetais de bovinos.



196

6.3.1 Corio

O epitélio coribnico ou trofoblastico, ao longo dos periodos gestacionais
analisados, apresenta-se continuo e constituido por células trofoblasticas
mononucleadas, e por células gigantes trofoblasticas binucleadas, sustentadas por
um tecido mesénquimal. A altura do epitélio trofoblastico permanece constante em
todos os periodos analisados. Com 0,95 cm de CR (15-20 dias) sao identificadas
células trofoblasticas binucleadas apresentando nucleos ovais e citoplasmas ricos
em granulos. Estas células representam aproximadamente 25% das células
trofoblasticas encontradas em vacas, e sdo responsaveis pela regulagao e produgao
de horménios do crescimento e desenvolvimento fetal (SCHLAFER et al., 2000).
Representam ainda 20% das células trofoblasticas em bufalas, durante o segundo e
terceiro meses da gestagdo (CARVALHO et al., 2005). Os outros tipos de celulares,
juntamente com os macrofagos, desempenham fungdes importantes de defesa fetal
e placentaria (SCHLAFER et al., 2000). As células trofoblasticas binucleadas migram
e fusionam-se com as células epiteliais endometriais, descarregando nelas seus
citoplasmas granulares. Desta fusao, forma uma célula hibrida com trés nucleos, por
isto Wooding (1992) classificou esta condicdo especial da placenta da espécie
bovina como sineptiteliocorial. Também nao foram observadas mudangas na altura
do epitélio do cério nos embrides fecundados in vitro. Recentes relatos descrevem
reducdes do epitélio coribnico em gestacdes iniciais produzidas in vitro e por
clonagem animal, associados ao desenvolvimento anormal da angiogénesis e

hipoplasia placentarias (DE SOUSA et al., 2001; HILL et al., 2000).
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Na microscopia eletrbnica de varredura, observa-se que as ceélulas
trofoblasticas tém um formato arredondado, e estdo revestidas por microvilos. Nos
embrides com 1,03 cm de CR (15-20 dias), os microvilos parecem mais altos do que
aqueles encontrados nos embrides com 1,81 cm de CR (30 a 40 dias). Guillomott e
Guay (1982) descrevem que os microvilos apicais diminuem, quando comega 0
periodo de fixacdo do trofoblasto no utero. Sua presencga provavelmente pode esta
envolvida com fung¢des de absorgao de produtos extracelulares. No cério do embrido
fecundado in vitro com 35 dias de gestacdo a maioria das células coribnicas tem
curtos microvilos proeminentes, como aqueles encontrados nas gestagdes naturais.
Entretanto, algumas células apresentam superficies apicais lisas. De acordo com
King et al. (1982) estas células lisas provavelmente sao células trofoblasticas

binucleadas.

As analises ultraestruturais realizadas por microscopia eletrbnica de
transmissao, evidenciam células trofoblasticas mononucleadas e células gigantes
trofoblasticas binucleadas, com citoplasmas apresentando mitocéndrias, microvilos e
vesiculas eletrodensas, em todo os periodos analisados. Entretanto, parece que
com o progredir da gestagdo, a vascularizagdo mesénquimal, e a presenga de
vesiculas eletrondensas aumentam no citoplasma das células, semelhantes ao
material de natureza lipidica descrita por King et al. (1980) em vacas, ou os granulos
eletrondensos, descritos na fase inicial da gestacdo de bufalas, descritos por
Carvalho et al. (2005). A pobre vascularizagcéo inicial pode ser atribuida ao

desenvolvimento incompleto do alantéide nos periodos de 15 a 20 e 20 a 30 dias de
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gestacdo. Diferengas estruturais significativas ndo foram observadas, para os

mesmos periodos, no corio dos embrides de monta natural e de fecundacéo in vitro.

6.3.2 Alantdide

Os epitélios amniodtico e alantéide, em todos os periodos analisados, sao
formados por camada simples de células pavimentosas, sustentadas por uma
camada de tecido conjuntivo embrionario ou fetal, que constitui 0 mesénquima. As
analises dos epitélios amnidtico e alantdide, sob a microscopia de luz, tém mostrado
uma grande semelhancga no periodo inicial da gestacao. Diferengcas marcantes tém
sido descritas nas espécies de mamiferos a nivel ultraestrutural (TIEDEMANN,

1982).

Se considerarmos as descrigcbes morfolégicas de Tiedemann (1979a, 1979b,
1982) para o alantdéide, observamos que, desde muito cedo, (0,9 cm de CR) os
embrides de monta natural, e de fecundacgao in vitro, ja apresentam um dimorfismo
celular, e uma atividade alantoidiana presente, representada pelo acumulo de
granulos de glicogénio na porgao apical da célula, ou ao redor dos seus nucleos,

além da presenga de microvilos citoplasmaticos apicais.

As especializagbes celulares do epitélio alantoidiano bovino, iniciam seu

processo de maturagao, a partir de 0,9 cm de CR, nos espécimes oriundos de monta
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natural. No periodo de 30 a 40 dias de gestagdo, assim como, nos embrides
fecundados in vitro, com 35 dias de gestacao, estas células ja sdo demarcadas e
diferenciadas a microscopia eletrénica de varredura. Nossos resultados demontram
claramente a evidéncia de dois tipos distintos de células, que foram denominadas
por Tiedemann (1982) em bovinos, como células microvilosas e células lisas
superficiais. O autor relata que o epitélio alantoidiano de bovino, sob o ponto de vista
da microscopia eletronica de varredura, esta maduro quando (embrides bovinos com
38 cm de CR) o epitélio apresenta uma certa uniformidade de células lisas
superficiais, entremeadas as células microvilosas. No entanto, as primeiras
especializagbes celulares ja aparecem no alantdide de embrides bovinos desde os
11 cm de CR. O fato do autor ndo ter encontrado os dois tipos distintos de células no
alantdide, em fases iniciais da gestagdo bovina, provavelmente, pode ter sido
causado pelo protocolo de fixagdo e pelo processamento utilizado. O autor também

nao examinou espécimes com CR inferiores a 2,5 cm.

Nos alantéides dos embrides de monta natural, com 1,76 cm (30 a 40 dias) e
7,2 cm (60 a 70 dias) de CR, observamos células com nucleos de contornos
irregulares, mitocondrias alongadas, e granulos vesiculosos de glicogénio bem
definidos por um halo localizado préximo a porcédo apical das células. Estes tipos
celulares correspondem as células lisas superficiais, descritas também em periodo
inicial do alantéide bovino por Tiedemann (1982), e as células granulares do

alantoide do suino (TIEDEMANN, 1979b).

Nos embrides fecundados in vitro com 35 dias de gestagdo, os granulos sao
observados como grandes depoésitos de glicogénio, espalhados ao redor do nucleo

(regides supra e infranucleares), preenchendo quase completamente o citoplasma.
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Os granulos citoplasmaticos do alantéide, sdo formados no complexo de Golgi, e
liberados nos apices celulares (TIEDEMANN, 1979b), semelhantes ao suino, onde
sao observados dois tipos celulares: as células granulares, e as células ricas em
mitocdndrias. Granulos de glicogénios foram encontrados no epitélio de coelho

somente a partir do segundo més da gestacédo (KUHNEL, 1965).

6.3.3 Amnio

O amnio do bovino apresenta células com formatos poligonais, revestidas por
microvilos curtos, distribuidos por toda a parte superficial da membrana e
delimitadas por fileiras microvilosas condensadas. Ao microscopio eletronico de
varredura, o amnio bovino é semelhante ao do coelho, ovino, suino, gato, e homem
(KUHNEL, 1965; TIEDEMANN, 1979a, TIEDEMANN, 1979b; STEVEN et al., 1982;

MINH et al., 1984).

O alantéide e amnio dos bovinos, visualizados pela microscopia eletrénica de
varredura e transmissao, sédo diferentes sob o ponto de vista ultraestrutural. No
amnio, ndo é nitido um dimorfismo celular na fase inicial da gestagdo, como
visualizado no alantéide. Estas observagdes nao foram vistas no epitélio amnidtico e
alantéide de ovelhas. Nas ovelhas Schandley et al. (1997) apontam uma
semelhanga entre os epitélios alantoidiano e amniético durante todo o periodo
gestacional. Os autores nao descreveram com detalhes, e nem estabelecem um

periodo de maturagdo para as membranas. Diferengas entre membranas, ao longo



201

dos periodos gestacionais, sao verificadas principalmente nos estagios mais
adiantados da gestagcdao em bovinos (TIEDEMANN, 1982a), suino (TIEDEMANN,

1979b) e gato (TIEDAMANN, 1979a).

O epitélio amnidtico do bovino €& pavimentoso simples, apresenta poucas
organelas citoplasmaticas nos estagios iniciais da gestagdo, portanto, mostra

caracteristicas semelhantes aos outros mamiferos.

Nos epitélios do amnio e do alantdide, sao visualizadas jungdes ocludentes
entre as células. Estas jungbes podem implicar nos mecanismos de transferéncia de
solutos, através dos epitélios amnidtico e alantéide em ovinos, a partir do 27° dia de
gestacdo (SCHANDLEY et al., 1997). Tais fatos ndo sao observados em membranas
fetais humanas (MINH et al., 1984; WANG, 1984). A auséncia de zonas ocludentes

em primatas € comum.

6. 4 MORFOLOGIA DO SACO VITELINO

O saco vitelino esta localizado na cavidade exocelomatica, na porgéao ventral
do embrido, proximo ao cordao umbilical, permanecendo conectado ao intestino
posterior do embrido, mediante sua porgao central. Suas extremidades alongam-se
acompanhando o alantéide ventralmente. Nossos achados mostram claramente que
0 saco vitelino de bovino proveniente de monta natural, encontra-se bem
desenvolvido macroscopicamente no primeiro trimestre da gestagédo. Neste periodo,

compreendido entre 15 e 20 dias de gestagao, ele apresenta um comprimento total
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de 9,08 cm. Este persiste até os 70 dias, quando ainda é possivel identifica-lo
medindo 0,30 cm. Na literatura consultada, ndo foram encontradas descricdes
morfométricas do saco vitelino bovino. Os dados morfofuncionais encontrados séo
limitados, e ndo demonstram o papel deste anexo embrionario e fetal como estrutura
participativa da gestagdo quer seja, nos mecanismos de trocas materno-
embrionarios, ou como 6rgao nutritivo fundamental para a sobrevivéncia embrionaria

no tergo inicial da gestacgao.

Sabe-se que em algumas espécies de mamiferos o saco vitelino involui e
degenera-se muito cedo. Assim ele é descrito nos ruminantes domésticos (BRYDEN
et al,, 1972; HAFEZ, 2004; SCHAWARZE, 1972; MOSSMAN, 1987; NODEN;
LAHUNTA, 1990). Por outro lado, nos carnivoros domésticos e nos equinos um saco
vitelino funcional persiste (CANFIELD; JOHNSON, 1984; RUSSE et al., 1992). Na
literatura consultada, encontramos uma variedade de informacgdes contraditérias, no
que se refere as caracteristicas macroscopicas do processo de involugao do saco
vitelino em bovinos, assim como sobre o estabelecimento transitério do mesmo com
o trofoblasto (placenta cériovitelina). A partir da segunda ou terceira semanas de
gestacdo (BARONE, 1986; HAFEZ, 2004), e dos 20° ao 25° dias de gestacéo
(MARSALL, 1952; LATSSHAW, 1987; NODEN; LAHUNTA, 1990), ele é reduzido a
um grupo solido de células, com poucos vasos sanguineos, separado do cério. Com
30 dias de gestagao € uma estrutura insignificante (WOODING; FLINT, 1994). Estes
autores ndo mencionaram em seus trabalhos, descricbes sobre os aspectos
morfomeétricos, e sobre estudos morfofuncionais do saco vitelino em diferentes faixas
etarias, que comprovassem processos degenerativos, e/ou inatividade do seu

epitélio.
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A microscopia de luz, o epitélio vitelino apresenta células endodérmicas
inicialmente globosas. Nos sacos vitelinos de embrides mais adiantados, as células
se tornam colunares baixas. No mesénquima do saco vitelino de embrides bovinos
de 15 a 20 dias, sao visualizadas ilhas de sangue, contendo eritroblastos nucleados
primitivos. As fung¢des das “llhas de eritroblastos” sdo pouco conhecidas. Entretanto,
Lee et al. (1983) relacionam estas fungdes, ao processo de diferenciagdo de células
sanguineas durante a eritropoiese, e com a vasculogénese nos caes. No rato, nao
se evidenciaram atividades secretorias das ceélulas eritroblasticas ou das ilhas de
sangue (HAAR; ACKERMAN, 1971). Este padrao de vascularizagao do saco vitelino
bovino, ainda é facilmente observado nos embrides com 1,76 cm de CR (30 a 40
dias). Uma outra caracteristica histoldégica observada, € o aparecimento de dobras
do epitélio, formando pequenos canais bem definidos em embrides com 1,76 cm de
CR (30 a 40 dias) e 3, 12 cm de CR (40 a 50 dias). O inicio do processo de
degeneragdo da parede do endoderma do saco vitelino, estd associado ao
colabamento de canaliculos presentes em embrides ovinos com 36 mm de CR, e em

embrides bovinos com 42 mm de CR (RUSSE et al., 1992).

A microscopia eletrénica de transmissdo observa-se, em todos os periodos
analisados, um predominio de células com citoplasmas ricos em reticulos
endoplasmaticos rugosos e mitocéndrias. Estas células sdo semelhantes as células
escuras descritas por Russe et al. (1992) em bovinos e ovinos. O autor atribui a
presenca de RER do epitélio vitelino, a fungdo do metabolismo de proteinas. O
endoderma do gato apresenta um grande numero de mitocéndrias, € uma grande
quantidade de reticulo endoplasmatico rugoso, nos periodos compreendidos entre o

25° e 38° dias da gestacdo (TIEDEMANN, 1976). Ele difere grandemente do
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endoderma do alantéide por estar funcionalmente mais ativo (TIEDEMANN, 1979a).
Em um outro estudo, foi demonstrado bioquimicamente, que o endoderma do saco
vitelino desta espécie esta envolvido na atividade de sintese protéica, até préximo
do final da gestacdo (TIEDEMANN; MINUTH, 1980b). As células endodérmicas do
saco vitelino do suino sintetizam menos proteina do que as do gato, embora
apresentem uma grande quantidade de reticulo endoplasmatico (TIEDEMANN;

MINUTH, 1980a).

No presente trabalho pudemos verificar, pela primeira vez, indicios de
fenestracoes do revestimento endotelial em embrides com 1,03 cm de CR. Isto
sugere passagem de proteina para o leito vascular. Presenca de vasos fenestrados
no mesénquima do saco vitelino, ndo foram descritas nas espécies bovina e ovina
por Russe et al. (1992). No cado, vasos sanguineos fenestrados também estdo
presentes no saco vitelino (LEE et al., 1983). Entretanto, seu envolvimento na
passagem de proteinas nao foi demonstrado pelo os autores. Analises dos fluidos do
saco vitelino de gatos (TIEDEMANN, 1976) indicam que a sintese protéica na
endoderme, ndo esta armazenada nos seus fluidos, e sim estocadas nos reticulos
endoplasmaticos destas células, para posteriormente serem secretadas diretamente
na circulagao fetal. Em outra ocasido, Tiedemann (1977) descreveu que 0s vasos
sanguineos vitelinicos do gato apresentam fenestracbes, e a membrana basal
destes mostram-se incompletas. Tais caracteristicas morfolégicas podem facilitar o
transporte de proteinas. Para os suinos Tiedemann e Minuth (1980a) observaram
uma grande quantidade de reticulo endoplasmatico rugoso, sintetizando e

descarregando proteinas no leito vascular mediante fenestragdes endoteliais.
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Pequenas vesiculas sdo observadas livremente no citoplasma das células
endodérmicas do saco vitelino bovino (Figuras 64, 67 e 70). Lee et al. (1983)
sugerem que vesiculas claras presentes no citoplasma, podem estar envolvidas nas

trocas de substancias entre 0 mesénquima e o tecido mesotelial do saco vitelino.

No epitélio do saco vitelino de embrides bovinos com 2,47 cm de CR (40 a 50
dias) sao visualizados, mitocéndrias, microvilos curtos, pequenos vacuolos e
estruturas eletrondensas. Tiedemann (1976) considera a possibilidade da
abundancia de reticulo endoplasmatico liso e rugoso no endoderma do gato, estar
envolvida no metabolismo de triglicérides ou colesterol, e na polimerizagdo de

glicose para glicogénio.

Os cortes semifinos caracterizam bem os tipos celulares do endoderma do
saco vitelino em embrides bovinos com 40 a 50 dias de gestagdo. Os nossos
resultados mostram uma predominancia de células escuras e algumas células claras
interpostas. A atividade celular é evidente nestas células. Sdo observados microvilos
apicais, complexos juncionais, grande quantidade de reticulo endoplasmatico rugoso
e mitocdndrias. Russe et al. (1992) descrevem as células escuras como tipos
celulares que apresentam reticulos endoplasmaticos granulares ordenados
paralelamente, sob a forma de chapas, e as células claras que caracterizam-se por
apresentarem reticulo endoplasmatico com material flocoso, mitocéndrias ovdides e
pouco complexos de Golgi. Trata-se do mesmo tipo celular em estagios funcionais

diferentes.

A histologia do epitélio vitelino dos embrides fecundados in vitro apresenta um

padrdao morfolégico normal semelhante ao descrito para o epitélio vitelino de todas
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as espécies de mamiferos. Entretanto os bovinos FIV mostram uma nitida reducao
macroscopica do comprimento total deste anexo nos periodos analisados. Dos trés
espécimes mensurados, com exce¢do de um, nado foram visualizados
macroscopicamente indicios das suas extremidades, somente a parte central foi
identificada. Entretanto, correlacionando o seu epitélio com aqueles provenientes de
monta natural, equiparados os mesmos periodos gestacionais (30 a 40 dias),
observamos poucos vasos sanguineos no mesénquima dos mesmos, assim como
notamos que os canaliculos destes parecem ser mais estreitos. Analises mais
aprofundadas e detalhadas por microscopia eletrénica de transmissao precisam ser
feitas. Infelizmente nao foi possivel comparar todos os periodos descritos nas
gestacdes naturais com as gestagdes manipuladas em laboratério. Futuros trabalhos
na area de desenvolvimento embrionario e placentario inicial deverao ser realizados

em gestacdes provenientes de outras técnicas utilizadas em reprodug¢ao bovina.

O epitélio endodérmico do saco vitelino em todos os periodos analisados,
apresenta-se nas gestagcdes naturais rico em células colunares e globosas, com
nucleos grandes. Além disso, constata-se a presenca de microvilos, numerosas
mitocdndrias e reticulos endoplasmaticos, diferentes vesiculas nos seus
citoplasmas. Espacos intercelulares entre as células endodérmicas sdo também
constantes. O mesénquima mostra-se nitidamente acompanhado por vasos e por um
mesotélio com células achatadas. Pelo exposto, observa-se claramente que o
epitélio vitelino encontra-se em atividade funcional até 50° dia de gestagao. Ele esta
presente macroscopicamente até o 70° dia da gestagao, ndo somente apresentando

indicios morfolégicos de sintese protéica, como descrito acima, mas mostrando
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também caracteristicas morfologicas sugestivas de epitélio absortivo. Pereda et al.
(1994) encontraram um padrao morfolégico semelhante no saco vitelino do homem
em diferentes periodos de gestacdo. Os autores atribuiram a ele propriedades
absortivas semelhantes as das células intestinais de ratos, descritas por Motta et al.
(1977). Estas observagdes sugerem que além de uma placentagao coriovitelina
(AMOROSO, 1959; GREENSTEIN et al., 1958; LEISER; KAUFMAN, 1994;
WOODING; FLINT, 1994) presente quando o trofoblasto esta ainda conectado com o
cério bovino na fase de blastocisto, também pode existir uma placenta vitelinica
transitéria ativa, que persiste por um tempo, podendo apresentar propriedades
funcionais. No caso de nosso trabalho, o saco vitelino permaneceu com estas
caracteristicas com embrides até 2,79 £ 0,19 cm de CR (40 a 50 dias de gestacao).
Sugerindo também um tipo de placentagao alantovitelinica para os bovinos tendo em
vista as justaposi¢des verificadas em nossos dados.

Acreditamos que este estudo seja mais um passo para a complementacéo do
entendimento das modificagdes morfolégicas que ocorrem no inicio da gestagdo em
bovinos. Tais modificagcbes podem estar relacionadas ao processo de transicdo de
uma placenta coriovitelinica ou alantovitelinica para vitelinica, e desta para corio-
alantoide definitiva. Interessantemente é que esta fase coincide com os drasticos
periodos de mortes embrionarias e fetais iniciais em bovinos.

Este trabalho abre outras perspectivas de investigagdes. As eventuais
conexdes vitelinicas, amnidticas, coridnicas, alantoideas sugerem ser melhor
estudadas em bovinos. Por outro lado o papel do saco vitelino relacionado a
transferéncia da imunidade passiva, tal qual ocorre nos roedores, a fungéo vitelinica

relacionada a hematopoiese, a sintese e transporte de proteinas, e o



208

estabelecimento dos estagios de desenvolvimento da placentacdo definitiva em
bovinos, carecem ser esclarecidos.

Como o sol, e sua gema amarela, que ilumina a terra, o vitelo guia e ilumina o
inicio da vida animal.

Os marsupiais nascem embrides e ndo necessitam de outros anexos fetais,
somente do saco vitelino. Este € o primeiro anexo embrionario a ser formado, e o
unico presente em todas os grupos de animais. Trata-se de uma estrutura tao
versatil que pode eventualmente compor a placenta vitelinica dos roedores, com a
placentacdo temporaria e diferenciada dos peixes e dos répteis. Quem é este

enigmatico anexo embrionario e fetal?
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7 CONCLUSOES

A partir dos resultados obtidos, pode-se concluir que:

1-

3-

5-

As mensuragdes occipto-sacrais (“Crow-Rump”) de embrides de bovinos, o
numero de cotilédones e as medidas do comprimento cranio caudal da
vesicula amnidtica, podem ser utilizados como modelos a serem comparados
em estudos do desenvolvimento embrionario e ultra-sonograficos no periodo
inicial da gestacao da espécie.

O saco gestacional de bovinos ocupa inteiramente o corno gestante e
parcialmente o corno nao gestante no periodo comprendido entre 15 e 20
dias de gestacao.

As primeiras formagdes cotiledonares foram identificadas préximas ao
embrido com 20 a 30 dias, e o numero de cotilédones aumentaram
gradativamente a partir de 30 a 40 dias de gestagao.

Uma placenta codrio-alantéide encontra-se estabelecida em embrides com
conexdes materno-fetais evidentes, distribuicdo uniforme de cotilédones na
superficie do saco gestacional, e vascularizagao coriénica visivel no periodo
entre 60 a 70 dias de gestacao.

As especializagdes celulares observadas a microscopia eletrbnica de
varredura e transmissédo nao indicaram que o epitélio alantoideano encontra-
se definitivamente maduro em embrides com até 7,2 cm de CR (60 a 70 dias

de gestacao) .
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O epitélio alantoideano apresentou a microscopia eletronica de varredura um
dimorfismo celular desde 0,9 cm de CR (15 a 20 dias da gestagao).

O epitélio alantoideano e amnidtico apresentaram o mesmo padréao
morfolégico quando observados a microscopia de luz.

O saco vitelino persistiu, € ndo se fusionou a nenhuma outra membrana extra-
embrionaria nos periodos analisados.

Considerando a persisténcia macroscopica do saco vitelino, a grande
quantidade de organelas de suas células tais como: reticulos
endoplasmaticos, mitocondrias e outras estruturas citoplasmaticas, a
presenca de ilhas de eritroblastos primarios, vasos sanguineos com
fenestracoes, indicios de hematopoiese, secre¢cado e absorgao celular, e por
fim o fato do saco vitelino ndo estar fusionado a nenhuma membrana extra-
embrionaria nos periodos examinados (15-70 dias de gestagado), parece
provavel a existéncia de uma placenta vitelina ativa, importante para a
manutencdo da gestacdo, que se estabelece temporariamente entre a

placenta coriovitelinica transitéria e a placenta corio-alantéide definitiva.

10- Apesar do numero reduzido de embrides oriundos de fecundagao in vitro

avaliados (n= 03), foi constatada uma redugao no tamanho do saco vitelino,
comparados aos embrides de monta natural no periodo compreendido entre

30 a 40 dias de gestacgao.
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