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The main goal of this morphometrical study was to characterize the development of
the extra-embryonic membranes of 15 to 70-day-old bovine embryos obtained by natural
mating. With a millimeter paquimeter the cranio-caudal, latero-lateral and dorso-ventral
measurements of chorion and amnion were determined. The development of the
cotyledons and weight of the gestational sac were observed and quantified. The weight
of the gestational sac increased during gestation; however, the growth was faster then
20 to 30 days. The cranial-caudal and dorsal-ventral length of the choriallantois and the
amnion developed slowly and gradually with progress of the gestational period, and the
cranio-caudal length decreased after 50 to 60 days of gestation, increasing in the next
period. After 30 to 40 days of gestation, the first cotyledons were visualized and counted
easily in the chorionic surface. The growth periods were the same of the main gestational
losses in cattle. The parameters analyzed could be useful for investigations of extra-

embryonic membranes in organisms manipulated in the laboratory.
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RESUMO.- O periodo inicial da gestacdo de bovinos é
caracterizado por grandes perdas embrionarias. Consi-
derando a importancia deste fator no ambito da reprodu-
¢ao animal foram estudados os anexos embrionarios e
fetais bovinos fecundados por monta natural de 15-70 dias
de gestacédo, com o objetivo de estabelecer parametros
morfométricos da placenta na fase inicial da gestacgéo.
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Com uso de um paquimetro foram realizadas mensura-
¢coes do comprimento (cranio caudal), largura (latero late-
ral) e altura (dorso ventral) das membranas corioalantdide
e amnidtica. O inicio da formagéao dos cotilédones foi ob-
servado e quantificado, assim como, o peso placentario.
O peso médio do saco gestacional aumentou com o evo-
luir da idade gestacional, entretanto, o crescimento foi
acelerado a partir de 20-30 dias de gestagéo. O compri-
mento cranio caudal e dorso ventral da membrana
corioalantdide e do &mnio apresentaram crescimento lento
e gradual com o evoluir dos periodos gestacionais anali-
sados. Com 30-40 dias de gestacao, os primeiro
cotilédones ja eram visualizados e contatos com facilida-
de na superficie coridnica. Os periodos de crescimento
coincidiram com os maiores indices de perdas
gestacionais em bovinos. Os parametros aqui analisados
poderdo servir para futuras investigacdes dos anexos
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embriondrios de organismos manipulados em laborato-
rio.

TERMOS DE INDEXAQAO: Placenta, bovinos, membranas
extra-embrionarias, amnio, cérioalantéide.

INTRODUCAO

O rebanho bovino é a maior soma de ruminantes explora-
dos em condi¢des extensivas no Brasil. Destaca-se a
importancia dos anexos embrionarios para a implantacao
e sobrevivéncia dos embrides, uma vez que até 30% das
gestacbes em estagio inicial ndo chegam a termo devido
a problemas de formagao nos anexos embrionarios (Hill
et al. 2000, Sartori 2004). Poucos sao os relatos sobre os
mecanismos que envolvem perdas embrionarias nos pri-
meiros meses de gestacao e as possiveis falhas do de-
senvolvimento das membranas extra-embrionarias e fetais
bovina.

A importancia de estudos relativos ao desenvolvimen-
to e as fungdes placentérias, tém como alvo melhorar a
manutencdo de conceptos saudaveis em gestacdes oriun-
das de producgéo in vitro (Thompson & Peterson 2000,
Bertolini & Anderson 2002, Facciotti et al. 2009) e
clonagem (Stice et al. 1996, Wells et al. 1999, Wrenzycki
et al. 2001, Bertolini et al. 2002, Edwards et al. 2003,
Miglino et al. 2007, Arnold et al. 2008, Kohan-Ghadr et al.
2008, Rici et al. 2008). Para tal feito, é indispensavel que
tenhamos bem estabelecida uma caracterizacao do de-
senvolvimento normal do processo de placentacao inicial
em gestacdes que ocorrem por meio de concepgao natu-
ral (Assis Neto et al. 2009) ou inseminacéo artificial. Estu-
dos sobre a morfologia do concepto em bovinos tém sido
realizados mediante avalia¢des ultra-sonogréfica (Bertolini
et al. 2002).

Informagdes sobre o desenvolvimento normal do con-
cepto, contato materno-embrionario ou fetal, descricoes
morfomeétricas e macroscopicas das membranas extra-
embrionarias sao tratados de forma ineficiente e, as ve-
zes, confusa na literatura. Tendo em vista os aspectos
supracitados o objetivo deste trabalho foi de caracterizar
morfometricamente a evolugdo das membranas extra-
embrionadrias e fetais bovinas nos periodos de 10-70 dias
da gestacao.

MATERIAL E METODOS

Coleta de embrides provenientes de monta natural

As coletas dos Uteros gestantes foram realizadas em
Frigorificos e Abatedouros da Regido de Dracena-SP e
Presidente Prudente-SP (Protocolo de Bioética N° 631/2005
FMVZ/USP). Durante o periodo de coleta algumas informagdes
foram obtidas na tentativa de identificar a ragca do animal, a
procedéncia e o tipo de manejo reprodutivo. Todos os Uteros
coletados eram de animais azebuados. Foram analisados 141
uteros em fase inicial de prenhez em diferentes periodos
gestacionais.

Os periodos gestacionais foram estimados conforme meto-
dologia preconizada por Winters et al. (1942) com mensuracao
da distancia occipto-sacral (“Crown-Rump”/CR), tomando-se
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como referéncia a crista nucal numa extremidade e a ultima
vértebra sacral na extremidade oposta. Associados as medi-
das de CR foram avaliados as caracteristicas morfologicas ex-
terna do desenvolvimento embrionario. As mensuragdes dos
CR embrionarios e fetais foram realizadas utilizando-se um
paquimetro inoxidavel com divisao em milimetros
(150x0,02mm). Para mais informacao relacionadas ao desen-
volvimento placentario inicial em bovinos ver Assis Neto at al.
2009.

Parametros analisados: mensuragcées, observacées ma-
croscopicas e pesagens

Foram avaliados os parametros relativos ao tamanho e
proporcdes dos embrides e anexos. Com auxilio de um
paquimetro foram realizadas as medidas de comprimento
(créanio caudal) e largura (latero-lateral) das membranas. O inicio
de formacao e distribuicdo dos cotilédones na superficie
coriénica.

Os pesos dos sacos gestacionais foram tomados, utilizando-
se balancga eletrénica analitica (200g-0,0019).

Analise estatistica

As variaveis utilizadas foram: comprimentos cranio-caudal
e dorso-ventral do saco gestacional; comprimentos cranio-
caudal, dorso-ventral e latero-lateral do amnio; 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 posi¢cdo e dispersdo (média,
desvio padréo, coeficiente de variagdo, mediana, quartis e
maximo e minimo).

Os calculos foram conduzidos utilizando o sistema para
andlise estatistica R” (R Development Core Team 2005).

RESULTADOS

“Crown-Rump” e peso do saco gestacional

As médias e desvio padrdao das mensuragdes occipto-
sacral (“Crown-Rump”) para cada periodo gestacional,
estao representadas no Quadro 1. Observou-se que du-
rante 20-25 dias a 60-70 dias de gestacao, o CR cresceu
gradativamente de maneira quase linear.

Analisando-se 0s pesos médios dos sacos gestacio-
nais (Quadro 1), observou-se que entre o periodo de 20-
25 dias de gestacao até o periodo de 20-30 dias de gesta-
¢cao, este aumentou seis vezes em relacdo ao seu peso.

Quadro 1. Médias e desvio padrao do “Crown-Rump”

(CR), peso do saco gestacional e numeros médios de

cotilédones de embrides e feto bovinos em diferentes
periodos gestacionais

Periodo CR Peso Numeros de
gestacional (cm) (9) cotilédones
(dias)
20-25n=26 0,71 £ 0,17 05,00 + 03,31 00,00 + 00,00
25-30n=23 1,283 + 0,13 30,15 + 20,17 00,32 + 01,04
30-40n=25 1,90 + 0,27 81,81 + 45,82 09,39 + 9,73
40-50n=24 2,79 £ 0,19 141,20 = 80,06 29,56 + 8,49
50-60n=21 3,76 + 0,52 220,64 + 101,08 42,44 + 13,58
60-70n=22 6,75 = 0,86 388,59 + 136,74 71,95 + 25,37
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Quadro 2. Médias e desvio padrao do comprimento cranio caudal (CC) e
dorso ventral (DV) do cério- alantoide, e cranio caudal (CC), latero lateral

(LL) e dorso ventral (DV) do amnio do saco gestacional de embrides e feto

bovinos em diferentes periodos gestacionais

Periodo Cério- Corio-alantoide DV Amnio Amnio Amnio

gestacional alantoide (cm) CC (cm) LL (cm) DV (cm)
(dias) CC (cm)

20-25n=26 44,92+ 1642 01,84+067 0093045 034+0,14 052 +0,30
25-30n=23 55,00+ 16,76 03,00+059 0161+044 081+028 1,32+0,29
30-40n=25  65,13+12,08 0328+0,79 0289+095 139+051 2,03+049
40-50n=24 79,06 + 10,83 04,44 + 0,66 04,81 +0,77 244+073 3,74 +0,62
50-60n=21 7555+1157 0537+099 0566+1,04 302+069 440062
60-70n=22  79,14+1298 07,64 + 1,01 11,48+244 491+146 7,31+1,05
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Nos periodos de 20-30 dias de gestacao, até 30-40 dias
de gestacao, os valores médios quase que triplicaram.
Deste ultimo periodo analisado, aos 40-50 dias de gesta-
céo, os pesos duplicaram. A partir de 50-60 dias de ges-
tacéo, o crescimento esteve acelerado, similarmente ao
crescimento que ocorre no periodo de 20-30 dias de ges-
tacdo. O peso gestacional continuou a aumentar no peri-
odo de 60-70 dias de gestacao.

Comprimento da membrana cério-alantéide e &mnio

O comprimento cranio caudal e dorso ventral da mem-
brana cdrio-alantéide, apresentou crescimento lento e gra-
dual com o evoluir dos periodos gestacionais analisados.
Entretanto, o comprimento cranio caudal sofreu uma dis-
creta queda dos 50 aos 60 dias, retornando ao seu cres-
cimento no periodo subseqlente (Quadro 2).

Os comprimentos cranio caudal, dorso ventral e latero
lateral do @mnio apresentaram crescimento gradual até o
periodo de 40-50 dias de gestacao, e, a partir do periodo
de 50-60 dias, a vesicula amnidtica cresceu mais acele-
radamente (Quadro 2).

Numeros de cotilédones

Os numeros médios de cotilédones contados nos dife-
rentes periodos gestacionais estdao demonstrados no
Quadro 1. Os cotilédones nao foram observados nos pe-
riodos de 20-25 dias e 20-30 dias de gestagcao. Aparece-
ram somente em duas amostras em numeros bem redu-
zidos (3 em uma amostra e 4 em outra). Aos 30-40 dias
de gestacado os primeiros cotilédones ja eram visualiza-
dos e contados com facilidade na superficie coridnica,
proximos do embrido. Aos 40-50 dias de gestacao, o nu-
mero médio de cotilédones triplicou em relagao ao perio-
do anterior. Nas fases subsequentes, o nimero aumen-
tou gradativamente.

DISCUSSAO
As idades estimadas de acordo com 0 comprimento occipto-
sacral (“Crown-Rump”/CR) dos embrides e fetos, segui-
ram 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 & Sack (1973) e

Noden & Lahunta (1990), constata-se que as informagoes
nelas contidas, apresentaram valores coincidentes aproxi-
mados das medidas de CR utilizadas no presente traba-
lho. A curva de crescimento do CR aumenta gradativa e
linearmente em funcdo da idade gestacional bovina, em
conformidade com Reynolds et al. (1990), como também
para embrides de bufalos (Barbosa et al, 2008).

Bertolini et al. (2002) observaram que o padrao de cres-
cimento embrionario e fetal, foi significativamente diferente
entre embrides produzidos in vivo e in vitro. No mesmo
estudo, os conceptos dos embrides in vitro foram conside-
ravelmente menores do que os conceptos in vivo. As nos-
sas mensuragdes in vivo (monta natural), utilizando um
paquimetro milimetrado aproximam-se das mensuragoes
ultra-sonograficas utilizadas pelos autores nas gestacoes
in vivo nos periodos de 37, 44, 51 e 58 dias.

O peso médio do saco gestacional cresceu conforme
o desenvolvimento da prenhez, mas houve alguns pontos
de maiores crescimentos. O primeiro deles ocorreu entre
0 periodo de 15-20 dias até 20-30 dias de gestacdo, o
segundo crescimento foi observado a partir dos 50-60 dias
de gestacéo. Este comportamento do crescimento do peso
foi observados em cabra e ovelha durante o primeiro pe-
riodo da gestacdo, seguidos por um periodo de pouco
desenvolvimento (Bryden et al. 1972). No periodo de 50-
60 dias de gestacgao foi caracterizado a transicdo entre o
final da fase embrionaria e o inicio da fase fetal. A partir
deste periodo inicia-se um crescimento mais acelerado
do CR (8,76+0,52cm) e do peso do saco gestacional
(220,64+101,08g). Um aumento simultaneo do peso dos
envoltdrios fetais, tamanho do alantocério, saco amnidtico,
da extenséo do corddo umbilical e nimero de placenténi-
0s aumentaram durante o inicio e na metade da prenhez
em bufalas (Ram & Chandra 1984), contudo, ao final da
prenhez, o numero de placentdnios diminuiram.

As medidas das membranas cdrio-alantéide e amnidti-
ca apresentam um crescimento gradual com o evoluir da
gestacdo. Poucas informagdes foram encontradas na lite-
ratura, sobre o dia exato em que a vesicula embrionaria
alcanca as duas extremidades do corno uterino. No pre-
sente trabalho, o saco gestacional dos embrides de 15-20
dias de gestacéo, ocupava completamente um dos cornos
do utero, e, em parte, o contralatetal. Esta disposi¢cédo do
saco gestacional no Utero se aproxima da caracterizacéo
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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 com-
pletamente um dos cornos do utero no dia 16,9+0,6 da
gestacado e no corno contralateral no dia 19,6+0,9. O pa-
drao de crescimento cranio caudal da vesicula amnidtica é
similar as mensuragdes ultra-sonogréficas realizadas por
Bertolini et al. (2002), em embrides bovinos in vivo.

O numero médio de cotilédones bovinos de monta na-
tural aumenta com a idade gestacional. As primeiras for-
macoes cotiledonarias sdo visualizadas com 1,23+0,13cm
de CR (20-30 dias), e o contato com a caruincula esta mais
evidente com 6,75+0,86cm de CR (60-70 dias), periodo de
formagé@o dos placenténios. Os primeiros cotilédones fo-
ram observados na ultra-sonografia dos 33 aos 38 dias da
gestacao (Curran et al. 1986).

Os dados morfométricos deste trabalho, tém a inten-
cao de contribuir para futuros estudos relacionados ao
desenvolvimento inicial da gestacao, tanto nas gestacoes
naturais, quanto naquelas que passaram por técnicas
especializadas de reproducdo, tais como a fecundacao in
vitro e a clonagem animal.

CONCLUSOES

A partir dos resultados obtidos, pode-se concluir que,
as mensuragdes occipto-sacrais (“Crow-Rump”) de em-
brides de bovinos, o numero de cotilédones e as medidas
do comprimento cranio caudal da vesicula amniética, po-
dem ser utilizados como modelos a serem comparados
em estudos do desenvolvimento embrionario e ultra-
sonograficos no periodo inicial da gestacao da espécie.

Podemos inferir que as primeiras formacdes cotiledo-
nares foram identificadas préximas ao embrido com 20-
30 dias, e o numero de cotilédones aumentaram gradati-
vamente a partir de 30-40 dias de gestagéao.

Os parametros aqui analisados poderao servir para
investigacdes dos anexos embrionarios de organismos
manipulados em laboratdrio.
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