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MORFOLOGIA DO APARELHO REPRODUTOR FEMININO DE OVINOS,
CONCEPTO E GLICOSAMINOGLICANOS NO TERCO INICIAL DA GESTACAO

COSTA, H.S. Morfologia do aparelho reprodutor feminino de ovinos, concepto e
glicosaminoglicanos no tergo inicial da gestacdo. 2022. 204f. Tese (Doutorado em Ciéncia
Animal) — Programa de Pos-Graduagdao em Ciéncia Animal - Universidade Federal Rural do

Semi-Arido (UFERSA), Mossor6-RN, Brasil.

RESUMO: Objetivou-se descrever os glicosamnoglicanos (GAGs), morfologia do aparelho
reprodutor feminino, placenta e desenvolvimento pos-implantacional no terco inicial da
gestacdo de ovinos da raga Morada Nova. Assim, foram utilizadas 10 ovelhas, adultas, ao
quais foram submetidas a sincroniza¢ao do cio durante 7 dias, através da utilizacdo de MAP e
aplicagoes de PGF2alfa e eCG. Em seguida os animais foram agrupados com o macho e a
monta natural foi visualisada. As gestacdes foram confirmadas mediante ultrassonografia e as
coletas foram realizadas nos dias, 15, 20, 30, 40, 50 ¢ 60 pds-copula. As amostras foram
descritas segundo as técnicas de macroscopia, morfometria € microscopia. Em relagdo aos
GAGs, observou-se que marcou fortemente para Anti-CS na tuba uterina, cornos uterinos,
corpo uterino, vagina, relagdo utero/placenta e placentoma. Toda via, a cérvix esteve presente
fracamente. Ja a atividade Anti-HS esteve fortemente presente na mucosa vaginal e no interior
dos vasos presentes na relagdo utero/placenta. Demais estruturas marcaram-se fracamente.
Quanto a morfologia, foi visto diferencas entre a relacdo utero/placenta aos 20 dias de
gestacdo e 60 dias e, a placentacdo observada foi do tipo corioalantoide. Se tratando do
reprodutor, observou-se que os ovarios apresentaram tamanhos diferentes entre os antimeros e
possui um epitélio que variou de pavimentoso a cubico simples. A tuba uterina foi constituida por um
tubo musculomembranoso enovelado e histologicamente foi dividida em: mucosa, com seu
epitélio de revestimento do tipo pseudoestratificado cilindrinco com células ciliadas,
submucosa composta de tecido conjuntivo frouxo, muscular, que inclui uma camada
longitudinal e outra circular e a serosa. Os cornos uterinos, histologicamente foi dividido em
trés camadas: endométrio, miométrio e o perimétrio. A regiao de endométrio, houve diferenca
entre as idades 15 e 50 dias de gestacdo, uma vez que, apresentou um epitélio simples
cilindrico e cubico simples, respectivamente. O corpo uterino foi a continuagao dos cornos
uterinos e possuiu o endométrio formada por epitélio simples cilindrico e por intimeras
glandulas endometriais, que por sua vez, possuia epitélio cibico simples. A cérvix foi
constituida pela mucosa, muscular interna circular, muscular externa longitudinal e serosa. A
mucosa variou desde um epitélio pseudoestratificado a cubico simples ciliado, rica em tecido
conjuntivo frouxo distribuido entre as fibras musculares. A vagina foi um 6rgdo musculo
membranoso, cilindrico, histologicamente, possui um epitélio do tipo estratificado
pavimentoso ceratinizado rico em tecido conjuntivo frouxo distribuido entre as fibras
musculares. No tocante ao desenvolvimento pds-implantacional, observou-se um crescimento
lento (15 — 30 dias) e acelerado (30 — 60 dias) do embrido/feto. Ja se tratando das
caracteristicas externas, constatou-se que o embrido se torna feto a partir dos 50 dias de
gestacdo e o tubérculo genital se torna totalmente diferenciado a partir dos 60 dias de
gestagdo. Com base no protocolo hormonal de curto periodo, este apresentou boa taxa de
gestacao (58,82 %) e o diagndstico gestacional foi possivel a partir dos 14 dias de gestacdo. A
dosagem de progesterona aos 21 dias de gestacdo foi de 7,48 + 2,33 ng/mL, podendo ser
utilizado como medida auxiliar ao exame de ultrassonografia, para diagndstico de gestagdo.
Conclui-se que os GAGs estdo presentes e sdao importantes no processo gestacional



favorecendo uma prole saudavel. Espera-se que os dados do presente estudo possam
contribuir para a biologia da espécie e anatomia comparada.

Palavras-chave: Matriz extracelular, placentoma, ultrassonografia, embrido, morfologia.



ABSTRACT: The objective was to describe the glycosamnoglycans (GAGs), morphology of
the female reproductive system, placenta and post-implantation development in the initial
third of pregnancy in Morada Nova sheep. Thus, 10 adult ewes were used, which were
submitted to estrus synchronization for 7 days, through the use of MAP and applications of
PGF2alpha and eCG. Then the animals were grouped with the male and the natural mount
was visualized. Pregnancies were confirmed by ultrasonography and collections were
performed on days 15, 20, 30, 40, 50 and 60 post-coupling. The samples were described
according to macroscopic, morphometric and microscopy techniques. Regarding GAGs, it
was observed that it marked strongly for Anti-CS in the fallopian tube, uterine horns, uterine
body, vagina, uterus/placenta ratio and placentome. However, the cervix was weakly present.
Anti-HS activity was strongly present in the vaginal mucosa and inside the vessels present in
the uterus/placenta ratio. Other structures were weakly marked. As for morphology,
differences were seen between the uterus/placenta ratio at 20 days of gestation and 60 days
and the observed placentation was of the chorioallantoic type. Regarding the breeder, it was
observed that the ovaries presented different sizes between the antimers and had an epithelium
that varied from squamous to simple cubic. The fallopian tube was constituted by a coiled
musculomembranous tube and histologically it was divided into: mucosa, with its cylindrical
pseudostratified lining epithelium with hair cells, submucosa composed of loose, muscular
connective tissue, which includes a longitudinal layer and a circular layer, and the serous. The
uterine horns, histologically were divided into three layers: endometrium, myometrium and
the perimetrium. In the endometrium region, there was a difference between the ages of 15
and 50 days of gestation, since it presented a simple cylindrical and simple cubic epithelium,
respectively. The uterine body was the continuation of the uterine horns and had the
endometrium formed by simple cylindrical epithelium and numerous endometrial glands,
which in turn had simple cubic epithelium. The cervix was constituted by the mucosa, circular
internal muscle, longitudinal external muscle and serosa. The mucosa varied from a
pseudostratified epithelium to a simple cubic ciliated epithelium, rich in loose connective
tissue distributed among the muscle fibers. The vagina was a cylindrical, membranous muscle
organ, histologically, it has a keratinized stratified squamous type epithelium rich in loose
connective tissue distributed among the muscle fibers. Regarding post-implantation
development, a slow (15 — 30 days) and accelerated (30 — 60 days) growth of the
embryo/fetus was observed. Regarding the external characteristics, it was found that the
embryo becomes a fetus from the 50th day of gestation and the genital tubercle becomes fully
differentiated from the 60th day of gestation. Based on the short-term hormonal protocol, it
showed a good pregnancy rate (58.82%) and the gestational diagnosis was possible from the
14th day of pregnancy. The progesterone dosage at 21 days of gestation was 7.48 + 2.33
ng/mL, which can be used as an auxiliary measure in the ultrasound examination for
pregnancy diagnosis. It is concluded that GAGs are present and important in the gestational
process, favoring healthy offspring. It is expected that the data from the present study can
contribute to the biology of the species and comparative anatomy.

Keywords: Extracellular matrix, placentome, ultrasound, embryo, morphology.
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embrionaria (VE), embrido (seta), cabega (C), tronco (T). Em F, gestacao aos 60 dias, onde
constatou-se a vesicula embrionaria (VE), parte do embrido (seta), coluna vertebral (*) e
placentoma (cabega de

Fig.3. Embrides/fetos de ovelha da raca Morada Nova. Em A: embrido aos 15 dias,
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inicio da bolsa scrotal (circulo). Em E: feto aos 60 dias onde constata-se o cordao umbilical
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mamaria com presenca de duas tetas (retangulo), vulva (seta). Em G: feto aos 60 dias onde
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testiculo (circulo). Barra= 1Cm.........oooiiiiiii i 76
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Em A, aos 14 dias, observa-se a vesicula embriondria (VE), embrido (seta) e liquido
intrauterino (#). Em B, aos 19 dias, evidencia-se embrido (seta) e liquido intrauterino (#). Em
C, aos 29 dias, observa-se membrana amnioética (cabega de seta), embrido (seta) e delimitagao
da vesicula embrionaria (VE). Em D, aos 39 dias, observa-se embrido (seta) e endometrio (E).
Em E, aos 49 dias, evidencia-se cordao umbilical (C) e delimitagdo embrionaria (seta). Em F,
aos 59 dias, observa-se parte dos fetos (seta) e coluna (*). Em G, aos 59 dias, constata-se os
placentomas (P). Em H, controle negativo, onde observa-se os cornos uterinos vazios (seta) e
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Figura 1. Tuba uterina de ovinos submetidas a técnicas histologicas, gestagao de 60 dias. Em
A, observou-se a regido de mucosa (1), submucosa (2) e camada muscular (3) submetida ao
azul de toluidina. Em B, observou-se a diferenciagao dos tecidos epitelial (1), conjuntivo (2) e
muscular (3) submetida ao tricomio de gomori. Em C, evidenciou-se a marcagdo fraca da
mucosa (1), submucosa (2) e camada muscular (3) submetida ao anticorpo Anti- HS. Em D,
observou-se a mucosa (1), submucosa (2), camada muscular (3) e serosa (4), com detalhe na
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Figura 2. Corno uterino de ovinos submetidas a técnicas histologicas durante o inicio da
gestacdo. Em A, gestacdo aos 50 dias, observou-se a regido de mucosa (seta) e glandulas
endometriais fortemente marcadas ao azul de toluidina. Em B, gestacdo aos 50 dias,
observou-se a diferenciagdao dos tecidos epitelial (seta), conjuntivo (1) e muscular (2)
submetida ao tricomio de gomori. Em C, gestacdo aos 15 dias, evidenciou-se a marcacao forte
da mucosa (seta), glandulas endometriais (1) e submucosa (2) submetida ao anticorpo Anti-
CS. Em D, observou-se o detalhe da marcagdo Anti-CS nas regides de epitélio da mucosa
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glandula endometrial (*). Em G, aos 15 dias observou-se o controle negativo



Figura 3. Corpo uterino de ovinos submetidas a técnicas histologicas. Em A, gestagdo aos 40
dias, observou-se a regido de mucosa (1) e glandulas endometriais fortemente marcadas ao
azul de toluidina. Em B, gestacdo aos 40 dias, observou-se a diferenciacdo dos tecidos
epitelial (1) e regido endometrial (2) submetida ao tricromio de gomori. Em C, gestagdao aos
60 dias, evidenciou-se a marca¢ao forte no endométrio (1) submetida ao anticorpo Anti-CS.
Em D, observou-se o detalhe da marcacdo Anti-CS nas regides de epitélio da mucosa (*). Em
E, gestacdo aos 60 dias, observou-se marcagdo fraca na regido de endométrio (1) submetida
ao anticorpo Anto-HS. Em F, detalhe da marcacdo Anti-HS na regido de epitélio da mucosa
(*). Em G, aos 60 dias observou-se o controle negativo (NEG).........cccccoevierriiniiienienieennnn, 112

Figura 4. Cérvix de ovinos aos 30 dias de gestacdao submetidas a técnicas histologicas. Em A,
observou-se a regido de mucosa (cabeca de seta), submucosa (1) e glandula seromucosa
fortemente marcadas ao azul de toluidina. Em B, observou-se a diferencia¢ao dos tecidos
epitélio da mucosa (cabega de seta) e tecido conjuntivo (1) submetida ao tricomio de gomori.
Em C, evidenciou-se a marcagdo fraca na regido submucosa (1) submetida ao anticorpo Anti-
CS. Em D, observou-se a marcacao fraca na regido da submucosa (1) submetida ao anticorpo
Anto-HS. Em E, observou-se o controle negativo (NEG).........cccecoeeviiiiniiniiieniiieieeieeeeee, 113

Figura 5. Vagina de ovinos aos 50 dias de gestagdo submetidas a técnicas histologicas. Em A,
observou-se a regido de mucosa (seta) e submucosa (1) fortemente marcadas ao azul de
toluidina. Em B, observou-se a diferenciacdo dos tecidos epitélio da mucosa (seta) e tecido
conjuntivo (1) entre as fibras musculares (2) submetida ao tricromio de gomori. Em C,
evidenciou-se a marcagdo forte na regido mucosa (seta) e submucosa (1) submetida ao
anticorpo Anti-CS. Em D, observou-se a marcagdo forte na regido de mucosa (*) e fraca em
submucosa (1) submetida ao anticorpo Anto-HS. Em E, observou-se o controle negativo

Figura 6. Relacao utero/placenta de ovinos da raga Morada Nova durante o inicio da gestacao.
Em A, aos 50 dias de gestacdo, observou-se a regido endometrial (1) e placentoma (2)
fortemente marcadas ao azul de toluidina. Em B, aos 20 dias de gestacdo, observou-se a
diferenciacdo dos tecidos mucosa (cabega de seta), tecido conjuntivo (1), vascularizagdo na
relacdo utero/placenta (2) e placentoma (3), submetida ao tricomio de gomori. Em C, aos 20
dias, evidenciou-se a marcacao forte na regido mucosa (cabega de seta), endométrio (1) e
placentoma (seta), submetida ao anticorpo Anti-CS. Em D, observou-se em detalhe o epitélio
da mucosa uterina com marcagao forte (*) submetida ao anticorpo Anti-CS. Em E, aos 20
dias, observou-se a marcacgdo fraca na regido endometrial (1), submetida ao anticorpo Anti-
HS. Em F, observou-se em detalhe a marcacao forte do sangue no interior do vaso (V) e fraca
nas glandulas endometriais (GE) submetida ao anticorpo Anto-HS Em G, aos 30 dias,
observou-se 0 controle Negativo (NEG)........coiiiieiiiieeiiieeiieeeie et 116

CAPITULO 5 — UTERUS/PLACENTA RATIO AND APPENDAGES OF MORADA
NOVA SHEEP AT DIFFERENT GESTATIONAL AGES

Figure 1. Female reproductive system of Morada Nova sheep. In A, negative control (non-
pregnant), the ovaries (1), fallopian tube (2), uterine horns (3), uterine body (4), cervix (5),
vagina (6) and vulva (7) are observed. ). In B, the 60-day gestation is observed, where the
ovaries (1), fallopian tubes (2), uterine horns (3), uterine body (4), cervix (5), vagina (6) can
be observed. and vulva (7). Bar=1 Cm..........coooiiiiiiiii 133



Figure 2. Gestational morphology in Morada Nova sheep. In A, gestation at 20 days, where
the uterine horn (1), placentomas (2) and hematoma area (circle) were observed. In B,
gestation at 60 days, where the uterine horn (1) andplacentomes (2) were observed. In C,
uterus/attachment ratio at 20 days, where uterine horn (1), embryo (arrow), amnion
(arrowhead) and allantois (*) were evidenced. In D, uterus/appendage ratio at 60 days, where
uterine horn (1), maternal side placentome (2), fetal side placentome (3), embryo (4), amnion
(5), allantois (*) and umbilical cord (arrow). Bar=1 cm............ccooiiiiiiiiiiii i, 134

Figure 3. Morphology of the genital system of Morada Nova sheep in the initial phase of
pregnancy. In A, gestation at 15 days. Note the uterine horn (1), uterine body (2) and
placentomes (arrow). In B, gestation at 30 days. It is verified: part of the uterine body (2) and
placentomes (Arrow). In C, gestation at 40 days, where uterine body (2) and placentomes
(Arrow) are evident. In D, gestation at 50 days, where the uterine horn (1), uterine body (2)
and placentomes (Arrow) can be observed. Bar=1 cm.................cooiiiiiiii 137

Figure 4. Uterus/placental interaction in sheep during early pregnancy. In A, gestation at 15
days, the endometrium (1), placentome (2) and the uterus/placental interaction (I) are verified.
In B, gestation at 20 days, the endometrium (1), placentome (2), myometrium (3) and the
uterus/placental interaction (I) are observed. In C, an enlargement of the previous figure,
showing the caruncle (*) and cotyledon regions (Arrow). In D, E and F gestation at 30, 40 and
50 days, where the endometrium regions (1), placentome (2) and the uterus/placental
interaction (I) are verified, respectively. In G, gestation at 60 days, where the endometrium
(1), placentome (2), myometrium (3), cotyledonary chorionic villi (VC) and the
uterus/placental  interaction (I) were evidenced. @ Hematoxylin and  Eosin
] 21U 138

Figure 5. Placentoma at 60 days of gestation. In A, the caruncle (1), mucosal epithelium (E),
cotyledon (square) and maternal vascularization (circle) can be seen. In B, there is an increase
in the square region of the previous figure, where the cytotrophoblast (CT),
syncytiotrophoblast (ST), mesenchyme (M), mononucleated cells (Arrow) and binucleated
cells (Cabeca de satd) can be observed. In C, an increase in figure A is observed, where the
simple cubic epithelium (E) and caruncle (1) can be seen. In D, there is a procession of the
circular region of figure A, where maternal vascularization is evident with the presence of red
blood cells (circle), caruncle (1) and mesenchyme (2). Hematoxylin and Eosin
] 11010070 P 140

Figure 6.Uterus/placental ratio in sheep. In A and B, gestation at 50 days, where the uterine
epithelium (1), endometrium (E), placentome (P) and endometrial gland were observed,
regions with intense positive mucopolysaccharide activity in toluidine blue. In C and D,
gestation at 30 days, where the uterine epithelium (1), endometrium (E), placentome (P) and
uterus/placental ratio (square) were observed, well delimited regions in the gomori trichrome

Figure 7. Embryonic appendages at 60 days of gestation, sheep. In A, umbilical cord
juxtafetal portion, where fetal artery (A), fetal vein (V) and allantoid duct (D) were evidenced.
In B, an enlargement of the allantois duct (D) showing the transitional epithelium (arrow). In
C, portion and juxtaplacental umbilical cord, where the fetal artery (A), fetal vein (V) and
allantoid duct (D) can be observed. In D, allantoic membrane, where mesenchyme is seen (*).
In E, enlargement of the previous figure, showing the simple cubic epithelium (arrow). In F,
amniotic membrane, with the presence of simple squamous epithelium (arrow) and



mesenchyme (*). In G, observed the chorionic membrane, where it shows the trophoblast
cells (arrow) and mesenchyme (*). Hematoxylin and Eosin staining......................... 142

CAPITULO 6 - MORPHOLOGY OF THE FEMALE REPRODUCTIVE SYSTEM
DURING THE INITIAL TRIMESTER OF PREGNANCY IN MORADA NOVA
SHEEP

Figure 1- Morphology of the ovary in the morada nova ewe at 40 days of gestation. In A, the
corpus luteum (1), ruptured mature follicle (2), artery (3) and ovarian stroma (*) were evidenced.
In B, a mature follicle was observed, showing the antrum (1), follicular cells (2), theca interna (3)
and theca externa (4). In C, the corpus luteum was observed, showing the capsule (1), small luteal
cells (arrow) and large luteal cell (arrowhead). In D, simple squamous (arrowhead) and cubic
(arrow) epithelium were observed. In E, there was a differentiation between cortex (C) and
medulla (M). In F, the ovulation pits in the region of the cortex were evidenced (arrow). A, B and
C —HE, D — Trichomio de Gomori, E and F - scanning electron microscopy.......................151

Figure 2- Fallopian tube morphology at 15 days of gestation. In A, mucosa (1), submucosa (2), muscular (3),
serous (4) were observed. In B, the cylindrical pseudostratified epithelium with secretory cells (1), ciliated cells
(*) was observed. In C, tissue differentiation was observed, being mucosa (1), submucosa (2), muscular (3),
serous (4). In D, the mucosa (1), secretion of mucopolysaccharides in the lumen (arrow) was evident. In E, a
cross-section was observed showing the mucosa (1), muscular (3), serous (4). In F, short mucosal microvilli
were observed (1). A and B — HE, C —GomoriTrichome, D — Toluidine blue, E and F - Scanning electron

Figure 3-Uterine hom morphology in sheep. In A, the mucosa (1), endometrium (2), myometrium (3),
perimetrium (4) were observed in the sample at 15 days of gestation. In B, simple cylindrical epithelium (arrow),
endometrial gland (*) was observed at 15 days of gestation. In C, mucosa (1), endometrium (2), myometrium
(3), perimetrium (4) were observed at 50 days of gestation. In D, simple cubic epithelium (arrow) and
endometrial gland (*) were observed at 50 days of gestation. In E, tissue differentiation was observed in the
sample at 50 days of gestation, mucosa (1), endometrium (2), myometrium (3). In F, still at 50 days of gestation,
mucosal regions (arrow) and endometrial glands (*) were observed. In G, differentiation between endometrium
(E) and myometrium (M) was observed. In H, the endometrial glands (EG) are evidenced. A, B, C and D—HE,
E—GomoriTrichome, F —Toluidine blue, G and H - Scanning electron microscopy. ...................eev e 159

Figure 4- Uterine body morphology in sheep at 40 days of gestation. In A, mucosa (1), endometrium (2),
regular myometrium (3), irregular myometrium (4), perimetrium (5) were observed. In B, simple cylindrical
epithelium (arrow), endometrial gland with simple cubic epithelium (*). In C, the mucosa (1), endometrium (2),
myometrium (3), endometrial gland (*) were evident. In D, mucosa (arrow), endometrial gland (*), strong
positive staining. In E, tissue differentiation was observed, endometrium (E), myometrium (M). In F,
endometrial glands (EG) were found. In G, the microporous mucosa of the endometrial gland was observed
(arrow). A and B — HE, C —GomoriTrichome, D — Toluidine blue, E, F and G - Scanning electron

Figure 5- Cervix morphology in sheep at 20 days of gestation. In A, we can observe the mucosa (1), circular
internal muscle (2), longitudinal external muscle (3), serosa (4). In B, pseudostratified ciliated (arrow) and simple
cubic (arrow) epithelium and cilia (circle) were observed. In C, tissue differentiation was observed, mucosa (1),
loose connective tissue (2), muscle tissue (3). In D, the cervical mucosa (arrow), mucoid secretion (*),
seromucous gland (arrowhead), mucopolysaccharide secretion (**) was evidenced. In E, a cervical ring was
observed showing the mucosa (1), muscular (2). In F, the villi of the cervical mucosa were observed (1). In G,



the presence of cilia in the cervical mucosa was observed (1). A and B — HE, C —GomoriTrichome, D —
Toluidine blue, E, F and G - Scanning electron mMiCroSCOPY. . ..« .. vvveenvreereieeiieeenireneeeenieeeneenens e 162

Figure 6- Vaginal morphology in sheep at 30 days of gestation. In A, mucosa (1), loose connective tissue (2),
irregular muscle fibers (3) were observed. In B, stratified squamouskeratinized epithelium (*), keratinization
(arrow), loose connective tissue (**) were observed. In C, tissue differentiation was observed, mucosa (1),
muscle fibers between connective tissue (circle). In D, there was strong marking in the mucosal region
(arrowhead) and moderate in the connective tissue (arrow). In E, the transition between vagina and cervix, the
fomix (Fx) was observed. In F, there was an increase in the fomix region, showing muscular region (*) and blind
background (#). In G, the mucosal region was observed, with longitudinal grooves (M). In H, there was an
increase in the mucosa, showing the keratinized layer (*). A and B — HE, C —GomoriTrichome, D — Toluidine
blue, E, F, G and H - Scanning electron miCroSCOPY. . .. ... . oeuvveurteenieiiieeeiieeeiieeieeeieeieeennennn . 164

CAPITULO 7 —- DESENVOLVIMENTO EMBRIONARIO/FETAL, PLACENTACAO,
E GLICOSAMINOGLICANOS NO APARELHO REPRODUTOR FEMININO E NA
PLACENTA

Figura 1. Placenta¢do na espécie ovina com 60 dias de gestacdo. Observa-se a membrana
amnidtica (1), embrido (2), corddo umbilical (3), alantoide (4), placentoma (5) e placentagao
corioalantoide (*) [Barra= 1 cm]. Fonte: Arquivo pessoal n3o publicado H.S.
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CAPITULO 1 - ASPECTOS DA BIOLOGIA REPRODUTIVA

1 INTRODUCAO

A ovinocultura no Brasil tem sido intensificada nos ultimos anos com a introduc¢do de animais
geneticamente superiores e assim favorecendo os eventos do processo produtivo. Esse novo
direcionamento tem modificado o modelo de producao de subsisténcia para se tornar uma atividade
economicamente viavel, através da utilizagdo da carne como fonte proteica e de peles, sendo
comercializada no mercado interno e externo (BANDEIRA et al., 2004). Atualmente, além dessa
importancia, o ovino vem despertando um grande interesse cientifico, principalmente os
relacionados a sua morfologia, em especial aos que envolvem o desenvolvimento placentario e
embriondrio, uma vez que, embora a literatura relate a esse respeito, tais informagdes ainda sdo
escassas, necessitando assim de maiores investigacdes.

Nesse aspecto, sao descritos na literatura estudos que dizem respeito a relagdo entre o
comprimento craniocaudal (CCC) e o diametro da vesicula embrionaria/fetal (DVE) nos momentos
15° ao 45° dia apds a cobrigdo por meio de avaliagdo ultrassonografica em ovino da raga bergamacia
(CHALHOUB et al., 2001) e avaliagdo ultrassonografica do desenvolvimento embriondrio/fetal em
ovinos da raga santa inés, nos momentos 15° ao 45° dia de gestagdo onde identificam a vesicula
embrionaria, embrido, placentomas, batimento cardiaco, membrana amnioética, diferenciacdo entre
cabeca e tronco, movimento fetal, corddo umbilical, botdo dos membros toracicos e pélvicos e
globo ocular (MORAES et al., 2008). Todavia, em virtude do fator limitante que o exame de
ultrassonografia possui para o detalhamento inicial do embrido/feto e de seus anexos
extraembriondrios, o presente estudo se mostra relevante, possibilitando assim um maior
esclarecimento a cerca do desenvolvimento embrionario/fetal e, sobretudo da placentacdo, ou seja,
do momento de transi¢@o entre a placenta tempordaria (vitelinica ou coriovitelinica) para a definitiva
(corioalantoide).

Quanto a placentagdo, as pesquisas que abordam o crescimento ¢ o desenvolvimento das
membranas extraembriondrias (corio, alantéide, amnio e saco vitelino) ao longo do
desenvolvimento do concepto ainda precisam ser melhores elucidadas, embora exista estudo em
bovino (AMOROSO, 1959), o qual cita a existéncia de uma placenta coriovitelina transitdria, pouca

importancia ¢ dada sobre seu papel participativo, sendo este fato bastante relevante, uma vez que
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varios estudos t€ém demonstrado problemas relacionados ao concepto, onde muitos desses estdo
diretamente relacionados as falhas no desenvolvimento inicial das membranas extraembrionarias, a
exemplo do que descrevem Bertolini ¢ Anderson (2002) para modificagdes no coério e Thompson e
Peterson (2000) com anormalidades no alantoide. J& quanto ao saco vitelino, apenas Sousa et al.
(2001) levantam a hipotese de uma possivel transi¢do da circulagdo vitelina para a nutricao
alantoidiana, estar relacionada com falhas embrionarias/fetais.

Atualmente, além dessa importancia, outro ponto relevante das pesquisas sdo aqueles
inerentes a célula e a matriz extracelular, visto que varias patologias tém seu inicio a partir de
mudancas na fisiologia dessas estruturas. Assim a literatura nos fornece estudos relacionados com a
identificacao dos glicosaminoglicanos (GAGs), componentes principais na matriz extracelular e
responsaveis por garantir a organizacao do tecido e sobrevivéncia celular da placenta e reprodutor

feminino (KRESSE; SCHONHER, 2001).
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 RACA MORADA NOVA

Os ovinos da raga morada nova constituem-se numa das principais ragas nativas de ovinos
deslanados do nordeste do Brasil, sendo explorados para carne e pele, as quais sdo altamente
apreciadas nos mercados nacional e internacional. Por serem animais de pequeno porte € bem
adaptados as condi¢des climaticas do semidrido, sdo importantes, particularmente, nas pequenas e
médias propriedades, onde constituem fonte de proteina para alimentacdo da populacdo rural
(FERNANDES et al., 2001).

No que concerne a origem desta raga, Arco (2005) descreve que as ragas primitivas de
arietinos (ovinos descendentes do "Ovis aries") pareciam possuir genes para a producdo de 13 e
genes para a producdo de pelos ou fibras meduladas. Portanto, as ragas de formagdo mestica, como
a bordaleira de Portugal, apresentam a possibilidade de gerar ovinos deslanados, quando os seus
descendentes forem submetidos a uma selecdo natural num ambiente imprdoprio para o
desenvolvimento da 13, como é o caso do nordeste brasileiro, onde o ambiente dificultou a
disseminagdo dos ovinos portadores de uma capa de 13 (velo), enquanto que favoreceu aqueles
despojados dela (os deslanados) e, portanto, recobertos de pelos.

Dessa maneira, tanto a variacdo genética como a acao seletiva do ambiente quente e seco do
nordeste agiram no sentido desfavordvel a formacdao de 13, e favoravel a multiplicagdo e
sobrevivéncia dos individuos deslanados. Portanto, os ovinos da raga Morada Nova sdo deslanados
e mochos (Figura 1). Além disso, os machos e as fémeas t€ém peso variando de 40 kg a 60 kg e de
30 kg a 50 kg, respectivamente. A cabeca destes animais apresenta-se larga, alongada, focinho curto
bem proporcionado, orelhas bem inseridas na base do cranio e terminando em ponta, além de olhos
amendoados. J4 o corpo possui como caracteristicas uma linha dorso-lombar reta, admitindo-se
ligeira proeminéncia de cernelha nas fémeas. A garupa destes animais apresenta-se curta com

ligeira inclinagdo, enquanto a cauda ¢ fina e média, ndo passando dos jarretes (ARCO, 2005).
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Figura 1 — Exemplar de ovinos da raca Morada Nova, variedade vermelha. Fonte: acervo do
pesquisador (2020).

2.2 CICLO ESTRAL E ESTRO

As fémeas dos mamiferos domésticos nascem com um potencial para atividade reprodutiva
ciclica, cuja realizacao parece depender da maturidade do hipotdlamo e de outros centros sexuais
(CHEMINEAU et al., 1993). O ciclo estral compreende o periodo entre dois estros, sendo
geralmente constante para individuos da mesma raca desde que sejam explorados em condi¢des
similares de clima e manejo. E caracterizado por um conjunto de modificagdes evidenciadas em trés
niveis: comportamental, morfolégico e hormonal. Nos mamiferos o inicio do ciclo estral ¢
caracterizado pelo comportamento de estro ciclico (BURGOA, 1998).

Segundo Dukes e Swenson (1988), o estro ¢ uma palavra de origem grega oistros, que
significa “moscardo” e era usada para descrever o comportamento de vacas quando atacadas por

tais moscas. Assim, o estro ¢ definido como a época de receptividade sexual, com a ovulagdo
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ocorrendo, em geral, no final deste. A palavra “cio” € um termo coloquial que costuma substituir a
palavra estro.

A duragdo do ciclo estral nas fémeas ovinas ¢ de 16 a 17 dias (HAFEZ, 1995). Sendo esta
duragdo ligeiramente mais longa nas racas de clima temperado, chegando até¢ os 19 dias, e mais
curto em fémeas mais jovens do que nas adultas (DERIVAUX, 1976). No Nordeste, as ovelhas
deslanadas apresentam ciclo estral com duragdo média de 18,2 dias, sendo 17,4 dias na raga Morada
Nova, 18,4 dias para Santa Inés e 18,9 dias para Somalis Brasileira (SIMPLiCIO; SANTOS, 2005).

O ciclo estral ¢ dividido em duas fases: fase luteinica que vai da ovulagdo até a lutedlise, que
dura por volta de 14 dias nas ovelhas e fase folicular que compreende o periodo que vai da luteolise
até a ovulagao (BAIRD; MCNEILLY, 1981). A duragdo do estro varia entre 24 a 36 horas em
ovelhas, sendo influenciada pela raca, idade, época do ano e presenca do macho com as fémeas,
assim como a sua duragdo mais curta no inicio e no fim da estacdo de monta, na presen¢a do macho
e na primeira estacdo de monta de fémeas jovens (HAFEZ, 1995).

Simplicio e Santos (2005), descrevem que as ovelhas deslanadas do nordeste, a média do
estro ¢ de 31,3 horas, sendo de 29,1, 30,2 e 31,2 horas para as ragas Santa Inés, Morada Nova e
Somalis Brasileira, respectivamente.

Quanto aos sinais de estro, Hafez (1995) e Moraes et al. (2001) relatam ser caracterizados por
vulva edemaciada, mucosa vaginal hiperémica, descarga de muco vaginal claro e elastico, cauda
arrepiada, inquietude, formagdo de grupos e algumas vezes diminui¢do no consumo de alimentos.
No entanto esses sinais sdo relativamente pouco pronunciados e ndo evidentes na auséncia do

reprodutor.

2.3 PROTOCOLOS HORMONAIS DE SINCRONIZACAO, INDUCAO DO ESTRO E
SUPEROVULACAO

A sincronizacao do estro tem por finalidade fazer com que um grupo de fémeas entre em estro
em um curto periodo, favorecendo a execugdo da cobertura natural ou inseminagao artificial. Assim,
este processo pode ser alcancado tanto através do uso de prostaglandina F,, (PGF,,) como de
progestagenos. Ao se aplicar a PGF,, ou seus andlogos sintéticos, dentre eles o d-cloprostenol e o
luprostiol, € possivel sincronizar o estro através da lutedlise, utilizando, para tanto, um esquema de
duas inje¢des intramusculares, intervaladas por 11 dias, em fémeas ciclicas (DELIGIANNIS et al.,

2005).
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No que concerne aos progestagenos, estes sdo utilizados por um periodo de 10 a 16 dias,
utilizando-se dispositivos intravaginais impregnados com 300 mg de progesterona (IIDA et al.,
2004), 50 mg a 60 mg de acetato de medroxiprogesterona (BOSCOS et al., 2002; EVANS et al.,
2004) ou 30 mg a 40 mg de acetato de fluorogestona (ZELEKE et al., 2005), além de implantes
auriculares contendo 2 mg a 6 mg de norgestomet (STENBAK et al., 2003). Estes tratamentos tém
sido efetivos na sincronizacdo do estro de ovelhas durante as estagdes sexuais e nao sexual
(BARRETT et al., 2004). E importante ressaltar que o uso da gonadotrofina coridnica equina (eCG)
nos protocolos de sincroniza¢do do estro em ovinos também estd bem estabelecido. Uma tnica
aplicacdo de eCG, apods tratamento progestageno, aumenta a resposta ovariana, as taxas de
fecundacao e concepcao e o percentual de nascimentos multiplos (DIAS et al., 2001; BARRETT et
al., 2004).

Segundo Dias et al. (2001), o método de sincronizacdo mais utilizado no Brasil ¢ o do
tratamento por 12 dias, utilizando-se esponjas intravaginais impregnadas com progestdgenos
sintéticos (MAP ou FGA) e aplicagdo de eCG no final do tratamento progestigeno, por via
intramuscular. O estro ocorre em torno de 36 a 48 horas apds a retirada das esponjas.

Em relacdo a superovulagdo, esta pode ser definida como o processo pelo qual um niimero
maior de foliculos ¢ recrutado e selecionado para chegar a ovulagdo, durante um ciclo estral natural
(ALVAREZ, 1994).

As duas preparacdes gonadotroficas mais, largamente, utilizadas para a superovulagdo sio a
eCG e o hormonio foliculo-estimulante (FSH). A eCG ¢ administrada como uma unica injecao
intramuscular (1000 a 2000 UI), 1 dia antes do fim do tratamento de sincronizagdo do estro
(COGNIE, 1999). A ¢CG tem como vantagens: aplica¢do simplificada, baixo custo e facilidade de
obtencdo. As suas principais desvantagens sdo: resultados heterogéneos, possibilidade de reagdes
anafilaticas, maior incidéncia de cistos foliculares, nimero significativo de embrides degenerados,
formacao de anticorpos anti-eCG (BARIL et al., 1995) e uma meia-vida longa. Devido a esta tltima
desvantagem, a agdo prolongada da eCG pode resultar em uma alta incidéncia de foliculos nao
ovulatérios junto com elevados niveis de estradiol produzidos por estes foliculos (BLANCO et al.,
2003).

Ja o FSH ¢ administrado em seis a oito doses decrescentes, intervaladas por 12 horas, durante
trés a quatro dias, iniciadas dois a trés dias antes da remog¢do do progestdgeno (esponja
intravaginal), sendo, atualmente, o principal horménio utilizado em programas de superovulacao

(D’ALESSANDRO et al., 2005; VEIGA-LOPEZ et al., 2005).
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Um dos primeiros trabalhos registrados com FSH para a sincronizacdo do estro foi realizado
por Tsakalof et al. (1977), em ovelhas sincronizadas com implante subcutaneo de progesterona por
15 dias e aplicagao de 500 UI de FSH no dia da remoc¢ao do implante de progesterona. Nesse estudo
foram relatadas taxas de pari¢ao variando de 49% a 68%.

Ja em estudo posterior, usando um pessario vaginal de P4 e quatro aplicagdes de 2 mg de FSH
em intervalos de 12 horas, iniciando a aplicacdo as 12 horas antes da remog¢ao do pessario vaginal,
obtiveram uma alta variagdo no tempo de manifestacdo de estro e baixas taxas de pari¢do
(LOFSTEDT; ENESS, 1982).

Cognié (1999) cita que o FSH tem se comportado melhor que a eCG em termos de taxas de
ovulacdo, fecundacao e em producao de embrides de boa qualidade. Neste trabalho, as eficacias da
eCG e do FSH foram comparadas quanto a resposta superovulatoria em ovelhas, nas quais foi
verificada uma taxa de ovulagao média maior naquelas tratadas com FSH do que com eCG. Além
disso, a incidéncia de grandes foliculos que falharam em ovular foi sutilmente maior nas fémeas
tratadas com eCG do que com FSH.

Em estudo utilizando ovelhas em anestro de diferentes fazendas no estado da Virginia (EUA),
55 mg de FSH (Folltropin®) foi administrado 24 horas antes da remocdo do pessario de P4, sendo
verificado 77% das ovelhas em estro em até 5 dias apds a remogao do dispositivo de P4, com a
maior concentragao deste ocorrendo em até 48 horas, obtendo taxa de fertilidade de 48%. O FSH foi
capaz de melhorar as taxas de gestacdo durante a estacdo ndo reprodutiva do que o tratamento
apenas com progestageno (KNIGHTS et al., 2001).

Boscos et al. (2002) utilizaram o FSH em pequenas doses (2,5; 5,0; 10 UI) durante o inicio da
estacao reprodutiva sobre a resposta estral e ovulatoria em comparagao ao eCG, ap6s um tratamento
de 12 dias de MAP. Nessa pesquisa, a dose de 10 UI de FSH foi mais eficiente do que o eCG na

manifestagdo clinica do estro e semelhante na taxa de ovulagao.

2.4 DOSAGEM DE ESTRADIOL E PROGESTERONA EM DIFERENTES ANIMAIS

Uribe-Velasquez et al. (2002), Observam por intermédio da técnica ultrassonografica pelo
menos um corpo lateo na metade da fase luteal, independentemente do programa de sincronizagao
utilizado prostaglandina (PGF2a) ou CIDR (dispositivo intravaginal), seguido da administragdo de

500 UI de eCG (gonadotrofina corionica eqiiina) intramuscular, na retirada do dispositivo, as
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concentracdes plasmaticas de P4 foram menores que 1 ng/mL nas 24 horas seguintes ao tratamento,
indicando que a lutedlise foi rapida e completa.

De acordo com Scaramuzzi et al. (1993), em trabalhos com ovinos, observam valores de P4
abaixo de 1 ng/mL durante a fase folicular, com um aumento significativo no quarto dia apos
ovulagdo (2,05 £ 0,33 ng/mL). As concentragdes continuaram aumentando progressivamente no
quinto (3,43 + 0,33 ng/mL) ao nono dia (4,91 £ 0,33 ng/mL), evidenciando diferencga estatistica
significativa (p<0,0001) entre os dias do ciclo estudados.

Segundo Leyva et al. (1998), ao estudar a concentracdo plasmatica de progesterona (P4) de
ovinos, observaram valores de 0,8 ng/mL no dia seguinte a ovulagao e, a partir do segundo dia foi
de 2,4 ng/mL podendo chegar até¢ 7,6 ng/mL no sétimo dia do ciclo estral (fase diestro), ja a partir
depois do dia 11, observa um declinio acentuado de P4, talvez associado a lutedlise.

O perfil das concentracdes de estradiol (E2) plasmatico (médias += EP) para ovinos tratados
com CIDR (dispositivo intravaginal) + eCG, apresentaram valores de 15,50 = 1,75 ¢ 17,10 £ 1,75
pg/mL, respectivamente para os dias -2 e -1 pré-ovulatorios (URIBE-VELASQUEZ et al., 2002).

Uribe-Velasquez et al. (2002) e Baird e Scaramuzzi (1976), utilizando o programa de
sincronizacdo prostaglandina (PGF2a) ou CIDR (dispositivo intravaginal), seguido da
administracao de 500 UI de eCG, observaram que o E2 plasmatico manteve-se baixo no inicio da
fase luteal. O padrdo de secrecdao mostrou um valor de 8,74+1,35 pg/mL no primeiro dia apds
ovulagdo, no quarto (14,42+1,35 pg/mL) e no décimo dia (19,84+1,35 pg/mL).

Em cadelas, Benetti et al. (2004), descreveram as concentragdes de progesterona no final do
proestro e inicio do estro (2,85ng ml™), durante o estro (5,2ng ml"), terco médio da gestacdo
(36,9ng ml™"), no final da gestacdo (4,10ng/ml) e no pos-parto imediato (<1,0ng ml™).

A concentragdo sangiiinea de progesterona reflete diretamente a fung¢do do corpo luteo, ela ¢
um indicador preciso da fun¢do ovariana e tem sido utilizada para monitorar a prenhez, ciclos
estrais e atividade ovariana posparto (PETERS, 1984).

Pandey (1979) em trabalhos com bufalas, relata que a produgao de progesterona plasmatica ¢
extremamente baixa no estro (dia 0), com o valor médio de 0,02 ng/mL, e, no 5° e 9° dia, é de 1,16
+ 0,03 ng/mL e 3,48 + 0,29 ng/mL, respectivamente, alcangando um pico de 5,21 + 0,5 ng/mL no
15° dia do ciclo.

Ja Chauhan et al. (1983) encontraram a média de progesterona no soro sanguineo de 0,06 +
0,01 ng/mL a 0,17 = 0,06 ng/mL, 0,08 + 0,02 ng/mL a 0,35 + 0,38 ng/mL, 1,47 + 0,27 ng/mL a 0,07

+ 0,01 ng/mL no estro, metaestro e proestro respectivamente.
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Para bufalas das racas Carabao e¢ Murrah, Dobson e Kamonpatana (1986) citam em sua
revisdo que a concentragdo de progesterona no sangue periférico foi de 0,13 a 0,27 ng/mL no cio.
Esses valores aumentaram até o 14°-16° dia com a média de 1,51-2,6 ng/mL e 4,0-4,26 ng/ml. Para
o estradiol, a concentracdo foi de 10-15 pg/mL na fase latea e 31,34 + 1,70 pg/mL no cio para
bufalas da raga Murrah, e de 2,9 pg/mL na fase latea e 9,0-13,0 pg/mL no cio para bufalas da raca
Carabao.

Em novilhas Murrah, Singh e Madan (1999) relataram niveis plasmaticos de progesterona de
1,35 + 0,41 ng/mL trés dias apos o estro, aumentando para 2,81 £1,48 ng/mL no 7° e 9° dias do
ciclo estral e 34 diminuindo gradativamente com manutencdo dos niveis acima de Ing/mL no 18°
dia do ciclo.

Em relagdo somente ao estradiol, Samad et al. (1988) observaram, que no proestro a
concentragdo era de 19,25 + 1,39 pg/mL para novilhas e 16,98 + 0,59 pg/mL para vacas, no estro
29,60 + 3,05 e 23,83 £ 0,25 pg/mL, no metaestro 14,23 + 0,96 e 9,06 + 0,34 pg/mL e no diestro
14,92 + 0,84 ¢ 10,34 = 0,33 pg/mL, respectivamente.

Enquanto Oba (1988) relatou valores de 43,32 +10,51 pg/mL no estro, 22,56 + 10,51 pg/mL

no metaestro € 22,61 + 10,51 pg/mL no diestro em 24 bufalas mestigas Murrah adultas.

2.5 MORFOLOGIA DO REPRODUTOR FEMININO DE MAMIFEROS

O ovario, histologicamente ¢ composto por uma regido cortical ¢ uma medular, sendo
circundado por um epitélio superficial conhecido como epitélio germinativo que repousa sobre uma
membrana basal. Logo abaixo, observam-se a tunica albuginea, uma camada espessa de tecido
conjuntivo, e o estroma ovariano, constituido por tecido conjuntivo frouxo (HAFEZ, 2000).

No cortex ovariano, podem ser encontrados foliculos ovarianos ndo atrésicos e atrésicos,
corpos luteos, corpos dalbicans e corpos hemorragicos, além de coldgeno dos tipos 1 e III,
fibroblastos, vasos sangiiineos, linfaticos e terminagdes nervosas. A regido medular é responsavel
pela nutricdo e sustentacdo do ovario. Consiste em tecido conjuntivo frouxo e fibras musculares
lisas continuas com as do mesovario, nervos, numerosos vasos sangiiineos grandes e espiralados e
vasos linfaticos (BANKS, 1992).

Segundo Danell (1987), o epitélio de revestimento do ovario de bufalas consiste de células

escamosas, mas algumas vezes cubicas, com espessura entre 5 a 15 mm. Enquanto Prasad et al.
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(1979) descreveram um epitélio superficial cibico simples, mas com estratificagdo em alguns
locais. Ja Fadle et al. (1974) relataram que as células cubicas desse epitélio tornavam-se achatadas
na regido do corpo luteo e dos foliculos de De Graaf.

O corpo luteo bufalino apresenta abundincia em grandes células poliedrais luteinicas
derivadas da granulosa e pequenas células luteinicas tecais perifericamente distribuidas. A tinica
albuginea do ovario bufalino possui a espessura de 100-300 mm, consistindo de duas a trés camadas
de tecido conjuntivo denso, com predomindncia de fibras colagenas, e poucas fibras elasticas e
reticulares. O estroma cortical apresenta varios tipos de vasos sangiiineos e a medula ¢ constituida
por um tecido conjuntivo altamente vascular, além de células epiteliais intersticiais (FADLE et al.,
1974; PRASAD et al., 1979; DANELL, 1987).

No ovario, a populagdo folicular ¢ bastante heterogénea, Saumande (1981) e Hulsholf et al.
(1994) estabeleceram que os foliculos primordiais e primdrios de bovinos ndo podem ser claramente
distinguidos pelo seu diametro (30-60 mm), mas mostraram diferencas morfoldgicas entre eles.
Segundo estes autores, nos foliculos primordiais, o oocito ¢ circundado por uma tUnica camada de
células da granulosa de forma pavimentosa, enquanto, nos foliculos priméarios o o6cito ¢ circundado
por células da granulosa de forma cubica, também dispostas em uma unica camada. Os foliculos
secundarios se distinguem dos primarios por possuirem varias camadas de células de granulosa de
forma cubica ao redor do oocito, que, por sua vez, apresenta-se de maior tamanho.

Os foliculos antrais sdo caracterizados pela presenga de uma cavidade em seu interior repleta
de liquido folicular, denominada antro. Dois tipos de foliculos antrais podem ser distinguidos: os
foliculos terciarios e os foliculos de De Graaf. Os foliculos terciarios sdo constituidos de um odcito
circundado pela zona pelucida, vérias camadas de células da granulosa, uma pequena cavidade
antral, uma membrana basal e duas camadas de cé¢lulas tecais (teca interna e teca externa). Quanto
aos foliculos de De Graaf ou foliculos maduros, representam o estagio terminal do desenvolvimento
folicular e possuem todos os componentes presentes nos foliculos terciarios, podendo ser
denominados, ainda foliculos préovulatorios (GORDON, 1994).

A Tuba Uterina, ¢ uma estrutura vital e altamente especializada no processo reprodutivo das
fémeas, assumindo papéis importantes na reproducao animal e sendo, portanto, mais do que simples
condutos para o transporte do ovocito, dos espermatozoides, do zigoto ou do embrido. As secregdes
do epitélio desse orgao formam um fluido que promove o meio necessario para a maturagcdo dos
gametas femininos e masculinos (capacitagao espermadtica), a fertilizagdo e, pela sua composi¢ao

quimica, o desenvolvimento inicial do embrido (ABE, 1996).
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Anatomicamente, a tuba constitui-se em um tubo musculomembranoso de grande
mobilidade com comprimento (20-30 cm para espécies de producdo) e enovelamento varidvel de
acordo com as diferentes espécies. Uma de suas extremidades abre-se na cavidade peritoneal,
proxima ao ovario, € a outra atravessa a parede do utero e abre-se no interior deste 6rgdo. Divide-se
a tuba em quatro segmentos: infundibulo, ampola, istmo e juncdo utero-tubarica (BEARDEN;
FUQUAY, 2000).

Histologicamente, a tuba uterina ¢ dividida em: mucosa, com seu epitélio de revestimento;
lamina propria, que sustenta as pregas da mucosa; muscular, que inclui uma camada longitudinal e
outra circular; e a serosa (ELLINGTON, 1991). A mucosa ¢ revestida por epitélio simples cilindrico
ou pseudoestratificado cilindrico, formado por células ciliadas e células secretoras (DELLMANN;
BROWN, 1982; ELLINGTON, 1991; ABE, 1996). Alguns autores consideram ainda um terceiro
tipo celular, a célula basal (ODOR, 1974).

As células ciliadas sdo responsaveis pelo transporte dos ovocitos no interior da tuba uterina
e, durante o inicio da fase folicular, ¢ formado um grande nimero de cilios, possibilitando o
desenvolvimento de um epitélio ricamente ciliado no periodo da ovulagdo (RUMERY et al., 1978).
As células secretoras produzem e secretam ativamente, para a luz da tuba uterina, proteinas e
glicoproteinas, formando o fluido, juntamente com o soro do transudato seletivo. Alguns desses
produtos possuem um importante papel nos eventos reprodutivos. Assim, em alguns mamiferos,
tem-se demonstrada a associacdo de algumas glicoproteinas e polipeptideos com os ovoécitos e
embrides em desenvolvimento. As células secretoras da tuba também produzem varias moléculas
funcionais, tais como enzimas e fatores de crescimento (LEESE, 1988; MENEZO; GUERIN, 1997,
BUHI, 2002).

Em estudos com microscopia eletronica da tuba bovina, Abe e Oikawa (1993) relataram que,
na fase folicular, as fimbrias, assim como a ampola, apresentaram-se densamente ciliadas, em
contraste com o epitélio da jun¢ao ampola-istmo que se mostrou menos ciliado. As regides do istmo
e da juncao utero-tubarica demonstraram pouca variacao na ciliagdo entre as fases folicular e lutea,
com as células ciliadas distribuidas irregularmente no epitélio. Durante a fase lutea, os processos
bulbosos das células secretoras predominavam no epitélio das fimbrias, ampola e jun¢do ampola-
istmo, enquanto os cilios, nessas regides, encontravam-se encobertos pelas células secretoras, visto
que os processos bulbosos dessas células estendiam-se além da extremidade dos cilios.

O utero é composto de dois cornos uterinos, um corpo e uma cérvix. E do tipo bipartido

(uterus bipartitus) na vaca, ovelha e égua, pois apresenta um septo que separa os dois cornos € um
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proeminente corpo uterino. O tUtero ¢ um oOrgdo altamente capacitado e adaptado a reconhecer e
nutrir o produto da fertilizacdo, desde a implantagdo até o parto (HAFEZ, 2000).

A parede do utero ¢ dividida em trés camadas: a mucosa ou endométrio, a muscular ou
miométrio e a serosa ou perimétrio. O endométrio ¢ constituido por duas zonas que diferem em
estrutura e fungdo. A camada mais superficial chamada de zona funcional e uma camada mais
profunda, a zona basal (PRIEDKALNS; LEISER, 1998).

A zona funcional ¢ tradicionalmente dividida em dois estratos, o compacto € o esponjoso,
baseado na aparéncia morfologica que esses estratos apresentam durante o ciclo estral
(HENDRICKSON; KEMPSON, 1992). Em ruminantes, o epitélio de superficie da zona funcional ¢
pseudoestratificado e/ou cilindrico simples, podendo ser, em areas isoladas, cubico simples
(DELLMANN; BROWN, 1982; BANKS, 1992; PRIEDKALINS; LEISER, 1998). As bordas
apicais das células cilindricas possuem microvilosidades, numerosas especializa¢des digitiformes da
membrana plasmatica que variam de altura de acordo com a atividade secretora do epitélio,
apresentando-se mais longas na fase lutea que na fase folicular (STINSON et al., 1962).

O tecido sub-epitelial da regido mais superficial da zona funcional (estrato compacto)
consiste de tecido conjuntivo frouxo, ricamente vascularizado com muitos fibrocitos, macroéfagos e
mastocitos, podendo encontrar também neutréfilos, eosinofilos, linfocitos e plasmocitos. A regido
mais profunda (estrato esponjoso) dessa zona constitui-se de tecido conjuntivo frouxo, sendo este
menos celular. Em ruminantes, durante o estro, uma grande quantidade de fluido deposita-se nos
espagos teciduais da zona funcional, dando origem ao edema endometrial (PRIEDKALNS;
LEISER, 1998).

Em todo o endométrio estdo presentes glandulas uterinas tubulares simples, enoveladas e
ramificadas, estando ausentes na regido da cariincula em ruminantes (PRIEDKALNS; LEISER,
1998). O epitélio glandular ¢ similar ao luminal, exceto pela presenga de cilios na superficie livre de
muitas células cilindricas (STINSON et al., 1962).

As carinculas sdo espessamentos circunscritos da lamina propria, ricas em fibroblastos com
extenso suprimento sangiiineo. Aproximadamente quatro fileiras com 15 carinculas estdo presentes
em cada corno uterino (DELLMANN; BROWN, 1982; PRIEDKALNS; LEISER, 1998).

O endométrio de bufalas possui quatro camadas semelhantes aquelas descritas em bovinos:
um epitélio de revestimento pseudo-estratificado cilindrico; um estrato compacto constituido por
tecido conjuntivo denso; estrato esponjoso, onde as glandulas uterinas se ramificam; estrato basal

no qual as glandulas uterinas terminam (EL-SHEIKH; ABDELHADI, 1970).



34

Em bufalas Murrah, SINGH; SHARMA (1985) observaram glandulas uterinas distribuidas
por todo o endométrio, exceto na regido das cartinculas, e, em alguns casos, estendidas até o estrato
submucoso do miométrio. O ntimero de glandulas superficiais e a altura do epitélio glandular
sofreram variagdo de acordo com as diferentes fases do ciclo estral, estando em maior nimero no
meio e em menor no final da fase lutea.

O miométrio de bufalas ¢ dividido em trés zonas: o estrato submucoso, composto de fibras
musculares lisas, irregulares, circulares, longitudinais e obliquas; o estrato vascular, composto de
tecido conjuntivo frouxo, altamente vascularizado e com fibras musculares irregulares dandolhe
uma aparéncia esponjosa; € o estrato subseroso formado por fibras musculares longitudinais (EL-
SHEIKH; ABDELHADI, 1970).

A terceira camada do ttero, o perimétrio ou serosa, ¢ constituida de tecido conjuntivo frouxo
coberto por mesotélio peritoneal, possuindo numerosos vasos sangiiineos, linfaticos e fibras
nervosas (DELLMANN; BROWN, 1982; BANKS, 1992; PRIEDKALNS; LEISER, 1998).

Ja a cérvix ou colo uterino, atua como uma valvula para separar a luz uterina da vagina,
sendo extremamente bem desenvolvido na vaca. As células de revestimento do cérvix sao
intensamente glandulares, sua atividade secretora varia com os estagios do ciclo estral e da prenhez.
Um muco claro ¢ secretado durante o estro ¢ um selo cervical espesso ¢ produzido durante a
gestagdo. O epitélio do canal cervical da vaca ¢ composto principalmente por células semelhantes as
caliciformes. A lamina propria-submucosa varia de tecido conjuntivo frouxo a tecido conjuntivo
denso durante os varios estagios do ciclo estral. A camada muscular ¢ bem desenvolvida e rica em
fibras elasticas (BANKS, 1992).

Segundo Conde Junior et al. (2012) ao estudar histologia cervical de cabras, identificou que
a luz do colo do tutero ¢ formada por uma regido de mucosa, possuindo um epitélio
pseudoestratificado com células caliciformes e lamina propria da mucosa consistindo de tecido
conjuntivo frouxo. Observam ainda, as camadas de células musculares lisas, como evidenciado
pelas fibras musculares circulares internas, musculo externo formado por fibras longitudinais e
fibras transversais indicado.

A vagina ¢ um 6rgdo musculo membranoso, cilindrico, achatado em sentido dorso ventral,
disposto longitudinalmente na cavidade pélvica e que funciona como bainha do pénis, durante o
coito e como via de emissao do feto por ocasido do parto. Continua-se cranialmente com o utero por
meio da cervix e caudalmemte forma-se um sulco, denominado de fornix vaginal (FERRI;

TABARELLI NETO; PINTO, 1958)
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Em relagdo a vagina, de acordo com Brown (1944) ocorrem modificagdes no epitélio
vaginal durante o ciclo estral, principalm nas proximidades da cérvix, onde o epitélio prismatico
estratificado passa a colunar baixo, cerca de 2 a 5 dias apds o estro.

Roark e Herman (1950) estudaram as variagdes ocorridas na mucosa vaginal, principalmente
as dos vasos sanguineos, infiltracdo leucocitaria e secrecdo da mucina. Este ultimo aspecto ¢
também abordado por lierrick (1951) porém exclusivamente no que diz respeito a regiao cervical.

Ferri, Tabarelli Neto e Pinto (1958) estudando a morfologia da mucosa vaginal, descrevem
algumas diferencas de acordo com as regides, ou seja, a regido proxima da cérvix, o epitélio de
revestimento foi prismatico simples ou composto ao lado de um pavimentoso estratificado. No
epitélio estratificado foi observada cérca de trés a cinco camadas celulares, devendo salientar-se que
no epitélio estratificado muciparo, as células da camada superficial eram prismaticas enquanto que
as das camadas subjacentes apresentavam as mesmas caracteristicas das existentes no epitélio
pavimentoso estratificado. A regido proxima ao meato urinario, o epitélio era pavimentoso
estratificado com um numero de camadas variando de duas a cinco e, em dois casos, as células
superficiais exibiam ligeira corneificacdo. A regido vestibular: apresentava-se revestida por um
epitélio pavimentoso estratificado, cujas células estavam dispostas em numero variando de cinco a
vinte camadas. Em dois, dos casos estudados as células mais superficiais revelavam discreto
processo de ceratinizagdao, enquanto as mais profundas mostravam-se com citoplasma bastante

claro.

2.6 DESENVOLVIMENTO EMBRIONARIO EM DIFERENTES RACAS DE OVINOS

A gestagdo compreende o espago de tempo que vai desde o momento da fecundacdo até o
parto. Podemos, a priori, diferenciar trés fases do ponto de vista do desenvolvimento: fase de ovo,
fase embriondria e fase fetal. A fase de ovo ¢ de curta duracdo, sendo compreendida desde a
fertilizagdo do 6vulo até a eclosao do blastocisto, onde logo apds ocorre o transporte do ovo para a
zona uterina em até 3 ou 4 dias nos ruminantes. Por sua vez a fase embrionaria e fetal sdo
caracterizadas pela eclosdo do blastocisto, implantacdo e desenvolvimento até o parto. A
implantacdo pode variar entre 12 — 18 dias nas ovelhas (COLE, 1977; HUNTER, 1980).

Schrick e Inskeep (1993), utilizando um transdutor transretal de 7,5 MHz, foram capazes de
detectar pulsagdes ritmicas (batimentos cardiacos) a partir do 18° ou 19° dia de gestacdo e pelo

menos um embrido foi detectado no 20° dia em todas as ovelhas prenhes.
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ApoOs 0 25° dia de gestacdo, as visualiza¢des do embrido e do seu batimento cardiaco tornam-
se mais frequentes (ISHWAR, 1995). Calamari et al. (2002) observaram batimentos cardiacos a
partir do 21° dia.

Segundo Garcia et al. (1993), ao examinarem ovelhas a partir da ultrassonografia, observaram
batimento cardiaco embrionario durante os dias 21 a 34. Na tentativa de avaliar as diferencas
encontradas entre os experimentos, Souza et al. (1997) afirmam que a precocidade na observacao do
embrido deve ocorrer, principalmente em funcdo da qualidade da resolucdo das imagens dos
diferentes aparelhos utilizados e frequéncia dos transdutores. Além disso, o comportamento do
animal durante o exame, as diferencas entre ragas e habilidade do operador sdo fatores que também
influenciam a precocidade do diagndstico.

A presenca de liquido intrauterino ¢ geralmente o primeiro indicativo de gestagdo. Entretanto,
nem sempre ocorre em forma de vesiculas, podendo ser confundido com liquido proveniente da fase
estrogénica (KAHN, 1994; AZEVEDO et al., 2001) ou com liquido oriundo de casos de hidrometra
(LEGA; TONIOLO, 1999).

Em ovelhas, Schrick e Inskeep (1993), relatam a presenca de liquido intrauterino a partir do
15° dia da cobertura em 16,7% dos animais, podendo ser sendo encontrado tardiamente no 19° dia
de gestacao.

Chalhoub (2001) ao trabalhar com ovinos da raga Bergamadcia, relata ter verificado a presenca
de liquido intrauterino no 15° dia de gestacao em 42,1% dos animais e no 20° dia em apenas 5,3%.

Em relacdo a vesicula embriondria, trabalha realizado com a raca Bergamécia, descrevem as
primeiras observacdes ja a partir do 15° dia de gestagdo em 10,6% dos animais e no 21° dia em
5,3%, apresentando medidas de 5,33 cm aos 45° dias (CHALHOUB et al., 2001). J4 Picazo et al.
(1991) obteve 9,6 cm no 45° dia, com a raga Corriedale.

Segundo Domingues e Trein (1995), em experimentos com ovinos sem raga definida,
detectaram através da ultrassonografia a presenga da vesicula embrionaria somente no 21° dia de
gestagdo, sendo caracterizada por uma area anecoica bem delimitada.

Morfologicamente, a diferenciacdo do embrido em cabeca e tronco, segundo Kaulfuss et al.
(1996), ocorreu de forma mais precoce em ovinos das ragas Merino, no 26° dia gestacdo. Em ovinos
Bergamarcia (CHALHOUB, 2001), esta diferenciacdao variou entre o 25° e o 31° dia. Ja Mattos et
al. (1991) e Azevedo et al. (2001), trabalhando com ovinos da raga Santa Inés, afirmam a

diferenciagdo em ovinos a partir do 45° dia de gestacao e a partir do 36° dia, respectivamente.
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Se tratando do botdo dos membros tordcicos e pélvicos de ovinos, este foi inicialmente
detectado a partir do 34° dia de gestagdo em 1,7% dos animais, estendendo-se até o 39° dia, quando
ocorreu em 20% dos animais (KAULFUSS et al., 1996; AZEVEDO et al., 2001).

Chalhoub (2001) estudando ovinos observa que na maioria dos animais foi possivel visualizar
a presenga dos botdes dos membros no 30° dia de gestacao.

Quanto ao globo ocular, ja € possivel sua visualizagdo a partir do 41° dia de gestagdo na raca
Corriedale (PICAZO et al., 1991), no 30° dia na raca Merino (KAULFUSS et al., 1996), no 33° dia
na raca Bergamacia (CHALHOUB, 2001) e no 42° dia na raga Santa Inés (AZEVEDO et al., 2001).

De acordo com Ishwar (1995), o intervalo de tempo ideal para a contagem de fetos € entre os
45° e 90° dias de gestacdo, pois apds esse periodo, os fetos tornam-se muito grandes para serem
diferenciados entre si. J& Gearhart et al. (1988) afirmam que ¢ possivel diagnosticar gestacdo

multipla no 31° dia, apesar de ser mais segura entre o 40° e 100° dias de gestagao.

2.7 ANEXOS EXTRAEMBRIONARIOS E PLACENTACAO

2.7.1 Morfologia do saco corionico

O corio ¢ uma camada epitelial da parede externa do blastocisto. Durante a implantagado ele ¢
preenchido por uma camada interna de mesénquima, que deriva do embrido. Logo em seguida, o
mesénquima desenvolve seu proprio sistema de capilarizagdo. A cavidade circundada pelo corio,
que contém o embrido, a vesicula amnidtica, o saco vitelino e o alantdide, ¢ denominada exoceloma
(LEISER; KAUFMANN, 1994). Os autores relatam ainda que o corio € intrinsecamente um tecido
avascular, sendo posteriormente vascularizado exclusivamente pelos vasos do alantdide, de forma
que esse tipo de placenta ¢ considerado cdrio-alantdide, o qual desenvolve um importante papel na
troca materno-fetal.

Segundo Winsat (1950), em trabalhos com ovinos, cita que o concepto entra no utero
aproximadamente trés dias apds a ovulagdo, comegando a expandir-se ao redor do 10° dia, onde ¢
possivel observar o crescimento da vesicula coridnica como um saco alongado que preenche
completamente ambos os cornos do utero bicornuado.

Ja Bryden et al. (1972) analisando o desenvolvimento embrionario didrio em ovelhas desde o

acasalamento até 34° dia de gestacdo constatam que o corio foi uma estrutura aderida na mucosa
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uterina a partir do 17° ou 18° dias de gestacdo. Aos trinta dias os vilos apareciam na superficie da
membrana coridnica, promovendo uma relacdo mais intima com as carinculas uterinas.

Em girafas, as vilosidades corionicas difusas dao lugar aos cotilédones. Os cotilédones se
unem no final do 2° més de gestagdo com as carunculas uterinas, que sdo uma por¢do da mucosa
uterina isenta de glandulas e assim dando origem ao placentoma (cotilédones + cartinculas)
(SCWARZE, 1972).

Em bufalos, Carvalho et al. (2006), relatam que o trofoblasto apresenta células epiteliais e
mononucleares de ntcleos arredondados, corados claramente e localizados ao acaso. O citoplasma
continha poliribossomos ¢ reticulos endoplasmaticos esparsos, embora, com numerosas
mitocondrias localizadas apicalmente. Nas células gigantes trofoblésticas binucleadas, as principais
organelas eram reticulos endoplasmaticos rugosos (RER), discretos ribossomos e mitocondrias.
Enfatizam ainda que o nimero de vesiculas localizadas na regido basal das células gigantes do
trofoblasto aumenta com o evoluir da gestagdo, indicando desenvolvimento de fungao secretoria. A
vascularizagdo do trofoblasto foi primeiramente observada ao 26° dia, além de possuir uma
abundancia de reticulo endoplasmatico granular e reagdo PAS positiva no citoplasma granular
reflete a capacidade destas células de produzir e estocar proteinas, as quais sdo liberadas no
organismo materno.

Em vacas, o corio a termo apresenta-se relativamente delgado, fragil, de coloragao branca e
lisa. Na maior parte da sua superficie, encontram-se de 100 a 120 cotilédones volumosos que
formam a placenta. Estes cotilédones sdo menos numerosos, entretanto, muito volumosos na parte
mediana do concepto onde eles normalmente alcangcam de 7 a 10 centimetros de diametro. Os
cotilédones menores localizam-se nas extremidades corionicas (BARONE, 1986).

Ao trabalhar com o desenvolvimento placentario de vacas, Assis Neto (2005) observa que o
epitélio coridnico ou trofoblastico, apresenta-se continuo e constituido por células trofoblésticas
mononucleadas, e por células gigantes trofoblasticas binucleadas, sustentadas por um tecido
mesénquimal, além disso, possui altura epitelial constante. Observou-se ainda aos 0,95 cm de CR
(15-20 dias) a presenca de nucleos ovais e citoplasmas ricos em granulos nas células trofoblésticas
binucleadas, sendo estas responsaveis pela regulagdo e producdo de hormonios do crescimento e

desenvolvimento fetal.

2.7.2 Morfologia do alantoide
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Leiser e Kaufmann (1994) relatam para bovinos, que o alantoide ¢ caracterizado por projeta-
se a partir do intestino posterior, como uma vesicula extraembrionaria, que coleciona residuos
metabolicos nitrogenados. Em seguida o mesoderma esplanico do alantoide serve de origem para
vasos alantocorionicos, ou seja, o cOrio € 0 amnio ndo se tornam vascularizados até que eles tenham
se fundido com o alantoide. Os autores citam ainda que o epitélio alantoide pode tanto circundar a
enorme vesicula gestacional ou pode obliterar-se, e, finalmente regredir, estando esta estrutura
envolvida no processo transplacentario de trocas.

Em ovinos o alantoide ¢ grande, e se estende proximo as extremidades do saco coridnico,
onde se fusionam com excecao de uma regido do feto, que esta pressionada por uma das suas faces
pelo grande saco amnidtico (WINSAT, 1950).

Segundo Latshaw (1987), o alantoide aparece geralmente a direita do embrido, em torno do
18° - 20° dia de gestagdo na ovelha e entre 14° - 21° dias de gestacdo na vaca (THOMPSON;
PETERSON, 2000).

De acordo com Bryden et al. (1972) o alantoide aparece macroscopicamente em ovinos no 16°
dia de gestacdo. Apresenta uma forma de lua crescente no 17° dia, e pode estar livre da parede do
corpo do embrido no 18° dia. Aumenta rapidamente a partir do 19°, ocasido que parece com um
saco semilunar preso ao intestino posterior por uma haste.

O alantoide, em vacas, possui crescimento cranial e caudal ao longo do embrido, sendo que
durante a 4* semana de gestagcdo, este ocupa toda a cavidade celomica estendendo-se entre as
membranas fetais. O alantoide adota o formato de “T” invertido com trago vertical situado no
cordao umbilical (NODEN; LAHUNTA, 1990).

Em ovelhas, Schwarze (1972) reporta que o alantoide fecha totalmente o exoceloma na
transicao do 23° ao 24° dias de gestacdo, e no 30° dia ja se encontra fusionado ao cdrio.

Assis Neto (2005) ao trabalhar com vacas descreve através da microscopia de luz que o
epitélio do alantoide ¢ formado por camada simples de células pavimentosas, sustentadas por uma
camada de tecido conjuntivo embrionario ou fetal, que constitui o mesénquima. Observou ainda nos
embrides 1,76 cm (30 a 40 dias) e 7,2 cm (60 a 70 dias) de CR, a presenca de células lisas, com
nucleos de contornos irregulares, mitocondrias alongadas, e células granulares, com granulos
vesiculosos de glicogénio bem definidos por um halo localizado préoximo a por¢do apical das

células.

2.7.3 Morfologia do Amnio
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Em ovinos, o amnio se forma entre o 13° ¢ o 16° dia de gestacdo 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 o amnio e o cdrio, proximos a regido 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 (BRYDEN et al., 1972; LATSHAW, 1987; NODEN; LAHUNTA, 1990).

Segundo Shandley et al. (1997), na ovelha, aos 27 dias, a membrana amnidtica ndo estd em
aposicao ao corio ou ao alantdéide. O amnio e o alantdide somente se juntam ao corio, a partir dos 60
dias.

De acordo com Schwarze (1972) ao trabalhar com bovinos, relata que a parede da cavidade
amnidtica dos ¢ transparente, pouco vascularizada e apresenta uma extensa relagdo com o corio. Sua
face interna ¢ caracterizada pela presenca de inimeros relevos ou placas ricas em glicogénio que se
desenvolvem ao redor do terceiro més, recobrindo o cordao umbilical. Este mesmo autor citou que
o peso do feto aumenta mais que o amnio com o decorrer da gestacdo, e que a medida que o feto
progride na gestagdo, o &mnio adquire a forma de um ovo alargado.

Na microscopia de luz, Assis Neto (2005) relata que em bovinos o amnio apresenta células
com formato poligonal, revestido por microvilos curtos, distribuidos por toda a parte superficial da
membrana e delimitadas por fileiras microvilosas condensadas. Observa ainda que o epitélio
amniodtico do bovino é pavimentoso simples e apresenta poucas organelas citoplasmaticas nos

estagios iniciais da gestagao.

2.7.4 Morfologia do saco vitelino

Latshaw (1987) ao trabalhar com ovinos relata que o saco vitelino inicialmente ¢ grande e
vascularizado, sendo completamente envolvido pelo celoma e separado do cério no 17° dia de
gestacao.

Nos bovinos, Bryden et al. (1972) e Noden e Lahunta (1990) citam que o saco vitelino involui
e se degenera em um curto periodo de tempo, sendo por tanto, reduzido a um grupo sélido de
células, com poucos vasos sanguineos no 25° dia de gestacao. Esta estrutura estd separada do corio,

atrofia-se precocemente, e degenera-se sem deixar vestigio.
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Apesar de ser uma estrutura que involui rapidamente, a mesma ¢ reportada como importante
orgdo placentario ¢ hematopoiético nos roedores (HAAR; ACKERMAN, 1971), entretanto, o
mesmo nao ocorre no caso dos mamiferos domésticos.

No homem (PEREDA et al., 1994) e nos carnivoros (LEE et al., 1983), os estudos tém
focalizado a sintese de proteina, o metabolismo de triglicérides e o metabolismo de glicose.

Em relacdo a morfometria do saco vitelino, em suinos ¢ amplamente vascularizado, quando o
embrido mede entre 18 a 40 mm de Crown — Rump (CR) de comprimento. Nao sdo encontrados em
embrides com mais de 70 mm de CR. Sua fase hemapoiética ocorre em embrides entre 5 ¢ 15 mm
de CR (JORDAN, 1916).

Ja King e Ackerley (1985), em trabalhos com embrides de suinos, observaram que quando os
embrides medem 10 mm CR, sdo formados no saco vitelino os hemangioblastos, e quando atingem
12 mm aparecem os eritrdcitos, plaquetas e células gigantes com um ou mais nucleos polimorficos.

Segundo Russe et al. (1992), o cavalo € o tnico 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 ¢ cercado pelo sinus terminalis e com o corio da
placenta coriovitelinica que alimenta o feto até a 14* semana, depois desse periodo, o cérioalantoide
se desenvolve completamente sendo grandemente responsavel pelo abastecimento do feto.

Em carnivoros, a parede do saco vitelino se junta ao trofoblasto no periodo inicial de
gestacdo, quando primeiramente se desenvolve uma placenta vitelina. Dessa forma entre o 14° e 20°
dias de gestagdo desenvolve-se a eritropoeise na parede do saco vitelino primitivo nos gatos, sendo
observado maior atividade entre o 25° e 28° dia de gestagdo. Nessa etapa o epitélio monocamadico
apresenta altura de 26 um e prende-se contra o mesoderma em alguns lugares (CANFIELD;
JOHNSON, 1984).

Assis Neto (2005) em trabalhos com bovinos relata através da microscopia de luz que o
epitélio vitelino apresenta células endodérmicas inicialmente globosas, e embrides mais adiantados,
as cé€lulas se tornam colunares baixas. No mesénquima do saco vitelino de embrides bovinos de 15
a 20 dias, sdo visualizadas ilhas de sangue, contendo eritroblastos nucleados primitivos. As fungdes
das “Ilhas de eritroblastos” estdo relacionadas ao processo de diferenciacdo de células sanguineas

durante a eritropoiese, € com a vasculogénese.

2.7.5 Placenta
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Nos mamiferos, a placenta ¢ uma estrutura complexa devido a interacao dos tecidos de origem
materno e fetal, além da presenca de uma variedade de camadas intermediarias que se interpdem
entre os leitos vasculares maternos e fetais, bem como devido a evolugao das relagdes destes tecidos
e das membranas fetais durante o periodo de implantacdo do blastocisto até o parto (MOSSMAN,
1987).

Leiser e Kaufmann (1994), defini a placenta como um 6rgao transitorio formado por tecidos
maternos e fetais, encontrado apenas em mamiferos, intermediando as trocas fisioldgicas e
metabolicas materno-fetal. Assim, a sobrevivéncia e o crescimento do feto sdo fortemente
dependentes da placenta. Esta ¢ constituida por uma parte fetal denominada de corio, € uma parte
materna denominada de decidua basal.

Segundo Carter et al. (2004), a placenta de mamiferos envolve o cério e o alantoide, onde
apresenta-se vascularizada, formando a placenta corioalantoidea. Inicialmente, tem-se a formacao
da placenta coriovitelina, na qual ¢ formada pelo corio e saco vitelino. Em roedores (VALE, 2011),
descreve que o trofoblasto ao invadir o tecido materno, tem-se a destruicdo de uma ou mais
camadas teciduais.

Quanto a classificagdo da placenta, nos mamiferos, observa-se os tipos epiteliocorial,
endoteliocorial e hemocorial de acordo com a forma de sobreposi¢do e relacionamento do
trofoblasto no epitélio uterino (CARTER et al., 2004).

De acordo com Oliveira (2004), a placenta de roedores ¢ classificada como hemocorial, onde
a interacdo materno-fetal resulta da invasdo do leito vascular uterino pelo trofoblasto, que passa a
ser banhado pelo sangue materno extravasado.

Ja placenta dos ruminantes ¢ classificada em sindesmocorial devido a perda do epitélio
uterino materno, fazendo com que o corio esteja em contato com um sincicio materno-fetal e nao
com tecido conjuntivo (AMOROSO, 1959).

A placenta cotiledonéria ou multipla ¢ caracteristica dos ruminantes. Em vez das vilosidades
coridnicas serem uniformemente distribuidas por toda a superficie do corio, estas aparecem
agrupadas em regides circulares bem definidas denominadas cotilédones. Estes cotilédones se
desenvolvem em regides onde o cério faz contato com dareas predeterminadas do endométrio,
aglandulares, conhecidas como carinculas que sao espessamentos do tecido sub-epitelial do utero,
presentes mesmo em vacas nao gestantes. O cotilédone fetal e a carincula materna formam a
unidade conhecida como placentonio (MIGLINO, 1991), estes variam em numero nas diferentes

espécies de ruminantes € ¢ o Unico ponto de trocas materno-fetais. O coério intercotiledonario
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permanece desprovido de vilosidades e desligado do endométrio (SANTOS; MARQUES, 1996;
PINTO, 2002; LACERDA, 2006; PRESTES; ALVARENGA, 2006).

A relacdo proveniente entre os tecidos fetal e materno no local de intercambio permite a
classificagdo da placenta nos ruminantes, como sinepiteliocorial. Investigacdes realizadas com
microscopia eletronica na placenta dos ruminantes mostram que células bi nucleadas do coério fetal
migram formando um sincicio na unido do tecido materno com o fetal. O prefixo “sin” refere-se a
presenca das células derivadas do sincicio e “epiteliocorial” refere-se a area de justaposi¢ao do
tecido materno (MARTAL; CEDARD, 1993; WOODING, 1992).

Ainda nos ruminantes, Leiser e Kaufmann (1994) reporta a placenta cotiledonéria,
caracterizada por muitas unidades placentarias denominadas cotilédones, que se interagem com
unidades maternas, formando os placentomas, os quais sdo separados por areas intercotiledonarias
de cdrio liso.

O placentoma ¢ a unidade funcional formada pelo cotilédone e pela carincula, sendo
composto por uma por¢do materna e outra fetal, estando fundidas para constituir uma regiao de
troca fisiologica materno-fetal, além de apresenta aspecto tortuoso e irregular (BJIORKMAN;
SOLLEN, 1960).

Quando a sua morfologia, as carinculas apresentam-se convexas nas vacas € concavas na
ovelha e na cabra. Sendo que nas fases iniciais de gestacao, elas se apresentam lisas enquanto que
na metade e final de gestacdo possuem aspecto esponjoso devido a formagdo de inimeras criptas
semelhantes a favo-de-mel (RAM; CHANDRA, 1984).

Os ovinos apresentam gestacdo longa e o concepto nasce desenvolvido. O feto ovino
apresente peso semelhante ao feto humano, e desta forma tem contribuido para o modelo na
pesquisa relacionado a gestagdo. Esses animais sdo faceis de manusear e toleram procedimentos
invasivos. As principais desvantagens deste modelo ¢ que as ovelhas sdo filogeneticamente
distantes de primatas e tem uma placentacao muito diferente (GALLAHER et al., 1995; SLOBODA
et al., 2005).

A placenta ¢ desenvolvida em todos os mamiferos, no entanto, a sua forma definida da
placentacdo difere em varias espécies. Assim, a classificacdo placentdria serd estabelecida com
diferentes bases anatdomicas. Nos ovinos o componente fetal da placenta ¢ formado pela fusdao do
corio avascular e o alantoide vascular. Isto aumenta a sua area de superficie de suas vilosidades que
estdo rearranjadas em discretas areas, estas chamadas de cotilédones. Assim a placentagdao ovina ¢

classificada como corioalantoide (WIMSATT, 1950).
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Para o bom desenvolvimento da gestacdo ¢ necessario o comprometimento do sistema
imunologico em aceitar o desenvolvimento embrionario-fetal (MEDAWAR, 1953). Os fetos dos
ovinos desenvolvem sem a exposi¢do aos anticorpos maternos, pois a sua placenta ndo permite a
exposi¢do e a transferéncia de imunoglobulinas maternas para o fetal, sendo necessaria a ingestao
do colostro (GRIEBEL, 1998).

Segundo Sammin et al. (2009), aos 120 dias a placenta dos ovinos apresentam a formagao dos
placentomas, os quais podem variar consideravelmente em tamanho e numero, apresentando desde
de 10 mm a 50 mm de didmetro e variando de 20 a 70 por feto, respectivamente. Estes mesmos
autores, observaram que embora os placentomas sejam cdoncavos nos ovinos pode ocorrer a
presenca destas estruturas em forma convexa semelhante aos dos bovinos.

Histologicamente, Oliveira et al., 2010, relata que a placenta de bovinos, verifica-se um
estroma endometrial bem desenvolvido e vascularizado revestindo a cartncula, os cotilédones
possuem vilosidades revestidas por células trofoblasticas uninucleadas e binucleadas. O epitélio da
mucosa ¢ do tipo prismatico simples e as glandulas do cério com aspecto tortuoso proxima ao limite
do miométrio. As células trofoblasticas possuem nucleos arredondados com grandes nucléolos. O
epitélio da cripta uterina ¢ cubico ou achatado, suas células possuem nucleos esféricos e nucléolos

bem evidentes

2.8 GLICOSAMINOGLICANOS

Ja Nader et al. (1984), definem que os glicosaminoglicanos (GAGs) sao
heteropolissacarideos que possuem como estrutura basica, unidades alternadas de hexosamina e
acucar nao-nitrogenado unidas por ligacdes glicosidicas, estando presentes em todas as células
animais com diferencas estruturais dependendo do tecido ou do organismo de origem. Relata ainda,
que existem diversos tipos de GAGs, do tipo acido, caracterizado por possuirem grupamentos
carboxilicos (COOH) e sulfatos (SO4), a exemplos do 4cido hialurénico, heparina, sulfato de
condroitina, sulfato de dermatan, dentre outras, essas moléculas estdo presente em cartilagem,
superficies celulares, membranas basais e epitélios, placenta, além do plasma sanguineo e urina.

Segundo Fraser et al. (1997), os principais glicosaminoglicanos encontrados em animais sao:
condroitim 4 e 6 sulfatos, dermatam sulfato, heparan sulfato, heparina, queratam sulfato e acido
hialurénico, que diferem entre si quanto ao tipo de hexosamina e agucar ndo aminado (auséncia do

grupo NH2), quanto ao grau e posicdo de sulfatagdo, bem como quanto ao tipo de ligacao
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glicosidica inter e intradissacaridica (alfa e beta). Com excecao do acido hialurdnico, todos os
glicosaminoglicanos estdo ligados covalentemente ao esqueleto proteico, formando assim os
proteoglicanos.

A ligacdo dos GAGs sulfatados ao esqueleto proteico, com exce¢do do queratam sulfato, se
faz através de um tetrassacarideo formado por acido glucuronicogalactosil-galactosil-xilose
(GlcUA-Gal-Gal-Xil), onde a extremidade redutora se une a proteina por uma ligacao do tipo O-
glicosidica entre a xilose do tetrassacarideo e a hidroxila de um residuo de serina. A extremidade
ndo redutora se liga a cadeia de GAG (FRASER et al., 1997).

Kjellen e Lindahl (1991) e Merle et al. (1999) descrevem que os GAGs sdo componentes da
superficie celular e da matriz extracelular, interagindo com colagenos, laminina e a fibronectina,
além de determinados fatores de crescimento. A interacdo dos componentes da matriz extracelular
com os proteoglicanos podem afetar o crescimento celular, ades@o e a diferenciacdo das células, no
qual as suas funcdes sdo dependentes da cadeia lateral dos glicosaminoglicanos.

Os GAGs estao envolvidos em diversas fungdes bioldgicas como adesdo, migracdo e
proliferagdo celular, secre¢do de proteinas e expressdo gé€nica, atuando como organizadores
celulares e na maturagdo de tecidos especializados (DIETRICH, 1984). Contribuem ainda para a
estrutura e as propriedades de permeabilidade do tecido conjuntivo, agem como guia para enzimas ¢
fatores de crescimento tanto na matriz quanto na superficie das células, estando direta ou
indiretamente envolvidos a tumores, metastases, reacdes imunologicas, desenvolvimento folicular,
infertilidade e angiogénese e, portanto, ao adequado desenvolvimento fetal (ESKO, 1991;
CECHOWSKA-PASKO et al., 1996).

Ao estudar a angiogénese placentaria de mamiferos, Reynolds e Redmer (2001), relatam que
os GAGs estdo envolvidos no crescimento vascular que acompanha o desenvolvimento da placenta,
que por sua vez, provoca um aumento no fluxo sanguineo neste 6rgdo, fator determinante para o
desenvolvimento fetal. Além disso, os GAGs sao responsaveis por manter as células associadas,
possibilitando a organizacdo dos tecidos e a sobrevivéncia das células, fatores cruciais durante a
gestacdao (KRESSE; SCHONHER, 2001; HEINEGARD, 20009).

Em camundongos (GOMES et al., 2007) e ratos (CUBAS et al., 2010) observaram que na
fase estrogénica houve aumento dos GAGs sulfatados, em especial, do sulfato de condroitina e do
sulfato de dermatana, isso auxiliando na capacitacdo espermatica, no desenvolvimento do tecido

uterino € no processo de implantagdo embriondria. Enquanto na fase progesteronica verificam-se
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um ligeiro aumento do sulfato de heparana e diminuicao nos niveis de acido hialurdnico durante a
gestacao.

Jamieson et al. (1973) em trabalhos com placenta de humanos, relatam a presenca de diversos
tipos de glicosaminoglicanos, tais como o 4cido hialurénico, sulfato de condroitina e heparina
sulfato, no entanto, sendo observadas baixas concentragdes de queratan sulfato. Também se observa
que em placentas em estagio final tém-se altas concentracdes de glicosaminoglicanos sulfatados,
quando comparados em estagios iniciais.

Em ovinos, os glicosaminoglicanos estdo envolvidos na forma¢do dos placentomas. No
estagio inicial tem-se predominio dessas substancias na matriz extracelular dos placentomas em
especial o acido hialuronico. As concentragdes dos glicosaminoglicanos aumentam no decorrer da
gestacdo e atingem seus menores niveis no final da gestagdo, acompanhado pelo desenvolvimento
do placentoma e crescimento fetal (GREISS; WAGNER, 1983; OTT et al., 1997).

Ja (LINDEBERG et al., 1990) citam que os GAGs, sdo produzidos nos epitelios de
revestimentos do utero e da tuba uterina e possuem papel importante nos fendmenos de fertilizagao

e fixacdo inicial do concepto ao endométrio, auxiliando o processo gestacional.
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3 JUSTIFICATIVA

O estudo da morfofisiologia e reproducdo animal, aliado aos achados ultrassonograficos
durante o ter¢o inicial da gestacdo serdo de suma importancia para uma melhor elucidacio a cerca
da fisiologia da raga Morada Nova, podendo assim contribuir com dados que auxiliem o processo
da ovinocultura. Nesse sentido, o desenvolvimento desta pesquisa busca aprofundar os
conhecimentos sobre o modelo de placentagdo e desenvolvimento embriondrio, visto que nao
existem para a raga Morada Nova estudos a esse respeito e mesmo se tratando de uma raga sao
comuns variagdes morfoldgicas, em funcdo de aspectos adaptativos que estas desenvolvem, como
diferentes condigdes ambientais a que estao sujeitas. Outro ponto importante verifica-se que nesta
raca as fémeas possuem elevado cuidado materno e chegam a produzir proles de até quatro filhotes,
caracteristicas que podem estar associadas a adaptacdes nas estruturas extraembrionarias, visando a
propagacao de individuos mais aptos as condi¢cdes ambientais.

Da mesma forma, o estudo dos glicosaminnoglicanos na reproducao desses animais se mostra
necessario, ja que estes sdo componentes fundamentais na remodelagdo da matriz extracelular, pega
fundamental durante a gestacdo. Os dados poderdo subsidiar a necessidade de novos estudos na

farmacologia e suplementacao durante o processo produtivo.
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4 HIPOTESE (S)

4.1 Durante a gestacdo ocorre um aumento no tamanho e numero de placentomas;

4.2 A morfologia do placentoma ¢ diferente durante o inicio da gestacao;

4.3 E possivel estimar o diagnostico de gestagdo na raga Morada Nova, a partir da dosagem de

progesterona;

4.4 Existe grande atividade dos glicosaminoglicanos durante o terco inicial da gestacdo em

ovinos da raga Morada Nova;

4.5 A transi¢ao de embrido para feto ocorre precocemente em relagdo ao tempo de gestagao.
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5 OBJETIVOS

5.1 OBJETIVO GERAL

Descrever os glicosaminoglicanos (GAGs), morfologia do aparelho reprodutor feminino,
placenta, anexos, desenvolvimento embrionario/fetal e achados ultrassonograficos durante o tergo

inicial da gestagdo em ovinos da raga Morada Nova.

5.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

a) Descrever as estruturas do aparelho reprodutor feminino utilizando técnicas de
microscopia de luz e microscopia eletronica de varredura;

b) Identificar os anexos alantoide, amnio, cordao umbilical e placenta utilizando técnicas de
microscopia de luz;

¢) Realizar a morfometria do aparelho reprodutor feminino na espécie;

d) Realizar a morfometria do embrido/feto;

e) Quantificar os hormdnios estradiol e progesterona durante a estimulagdo do cio e inicio
da gestacdo; e

f) Identificar o condritin sulfato e heparan sulfato na tuba uterina, Utero, cérvix, vagina e

placenta.
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ABSTRACT.- Costa H.S,, Oliveira R.E.M.&Oliveira M.F. 2022. Caracterizacao embrionario/fetal e
ultrassonografica de ovinos da raga Morada Nova. PesquisaVeterindriaBrasileira42:00, 2022.
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The Morada Nova sheep is of great interest in the market due to its zootechnical aptitudes,
aspects that have motivated different studies to improve its reproductive efficiency. In this sense, the
objective was to describe the morphology of post-implantation embryonic and fetal development in
Morada Nova sheep, aged between 15 and 60 days. For this, 10 ewes were used, with ages ranging
from 12 to 18 months. Females were submitted to an estrus induction protocol, and then grouped with
the male for 3 days, with matings being visually monitored. Once matings were confirmed, day “one” of
pregnancy was considered the day after the last copulation. Pregnancies were confirmed by
transrectal ultrasound. For each analyzed gestational age, the ewes were euthanized and the embryos
and fetuses collected. Subsequently, the embryos were analyzed, photodocumented and described in
terms of their external morphological characteristics and, finally, measurement, weight and volume
data were obtained. After analyzing the embryonic data, the CR of 0.451+0.129 mm (15 days),
0.567+0.057 mm (20 days), 1.962+0.194 mm (30 days), 45.006+2.964 mm (40 days), 64.627+3.895
mm (50 days) and 107.166+5.142 mm (60 days). The ultrasound technique allowed to confirm the
pregnancy with 100% efficiency after 20 days. The results obtained allow us to infer that at 40 days of
gestation, the embryo assumes the condition of a fetus based on the external characteristics and also
because sexual differentiation is easily observed. Another aspect to consider is that it is possible to
infer an early gestational diagnosis at 14 days by means of an ultrasound examination.

INDEX TERMS: Embryo, Morada Nova, sheep, reproduction, ultrasound.
RESUMO.- [Caracterizacdo embriondrio/fetal e ultrassonografica de ovinos da raca Morada

Nova.]O ovino da ragca Morada Nova tem grande interesse no mercado dada suas aptiddes zootécnicas,
aspectos que tém motivado diferentes estudospara melhorar asua eficiéncia reprodutiva. Neste
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sentido, objetivou-se descrever a morfologia do desenvolvimento embrionario e fetal pds-
implantacional em ovinos da raga morada nova, nas idades compreendidas entre 15 e 60 dias. Para
isso, foram utilizadas 10 ovelhas, com idades variando entre 12 a 18 meses. As fémeas foram
submetidas a protocolo de inducdo do cio, e em seguida, agrupadas com o macho durante 3 dias, sendo
as coberturas acompanhadas visualmente. Confirmadas as coberturas, o dia “um” da gestacdo era
considerado o dia seguinte ao da ultima cépula. As gesta¢des foram confirmadas por meio de exame
ultrassonografico transretal. Para cada idade gestacional analisada, as ovelhas foram eutanasiadas e os
embrides e fetos coletados. Posteriormente, os embrides foram analisados, fotodocumentados e
descritos quanto as suas caracteristicas morfolégicas externas e, por ultimo, obtido dados de
mensuracado, peso e volume. Analisados os dados embrionérios, obteve-se o CR de 0,451+0,129 mm
(15 dias), 0,567+0,057 mm (20 dias), 1,962+0,194 mm (30 dias), 45,006%x2,964 mm (40 dias),
64,627+3,895 mm (50 dias) e 107,166+5,142 mm (60 dias). A técnica de ultrassonografia permitiu
confirmar com eficiéncia de 100% a gestacdo a partir de 20 dias. Os resultados obtidos permitem
inferir que aos 40 dias de gestacdo o embrido assume a condicdo de feto com base nos caracteres
externos e ainda por observar-se facilmente a diferenciacdo sexual. Outro aspecto a considerar é que
possivel inferir o diagndstico gestacional precoce aos 14 dias por meio do exame ultrassonogréfico.

TERMOS DE INDEXA(;AO: Embrido, Morada Nova, ovelha, reprodugdo, ultrassonografia.
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INTRODUCAO

A raca Morada Nova é uma das principais ragas nativas de ovinos da regido Nordeste do Brasil,
caracterizados por serem de pequeno porte e bem adaptados as condicdes climaticas do semi-arido (Gurgel et
al. 1992). A raca tem despertado o interesse por diversos estudos, em especial, estudos associados a sua
reproducdo, objetivando consolidar informacdes que garantam a eficiencia reprodutiva e consequentemente
a melhoria dos indices de produgdo animal.

Dentre os diferentes temas de pesquisas na area de reproduc¢do, um bastante estudado e, que sempre
se mantem atual, diz respeito ao desenvolvimento embriondrio e fetal de inumeros grupos de vertebrados.

Nesse aspecto, a literatura aborda algumas pesquisas sobre a morfologia embrionaria, a exemplo de
pesquisas em humanos (Melo 1989), bovinos (Bos Taurus) (ASSIS NETO et al., 2009), bufalos (Bubalus bubalis)
(Morini 2009), veado-catingueiro (Mazama gouazoubira) (Ferreira et al. 2011), rato-de-arroz Pigmeu
(Oligoryzomys sp.) (Favaron et al. 2012), cutia (Dasyprocta leporina) (Oliveira et al. 2017) e cateto (Pecari
tajacu) (Aradjo Junior 2021). J& em outros animais, os estudos sobre o desenvolvimento embrionario sdo
baseados no acompanhamento ultrassonografico, como em caprinos (Cruz & Freitas 2001), em ovinos
(Azevedo et al. 2001, Calamari et al. 2002, Moraes et al. 2008) e suinos (Daneza et al. 2012). Todos voltados
para o diagnéstico de gestacao e diferenciagao sexual. Dessa forma, se faz necessario o estudo da morfologia
embriondria em ovinos, buscando complementar essa lacuna na literatura, assim como, subsidiar informacgdes
que auxiliem aspectos clinicos da espécie.

Assim, considerando que pesquisas voltadas a preservacdo da raca Morada Nova tém chamado a
atenc¢do da comunidade cientifica e entendendo estudos com o desenvolvimento embriondrio e fetal da desta
raca poderdo subsidiar, por exemplo, pesquisadores que trabalham com biotecnologias, optou-se descrever a
morfologia do desenvolvimento embrionario e fetal posimplantacional de ovinos da raca Morada Nova
vermelha, nas idades compreendidas entre 15 e 60 dias.

MATERIAL E METODOS

Animais. Foram utilizadas 10 ovelhas da raca Morada Nova vermelha, com idades variando entre
12 a 18 meses, os quais foram mantidos no Nucleo de Estudos PEA (NEPEA) da Universidade Federal
Rural do Semi-Arido (UFERSA), Mossor4-RN. O estudo foi aprovado pela Comissdo de Etica no Uso de
Animais (CEUA) com o seguinte protocolo n® 23091.013528/2018-48.

Sincronizacao do cio e confirmacdo da prenhez. Para sincronizacdo do cio, esponjas
intravaginais contendo 60 mg de acetato de medroxiprogesterona (MAP, Progespon, Sytex, Argentina)
foram utilizadas por 7 dias, sendo que 24 horas previamente a remocao das esponjas, eram aplicados,
em dose Unica, prostaglandina F2alfa (Prolise, [0,150mg/2ml]), na dose de 1ml/animal, por via
intramuscular e gonadotrofinacori6nica equina - eCG (Folligon, [5000UI/10ml]), na dose de
500UI/Animal (1ml/animal), por via intramuscular (Fig. 1). Completado 24 horas, da retirada da
esponja, as fémeas eram agrupadas com um macho durante 5 vezes, com intervalos de 12 em 12 horas
durante 3 dias, acompanhando-se visualmente as coberturas, num intervalo de tempo médio de atéduas
horas.

Observadas as coberturas, considerava-se como o dia “um” da gestacido o tempo de 24 horas
apds a ultima cépula, confirmado-as por meio de exame ultrassonografico transretal (infinit i5V,
Ultramedic®) através da visualizacdo dos parametros gestacionais.

DIA DO DIA S DIA 6 DIA 7 DIA 8 DIA 9 |
Introdugao Aplicagdo Retirada L ) Ultrassonografia  Dia da
(MAP) (eCG) (MaP) | Eutanasia
(PGF 2a) Coberturas

Fig.1. Protocolo usado na sincronizagdo do cio
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Eutanasia. Para coleta embrionaria, apés confirmadas as gesta¢bes, os animais eram
eutanasiados. Para isso, foram submetidos inicialmente ao protocol anestésico, sendo submetidos,
previamente a jejum alimentar de 12 horas e hidrico de 8 horas. Completado esse tempo, procedia-se a
pré-anestésica (MPA) administrando xilazina a 1% (dose - 0,1 mg.kg-1), por via IM e apds 5 minutos,
realizava-se ainducdo anestésica com administracdo de propofol 10mg/ml (dose - 4mg.kg-1), por via IV,
e, depois de 10 minutos, observado o plano anestésico correspondente ao estagio III e plano I,
caracterizado por apresentar perda do reflexo laringotraqueal e interdigital, mas reflexo palpebral e
corneal presentes. J4 a respiracdo fica compassada, com padrao toracoabdominal e o globo ocular
rotacionado. Confirmado entdo, procedia-se a euthanasia adiministrando cloreto de potassio a 19,1%
(dose - 1ml/kg), por via IV, considerando o 6bito do animal emfunc¢do da auséncia da ausculta cardiaca,
por meio de estetoscopio (CFMV 2012). Em seguida, procedia-se com a abertura da cavidade abdominal
e retirada do sistema reprodutor, contendo o embrido/feto para posterior analise.

Andlise macroscoépica dos embrides e fetos. Macroscopicamente, os embrides e fetos foram
analisados com auxilio de uma lupa estereomicroscopica (Zeiss modeloStemi DV4) e fotodocumentados
com auxilio de camera digital (modelo canon), de modo a registrar as caracteristicas morfoldgicas
externas. Em seguida, procedia-se com a mensuracao, pesagem e afericdo do volume dos embrides e
fetos utilizando-se para esse fim o paquimetro digital (“Mitutoyo”, modelo 500-147-10) e fio de algodao,
balanca analitica (AL200C, Marte, Brasil) e provetas graduadas de tamanhos diferentes contend 4gua,
respectivamente. E importante destacar que, quando o espécime em desenvolvimento apresentava
caracteristicas proprias da espécie classificava-se como feto (Mello 1989, Moore & Persaud 2007).

Biometria. As imagens ultrassonograficas foram arquivadas e as varidveis mensuradas
utilizando o programa Image ] (National Institutes of Health, Millersville, EUA), mediante prévia
calibracdo, tomando como referéncia a medida de 1 cm, padrao estabelecido na prépria imagem. Foram
mensurados: didmetro da vesicular embrionaria, comprimento da vesicular embriondria, comprimento
do embrido e didametro da cabeca. Jaquanto as mensuracdes manuais, peso e volume obteve-se as
medidas de peso em grama (g), volume em mililitro (ml) e comprimento (Crown-Rump - CR) em
melimetros (mm): comprimento total (CpT), comprimento cefalocaudal (CpCC), comprimento do
membro toracico (CpMT), comprimento do membro pélvico (CpMP), comprimento da cauda (CpCa),
perimetro toracico (PT), perimetro abdominal (PA), comprimento cefalico (CpC), circunferencia cefalica
(CC), diametro biparietal (DBP), diametro do olho (DO), comprimento do olho (Cp0O), comprimento da
orelha (CpOr), comprimento do cordao umbilical (CpCo), didmetro do corddao umbilical (DC).

Anadlise Estatistica. Os dados foram expressos emvalores de média e desvio padrio utilizando-se
0 programa estatistico Minitab (State College, PA: Minitab) versdo 16.0. Ap6s andlise dos pressupostos
paramétricos, diferencas estatisticas entre os dias estudados nas diferentes variaveis, foram obtidas
quando paramétricos, por meio do ANOVA (One Way ANOVA) seguidas por Tukey. Variaveis ndo
paramétricas foram avaliadas por Kruskal-Wallis e o nivel de significancia estabelecido foi de 5%.

RESULTADOS
Com base nas analyses morfologicas externas dos embrides e fetos de ovinos da raga Morada Nova,
nas diferentes idades gestacionais, foi possivel descrever as seguintes caracteristicas ontogénicas, em 10
espécimes estudados:

15 dias (1 embriao)

Aos 15 dias de gestacao, foi possivel a realizacdo do diagnéstico gestacional a partir do exame
ultrassonogréafico, sendo observado apenas “um embrido” pequeno no interior da bolsa amnidtica
apresentando as seguintes biometrias: didmetro da vesicular embriondria de 18,20 mm, comprimento da
vesicular embriondria de 28,86 mm e comprimento do embrido de 9,27 mm (Fig. 2A). Os embrides,
possuiam medidas de CR igual a 0,451+0,129 mm (Tabela 1), tinham forma circular e aspecto

“gelatinoso”. Nesta idade, foi possivel identificar apenas a silhueta cardiac na cavidade celomatica (Fig.
3A).
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Fig.2. Ultrassonografia em diferentes idades de ovinos da raca Morada Nova. Em A, gestacdo aos 15
dias, observou-se a delimitacdo da vesicula embrionaria (VE) e embrido (circulo). Em B, gestacdo aos 20
dias, observou-se delimita¢cdo da vesicula embrionaria (VE) e embrido (circulo). Em C, gestacdo aos 30
dias, onde evidenciou-se a vesicula embrionaria (VE), embrido (Seta), cordao umbilical (*) e delimitacao
cardiaca (quadrado). Em D, gestacdo aos 40 dias, onde observou-se a vesicula embrionaria (VE), broto
dos membros toracicos e pélvicos, respectivamente (BT) e (BP). Em E, gestacdo aos 50 dias, observou-se
a vesicula embriondria (VE), embrido (seta), cabega (C), tronco (T). Em F, gestacdo aos 60 dias, onde
constatou-se a vesicula embriondria (VE), parte do embrido (seta), coluna vertebral (*) e placentoma
(cabeca de seta).



Tabela 1.Valores de média + desvio padrdo do crown-rump, volume e peso de embrides e fetos de ovinos.
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Periodo (dias)
n (embrides)

Variaveis p-valor
15 dias 20 dias 30 dias . . . (ANOVA)
40 dias (3 50 dias (4 60 dias (5
CROWN-RUMP 0,451+ 0,567+ 1,962 + 45,006 + 64,627 £ 107,166 £ <0.001**
(mm) 0,1294 0,0574 0,1944 2,964c¢ 3,895b 5,1422 ’
0,500 + 0,100 + 1,00 + 7,333 + 12,375 + 53,4 + o
VOLUME (ml) 0,00¢ 0,00¢ 0,071¢ 0,288P 4,028P 9,3092 <0,001
PESO 0,023 + 0,073 + 0,95 + 5,65 + 12,627 + 49,58 + <0.001**
(8) 0,012¢ 0,011¢ 0,185¢ 0,141b 2,997b 9,555a ’

ab.cd . Médias seguidas de letras diferentes sobrescrito na linha significa diferenca estatistica (p<0,05 - Tukey);

* Significancia estatistica (p <0,05 - Tukey).

** Significancia estatistica (p <0,05 - Kruskal-Wallis).
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Fig.3. Embrides/fetos de ovelha da raga Morada Nova. Em A: embridoaos 15 dias, observando apenas
a silhueta cardiaca (seta preta). Em B: embridoaos 20 dias, com a presenca da silhueta cardiada mais
desenvolvida (seta preta). C: embrido aos 30 dias de idade com membros em formato de remo. D: feto
aos 40 dias, com o inicio da formacao do focinho (*) e sulco labial e, dos digitos (seta branca). E: feto aos
50 dias com digitos dos membros toracicos e pelvicos formados. F: feto aos 60 dias com presenga da
cartilagem auricular (cabe¢a de seta preta) e unhas nos membros (seta amarela). Observar ainda o
placéide oéptico (1), vesicular prosencéfalica (2), mesencéfalo (3) e robencéfalo (4), saliéncia auricular
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(5), membro toracico (6), saliéncia hepatica (7), membro pélvico (8), cauda (9), cordao umbilical (10),
costelas (11). Barra= 1cm.

20 dias (1 embriao)
Aos 20 dias, o diagnéstico ultrassonografico revelou um embrido ainda bastante pequeno envolto
pela bolsa amnidtica e com as seguintes afericdes: didmetro da vesicular embrionaria de 26,57 mm,
comprimento da vesicular embrionaria de 39,77 mm e comprimento do embrido de 9,85 mm (Fig. 2B).
Morfologicamente apresentou um CR de 0,567+0,057 mm (Tabela 1), forma em “circulo”, estando um
pouco maior em relacdo a idade anterior, podendo-se verificar apenas o coracao no interior da cavidade
celomatica (Fig. 3B).

30 dias (4 embrioes)

Aos 30 dias, por meio de ultrassonografia foi possivel identificar no embrido, a delimitagao
cardaca e corddo umbilical no interior da bolsa aminiética, possuindo as seguintes biometrias, diametro
da vesicular embrionaria de 40,12 mm, comprimento da vesicular embrionaria de 33,29 mm,
comprimento do embrido de 36,64 mm e didmetro da cabeca de 11,21 mm (Fig. 2C) e um CR
embrionario de 1,962+0,194 mm (Tabela 1). A partir dessa idade foi possivel realizar uma série de
mensuracdes do embrido descritas nas Tabelas 2 e 3. Externamente observou-se apresenca do placéide
cristalino assimétrico (com pigmentacdo cinza), fosseta 6ptica (primordios das saliéncias auriculares),
inicio da formacgdo do focinho. A face do embrido estava voltada para a proeminéncia hepatica, reduzindo
assim a distancia entre a cauda e a cabecga e conferindo ao embrido a forma de um “C”, caracteristica mais
marcante desta fase. Os brotos dos membros toracicos e pélvicos estavam presentes e apresentavam
forma de remo (Fig. 3C). O tubérculo genital, foi identificado como uma estrutura indiferenciada,
disposto paralelo ao membros pélvicos (Fig. 4A).






76

Fig.4. Diferenciacdo sexual em embriao/fetos de ovelha da raga Morada Nova. Em A: embrido aos 30
dias de idade evidenciando corddo umbilical (1), membros pélvicos em formato de remo (2), cauda (3),
tubérculo genital paralelo ao membros pélvicos (*). Em B: feto aos 40 dias, onde observa-se o cordao
umbilical (1), membros pélvicos com digitos (2), cauda (3), tubérculo genital entre os membros pélvicos
e voltado caudamente (cabega de seta). Em C: feto aos 50 dias onde constata-se o cordao umbilical (1),
membros pélvicos (2), cauda (3), inicio da diferenciacdo sexual com presenca do prepucio do pénis
(cabeca de seta). Em D: feto aos 50 dias onde constata-se o cordao umbilical (1), prepucio do pénis
(cabeca de seta), inicio da bolsa scrotal (circulo). Em E: feto aos 60 dias onde constata-se o cordao
umbilical (1), prepucio do pénis (cabeca de seta). Em F: feto aos 60 dias onde constata-se a glandula
mamaria com presenca de duas tetas (retangulo), vulva (seta). Em G: feto aos 60 dias onde constata-se o
cordao umbilical (1), preptcio do pénis (cabega de seta), bolsa escrotal com testiculo (circulo). Barra=
lcm.

40 dias (4 fetos)

Aos 40 dias, as imagens ultrassonograficas revelaram um feto em desenvolvimento com regides
de brotos dos membros toracicos e pélvicos no interior da bolsa aminidtica, contendo feto com dados
biométricos de comprimento igual a 38,03 mm e didmetro da cabega igual a 10,41 mm (Fig. 2D). O CR
obtido foi igual a 45,006£2,964 mm (Tabela 1), sendo esta uma diferenca significativa em termos de
crescimento quando comparado a idade de 30 dias. Quanto as estruturas fetais, as mesmas foram mais
proeminentes quando comparado ao estagio anterior, especialmente no que se refere a vesicula
mesencefalica. A curvatura do feto era menos acentuada, o placoide 6ptico apresentava forma oval.
Também, foi possivel observar o inicio da formacao e divisdo da cavidade oral e nasal, inicio da formacgao
das costelas e articulacdo do cotovelo e joelho. Nesta idade, as falanges eram mais longas em relagdo ao
estagio anterior e permanecia a membrana interdigital (Fig. 3D). O tubérculo genital permanecia
indeferenciado, volta do caudamente e localizado entre os membros pélvicos (Fig. 4B).

50 dias (4 fetos)

No exame ultrassonografico aos 50 dias, foi possivel observar um embrido bem diferenciado
quanto as regides de cabeca e tronco, imerso no interior da bolsa amini6tica, com medidas de
comprimento igual a 39,87 mm e didmetro da cabega igual a 21,80 mm (Fig. 2E). Ja o CR correspondeu a
64,627+3,895 mm (Tabela 1). Nessa idade pode-se inferir que o estagio de desenvolvimento do animal ja
correspondia a de feto, haja vista que os espécimes ja possuiam caracteres externos tipicas para a
espécie ovina. O mesmo, apresentou a pele lisa e transparente. As vesiculas épticas possuiam forma oval,
as saliéncias auriculares (meato acustico externo) encontravam-se em desenvolvimento para formacao
do pavilhdo auricular externo. A cavidade oral e nasal separavam-se e visualizavam-se os ductos nasais e
a boca ja formada e aberta. As costelas estavam mais desenvolvidas, a articulacdo do cotovelo e joelho
eram bem desenvolvidas, os raios das falanges dos membros toracicos e pélvicos foram evidenciados. A
saliéncia hepatica estava menos evidente na regido abdominal (Fig. 3E). Nessa idade foi possiivel
observar a diferenciacdo sexual com presenca do prepucio do pénis, vista em um exemplar. Os demais
espécimes, total de trés, ainda ndo apresentavam tubérculo genital diferenciado. Dessa forma, afirma-se
que a referida idade de 50 dias, foi o momento de transicao entre embrido e feto (Fig. 4D).

60 dias (3 fetos)

Aos 60 dias, por ser um feto grande, as aferi¢des ficaram comprometidas na avaliagdo da
ultrassonografia transretal, pois sé era possivel visualizar partes dos fetos nas imagens que se obtinha,
mas pode-se observer ainda coluna vertebral e placentoma (Fig. 2F). Nessa idade, obteve-se um CR de
107,166+5,142 mm conforme consta da Tabela 1. As estruturas fetais eram mais acentuadas comparado
ao estagio analisado anteriormente e a curvatura fetal era muito reduzida. A pele era lisa, transparente e
evidenciava a presenca de vascularizacdo na regido de cabecga. As vesiculas 6pticas possuiam forma oval,
as saliéncias auriculares (meato acustico externo) encontravam-se mais desenvolvidas para formacdo do
pavilhdo auricular externo. Nesta fase, a cavidade oral e nasal separavam-se e estavam evidentes. As
costelas estavam mais desenvolvidas, a articulagdo do cotovelo e joelho eram bem desenvolvidas, com
presenca das unhas em ambos os membros. A saliéncia hepatica era menos evidente na regido abdominal
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(Fig. 3F). Foi possivel observar que a diferenciacdo sexual esteve presente em todos os fetos, a exemplo
das estruturas observadas como prepucio do pénis e bolsa escrotal, bem como, glandula mamaria e vulva
(Fig. 4E).

Dos achados relacionados ao CR, volume e peso, pode-se observar que durante a fase inicial
compreendida entre 15 dias a 30 dias, houve pouco crescimento embrionario, sem significancia
estatistica. Ja as fases subsequentes (40 - 60 dias), houve diferenca significativa, com valores expressivos
aos 60 dias (Tabela 1). Destacou-se ainda que o momento de transicao entre 30 dias e 40 dias, houve um
crescimento significativo no CR como mostra na figura 5.

B CROWN-RUMP {mm)

120
100
80 64,627
60 46,006
40

107,166

20 0,451 0,567 1,962

0 — — —

Idades 15 20 30 40 50 60
(dias)

Fig.5. Dados comparativos do CR em funcdo das idades gestacionais. Observou-se as 15 dias
(0,451mm), 20 dias (0,567mm), 30 dias (1,962mm), 40 dias (46,006mm), 50 dias (64,627mm) e 60 dias
(107,166mm).

Ja no que diz respeito as mensuragcdes embriondrias e fetais, observou-se que as variaveis, CpC,
CC, DBP, DO, CpT, CpMP, PT e PA, apresentaram diferenca estatistica entre todas as idades, permitindo
que se afirme que tais estruturas se desenvolvem de maneira homogénea. Foi evidenciado, ainda, que
tais varidveis aumentaram rapidamente entre no intervalo de dias entre as idades 30 para 40 dias
(Tabelas 2 e 3).

Tabela 2.Valores de média + desviopadrao do dados biométricos da regido cranial dos embrides e fetos de
ovinos.

Periodo (dias) p-valor

Variaveis n (embides/fetos) (ANOVA)
(mm) 30 dias 40 dias 50 dias 60 dias

(5) (3) 4 (5)
CpC 2,04+0,424 32,004519¢ 4875:8,61>  64,2546,65 <0,001*
cc 2,06+0,68¢ 423+115¢ 50,044,545  6875+3,77 <0,001*
DBP 0,58+0,0834 10,6£0,34c  1527+1,31b  22,45£0,79a <0,002**
Do 0,14+0,054¢ 6,30£0,17¢  845:0,58>  12,45:0,19: <0,001*
CpO 0,18+0,083¢ 74340285  8,4+0,78b 12,07+1,554 <0,001*
CpOr i 456:011° 662404475  13,4£054a 0,007%*
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Legenda: comprimento cefalico (CpC), circunferencia cefalica (CC), diametro biparietal (DBP), didmetro do olho
(DO), comprimento do olho (CpO), comprimento da orelha (CpOr).

abcd _ Médias seguidas de letras diferentes sobrescrito na linha significa diferenca estatistica (p<0,05 - Tukey);

* Significancia estatistica (p <0,05 - Tukey);

** Significancia estatistica (p <0,05 - Kruskal-Wallis).

Tabela 3. Valores de média + desvio padrio dos dados biométricos em embrides e fetos de ovinos.

Periodo (dias)

Variaveis n (embrides/fetos) p-valor
(mm) 30 dias 40 dias 50 dias 60 dias (ANOVA)
(5) (3) (4) (5)

CpT 4,32+0.904 81,0+1,73¢ 101,75+8,01P 144,5+4,202 <0,002**
CpCC 2,88+0,27¢ 49,0+3,46P 54,5+1,29> 81,25+4,572 0,002%*
CpMT 0,96+0,24¢ 29,33+4,61P 34,5+1,91b 67,6+3,202 0,002**
CpMP 0,980,104 19,0+1,73¢ 30,5+1,91b 53,80+4,262 <0,001**
CpCa 0,44+0,054¢ 16,3+2,88b 18,5+1,91b 26,6+1,672 0,002**

PT 2,860,244 41,33+£2,30¢ 53,0+2,44b 89,8+1,78a <0,001**

PA 3,88+0,384 41,66+0,57¢ 58,75+2,50b 88,0+2,732 0,002**
CpCo 0,70+0,144 21,66+0,57¢ 40,25+0,50b 46,8+0,837 0,002**

DC 0,26+0,0544 1,76+0,11¢ 4,3+0,252 3,92+0,083b <0,001*

Legenda: comprimento total (CpT), comprimento cefalocaudal (CpCC), comprimento do membro toracico (CpMT),
comprimento do membro pélvico (CpMP), comprimento da cauda (CpCa), perimetro toracico (PT), perimetro
abdominal (PA), comprimento do cordao umbilical (CpCo), didmetro do cordao umbilical (DC).

abcd . Médias seguidas de letras diferentes sobrescrito na linha significa diferenca estatistica (p<0,05 - Tukey);
* Significancia estatistica (p <0,05 - Tukey);
** Significancia estatistica (p <0,05 - Kruskal-Wallis).

DISCUSSAO
Para a export comentarios sobre os resultados nesta pesquisa, bem como comparer esses achados ao
que preconiza a literatura e ainda export nossa posi¢do sobre os resultados obtidos, optamos por discuti-
los utilizando artigos publicados com dados de humanos, roedores e ruminantes, uma vez que dada a
baixa incidéncia de publicacoes relativas a morfologia do desenvolvimento embrionario de pequenos
ruminantes.

Com base nesse entendimento, destaca-se que estudos pioneiros sobre o tema foram descritos
em roedores e humanos, os quais citam diferentes modelos e estagios de desenvolvemento embrionario
e fetal, onde se evidencia, uma certa divergéncia na literatura, a exemplo, temos os trabalhos de Theiler
(1989) e Sterba (1975), que relataram 27 estagios em ratos e toupeira europeia, respectivamente. Ja a
Nomina Embrioldgica Veterinaria (2006) estabelece 15 estagios e, ainda do critério de Carnegie, define
23 estégios para os embrides de vertebrados (Moore & Persaud 2007). Mello (1989), em estudos com
humanos menciona trés etapas distintas, o periodo pré-embrionario que vai da fecundacao a terceira
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semana de desenvolvimento, o periodo embrionario da 42 a 82 semana e o periodo fetal que se estende
do 3° més ao término da gestacdo. De uma forma geral, pesquisas recentes relatam a descricao do
desenvolvimento embrionario e fetal baseada no aparato de informagdes que levam em consideracao a
idade, as mudangas corporais por diferenciacdo gradual, aumento do tamanho do corpo e peso, e
desenvolvimento total de sistemas e 6rgdos, como descrito em gatos (Knospe 2002), coelhos (Beaudoin
et al. 2003), bovinos (Assis Neto et al. 2009) e cutia (Oliveira et al. 2017). Entendendo que este tltimo
autor e colaboradores apresentaram um conjunto de resultados bem sélidos sobre o tema, decidiu-se por
adotar o mesmo método utilizado por esse autores para padronizar o desenvolvimento pré-natal da
espécie ovina.

No presente estudo foi realizado uma descricio externa dos embrides e fetos com idades
previamente definidas e considerando a utilizacdo e acompanhamento de protocolo hormonal de
sincronizacao e inducdo do cio, seguida, da obten¢do de dados de mensuracdes biométricas, apos
confirmacdo da prenhez, dentre elas destaca-se o comprimento occiptosacral (“Crown-Rump”/CR) dos
embrides e fetos, mensuracdo amplamente utilizada como metodologia de estimativa da idade pos
implantacional em diversos mamiferos, como descrito nas tabelas de Evans & Sack (1973) e Noden &
Lahunta (1990).

Contudo, é preciso que estudiosos sobre o tema atentem para o fato de que essa medida (“Crown-
Rump”/CR) ndo pode servir de pardmetro para estimar estagios de desenvolvimento entre espécies, pois
representa por se s6 um dado intrinseco de cada espécie, possivelmente pode variar muito em fung¢io do
numero de individuos em desenvolvimento. Essa premissa pode ser verificada, por exemplo, quando
analisados os dados dessa pesquisa e compara-los com os achados de outros pesquisadores. Neste
estudo, embrides ovinos de 15 dias, tiveram um CR igual a 0,451+0,129 mm. Morini (2009), ao estudar
desenvolvimento embrionario em bufalos, descreve que aos 10 e 15 dias de gestacao o CR era igual a 30
mm e 50 mm, respectivamente. Assis Neto et al. (2009), ao estudar suas membranas extraembrionarias
de bovinos, cita que o CR é igual a 5,6 mm na estimacao de embrides entre 10 a 20 dias de gestacao.

No entanto, é possivel inferir que é verdadeiro citar que nos estdgios iniciais de desenvolvimento
embriondrio, o concepto assumi sim uma forma de “C” ou um formato circular de aspecto translicido e
gelatinoso. Essa condicdo é consequéncia da presenca de grande quantidade de liquido
extraembriondrio, da presenca de grande niimero de células em processo de diferenciacdo que em um
momento seguinte vao formar os sistemas organicos. Essa nossa afirmacao, corrobora com o fato de que
os autores sempre se referem, exclusivamente, a presenca do coracao nas idades mais precoces do
desenvolvimento ontogénico, 6rgdo que integra o primeiro sistema organico a formar durante o processo
de ontogenia (Santos 2017).

Por fim, sobre o Crown-Rump como dado investigado em estudos com desenvolvimento
embriondrio e fetal, citam-se trabalhos realizados com ruminantes em que pode-se associar que o mesmo
varia entre as espécies quando se considera mesmo estagio de desenvolvimento em fung¢ao do tempo de
gestacdo que é préprio e distinto entre as espécies, a exemplo de bufalos que sdo 315 dias (Hafez & Hafez
2004), bovinos 280 dias (Hailen-Mariam & Pryce 2019) e ovinos 150 dias (Amir et al. 1980).

Aos 20 dias, os embrides ovinos apresentaram um CR de 0,567+0,057 mm, ainda com forma em
“circulo”, verificando-se apenas o coracao na cavidade celomatica. Dados conflitantes foram relatandos
em bufalos, o qual Morini (2009) relata um CR de 60 a 70 mm para idades de 16 e 20 dias, possuindo um
formato em “C” e visualizagdo do coragdo dividido em duas camaras, figado e intestino primitivo com
suas divisdes, cervical, média e caudal. E notada ainda, a auséncia de brotos de membros, ou somente
indicio do brotamento dos membros toracicos. Da mesma forma, observou-se para bovinos (Assis Neto et
al. 2009) dados biométricos diferentes, cujo CR foi de 7,1 mm na estimacao de embrides entre 20 a 25
dias de gestacdo. Como pode ser constatado aqui, a variacdo do Crown-Rump estaria associado
simplesmente a aspectos intrinsecos das especies, como tamanho da espécie e tempo de gestacdo.

Em embriées ovinos aos 30 dias, verificou-se um CR de 1,962+0,194 mm. Externamente
observou-se que a face do embrido estava voltada para a proeminéncia hepatica, reduzindo assim a
distancia entre a cauda e a cabeca e dando a forma do embrido de um “C”, caracteristica desta fase. Os
brotos dos membros toracicos e pélvicos estavam presentes e possuiam formato de remo. Foi visto o
tubérculo genital indiferenciado, paralelo ao membros pélvicos.

Se tratando do CR, os dados contradizem os relatados em outros ruminantes, como descrito por
Assis Neto et al. (2009) e Ferreira et al. (2011), em trabalhos com membranas fetais de bovinos e veado
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catingueiro, respectivamente, os quais citam CR de 12,3+1,3mm (25 a 30 dias) e CR de 13 mm. Além
disso, evidenciou-se ainda, diferencas entre racas de ovinos, como observado por Chalhoub et al.
(2001a,b), respectivamente em ovinos da racga Ideal apresentando um CR de 13,7+3,67mm aos 29 dias de
gestacdo e ovinos da raga Bergamadcia com CR de 13,3+1,9 mm aos 27 dias de gestacdo, mensurado a
partir da ultrassonografia. Assim, vale ressaltar que as mensuracoes foram bastantes deferentes entre os
ruminantes, inclusive entre as racas de ovinos, podendo ser explicada pela influéncia no nimero de
embrides na espécie ovina, visto que, pode variar de “um a trés” embrides/fetos durante a gestacao,
podendo causar variancia no tamanho embrionario (Quesada et al. 2002).

Aos 40 dias, os embrides ovinos apresentaram CR igual a 45,006+2,964 mm. ]Ja externamente foi
visto um crescimento rapido em relacdo a idade anterior, chamou-se atencdo pelas caracteristicas
encontradas como, inicio da formagdo das costelas e articulacio do cotovelo e joelho. As falanges
alongadas com presenca da membrana interdigital. O tubérculo genital ainda indeferenciado estando
entre os membros pélvicos e voltado caudamente. Diferentemente do que acontece em bufalo, onde
Morini (2009) relata CR variando de 21 a 30 mm nas idades de 36 a 40 dias de gestacdo, possuindo
caracteristicas externas como curvatura cervical bem pronunciada, vesicula o6ptica com forte
pigmentacao da retina, figado bem pronunciado, coragao visivel no celoma, broto pélvico e toracico bem
desenvolvido e cordao umbilical com vasos fortemente marcados e visiveis. Da mesma forma, ocorre nos
achados para bovinos (Assis Neto et al. 2009), os quais citaram um CR igual a 19 * 0,27 mm, estimando
idade variando entre 30 a 40 dias de gestacdo. Assim, chamou-se atencdo que a partir dessa fase
gestacional, acontece um crescimento acelerado do embrido, sugerindo assim, informagao importante na
escolha dessa fase para o acompanhamento da viabilidade ou até anomalias através da ultrassonografia.

Aos 50 dias, os embrides ovinos possuiam um CR de 64,627+3,895 mm. Essa fase foi
caracterizada pela diferenciagdo do embrido em feto, visto que o espécime possui as caracteristicas
externas bem formadas para a espécie. Além disso, nessa idade foi possivel observar a diferenciacdo
sexual com presencga do prepucio do pénis. Nesse aspecto, a literatura relata alguns estudos em espécies
de roedores, os quais foram de encontro ao nosso estudo, como descrito em cutias (Oliveira et al. 2017),
onde enfatiza que aos 45 dias de gestacdo, o concepto assume a conformacdo de feto em
desenvolvimento, com conformacdo caracteristica de individuo adulto e um tubérculo genital
indiferenciado. Da mesma forma, sdo diferentes os achados relatados em Octodon degus (Rojas et al.
1982), cujo caracteristica fetal iniciou-se aos 41 e 45 dias de gestacdo, bem como, em espécies de
Dasyprocta prymnolopha (Fortes et al. 2013), Oligoryzomys sp. (Favaron et al. 2012) e Necromys lasiurus
(Olio et al. 2014), os quais observaram caracteristicas fetais aos 17, 18,5 e 18 dias, respectivamente. Ja no
tocante ao CR, dados em bovinos, vdo de encontro ao nosso estudo, onde Assis Neto et al. (2009) citam
um CR de 27,9 £ 0,19 mm, estimando idade de 40 a 50 dias de gestacdo. Diferem ainda do relatado por
Morini (2009), em bufalos, onde observou fetos com CR entre 36 a 44 mm e sugerem idade gestacional
entre 46 a 50 dias.

Aos 60 dias, os fetos ovinos possuem um CR de 107,166+5,142 mm, observando crescimento
expressivo ao comparar com a idade anterior. As estruturas fetais foram mais desenvolvidas, com
presenca das costelas, articulacdo do cotovelo e joelho e presenca das unhas das falanges dos membros
toracicos e pélvicos. Foi possivel observar que a diferenciacdo sexual completa em todos os fetos
analisados, sendo observadas as estruturas prepucio do pénis e bolsa escrotal, bem como, glandula
mamaria e vulva. Ja nos bovinos, Assis Neto et al. (2009), relataram valores de CR igual a 37,6 + 0,52 mm,
podendo estimar as idades entre 50 a 60 dias e, ainda um CR de 67,5 * 0,86 mm estimando uma variagao
de 60 a 70 dias gestacionais. Da mesma forma, diferem do presente trabalho, os achados para bufalos, em
pesquisas por Morini (2009), onde descreve que para idades estimadas entre 51 a 55 dias e 56 a 60 dias
de gestacao, possuim CR de 45 a 51 mm e, 52 a 62 mm, respectivamente.

J& no que tange ao acompanhamento gestacional por ultrassonografia, observou dados
importantes com o avan¢o da gestacdo no presente estudo, porém tais estruturas sofreram variacdo no
que diz respeito a sua formacgao em determinada idade quando comparadas com outras racas de ovinos
(Tabela 4)

Tabela4. Estrututras embrionarias em diferentes ragas de ovinos a partir de observagao ultrassonografica.
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Racga Idade gestacional Estrutura Referéncia
(dias)
15 -Vesicula embrionaria;
-Embrido.
20 -Vesicula embriondria;
-Embrio.
Morada Nova 30 -Vesicula embrionaria; Presente artigo

-Delimitacdo cardiaca.

40 -Broto dos membros
toracicos e pélvicos.
50 -Diferenciacido de
cabeca e tronco
60 -Parte do embrido;
-coluna vertebral;
-Placentoma.
Bergamacia 15 -Liquido intrauterina Chalhoub (2001b)
Mesticas (Ile de 21 -Batimentos cardiacos  Calamari etal. (2002)
France x Corriedale)
25-31 -Diferenciacdo de
cabeca e tronco
45 -Vesicula embrionaria
(5,33 cm de didametro)
Corriedale 45 -Vesicula embrionaria Picazo et. (1991)
(9,6 cm de didmetro)
Sem Raga Definida 21 -Vesicula embriandria Domingues e Trein
(SRD) (1995),
Merino 26 -Diferenciacido de Kaulfussetal. (1996)
cabeca e tronco
Santa Inés 34 -Broto dos membros Azevedo etal. (2001)
toracicos e pélvicos.
36 -Diferenciacdo de
cabeca e tronco
45 -Diferenciacdo de Mattos etal. (1991)

cabeca e tronco

CONCLUSAO

Com base nos resultados, conclui-se que durante as fases gestacionais compreendidas entre 15 a 60
dias, observou-se um crescimento lento (15 - 30 dias) e acelerado (30 - 60 dias) do embrido/feto,
principalmente observado entre a passagem de 30 a 40 dias, o qual passou de um CR de 1,962+0,194 mm
para 45,006+2,964 mm. Ja quanto as informagdes morfoldgicas, as caracteristicas externas, permitem
inferir que ao concepto assume a condicdo de feto a partir dos 40 dias de gestacdo, uma vez que com base
na visualizagdo macroscopica externa pode-se afirmar seguramente que trata-se de um espécime
semelhante a um animal adulto. Ressalta ainda que o tubérculo genital se torna totalmente diferenciado a
partir dos 60 dias de gestacdo, condigdo que pode servir inclusive de parametro para estudos aplicados a
sintese de hormonios pelo embrido/feto.
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Background: The Morada Nova breed is characterized by being small animals, well adapted to the
climatic conditions of the semi-arid region in Brazil for having high prolificacy, and for constituting a
source of protein for the population, whether rural or urban. Thus, the objective of this study was to
conduct initial monitoring of pregnancy through ultrasound, as well as to monitor the estradiol and
progesterone dosage during the estrus induction protocol and early pregnancy.

Materials, Methods & Results: We used 17 ewes aged between 12 and 18 months, which were kept
at the PEA Studies Center (NEPEA) of UFERSA, Mossor6, RN, Brazil. The animals were submitted
to the estrus synchronization and induction protocol using intravaginal sponges and single-dose
applications of prostaglandin F2alpha and equine chorionic gonadotropin (eCG). Each female was
grouped with the male to be mated considering one day after mating the “first” day of gestation.
Pregnancies were confirmed by transrectal ultrasound examination. The ultrasound images were

recorded and all variables were measured. At the same time, blood samples were collected at different
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times in order to quantify estradiol (E2) and progesterone (P4) hormones.The results revealed that the
short-term estrus synchronization and induction protocol expressed a pregnancy rate of 58.82%
(10/17), with estrus parameters such as hyperemic and swollen vulva, frequent urination and
receptivity to the male being present. Attention was statistically drawn to the embryonic vesicle
diameter (EVD) measurement (in mm) at 29 days of gestation, presenting 40.12 + 2.77; and to the
embryonic vesicle length (EVL), presenting differences in three ages of 33.29 + 0.81 (29 days), 20.99
+ 3.08 (39 days) and 58.6 = 1.08 (49 days), respectively. On the other hand, fetal biometrics showed
importance in the head diameter (HD) measurement at 49 days, presenting 21.8 = 3.56 mm, and in the
ECD measurement, showing values of 0.67 + 0.08 (39 days) and 0.98 + 0.12 (49 days). It was
observed that the E2 measurements during the estrus induction protocol did not differ statistically
regarding the hormonal monitoring of E2 and P4. P4 differed statistically, with an expressive
measurement of 7.48+2.33 ng/mL at 21 days of gestation. Moreover, values of 6.93 (30 days), 8.34
(40 days), 5.63 (50 days) and 7.36 (60 days) were found for P4 (ng/mL) during the initial trimester of
pregnancy.

Discussion: The presence of intrauterine fluid was observed from 14 days post implantation,
indicating pregnancy and enabling to observe the embryo inside the embryonic vesicle. Precision in
the diagnosis with visualization in the embryo is very important, since the presence of this liquid can
be indicative of possible pathologies that increase the intrauterine volume, such as hydrometra and
pyometra. The variation in the E2 profile in relation to estrus may be explained by the difference
between species or even by the different responses to the protocols. On the other hand, P4directly
reflects the function of the corpus luteum, indicating ovarian function, being used to monitor
pregnancy, estrous cycles and postpartum ovarian activity. It is concluded that the short-term
hormonal protocol can be a viable alternative in synchronization and reproduction programs in sheep
farming, presenting low cost and a good pregnancy rate. The gestational diagnosis was possible at 14

days of gestation, and it can also be inferred that the EVL and EVD variables can be used in the initial
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gestation estimate in the Morada nova species.Lastly,it was observed that P4 at 21 days can be used as
an auxiliary measure in the ultrasound examination for hormonal quantificationto diagnose pregnancy.

Keywords: Morada Nova breed, Gestationaldiagnosis, Progesterone, Ultrasonography.

Descritores: Raca Morada Nova, Diagnostico gestacional, Progesterona, Ultrassonografia.

INTRODUCAO

Os ovinos da raca Morada Nova constituem-se uma das principais ragas nativas deslanados do
Nordeste do Brasil, sendo explorados para carne e pele, sendo altamente apreciadas nos mercados
nacional e internacional. Por serem animais de pequeno porte e bem adaptados as condigdes climaticas
do semiarido, constituem como fonte de proteina para alimentagao da populacao rural [9]. Além disso,
destaca-se pela sua alta prolificidade, caracteristica que tem chamado atencdo das pesquisas
envolvendo sua reproducao.

No tocante ao entendimento da reprodugdo dessa espécie, vale destacar que a manipulagdo do
ciclo estral tem sido uma importante ferramenta utilizada para incrementar a eficiéncia reprodutiva do
rebanho, a exemplo da sincronizagdao e indu¢do do cio, bem como utilizagdo do exame de
ultrassonografia [6,11].

Uma alternativa que possa auxiliar esse diagndstico ¢ dosagem hormonal. Exame ja utilizado
em ovinos, por exemplo, para determinar da concentracdo plasmatica de progesterona, ¢ utilizada
como um método de monitoramento da atividade ciclica reprodutiva, os quais relatam periodo
anovulatorio (anestro) baixa concentragdo plasmatica [15] e na atividade ovulatoria altaconcentragao
[12,25].

Dessa forma, objetivou-se realizar o acompanhamento inicial da gestacdo através da
ultrassonografia, bem como, monitorar a dosagem de estradiol e progesterona durante o protocolo de

indugdo do cio e inicio da gestacao
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MATERIAL E METODOS
Animais
Foram utilizadas 17 ovelhas da raga Morada Nova vermelha, com idades variando de 12 a 18
meses, os quais foram mantidos no Nucleo de Estudos PEA (NEPEA) da Universidade Federal Rural
do Semiarido (UFERSA), Mossoro-RN.
Protocolo de sincronizacdo
Foi utilizado o protocolo de sincronizagdo e indugao do cio, através da utilizagdo de esponjas
intravaginais de acetato de medroxiprogesterona 60 mg' [Progespon” - por 7 dias], sendo que 24 h
antes da remocdo das esponjas, foram aplicados, ambos em dose unica, prostaglandina F2alfa'
[Prolise® - 1mL/animal, por via intramuscular] e gonadotrofina coridnica equina’ [Folligon® -
ImL/animal, por via intramuscular] (Figura 1). Apds 24 h, a contar da retirada do péssario, a fémea foi
agrupada com o macho durante 5 vezes, ou seja, a cada 12 h durante 3 dias, sendo as coberturas

acompanhadas visualmente.

DIA D DIA S DIA 6 DIlA 7 DIA S D:rla 9 | n:.iu\ 21 |
Introdugdo Aplicagio Retirada L ;  Ultrassonografia 32 coleta 42 coleta
(MAP) (eCG)  (MAP) | 1 E2/P4 E2/P4
I (PGF 2a) | Coberturas
12 golata 22 golata
E2/P4 E2/P4

Figura 1. Protocolo usado na sincronizacao e indugdo do cio e coleta de sangue em ovelhas.

Analises Ultrassonograficas e Hormonais
Ocorrendo a cobertura o dia “um” da gestacao foi considerado o dia seguinte ao da ultima
copula. As gestacoes foram confirmadas mediante exame de ultrassonografia transretal (infinit 15V)
previamente as coletas, através da visualizacdo dos pardmetros gestacionais. Ja as coletas de sangue
foram realizadas nos dias 0, 7, 21, 30, 40, 50 ¢ 60. A quantificagdao foi realizada pelo método

Radioimunoensaio.
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As imagens da ultrassonografia foram gravadas e todas as variaveis foram mensuradas

utilizando o programa Image J*, mediante prévia calibragio, tomando como referéncia a medida de 1
cm, padrao estabelecido na propria imagem.

Os parametros mensurados foram: DVE = diametro da vesicula embrionaria, CVE =

comprimento da vesicula embrionaria, CE = comprimento do embrido, DE = diametro do embrido,

CCC = comprimento craniocaudal, CC = comprimento da cabega, DC = diametro da cabeca, CT =

comprimento de tronco, DT = didmetro do tronco, DCE = didmetro do cordao umbilical, CP
comprimento do placentoma, AP = espessura do placentoma.
Analise Estatistica
Os resultados de viabilidade do protocolo de inducao do cio foram expressos através do
calculo de porcentagem simples, realizados com o auxilio da ferramenta Excel, do pacote Microsoft
Office 2013. Ja os dados expressos em valores de média e desvio padrao foram realizados através de
programa estatistico’.

Apos analise dos pressupostos paramétricos, diferencgas estatisticas entre os dias estudados nas
diferentes varidveis foram obtidas quando paramétricos, por ANOVA (One Way ANOVA) seguidas
por Tukey. J& os valores de progesterona e estradiol por ANOVA (One Way ANOVA RM) para
medidas repetidas seguidas por Tukey. Varidaveis ndo paramétricas foram avaliadas por Kruskal-

Wallis. O nivel de significancia estabelecido foi de 5%.

RESULTADOS
Com o protocolo de sincronizagao e inducao do cio, de curta duragdo, pode-se observar a partir da
realizacdo da ultrassonografia transretal, uma taxa de gestacdo de 58,82 % (10/17), os quais foram
observados os seguintes parametros, sinais de cio, como vulva hiperémica e edemaciada, miccao
frequente e receptividade ao macho (Tabela 1). Ja os animais com resultados negativos de gestacao,

representados por 41,17 % (7/17), ndo responderam ao protocolo, ou seja, ndo apresentaram sinais de
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cio e nao permitiram a copula (Figura 2H). Ressaltar-se ainda que o diagnostico precoce foi possivel

aos 14 dias de gestacdo, sendo visualizado a vesicula embrionaria e embrido no seu interior (Figura

2A).

Tabela 1. Avaliacao qualitativa do protocolo de sincronizagao do cio.

Sinais de estro

AnimaisPositivos
N° de

Vulva
(Total) copulas* edemaciada/ MicgaoFrequ Receptivida
ente de
Hiperémica

1 30 ; " -
2 24 + 4 .
3 36 ) N .
4 18 ] N .
5 20 _ . .
6 16 + n .
7 24 ) N .
8 26 ] N .
9 26 ] N .
10 32 " N .

*Periodo de 3 dias de observagao.
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Figura 2 — Ultrassonografia transretal em ovelhas Morada Nova, no ter¢o inicial da gestagdo. Em A,
aos 14 dias, observa-se a vesicula embrionaria (VE), embrido (seta) e liquido intrauterino (#). Em B,
aos 19 dias, evidencia-se embrido (seta) e liquido intrauterino (#). Em C, aos 29 dias, observa-se
membrana amniotica (cabeca de seta), embrido (seta) e delimitacdo da vesicula embrionaria (VE). Em
D, aos 39 dias, observa-se embrido (seta) ¢ endometrio (E). Em E, aos 49 dias, evidencia-se cordao
umbilical (C) e delimitacdo embrionaria (seta). Em F, aos 59 dias, observa-se parte dos fetos (seta) e
coluna (*). Em G, aos 59 dias, constata-se os placentomas (P). Em H, controle negativo, onde

observa-se 0s cornos uterinos vazios (seta) e bexiga (B).

Aos 14 dias de gestacao, foi possivel observar apenas um embrido, a partir da ultrassonografia,
com os seguintes dados biométricos, didmetro da vesicula embrionaria de 18,20 mm, comprimento da
vesicula embrionaria de 28,86 mm, comprimento do embrido de 9,27 mm e didmetro do embrido de
3,56 mm (Figura 2A). Da mesma forma, foi observado aos 19 dias pds copula, com tamanho
embrionario pequeno e visualizado apenas um embrido, com as seguintes afericdes, didmetro da
vesicula embriondria de 26,57 mm, comprimento da vesicula embrionaria de 39,77 mm, comprimento
do embrido de 9,85 mm e didmetro do embrido de 10,71 mm (Figura 2B). As demais fases
gestacionais foram possiveis identificar dois embrides por gestagdao, com excecao da fase 59 dias pds
copula, o qual foi dificultado pelo aumento fetal e nimero de placentomas, este ultimo com valores de

comprimento igual a 33,2 + 8,6 mm e didmetro de 21,41 + 1,22 mm (Figura 2) e (Tabela 2).

Tabela 2. Valores de média + desvio padrao dos pardmetros embriondrios e fetais em
diferentes idades

Periodo (dias) n (embrides)

p_
Variaveis 29 dias 39 dias 49 dias 59 dias
valor(ANOVA)
4) 4) 4) (3)
40,12 + 62,29 + 65,58 +
DVE b X - <0,001*
2,77 5,46 7,06

CVE 33,29+ 20,99 + 58,6 + 1,08" - <0,001*
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0,81° 3,08°
24,82 & 26,81 & 28,22 &
CCC - 0,094
0,49° 1,44 2,99°
11,82 + 11,22 + 11,65 +
CcC - 0,632
0,36 1,36 0,64
11,21 = 10,41 +
DC ) . 21,8 3,56 - 0,018%*
0,22 1,18
. 19,09 + 12,11 + 104,3 +
CT 15,6 £ 0,36 . ) 0,003*
1,21 0,65 7,52°
; 13,53 = 27,96 £ 33,98 +
DT 8,87 +0,16 ) 0,003*
031° 0,86 0,51
DCE 0,83 + 0,04 0,67 = 0,08° 0,98 +0,12° - 0,001%*

Legenda: DVE = diametro da vesicula embrionaria, CVE = comprimento da vesicula embrionaria,
CCC = comprimento craniocaudal, CC = comprimento da cabeca, DC = didmetro da cabeca, CT =
comprimento de tronco, DT = didmetro do tronco, DCE = diametro do cordao umbilical.

abed Nedias seguidas de letras sobrescritas diferentes na linha, significa diferenca estatistica

(p<0,05 — Tukey); *Significancia estatistica ( p < 0,05 — ANOVA); ** Significancia estatistica (p
<0,05 — Kruskal-Wallis).

No que diz respeito ao acompanhamento hormonal de estradiol (E2) e progesterona (P4),
observou-se que durante o protocolo de inducdo do cio, as aferigdes de E2 ndo diferiram
estatisticamente, inferindo assim, ndo ser o melhor parametro para iniciar uma cépula, devendo ser
associado aos sinais de cio (Tabela 3). A P4 diferiu estatisticamente, com mensuragdo expressiva de
7,484+2,33 ng/mL aos 21 dias de gestacao, dessa forma, podendo ser uma alternativa a ultrassonografia
no diagnostico gestacional (Tabela 3). Durante o terco inicial da gestacdo, verificou-se para E2
(pg/mL) valores de 59,55 (30 dias), 237,5 (40 dias), 169,5 (50 dias) e 135,7 (60 dias), e para P4

(ng/mL) observou-se 6,93 (30 dias), 8,34 (40 dias), 5,63 (50 dias) e 7,36 (60 dias).

Tabela 3. Valores de média + desvio padrao da dosagem hormonal de estradiol e progesterona
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durante o protocolo de inducao e inicio da gestacdo em ovelhas. Total de animais analisados foram 10.

Variaveis Momento 1 Momento 2 Momento 3
Estradiol
132,33 +£35,07* 153,74 +42,34* 137,29 + 49,04*
pg/mL
Progesterona
1,74+ 0,97 0,29 +0,1° 7,48 +2,33°
ng/mL
Legenda: momentos da quantificagdo, (1) antes da esponja, (2) no dia da 1? copula, (3) no 21° dia
pos copula.
a,b,c

Me¢dias seguidas de letras sobrescritas diferentes na linha, significa diferenca estatistica
(p<0,05 — Tukey).

DISCUSSAO

No presente estudo foi possivel identificar mudangas no aparelho reprodutor, com a presenga
de liquido intrauterino e diagnosticar a gestacdo aos 14 dias p6s implantacional, sendo observado um
embrido no interior da vesicula embrionéria, medindo comprimento da vesicula embriondria de 28,86
mm, comprimento do embrido de 9,27 mm e didmetro do embrido de 3,56 mm. Semelhante ao nossos
achados, foi descrito por Moraes et al. [16], ao estudarem ovinos da raca Santa Inés, onde relata que a
partir do 15° dia da cobertura foi possivel identificar a presenga de liquido intrauterino sendo
considerado o primeiro indicativo de gestagao.

Da mesma forma, em animais da raga Bergamacia, Chalhoub et al. [6] observaram a presenga
de liquido intrauterino no 15° de gestagdo em 42,1% dos animais e no 20° dia em apenas 5,3%.
Embora a presenca do liquido intrauterino seja um indicativo de gestacdo, ¢ importante que o
diagnostico seja preciso com a visualizagdo no embrido, visto que precisamos descartar possiveis
patologias que aumentam o volume intrauterino, como hidrometra e piometra.

Na raga Morada Nova, o diagnostico de gestagdo foi possivel aos 14 dias, a qual foi

visualizada a vesicula embrionaria ¢ embrido. Diferentemente foi encontrado na raga Santa Inés, o
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qual Moraes et al. [16] descreveram a visualizagao da vesicula embrionaria aos 16° dias de gestacao e,
tardiamente, aos 22° dias. Difere ainda em fémeas da raga Bergamacia, o qual Chalhoub et al. [6]
registraram um valor médio equivalente a 17,6 £ 1,7 dias, mas as primeiras observagdes ocorreram ja
a partir do 15° dia e as ultimasno 21° dia. Da mesma forma, avaliando ultrassonograficamente ovelhas
sem raca definida, Domingues e Trein[8] detectaram a presenga da vesicula embriondria somente no
21° dia de prenhez, comentando ser possivel identificar uma area anecoica bem delimitada. Nesse
aspecto a literatura varia demais de acordo com as diversas racas de ovinos, isso pode estar
relacionado com diferengas intrinsecas a cada raga ou até mesmo com a habilidade do profissional que
desempenha o exame.

Ainda sobre o diagnostico de gestagdo, ¢ importante citar que, os placentomas podem ser uma
importante variavel para diagnodstico. Em nosso estudo, foi possivel a visualizagao a partir dos 21 dias
pos copula, entretanto foi bem evidente aos 59 dias. Na literatura sdo descritos resultados conflitantes,
a exemplo dos relatos de Santiago Moreno et al. [21], os quais citam que os placentomas podem ser
visualizados a partir do 16° dia com transdutor de 7,5 MHz.

Ja utilizando transdutores de 5,0 MHz, Buckrell [4] identificou placentomas a partir do 20° dia,
Calamari et al. [5], a partir do 25° dia, Fernandes [10] e Azevedo et al. [1], a partir do 28° e, Doizé et
al. [7] a partir do 32° de gestacdo. Da mesma forma, com transdutor de dupla frequéncia (5,0 e 7,5
MHz), Chalhoub et al. [6] visualizaram placentomas a partir do 24° dia de gestacdo. Diante do
exposto, € possivel ressaltar que os dados aqui obtidos foram bastantes diferentes, podendo ser
justificado pelo modelo de equipamento utilizado.

A diferenciacdo do embrido em cabeca e tronco, foi evidenciada a partir dos 29 dias pds
implantacional na raga morada nova. Resultado diferente do proposto por Moraes et al. [16] na raca
santa Inés, o qual citaram uma média de 34,2 £ 2,0 dias. J4 Kaulfuss et al. [13], relataram a
diferenciagdo em ovinos das ragas Merino, no 26° dia gestacdo, e Bergamacia, que variando entre o

25° e o 31° dia. Tais resultados sao diferentes entre as racas e podem estar relacionado a prolificidade
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de cada raca, ou seja, a quantidade de fetos por gestagdo pode antecipar ou deixar tardio essa
diferenciagdo entre cabega e tronco.

Durante o protocolo de estimulagdo do cio, no presente estudo, verificou-se uma média de
estradiol igual a 153,74 + 42,34 pg/mL durante a fase de estro e, 137,29 + 49,04 pg/mL aos 21 dias
pos copula, momento de gestacdo confirmado por ultrassonografia. Nossos resultados sao
complementados por Uribe-Velasquez et al. [24], onde relataram valores de 15,50 = 1,75 pg/mL e
17,10 + 1,75 pg/mL, respectivamente para os dias -2 e -1 pré-ovulatorios, para ovinos.

Resultado diferente foi descrito por Baird e Scaramuzzi[2], em ovinos, os quais citaram
valores de E2 igual a 8,74+1,35 pg/mL no primeiro dia apds ovulagdo, no quarto (14,42+1,35 pg/mL)
e no décimo dia (19,84+1,35 pg/mL). Ja Samad et al. [20], observaram que no proestro a concentragao
era de 19,25 + 1,39 pg/mL e 16,98 + 0,59, no estro 29,60 + 3,05 e¢ 23,83 £ 0,25 pg/mL, no metaestro
14,23 £ 0,96 e 9,06 = 0,34 pg/mL e no diestro 14,92 + 0,84 ¢ 10,34 + 0,33 pg/mL, em novilhas e
vacas, respectivamente.

Viao de encontro ainda, os relatos de Oba [17], onde cita valores de 43,32 10,51 pg/mL no
estro, 22,56 + 10,51 pg/mL no metaestro e 22,61 £ 10,51 pg/mL no diestro para bufalas mesticas
Murrah adultas. Importante destacar que os resultados mostraram grande variagdo do perfil de E2 em
relagdo ao estro, talvez seja explicado pela diferenca interespécies ou até pelas diferentes respostas aos
protocolos hormonais utilizados nos experimentos.

Ja no tocante a concentragdo sanguinea de progesterona (P4), esta reflete diretamente a funcao
do corpo luteo, indicando a fun¢do ovariana e tem sido utilizada para monitorar a gestagado, ciclos
estrais e atividade ovariana pos parto [17]. Na pratica esse acompanhamento tém sido frequente em
cadelas, como descrito por Benetti et al. [3], ao citarem dosagens de P4 no final do proestro (2,85ng
ml-1), durante o estro (5,2ng ml-1), terco médio da gestacdo (36,9ng ml-1), no final da gestagao
(4,10ng/ml) e no pos-parto imediato (<1,0ng ml-1).

No presente estudo, em ovelhas, a dosagem de P4 aos 21 dias pos copula aferiu-se média de
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7,48 + 2,33 ng/mL e foi ainda confirmado a gestacdo mediante exame de ultrassonografia. Resultado
semelhante foi descrito por Leyva et al. [14], onde evidenciaram valores de até 7,6 ng/mL durante a
fase diestro em ovinos. Os achados discordam do observado por Scaramuzzi et al. [22], em ovinos,
sendo descrito valores de P4 igual a 3,43 + 0,33 ng/mL no inicio da fase diestro ¢ 4,91 + 0,33 ng/mL,
durante a metade da fase diestro. J& Pandey[18] em trabalhos com bufalas, relatou que a P4 ¢
extremamente baixa no estro (dia 0), com o valor médio de 0,02 ng/mL, alcangando um pico de 5,21 +
0,5 ng/mL no 15° dia do ciclo. Difere ainda estudos em novilhas Murrah, onde Singh e Madan[23]

relataram niveis plasmaticos de progesterona de 2,81 +1,48 ng/mL durante diestro

CONCLUSAO

Com base nos resultados, podemos concluir que o protocolo hormonal de curto periodo pode
ser uma alternativa vidvel na sincronizagdo e programas de reprodugdo na ovinocultura, apresentando-
se de baixo custo e com boa taxa de gestacdo (58,82 %) no presente estudo.

O diagnostico gestacional na raca morada nova, foi possivel aos 14 dias de gestagao,
evidenciando a vesicula embriondria e embrido.De acordo com os achados biométricos, pode-se
inferir que a varidvel de comprimento da vesicula embriondria pode ser utilizada na estimativa inicial
de gestacao na espécie morada nova.

A dosagem de progesterona aos 21 dias de gestacao, com valor de 7,48 & 2,33 ng/mL, pode ser

utilizado como medida auxiliar ao exame de ultrassonografia, para diagndstico de gestagao.
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RESUMO

Os glicosaminoglicanos (GAGs) sao heteropolissacarideos distribuidos de forma variada nos tecidos,
estando envolvidos no processo de organizagao dos componentes da MEC e manuten¢do da gestagao.
Assim, objetivou-se descrever os GAGs no sistema reprodutor feminino e placenta de ovinos da raca
Morada Nova com 15, 20, 30, 40, 50 e 60 dias de gestagcdo. Foi realizada a sincronizacao do cio de 10
fémeas, posteriormente, estas foram agrupadas com um macho, sendo considerada o dia 1 da gestacao
o dia seguinte a ultima copula. As gestacdes eram confirmadas por meio de ultrassonografia transretal
anteriormente a realiza¢ao das eutanasias. Os fragmentos dos 6rgdos do sistema reprodutor e placenta
foram coletados e processados para confeccao de blocos histologicos e posterior obtencao de cortes de
5 wm, estes corados com H&E, tricomio de gomori e azul de toluidina 0,1%. A imunohistoquimica foi
realizada através da marcagao com anticorpos anti-CS e HS. A mucosa e submucosa da tuba uterina, e
mucosa e endométrio dos cornos e corpo uterino apresentaram alta secre¢ao de mucopolissacarideo
com forte marcacdo anti-CS e fraca anti-HS. J& a cérvix marcou-se fracamente para os anticorpos
Anti-CS e Anti-HS. Na vagina, a imunohistoquimica revelou forte marca¢ao ao anticorpo Anti-CS,
entretanto, o anticorpo Anti-HS foi fortemente marcado na mucosa e fracamente na submucosa.

Quanto a relagdo utero/placenta e placentoma, através do tricromio de gomori foi possivel notar uma
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rica vascularizacdo e presenga moderada de tecido conjuntivo e, na imunohistoquimica, pode-se
observar forte marcagao Anti-CS nas regioes de mucosa, endométrio e placentoma. Diferentemente, o
anticorpo Anti-HS mostrou fraca marcagdo na submucosa e forte no endotélio. Os GAGs possuem
importante participacao no sistema reprodutor e placentoma durante o terco inicial da gestagdo, sendo
o CS o principal GAG verificado, desempenhando suas fungdes na remodelacdo uterina e do

placentoma, permitindo uma gestagao satisfatoria.

Palavras-chaves: mucopolissacarideos, placentoma, remodelacao, morfologia

1. INTRODUCAO

Os glicosaminoglicanos (GAGs) sao heteropolissacarideos formados por unidades alternadas
de hexosamina e acucar ndo-nitrogenado unidas por ligagdes glicosidicas (Nader, Dietrich,
Buonassisi, & Colburn, 1987). Sdo denominados de condroitim 4 e 6 sulfato, dermatam sulfato,
heparam sulfato, heparina, queratam sulfato e 4acido hialurénico (Fraser, Laurent, & Laurent, 1997;
Bau, Nader, & Dietrich, 2000).
Os GAGs estao envolvidos em diversas fungdes biologicas como adesdo, migracao e proliferacdao
celular, secrecdo de proteinas e expressao génica, atuando na maturacao de tecidos especializados
como a placenta e como organizadores dos componentes da MEC (Lopes, Dietrich, & Nader, 2006;
Dreyfuss et al., 2009). Na gestacdo, os GAGs encontrados nos 6rgaos reprodutivos participam dos
processos de decidualizagdo, implantacdo, desenvolvimento uterino, no parto, na involugdo uterina
pos-parto (Oliveira et al., 2015), no processo da formagao do tampao mucoso e na abertura da cérvix
uterina (E1 Maradny et al., 1997), sendo bastante sensiveis as variagdes hormonais (Simdes, Oliveira-
Filho, Nader, & Baracat, 2012).

Devido sua importancia, os GAGs tém sido amplamente estudados, a exemplo dos trabalhos
envolvendo andlises no aparelho reprodutor e placenta, como em especies de ratos (Cubas et al.,

2010), Coelho (Endo & Yosizawa, 1975), cutia (Oliveira, 2016), cadelas (Linharattanaruksa,
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Srisuwatanasagul, Ponglowhapan, Khalid, & Chatdarong, 2014), mulheres (Nasciutti et al., 2006),
vacas (Bergqvis & Martinez, 2006) e ovelhas (Greiss & Wagner, 1983; Fosang, Handley, Santer,
Lowther, & Thorburn, 1984 Ott, Wiley, & Bartol, 1997).

Considerando que os GAGs participam direta ou indiretamente de diversos processos
fisiologicos e patologicos e pela inexisténcia de dados durante o terco inicial da gestacdo na raca
Morada Nova, objetivou-se descrever o padrao dos GAGs nos 6rgaos do sistema reprodutor feminino
e placenta, podendo assim proporcionar dados que estimulem novos estudos na biomedicina e

suplementagdo, visando a reducao de perdas gestacionais.

2. MATERIAL E METODOS
2.1 Animais, local do experimento e bioética

Foram utilizadas 10 ovelhas da raga Morada Nova vermelha, com idades variando de 12 a 18
meses, 0s quais foram mantidos no Nucleo de Estudos PEA (NEPEA) da Universidade Federal Rural
do Semi-Arido (UFERSA), Mossor6-RN. Previamente, o projeto foi submetido e¢ aprovado pela
Comissdo de Etica no Uso de Animais (CEUA) com o seguinte protocolo n® 23091.013528/2018-48.
2.2 Protocolo de indugao do cio

Foi realizado o protocolo de sincronizagdo do cio, através da utilizagdo de esponjas
intravaginais contendo 60 mg de acetato de medroxiprogesterona (MAP, Progespon, Sytex,
Argentina) por 7 dias, sendo que 24 horas antes da remogado das esponjas, foram aplicados, ambos em
dose unica, prostaglandina F2alfa (Prolise, [0,150mg/2ml]), na dose de Iml/animal, por via
intramuscular e gonadotrofina corionica equina - eCG (Folligon, [S000UI/10ml]), na dose de
500UI/Animal (1ml/animal), por via intramuscular. Ap6s 24 horas, a contar da retirada do pessario, a
fémea foi agrupada com o macho durante cinco vezes, ou seja, a cada 12 horas durante 3 dias, sendo

as coberturas acompanhadas visualmente. O tempo de observacao foi de uma a duas horas em média.
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Ocorrendo a cobertura, o dia 1 da gestacdo foi considerado o dia seguinte ao da ltima copula.
As gestacoes foram confirmadas mediante exame de ultrassonografia transretal (infinit i5V,
Ultramedic®) previamente as coletas, através da visualizagdo dos parametros gestacionais.
2.3 Protocolo de eutanasia

Uma vez confirmada a gestacdo, os animais foram submetidos ao processo de eutanésia. Para
isso, foram submetidos inicialmente ao protocolo anestésico, com jejum alimentar de 12 horas e
hidrico de 10 horas. Posteriormente foi realizada a medicacdo pré-anestésica (MPA) mediante
administragdo de xilazina a 1% (dose - 0,1 mg.kg™), por via IM, ap6s cinco minutos, foi realizado a
indugio anestésica com administragio de cetamina a 10% (dose - 2,0 mg.kg™), por via IM, e, depois
de dez minutos, observou-se o plano anestésico e foi adiministrado cloreto de potassio a 19,1% (dose
— Iml/kg), por via IV. O o6bito do animal foi comprovada através da auséncia dos batimentos
cardiacos, utilizando estetoscopio (CFMV, 2002). Em seguida, procedeu-se a abertura da cavidade
abdominal e retirada do sistema reprodutor feminino para posterior analise. As idades de estudo foram
dos dias 15, 20, 30, 40, 50 e 60 pos-copula.
2.4 Microscopia de luz

Os fragmentos dos oOrgdos reprodutivos foram coletados e fixados em solucdo de
paraformaldeido 4% tamponado com fosfato de sddio 0,1 M, pH 7,4 por 72 horas. Posteriormente,
foram desidratados em concentracdes crescentes de etanol, diafanizados em xilol, incluidos em
parafina e em seguida obtidos os cortes histologicos de 5 a 7um em micrétomo (LEICA RM2235), os
quais foram corados com hematoxilina-eosina, tricomio de gomori e azul de toluidina 0,1% e, depois
analisados e fotografados em microscopio de luz (Leica DM 500 HD) com camera acoplada (LEICA
ICC50W). A nomenclatura adotada para descri¢ao dos resultados foi da International Commitee on
Veterinary Gross Anatomical Nomenclature (2012).

2.5 Imunohistoquimica
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Para imunohistoquimica, os cortes de 5 um foram aderidos em laminas silanizadas,
desparafinizados em xilol, reidratados em concentragdes descrescentes de etanol (100 a 50%) por
cinco minutos em cada e imersos por cinco minutos em tampao fosfato (PBS; 137 mM NaCl/2.7 mM
KCl1/4.3 mM Na2HPO4/1.4 mM KH2PO4; pH 7.3) para lavagem. A exposicao antigénica dos tecidos
foi realizada em tampao citrato (10 mM, pH 6,0), utilizando aparelho de micro-ondas (60° C, 5 min),
seguida por trés lavagens em PBS por cinco minutos cada. Para bloqueio das proteinas, foi utilizado
protein block, seguidas de trés lavagens em PBS por cinco minutos cada. A peroxidase endogena e
reacOes inespecificas foram utilizados uma solugcdo de 3% de perdxido de hidrogénio por vinte
minutos, seguidas de trés lavagens em PBS por quinze minutos cada. As sec¢des foram incubadas
com anticorpo primario a 4°C overnight, em cadmara tmida. A expressdao tecidual dos GAGs foi
determinada com o uso dos anticorpos contra condrotin sulfato (AC monoclonal, Abcam, 1:100),
contra perlecan - heparan sulfato (AC monoclonal, Abcam, 1:100). Posteriormente, realizou-se trés
lavagens em PBS por quinze minutos cada. Em seguida, os cortes foram incubados por 30 minutos
com anticorpo secundario universal Anti-Mouse IgG (H+L) (Universal Pan-Specific, Vector
Laboratories). Logo apos foi realizado trés lavagens em PBS por cinco minutos. Para visualizagdo da
reacao foi utilizado o revelador cromogen no escuro. Em seguida procedeu-se a coloracdo HE durante
dez segundos, seguido de banhos em 4gua destilada por cinco minutos, alcool 95% e 100% por cinco
minutos, alcool/xilol, xilol I e II por cinco minutos, para evidenciar o controle negative. As laminas

foram montadas com uso de Permount ® (Fisher Scientific), analisadas e fotografadas.

3. RESULTADOS
A tuba uterina ovina apresentou grande atividade mucopolissacarideo nas regides de mucosa e
submucosa como revelou as coloragdes de azul de toluidina e tricomio de gomori. Tais atividades

foram confirmadas com forte atividade dos Gags Anti-CS e fracamente Anti-HS (Figura 1).
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Figura 1. Tuba uterina de ovinos submetidas a técnicas histoldgicas, gestacdo de 60 dias. Em A,
observou-se a regido de mucosa (1), submucosa (2) e camada muscular (3) submetida ao azul de
toluidina. Em B, observou-se a diferenciacao dos tecidos epitelial (1), conjuntivo (2) e muscular (3)
submetida ao tricomio de gomori. Em C, evidenciou-se a marcagdo fraca da mucosa (1), submucosa
(2) e camada muscular (3) submetida ao anticorpo Anti- HS. Em D, observou-se a mucosa (1),
submucosa (2), camada muscular (3) e serosa (4), com detalhe na submucosa, sendo marcada

fortemente com Anti-CS. Em E, aos 60 dias observou-se o controle negativo (NEG).

Em relagdo ao utero, foi visto que os cornos uterinos apresentaram grande atividade secretoria de

mucopolissarideo nas regdes de mucosa e endometrio representadas pelas glandulas endometriais,
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além disso, possui grande quantidade de tecido conjuntivo, revelada a partir das coloracdes de azul de
toluidina e tricomio de gomori. A composi¢ao foi confirmada pela marcacao forte ao anticorpo Anti-

CS e fracamente ao Anti-HS (Figura 2).
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Figura 2. Corno uterino de ovinos submetidas a técnicas histologicas durante o inicio da gestacdo. Em
A, gestagdo aos 50 dias, observou-se a regido de mucosa (seta) e glandulas endometriais fortemente
marcadas ao azul de toluidina. Em B, gestacdo aos 50 dias, observou-se a diferenciacao dos tecidos
epitelial (seta), conjuntivo (1) e muscular (2) submetida ao tricomio de gomori. Em C, gestacao aos 15
dias, evidenciou-se a marcagdo forte da mucosa (seta), glandulas endometriais (1) e submucosa (2)
submetida ao anticorpo Anti-CS. Em D, observou-se o detalhe da marcacdo Anti-CS nas regides de
epitélio da mucosa (seta), submucosa (1) e glandula endometrial (*). Em E, gestacdo aos 60 dias,
observou-se marcagao fraca na regido de mucosa (seta) e submucosa (1) submetida ao anticorpo Anti-
HS. Em F, detalhe da marcagdo Anti-HS nas regides de epitélio da mucosa (seta), submucosa (1) e

glandula endometrial (*). Em G, aos 15 dias observou-se o controle negativo (NEG).

No que tange ao corpo uterino, este apresentou grande atividade secretoria de mucopolissacarideo
nas regides de mucosa e endométrio representadas pelas glandulas endometriais, revelada a partir das
coloragdes de azul de toluidina e tricomio de gomori. As secrecdes foram confirmadas pela
imunohistoquimica como sendo GAGs, sendo fortemente marcado por Anti-CS e fracamente ao Anti-

HS (Figura 3).
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Figura 3. Corpo uterino de ovinos submetidas a técnicas histologicas. Em A, gestacdo aos 40 dias,
observou-se a regido de mucosa (1) e glandulas endometriais fortemente marcadas ao azul de
toluidina. Em B, gestagdo aos 40 dias, observou-se a diferenciacdo dos tecidos epitelial (1) e regido
endometrial (2) submetida ao tricromio de gomori. Em C, gestacdo aos 60 dias, evidenciou-se a
marcacao forte no endométrio (1) submetida ao anticorpo Anti-CS. Em D, observou-se o detalhe da
marcacao Anti-CS nas regides de epitélio da mucosa (*). Em E, gestacdo aos 60 dias, observou-se

marcacdo fraca na regido de endométrio (1) submetida ao anticorpo Anto-HS. Em F, detalhe da



112
marcacdo Anti-HS na regido de epitélio da mucosa (*). Em G, aos 60 dias observou-se o controle

negativo (NEG).

Ja no que concerne a cérvix ovina, foi visto marcagdo positiva a partir da coloragdao de azul de
toluidina nas regides de mucosa e submucosa, além disso, a coloragdo de gomori revelou grande
quantidade de tecido conjuntivo na submucosa. Tais estruturas foram positivas para os anticorpos

Anti-CS e Anti-HS, no entanto foram marcagdes fracas (Figura 4).

Figura 4. Cérvix de ovinos aos 30 dias de gestagdo submetidas a técnicas histologicas. Em A,

observou-se a regido de mucosa (cabega de seta), submucosa (1) e glandula seromucosa fortemente
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marcadas ao azul de toluidina. Em B, observou-se a diferenciacao dos tecidos epitélio da mucosa
(cabega de seta) e tecido conjuntivo (1) submetida ao tricomio de gomori. Em C, evidenciou-se a
marcacdo fraca na regido submucosa (1) submetida ao anticorpo Anti-CS. Em D, observou-se a
marcacdo fraca na regido da submucosa (1) submetida ao anticorpo Anto-HS. Em E, observou-se o

controle negativo (NEG).

A vagina dos ovinos Morada Nova apresentou marcacao fortemente positiva na mucosa e
submucosa ao azul de toluidina, o que mostra a existencia de secrecao mucopolissaridea no 6rgao. Ja a
partir do tricomio de gomori constatou-se que a submucosa foi rica em tecido conjuntivo estando entre
as fibras musculares. Tais estruturas foram confirmadas com forte marcacao ao anticorpo Anti-CS,

todavia o anticorpo Anti-HS foi fortemente marcado na mucosa e fracamente na submucosa (Figura

5).
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Figura 5. Vagina de ovinos aos 50 dias de gestacdo submetidas a técnicas histologicas. Em A,
observou-se a regido de mucosa (seta) e submucosa (1) fortemente marcadas ao azul de toluidina. Em
B, observou-se a diferenciacao dos tecidos epitélio da mucosa (seta) e tecido conjuntivo (1) entre as
fibras musculares (2) submetida ao tricromio de gomori. Em C, evidenciou-se a marcagao forte na
regido mucosa (seta) e submucosa (1) submetida ao anticorpo Anti-CS. Em D, observou-se a
marcacao forte na regido de mucosa (*) e fraca em submucosa (1) submetida ao anticorpo Anto-HS.

Em E, observou-se o controle negativo (NEG).

Quanto a relacdo utero/placenta e placentoma, os resultados revelam grande atividade de secrecdo

mucopolissarideo tanto no ttero como no placentoma, como mostra a colaracao de azul de toluidina.
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Ja o tricomio de gomori aponta uma relagdo rica em vascularizagdo ¢ com moderado tecido
conjuntivo. Tais atividades foram confirmadas a partir da imunohistoquimica, sendo observado forte
marcacdo Anti-CS nas regides de mucosa, endométrio e placentoma. Diferentemente, o anticorpo

Anti-HS mostrou-se uma marcagao fraca na submucosa e forte no interior de vasos sanguineos (Figura

6).

Figura 6. Relacao ttero/placenta de ovinos da raga Morada Nova durante o inicio da gestacdo. Em A,

aos 50 dias de gestacdo, observou-se a regido endometrial (1) e placentoma (2) fortemente marcadas
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ao azul de toluidina. Em B, aos 20 dias de gestacdo, observou-se a diferenciacdo dos tecidos mucosa
(cabega de seta), tecido conjuntivo (1), vascularizagao na relagao utero/placenta (2) e placentoma (3),
submetida ao tricomio de gomori. Em C, aos 20 dias, evidenciou-se a marcagdao forte na regiao
mucosa (cabega de seta), endométrio (1) e placentoma (seta), submetida ao anticorpo Anti-CS. Em D,
observou-se em detalhe o epitélio da mucosa uterina com marcagao forte (*) submetida ao anticorpo
Anti-CS. Em E, aos 20 dias, observou-se a marcagao fraca na regido endometrial (1), submetida ao
anticorpo Anti-HS. Em F, observou-se em detalhe a marcagao forte do sangue no interior do vaso (V)
e fraca nas glandulas endometriais (GE) submetida ao anticorpo Anto-HS Em G, aos 30 dias,

observou-se o controle negativo (NEG).

4. DISCUSSAO
Nader et al. (1984) define que os GAGs sao heteropolissacarideos que possuem como estrutura

basica, unidades alternadas de hexosamina e agucar nao-nitrogenado unidas por ligagdes glicosidicas,
estando presentes em todas as células animais com diferengas estruturais dependendo do tecido ou do
organismo de origem. Relata ainda, que existem diversos tipos de GAGs, do tipo acido, caracterizado
por possuirem grupamentos carboxilicos (COOH) e sulfatos (SO4) a exemplos do acido hialurénico,
heparina, sulfato de condroitina, sulfato de dermatan, sulfato de heparan, dentre outras. Da mesma
forma, Merle, Durussel, Delmas, & Clézardin (1999), complementaram que os GAGs sdo
componentes da superficie celular e da matriz extracelular, interagindo com coldgenos, laminina e a
fibronectina, além de determinados fatores de crescimento.
Ja Dietrich (1984) descreveu que os GAGs estdo envolvidos em diversas fungdes bioldgicas como
adesdo, migragao e proliferagdo celular, secre¢do de proteinas e expressdo génica, atuando como
organizadores celulares, na maturagdo de tecidos especializados e permeabilidade do tecido
conjuntivo, desenvolvimento folicular, angiogénese e adequado desenvolvimento fetal.

Em relagdo a tuba uterina ovina, foi observado que aos 60 dias de gestacao apresentou-se grande

atividade mucopolissacarideo nas regides de mucosa e submucosa, sendo confirmada através da
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imunohistoquimica, grande atividade Anti-CS e fracamente Anti-HS. Semelhante ao nosso estudo foi
observado em suinos, onde Coloianu, Oancea, & Zarnescu (1997) demonstraram através de técnicas
de citoquimica e imunolocalizacdao que o principal GAG encontrado neste 6rgao em fémeas suinas foi
o CS, seguido por baixas marcacdes de DS e AH, estando o CS fortemente marcado no istmo e
também na ampola, em especial na lamina propria da mucosa. J4 em cutias, Oliveira (2016) verificou
uma variagao ao longo da gestagao, com predominio de DS e HS no terco inicial e CS e DS nos tercos
médio e final e baixas concentracdes de AH e HS. Por sua vez, Bergqvis & Martinez (2006) em
estudos com vacas, verificaram no epitélio da mucosa ¢ no fluido do infundibulo, os sindecan-1 e
sindecan-2, proteoglicano que contem HS, cujos autores acreditam estar envolvidos na capacitagdo do
espermatozdide.

Quanto ao utero, nas idades 15, 50 e 60 dias de gestagdao, observaram-se que 0s cornos € corpo
uterino foram semelhantes, ou seja, apresentaram grande atividade mucopolissaridea nas regides de
mucosa, endométrio e tecido conjuntivo, revelada a partir da marcacdo azul de toluidina. A
composi¢ao foi confirmada pela marcagdo forte ao anticorpo Anti-CS e fracamente ao Anti-HS. Em
cutia, Oliveira (2016) completa haver semelhanga entre o corno e o corpo uterino, onde apresentaram
composi¢ao dos GAGs da matriz extracelular, tendo sido encontrado o CS, DS, AH e o HS, com
decréscimo nos niveis de GAGs totais ao longo da gestagao. Da mesma forma, Endo & Yosizawa
(1975) em coelhas e Gomes et al. (2013) em camundongas citam como principais GAGs presentes no
utero, o CS, DS e o HS. Em mulheres, Nasciutti et al. (2006) encontraram como GAG predominante
no endométrio o CS, seguido pelo DS e HS, corroborando com nossos estudos.

Em ovinos da raga Morados Nova, aos 30 dias de gestacdo, a cérvix apresentou marcacao positiva
a partir da coloracao de azul de toluidina nas regides de mucosa e submucosa, além disso, a coloragao
de gomori revelou grande quantidade de tecido conjuntivo na submucosa. Tais estruturas foram
positivas para Anti-CS e Anti-HS, no entanto foram marcagdes fracas. Por sua vez, Fosang et al.

(1984) relataram em ovelhas que mudancas na matriz extracelular da cérvix sdo vistas ja no terco
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inicial de gestagdo, com o aumento da sintese de DS, queda nos niveis de proteoglicanos e acido
hialurénico no terco médio e aumento do AH a termo, acompanhado pela destrui¢do das fibras de
colageno e invasdo de células inflamatérias, fonte potencial de colagenase e proteinase. Da mesma
forma, em cutias, Oliveira (2016) relata que os principais GAGs encontrados foram DS e HS, com
baixas concentracdes de CS. Ja Souza et al. (2014) no rato albino, citam como GAGs predominantes
deste 6rgdo o HS e uma mistura formada por CS e DS. Difere ainda, os relatos de Maillot, Stuhlsatz,
Mohanaradhakrishnan, & Greilling (1979), onde verificaram que os principais GAGs encontrados na
cérvix de mulheres gestantes foram o queratan sulfato (QS), o DS, CS e o AH. Os autores
acrecentaram ainda que na gestagdo ocorreu um aumento significativo do QS e reducdo de DS e CS,
com aumento consideravel no momento do parto e aumento significativo do AH no pos-parto. Da
mesma foram, em cadelas, Linharattanaruksa et al. (2014), descrevem que o AH foi o GAG
predominante na cérvix, estando presentes também o CS, DS, QS e HS em menores concentragoes.
Toda via, foi visto uma variagdo muito grande entre os tipos de GAGs encontrado na cérvix entre as
diversas espécies, isso pode esta relacionado ao tempo gestacional diferente ou até mesmo as
particularidades individuas.

No tocante a vagina aos 50 dias de gestacdo, foi fortemente positiva na mucosa e submucosa ao
azul de toluidina, o que mostra a existencia de secre¢do mucopolissaridea no 6rgdo. Ja a partir do
tricomio de gomori constatou-se que a submucosa foi rica em tecido conjuntivo estando entre as fibras
musculares. Tais estruturas foram confirmadas com forte marcagao Anti-CS, todavia o anticorpo Anti-
HS foi fortemente marcado na mucosa e fracamente na submucosa. Semelhante aos nossos achados,
Oliveira (2016) relata que em cutias, os GAGs predominantes na vagina foram o DS, CS e o HS, com
pequenas concentracdes de AH. Da mesma forma, Ruano et al. (2011) analisando os GAGs na vagina
de ratas, observaram que ha diminuicdo dos GAGs totais € do DS em fémeas gestantes e apos o parto

comparado ao tecido de fémeas nao gestantes, tendo como GAG predominante o DS. J4 em mulheres,
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no periodo fértil, Bezerra et al. (2004) verificaram como glicosaminoglicanos padrdes para o 6rgao
uma predominancia de DS, seguido de concentragdes menores de CS e HS.

No que tange a relagdo utero/placenta (UT/PT) e placentoma dos ovinos, observou-se que aos 50
dias a marcagdo ao azul de toluidina foi positiva, revelando grande atividade mucopolissacaridea. Ja
aos 30 dias, apontou-se uma relagdo UT/PT rica em vascularizacdo ¢ com moderado tecido
conjuntivo. Tais atividades foram confirmadas a partir da imunohistoquimica, sendo observado forte
marcacdo Anti-CS nas regides de mucosa, endométrio e placentoma. J& o anticorpo Anti-HS mostrou-
se uma marcagao fraca na submucosa e forte no interior de vasos sanguineos. Diferentemente aos
nossos achados, Greiss & Wagner (1983) estudando os placentomas de ovinos, verificaram que o CS e
AH eram os principais GAGs encontrados neste tecido, estando o AH predominante no tergo inicial de
gestagdo e praticamente restrito ao mesénquima viloso fetal. Da mesma forma, Ott et al. (1997) em
ovinos, complementou que os glicosaminoglicanos estdo envolvidos na formacao dos placentomas,
sendo predominante o AH no estagio inicial da gestagdo. J4 em cutias, Oliveira (2016) relata que a
placenta nos estagios inicial, médio e final de gestacdo, possuiram CS, DS, HS e AH, em diferentes
propor¢des. As maiores concentragdes de GAGs foram verificadas na placenta madura e a termo,
constituida principalmente de DS e CS. Ainda em roedores, estudando a placenta de ratos no tergo
médio e final de gestagdo, Batbayal et al. (2006) utilizando técnica de imunohistoquimica com
marcacdo do decorin, proteoglicano formado por cadeias laterais de CS ou DS, verificaram que a
reacdo se intensificava com o avancar da gestacdo, estando no rato formado principalmente de CS,
sendo que a propor¢cdo CS e DS aumentava com a idade. Por sua vez, Lee, Jamieson, & Schafer
(1973) relataram em humanos que a maior concentragdo de GAGs ocorria na placenta jovem em
comparacao com a placenta a termo, sendo a MEC constituida principalmente de CS e HS e em menor
concentracdo o DS. Sabe-se que existe diversos GAGs participativos na gestacao, no entanto chamou-
se atengdo para o CS associado diretamante na manuten¢ao do estroma placentario, ja o HS esteve

associado na manutencao da homeostase sanguinea. Sabe-se que o HS apresenta importantes fungdes
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anticoagulantes, prevenindo a formagdo de trombos na placenta, uma vez que associa-se a

antitrombina através de uma sequéncia de pentassacarideos (Delorme, Xu, Berry, Mitchell, &

Andrew, 1998; Giri & Tollefsen, 2006).

5. CONCLUSAO

Com base nos resultados, foi visto que os glicosaminoglicanos possuem participacdo importante
no aparelho reprodutor e placentoma no terco inicial da gestagao.

Os resultados analisados da imunohistoquimica revelaram que: Atividade Anti-CS esteve
fortemente presente na tuba uterina, cornos uterinos, corpo uterino, vagina, relacio UT/PT e
placentoma. Toda via, a cérvix esteve presente fracamente. Atividade Anti-HS esteve fortemente
presente na mucosa vaginal e no interior dos vasos presentes na relacdo UT/PT. Demais estruturas
marcaram-se fracamente. Conclui-se que o principal GAG durante o terco inicial da gestagdao foi o
condroitin sulfato, desempenhando suas fun¢des na remodelacao uterina e placentoma permitindo uma
gestagdo satisfatoria.
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Abstract

Morada Nova sheep are typical of the northeast region and have the ability to reproduceseveral
times a year. This particularity has aroused the interest of research, which seeks to understand whether
there are differences between breeds, animals or even between gestational stages compared to other
sheep. Thus, the objective of this study was to describe the morphology of the placenta and its
relationship with the uterus, as well as its extraembryonic appendages during the initial trimester of
pregnancy. A total of 10 ewes synchronized for seven days were used, with the use of intravaginal

sponges and applications of eCG and prostaglandin F2alpha; they were later submitted to natural
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mating and the pregnancies were confirmed by ultrasound. The material collected referred to the 15",
20" 30", 40™ 50™ and 60™post-copulation days, with the reproductive system, placenta and
extraembryonic attachmentsbeing collected and submitted to macroscopic, morphometric and
microscopic analysis. They have a cotyledonary type placenta and chorioallantoic placentation.
Placentomes were smaller at 20 days of gestation and larger at 60 days, having a concave morphology
in a row along the horn and uterine body; moreover, hematomas were observed at 20 days of
gestation. Histologically, a circular plancentoma was observedat 20 days of gestation, compact and
well adhered to the endometrium; a loose uterus/placenta relationship was observedat 60 days with
evident chorionic villi. The epithelium of the uterine mucosa and caruncle was simple cubic, with
mononucleated and binucleated trophoblastic cells forming the chorionic region. Regarding the
extraembryonic appendages, it was seen that the umbilical cord was composed of two arteries, two
veins and an allantoic duct, only differing in their position in the juxtafetal and juxtaplacental regions.
The allantois and amnion had a simple squamous epithelium, and mesenchyme was present at all ages.

Keywords: Appendages, Morphology, Reproduction, Placentation, Sheep.

Introduction

Morada Nova sheep belong to the Ovisaries species, and are bovine ruminant mammals of the
Caprinae sub-family. It is believed that sheep were domesticated by men around 12,000 to 13,000 BC,
becoming an animal of paramount importance to humanity over time, providing the greatest source of
alternatives for subsistence with its great economic opportunity, using sheep breeding for meat, dairy,
wool and leather (Viana, 2008).

The sheep species is generally considered to be seasonally polyestrous, meaning that mating
occurs in a certain season of the year in a cyclical manner (Machado, 2007), mainly presenting periods
of estrous activity in the autumn and winter seasons when luminosity is decreasing, and its anestrus

period in the other seasons when the luminosity is increasing (Sasa et al., 2002). However, the Morada
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Nova breed is typical of the Brazilian northeast region where the four seasons are not well defined,
and thus they begin to cycle several times during the year. Such particularities have aroused research
interests in order to understand whether there are differences between breeds, animals or even between
gestational stages.

In this regard, the literature addresses descriptive studies during the initial trimester of
pregnancy in cattle (Assis Neto, 2005), buffaloes (Morini et al., 2008) and brown brocket deer
(Ferreira et al., 2011). There are general reports for sheep(Hafez, 1995; Dyce; Sack; Wensing, 2010)
and specific reports during the final trimester in crossbred breeds (Oliveira, 2017). However, there are
no data in the literature related to appendages and placenta during the initial trimester in the Morada
Nova breed.

Thus, the present study aims to describe the morphology of the placenta and its relationship
with the uterus, as well as its extraembryonic attachments during the initial trimester of pregnancy.
The information will be important to better understand the evolution of placental structures and thus

contribute to future studies involving reproductive pathologies.

Material and methods
Sheep, experiment location and bioethics
A total of 10 ewes of the Morada Nova breed with ages ranging from 12 to 18 months were
used in this study, which were kept at the PEA Studies Center (NEPEA) of the Universidade Federal
Rural do Semi-Arido (UFERSA), Mossord, RN, Brazil. The project was previouslysubmitted and
approved by the Ethics Committee on the Use of Animals (CEUA) with the following protocol no.
23091.013528/2018-48.
Estrus induction protocol
The estrus synchronization protocol was implemented using intravaginal sponges containing

60 mg of medroxyprogesterone acetate (MAP, Progespon, Sytex, Argentina) for 7 days, and
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prostaglandin F2alpha (Prolysis, [0.150mg/2ml]) at a dose of 1ml/animal and equine chorionic
gonadotropin (eCG) (Folligon, [5000IU/10ml]) at a dose of 500IU/Animal (1ml/animal) were
bothappliedintramuscularly in a single dose24 hours before sponge removal. The female was grouped
with the male 5 timescounting from the removal of the pessaryafter 24 hours, being every 12 hours for
3 days, and the matings were visually monitored. The observation time was 1 to 2 hours on average.

When mating occurred, day “one” of pregnancy was considered the day after the last mating.
Pregnancies were confirmed by transrectal ultrasonography (infinit 15V, Ultramedic®) prior to
collections.

Euthanasia protocol
The ewes were euthanizedonce pregnancy was confirmed.To do so, they were initially
submitted to the anesthetic protocol with 12-hour fasting and 8-hour water fasting. Pre-anesthetic
medication (MPA) was subsequently performed by administering 1% xylazine (dose - 0.1 mg.kg") by
via IM. Next, anesthetic induction was performed after 5 minutes with administration of ketamine at
10% (dose - 2.0 mgkg"') vialM, and the anesthetic plane was observed after 10 minutes; then,
potassium chloride 19.1% (dose - 1ml/kg) was administered via IV. The ewe’s death was confirmed
by the absence of heartbeat using a stethoscope. Finally, the abdominal cavity was opened and the
female reproductive system was removed for further analysis. Study ages were 15, 20, 30, 40, 50, and
60 days post-coupling.
Macroscopy and morphometry
The placentomes were macroscopicallyanalyzed with a stereomicroscopic magnifying glass
(Zeiss model Stemi DV4), after which they were photodocumented (canon digital camera) and
described in terms of their external morphological characteristics. Then, they were measured using a
digital caliper (Mitutoyo model 500-147-10) and weighed on an analytical scale (AL200C, Marte,
Brazil). They were subsequentlyfixed and maintained by immersion in a 3.7% aqueous solution of

formaldehyde. The body mass of the ewes was measured with a scale.
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Light microscopy
Fragments of reproductive organs were collected and fixed in a 4% paraformaldehyde solution
buffered with 0.1 M sodium phosphate, pH 7.4 for 72 hours. They were subsequently dehydrated in
increasing concentrations of ethanol, diaphanized in xylene, embedded in paraffin and then obtained
histological sections from 5 to 7um in a microtome (LEICA RM2235), which were stained with
hematoxylin-eosin, gomoritrichome and blue 0.1% toluidine and then analyzed and photographed
under a light microscope (Leica DM 500 HD) with a camera attached (LEICA ICC50W). The
nomenclature adopted to describe the results was the International Committee on Veterinary Gross
Anatomical Nomenclature (2012).
Statistical analysis
Data were expressed as mean and standard deviation values using the Minitab version
16.0statistical program (State College, PA: Minitab). After analyzing the parametric assumptions,
statistical differences between the days studied for the different variables were obtained by ANOVA
(One-Way ANOVA) followed by the Tukey’s testwhen parametric. Non-parametric variables were
evaluated by the Kruskal-Wallis test. Whenever necessary, the data underwent logarithmic

transformation. The significancelevelestablishedwas5%.

Results
The Morada Nova breed has a bipartite uterus (uterus bipartitus), as it has a septum that
separates the two horns and a prominent uterine body (Figure 1). However, as the animal becomes
pregnant, the gravid uterus undergoes changes in volume and thus loses symmetry of the bipartite

pattern, as evidenced at 60 days (Figure 1).
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Figure 1. Female reproductive system of Morada Nova sheep. In A, negative control (non-
pregnant), the ovaries (1), fallopian tube (2), uterine horns (3), uterine body (4), cervix (5), vagina (6)
and vulva (7) are observed. ). In B, the 60-day gestation is observed, where the ovaries (1), fallopian
tubes (2), uterine horns (3), uterine body (4), cervix (5), vagina (6) can be observed. and vulva (7).

Bar=1 cm.

With regard to the placenta, it is known that the sheep species has, macroscopically, the
cotyledonary placenta, as the chorionic villi appear grouped in well-defined circular regions called
cotyledons. These cotyledons develop in aglandular regions of the endometrium known as caruncles,

which are thickenings of the sub-epithelial tissue of the uterus, which unite with the fetal cotyledons



133
forming the placentome (Figure 2 and 3). It was seen that the placentomes increase in size with the
advancement of pregnancy, being very evident when comparing the ages of 15 days of gestation and
60 days (Figures 3A and 3B). It was also verified that the placentomes had a concave morphology and

that they were arranged in a row along the uterine horn and body (Figure 2B).
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Figure 2. Gestational morphology in Morada Nova sheep. In A, gestation at 20 days, where the
uterine horn (1), placentomas (2) and hematoma area (circle) were observed. In B, gestation at 60
days, where the uterine horn (1) andplacentomes (2) were observed. In C, uterus/attachment ratio at 20
days, where uterine horn (1), embryo (arrow), amnion (arrowhead) and allantois (*) were evidenced.
In D, uterus/appendage ratio at 60 days, where uterine horn (1), maternal side placentome (2), fetal

side placentome (3), embryo (4), amnion (5), allantois (*) and umbilical cord (arrow). Bar=1 cm.
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Figure 3. Morphology of the genital system of Morada Nova sheep in the initial phase of
pregnancy. In A, gestation at 15 days. Note the uterine horn (1), uterine body (2) and placentomes
(arrow). In B, gestation at 30 days. It is verified: part of the uterine body (2) and placentomes (Arrow).

In C, gestation at 40 days, where uterine body (2) and placentomes (Arrow) are evident. In D,
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gestation at 50 days, where the uterine horn (1), uterine body (2) and placentomes (Arrow) can be

observed. Bar=1 cm.

In this aspect, it was morphometrically observed that the variables increase with age, showing

higher and statistically different values at 60 days of gestation (Table 1). It was seen that some

placentomes were impregnated with bloodat 20 days of gestation, forming hematomas, which are

important in the transfer of nutrients such as iron to the embryos (Figure 2). The ages analyzed herein

reveal the chorioallantoic type regarding placentation, meaning when there is interaction of the

chorion and allantois appendages during pregnancy (Figure 2).

Table 1.Mean values + standard deviation of placentomes of Morada Nova ewes.

p-value
Period
Variables (ANOVA)
15days 20 days 30 days 40 days 50 days 60 days
No. of 90.0 £ 104.0 + 123.5+ 137.5+
77.0 82.0 0.005*
placentomes 2.83b 8.49b 4.95a 6.36a
Placentome length 7.0 £ 8.22 + 119+ 1538 + 23.19+ 25.27 +
<0.001**
(mm) 1.47¢c 0.89¢ 1.78bc 3.46b 4.92a 9.63a
Placentome diameter 6.97 8.01 11.45 + 13.45 + 18.34 + 20.04 £
<0.001**
(mm) +1.34c  0.79c 1.15bc 1.5b 4.04ab 4.59a
Placentome thickness 5.55 7.73 11.03 £ 13.21 + 142 + 15.22 +
<0.001*
(mm) +0.99¢c  0.98c 0.86b 1.45ab 1.36a 2.48a
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Placentome weight 0.64 0.89 = 1.26 + 1.75 2.77 442 +
0.001**
(2) +0.12b  0.17b 0.27b 0.55b 1.4ab 2.75a
33.05+ 28.75 + 35.75+ 3125+
Sheep weight (kg) 30.0 30.1.0 0.543

4.31a 3.18a 0.35a 7.42a

a,b,c Means followed by different letters on the line means statistical difference (p<0.05 — Tukey’s
test); * Statistical significance (p <0.05 — Tukey’s test);** Statistical significance (p <0.05 — Kruskal-

Wallis test).

Histologically, some differences were seen regarding the uterus/placental interaction. At 15,
20, 30, 40 and 50 days of pregnancy, the placentomes were more circular, compact and well adhered
to the endometrium, with the cotyledon or chorionic villi region being less evident (Figure 4). In the
60-day gestation, a loose uterus/placenta interaction was evidenced, that is, it detaches easily (Figure
4G). Furthermore, it was observed that the placentome had very evident chorionic villi (Figure 4G),
mesenchyma and evident vascularization (Figures 5B and D). The placentome epithelium was of the
simple cubic type (Figures 5SA and C), with mononucleated trophoblastic cells occupying a greater
proportion and binucleated trophoblastic cells in a lesser proportion, forming the cotyledonary region

(Figure 5B).
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Figure 4. Uterus/placental interaction in sheep during early pregnancy. In A, gestation at 15

days, the endometrium (1), placentome (2) and the uterus/placental interaction (I) are verified. In B,
gestation at 20 days, the endometrium (1), placentome (2), myometrium (3) and the uterus/placental
interaction (I) are observed. In C, an enlargement of the previous figure, showing the caruncle (*) and
cotyledon regions (Arrow). In D, E and F gestation at 30, 40 and 50 days, where the endometrium
regions (1), placentome (2) and the uterus/placental interaction (I) are verified, respectively. In G,
gestation at 60 days, where the endometrium (1), placentome (2), myometrium (3), cotyledonary
chorionic villi (VC) and the uterus/placental interaction (I) were evidenced. Hematoxylin and Eosin

staining.
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Figure 5. Placentoma at 60 days of gestation. In A, the caruncle (1), mucosal epithelium (E),
cotyledon (square) and maternal vascularization (circle) can be seen. In B, there is an increase in the
square region of the previous figure, where the cytotrophoblast (CT), syncytiotrophoblast (ST),
mesenchyme (M), mononucleated cells (Arrow) and binucleated cells (Cabeca de satd) can be
observed. In C, an increase in figure A is observed, where the simple cubic epithelium (E) and
caruncle (1) can be seen. In D, there is a procession of the circular region of figure A, where maternal
vascularization is evident with the presence of red blood cells (circle), caruncle (1) and mesenchyme

(2). Hematoxylin and Eosin staining.
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Differential analysis of toluidine blue revealed high mucopolysaccharide activity in the
endometrial gland and placentome regions (Figure 6A and B). We can observe and differentiate the
uterine mucosaregionfrom the Gomori stain, an endometrium rich in vascularization and placentome

(Figure 6C and D).

Figure 6.Uterus/placental ratio in sheep. In A and B, gestation at 50 days, where the uterine
epithelium (1), endometrium (E), placentome (P) and endometrial gland were observed, regions with
intense positive mucopolysaccharide activity in toluidine blue. In C and D, gestation at 30 days, where
the uterine epithelium (1), endometrium (E), placentome (P) and uterus/placental ratio (square) were

observed, well delimited regions in the gomori trichrome stain.
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Regarding the attachments of sheep ontogeny, umbilical cord, allantois, amnion and chorion
were also described. The umbilical cord represented a slightly flattened cylindrical structure
containing vessels surrounded by a conjunctival mass with a gelatinous appearance, peripherally
covered by the amniotic epithelium, which projects from the fetus to the placental connection with the
uterus. The vessels correspond to two arteries, two veins and an allantoic duct characterized by the
transitional epithelium (Figure 7B), however, there was a difference in the position between the
constituents of the umbilical cord, in the juxtafetal and juxtaplacental regions, with the arteries and
umbilical veins parallel to the allantoic duct in the juxtafetal portion (Figure 7A). In the juxtaplacental
portion, it was found that the arteries were in an oblique position and the veins were parallel to the
duct (Figure 7C).

Regarding fetal membranes, it was seen that the allantois is a translucent membrane and had a
simple cubic epithelium and ample mesenchyme, closed and forming a slightly amber colored fluid-
filled vesicle containing suspended particles (Figure 7D and E). The amniotic membrane has
translucent aspects, it was composed of a simple squamous epithelium supported by little
mesenchyme when compared to the allantois and, like the allantois, it also contained fluid inside, in
this case associated with fetal protection (Figure 7F). The chorion, the fetal membrane, which together
with the allantois makes up the placenta, was constituted by one or more layers of cubic cells,

corresponding to the trophoblastic cells that were closely related to the uterine epithelium (Figure 7G).
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Figure 7. Embryonic appendages at 60 days of gestation, sheep. In A, umbilical cord juxtafetal
portion, where fetal artery (A), fetal vein (V) and allantoid duct (D) were evidenced. In B, an
enlargement of the allantois duct (D) showing the transitional epithelium (arrow). In C, portion and
juxtaplacental umbilical cord, where the fetal artery (A), fetal vein (V) and allantoid duct (D) can be
observed. In D, allantoic membrane, where mesenchyme is seen (*). In E, enlargement of the previous
figure, showing the simple cubic epithelium (arrow). In F, amniotic membrane, with the presence of
simple squamous epithelium (arrow) and mesenchyme (*). In G, observed the chorionic membrane,

where it shows the trophoblast cells (arrow) and mesenchyme (*). Hematoxylin and Eosin staining.

Discussion

Studies related to sheep reproduction, especially morphophysiological aspects of the
reproductive and placental apparatus have already been described in the literature (Getty, 1986; Hafez,
1995; Dyce; Sack; Wensing, 2010). However, there are still some gaps, such as variations during
pregnancy or even between ruminants and different breeds.

The sheep placenta is cotyledonary type, being formed by the union of the fetal cotyledons and
maternal caruncles, which formed the placentomes, with the placentomesbeing impregnated with
hematomasobserved at 20 days of gestation. Our findings are in agreement with those described by
Myagkaya and Vreeling-Sindelarova (1976), Murai and Yamauchi (1986) and Pereira et al. (2001),
respectively, in crossbred sheep, cattle and buffalo, where they reported the presence of hematomas
from 70 days of gestation, 150 days and between 7 to 9 months. Hematomas are considered a source
of iron for embryonic development, as maternal red blood cells are phagocytosed and digested by the
trophoblast (Myagkaya and Vreeling-Sindelarova, 1976). However, it is important to highlight that
this difference between species is perhaps related to the gestation time, which are different, being 5

months (sheep), 9 months (cattle and buffalo).



144

It was histologicallyseen that the plancentoma proved to be circular, compact and well adhered
to the endometrium at 20 days of gestation, while a fragile uterus/placenta relationship, very evident
chorionic villi and presence of mesenchyme was observedat 60 days of gestation, in addition to
observing the mononucleated and binucleated (giant) trophoblastic cells forming the cotyledonary
region. A similar result was described by Assis Neto (2005) when he reported that the bovine placenta
was formed by binucleated giant trophoblastic cells and mononucleated trophoblastic cells, and both
have characteristics of globular cells with clear cytoplasm. Likewise, Morini et al. (2008) reported the
existence of a chorionic membrane consisting of rounded cells and a large nucleus in buffaloes, being
called mononuclear (one nucleus) and giant (more than one nucleus). A different finding was found by
Oliveira (2017) when studying placenta of crossbred sheep supplemented in the final trimester of
gestation, who observed that trinucleated trophoblastic cells were present between mononucleated and
giant cells from 50 days of gestation. Likewise, Winsatt (1980) described that he found cells with up
to seven nuclei in ruminants.

The Morada Nova breed is characterized ashaving the chorioallantoic typeplacentation, formed
by the interaction of the chorion and allantois. These findings are similar to those found in brown
brocket deer, as Ferreira et al. (2011) describe that chorioallantoic placentation was observedin the
gestation at approximately 30 days (CR = 13mm). This is in contrast to what was described by Assis
Neto (2005) in cattle, who reported the presence of a functional yolk sac between 15-70 days of
gestation, characterizing choriovitelline placentation at this stage. Moreover,Morini et al. (2008)
reports choriovitelline placentation between 17-30 days in buffalos. Thus, such differences seem to be
related to gestational time. Additional studies should be carried out to determine whether the yolk sac
is present in the species and when its regression occurs.

Regarding the extraembryonic membranes, it was observed that the amnion in the present
species was composed of a simple squamous epithelium with little mesenchyme, responsible for fetal

protection. The allantois had a simple squamous epithelium, ample mesenchyme and macroscopically
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well vascularized in sheep. Our results are similar to those reported by Morini et al. (2008), as these
authors reportedthat the buffalo allantois is a thin membrane formed by the simple squamous
epithelium, where the cells mostly have an elongated shape, often tending to become flattened, both in
relation to the nucleus and the cytoplasm. Assis Neto (2005) characterized bovine amniotic membrane
cells as having a uniform and organized morphology, in addition to having a simple and continuous
squamous epithelium, corroborating our study. This was also similarly evidenced in brocket deer,
where Ferreira et al. (2011) reports that the amnion and allantois were histologically formed by

squamous cells.

Conclusion
Based on the results, it was possible to conclude that there are differences between the
uterus/placenta ratio at 20 days and 60 days of gestation, and the chorioallantoic type placentation was
observed. Regarding the extraembryonic membranes, amnion and allantois had similar morphology
throughout the initial trimester of pregnancy. The embryonic cord has two arteries, two veins and an
allantoic duct, only differing in their position in relation to the juxtafetal and juxtaplacentalregions

throughout development.
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Abstract

The objective of this study was to describe the female reproductive system during the initial trimester
of pregnancy. Thus, 10 ewes were used and submitted to estrus synchronization. Pregnancies were
confirmed by transrectal ultrasonography. The animals were subsequently euthanized. Next, the ewes
were studied on days 15, 20, 30, 40, 50, and 60 post-coupling. Breeder samples were collected and
analyzed by macroscopy, morphometry and microscopy. The ovaries present an epithelium which
varied from squamous to simple cubic. The fallopian tube was divided into mucosa, with its
cylindrical pseudostratified epithelium lining with secretory and ciliatedcells, submucosa, muscle and
serosa. The uterine horns were histologically divided into three layers: the endometrium, myometrium

and perimetrium. There was a difference in the endometrial region between the ages of 15 and 50 days
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of gestation, since it presented a simple cylindrical and simple cubic epithelium, respectively. The
uterine body has a simple cylindrical epithelium and numerous endometrial glands, which in turn have
a simple cubic epithelium. The cervix was histologically constituted by mucosa, muscle and serosa.
The mucosa varied from a pseudostratified epithelium to a simple cubic ciliated epithelium, rich in
loose connective tissue distributed among the muscle fibers. The vagina has a stratified squamous
keratinized epithelium rich in loose connective tissue distributed among the muscle fibers. It is
concluded that the results demonstrate differences in the uterine horns at ages of 15 and 50 days of
gestation, which shows an evolution in the morphology of the organ and thus maintain the pregnancy.

Keywords: Sheep; Gestation; Morphology; Hormone.

1.Introduction

The Morada Nova breed is one of the main native sheep breeds in the Northeast region of
Brazil, characterized by being small and well adapted to the climatic conditions of the semi-arid
region (Gurgel et al., 1992). Given this importance, the species has sparked several studies, especially
on its reproduction, with the aim of providing important information to improve reproductive
efficiency and animal production.

In this aspect, studies involving the reproduction of ruminants are scarce in the literature, for
example there are descriptions of the uterus, fallopian tube and ovary of buffaloes (Aires, 2003),
morphology of the cervix of goats (Conde Junior et al., 2012) and morphology of the ovary in bovine
females (Souza et al., 2014). Studies addressing general aspects in sheep have been reported (Hafez
and Hafez, 2004; Dyce et al., 2010). Thus, due to the lack of data involving the morphology of the
breeder (ewe) during pregnancy and the importance of completing this gap in the literature, this study
1S necessary.

In view of the above and seeking better understanding of the reproduction of the Morada Nova

ewe, the present study aimed to describe the female reproductive system during the initial trimester of
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gestation, so that the findings can contribute to the biology of the species, as well as to make a

comparison between different breeds.

2.Materials and methods
2.1.8heep, experiment location and bioethics

A total of 10 ewes of the Morada Nova breed were used, with ages ranging from 12 to 18
months, which were kept at the PEA Studies Center (NEPEA) of the Universidade Federal Rural do
Semi-Arido (UFERSA), Mossor6, RN, Brazil. The project was previouslysubmitted and approved by
the Ethics Committee on the Use of Animals (CEUA) with the following protocol no.

23091.013528/2018-48.

2.2.Estrus induction protocol

An estrus synchronization protocol was used with intravaginal sponges containing 60 mg of
medroxyprogesterone acetate (MAP, Progespon, Sytex, Argentina) for 7 days. Next, 24 hours before
the removal of the sponges, prostaglandin F2alpha (Prolise, [0.150mg/2ml]) at a dose of Iml/animal
and equine chorionic gonadotropin (eCG) (Folligon, [S000IU/10ml]) at a dose of 500IU/Animal (1ml
/animal)were applied intramuscularly (IM) in a single dose. After 24 hours counting from the pessary
removal, the female was grouped with the male for 5 times, meaning every 12 hours for 3 days, and
the mating sessions were visually monitored. The observation time was 1 to 2 hours on average.

When mating occurred, day “one” of pregnancy was considered the day after the last mating.
Pregnancies were confirmed by transrectal ultrasonography (infinit 15V, Ultramedic®) prior to

collections.

2.3.Euthanasia protocol
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Once pregnancy was confirmed, the animals were euthanized. To do so, they were initially
submitted to the anesthetic protocol with 12-hour fasting and 8-hour water fasting. Pre-anesthetic
medication (MPA) was subsequently performed by IM administering 1% xylazine (dose - 0.1 mg.kg
1. Then anesthetic induction was performed after 5 minutes with administration of ketamine at 10 %
(dose - 2.0 mg.kg™") by the IM route, and the anesthetic plane corresponding to stage III and plane II
was observedafter 10 minutes. Next, 19.1% potassium chloride (dose - 1ml/kg) was administered by
IV. The death of the animal was confirmed through the absence of a heartbeat using a stethoscope
(CFMV, 2002). Finally, the abdominal cavity was opened and the female reproductive system was

removed for further analysis. The study ages were days 15, 20, 30, 40, 50, and 60 post-coupling.

2.4.Macroscopy and morphometry

The ovaries, uterus and vagina were macroscopically analyzed with a stereomicroscopic
magnifying glass (Zeiss model Stemi DV4). Then, they were measured with a digital caliper
(“Mitutoyo”, model 500-147-10) and cotton thread, and soon after they were weighed with an
analytical scale (AL200C, Marte, Brazil). They were subsequentlyfixed and maintained by immersion

in a 3.7% aqueous solution of formaldehyde. The ewe’s body mass was measured using a scale.

2.5.Light microscopy

Fragments of reproductive organs were collected and fixed in a 4% paraformaldehyde solution
buffered with 0.1 M sodium phosphate, pH 7.4 for 72 hours. They were subsequently dehydrated in
increasing concentrations of ethanol, cleared in xylene, embedded in paraffin and then histological
sections from 5 to 7um were obtained in a microtome (LEICA RM2235), which werestained with
hematoxylin-eosin, gomori’strichome and 0.1% toluidine and then analyzed and photographed under a

light microscope (Leica DM 500 HD) with a camera attached (LEICA ICC50W). The nomenclature
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adopted to describe the results was the International Committee on Veterinary Gross Anatomical

Nomenclature (2012).

2.6.Scanning Electron Microscopy (SEM)

Fragments of reproductive organs were collected and fixed in a 2.5% glutaraldehyde solution
buffered with 0.1 M sodium phosphate at pH 7.4 for 48 hours. It was washed in 0.1 M phosphate
buffer at pH 7.4 and then post-fixed in 0.5% osmium tetroxide for 40 minutes, followed by three
washes in distilled water and then subjected to the dehydration process with increasing concentrations
of alcohol (30%, 50%, 70%, 90% and 100%). After dehydration, the samples were metallized after
they were fixed in a “Stub” type support by the “sputtering” method. Finally, they were observed in a

scanning electron microscope (LEO VP®435- Carls-Zeis, Oberkochen, Germany).

2.7.8tatistical analysis

Data were expressed as mean and standard deviation values using the Minitab statistical
program (State College, PA: Minitab) version 16.0. After analyzing the parametric assumptions,
statistical differences between the days studied in the different variables were obtained by ANOVA
(One Way ANOVA) followed by the Tukey’s test when parametric. Non-parametric variables were
evaluated by the Kruskal-Wallis test. The data underwent logarithmic transformation whenever

necessary. The significance level established was 5%.

3.Results

The ovaries have an ellipsoid to irregular shape, light yellow to white color and a smooth to
rough surface, with different sizes between antimeres. These organs are partially surrounded by a
layer of adipose tissue and located in the sublumbar region, caudal to the kidneys and attached to the

abdominal wall by the mesovarium. It was histologicallycomposed of a cortical and a medullary
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region, being surrounded by an epithelium that varied from squamous to simple cubic and resting on a
basement membrane. It was possible to observe mature follicles in the ovarian cortex with the absence
of oocytes, while the corpus luteum was clearly visible in the studied specimens. The medullary
region was smaller in relation to the cortical region, showing the vessels, ovarian stroma and loose

tissue (Figure 1).
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Figure 1- Morphology of the ovary in the morada nova ewe at 40 days of gestation. In A, the corpus
luteum (1), ruptured mature follicle (2), artery (3) and ovarian stroma (*) were evidenced. In B, a mature
follicle was observed, showing the antrum (1), follicular cells (2), theca interna (3) and theca externa (4).
In C, the corpus luteum was observed, showing the capsule (1), small luteal cells (arrow) and large luteal
cell (arrowhead). In D, simple squamous (arrowhead) and cubic (arrow) epithelium were observed. In E,
there was a differentiation between cortex (C) and medulla (M). In F, the ovulation pits in the region of the
cortex were evidenced (arrow). A, B and C — HE, D — Trichomio de Gomori, E and F - scanning electron
microscopy.
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The follicular population in the ovary is quite heterogeneous, and the initial follicles are not

clearly observed in the species. On the other hand, the antral follicles were evidenced and

characterized by the presence of a cavity inside filled with follicular fluid, called antrum, absence of

oocyte, several layers of granulosis cells and internal and external theca (Figure 1). The corpus luteum

showed an abundance of large polyhedral luteal cells and small luteal cells. The findings for ovarian

measurements were statistically different, highlighting ages 30 and 60 days (Table 1).

Table 1— Mean values =+ standard deviation of ovary and vagina.

p-value
Period
Variables (ANOVA)
15 days 20 days 30 days 40 days 50 days 60 days
Ovary length 141 + 12.0 17.85 1435 + 142 + 18.25 +
0.010%*
0.57b +0.42b +1.98a 0.24b 0.41b 0.93a
(mm)
Ovary width 12.45 + 93+ 13.33 12.28 + 10.65 + 9.75 +
<0.001*
0.21ab 2.12¢ +0.9a 0.41b 1.08bc 0.59¢
(mm)
Ovary 4.85+ 6.55 114+ 1.4+ 11.05 + 9.5 +
<0.001*
thickness (zm) 0.49¢ +0.35¢ 0.83 0.48a 0.62a 0.55b
133+ 1.07 2.05+ 1.05+ 153+ 2.05+
Ovary weight (g) 0.33b +0.02¢ 0.24a 0.26¢ 0.32ab 0.23a 0.011**
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Vagina length 76.5+ 9235+ 65.0 105.0
80.0 75.8 0.002*
(mm) 2.12bc 0.64ab 2.83c 7.07a
Vagina width 31.0+ 20.55 + 33.0+ 325+
22.9 29.8 <0.001%*
(mm) 1.41a 0.92b 2.83a 0.71a
Vagina thickness 155+ 395+ 37.0+ 26.5+
15.0 22.0 0.002*
(mm) 2.12¢ 2.12a 2.83a 2.12b
Vagina weight 11.0+ 12.7+ 123+ 12.45 +
10.2 13.8 0.148
(mm) 0.14a 0.57a 0.85a 0.64a

a,b,c Means followed by different letters on the line means statistical difference (p<0.05 — Tukey’s
test);
* Statistical significance (p <0.05 — Tukey’s test);** Statistical significance (p <0.05 — Kruskal-Wallis
test).

The uterine tube anatomically is a musculomembranous tube with great mobility, coiled and

divided into four segments: infundibulum, ampulla, isthmus and utero-tubal junction (Figure 2).
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Figure 2- Fallopian tube morphology at 15 days of gestation. In A, mucosa (1), submucosa (2), muscular (3), serous (4)
were observed. In B, the cylindrical pseudostratified epithelium with secretory cells (1), ciliated cells (*) was observed. In
C, tissue differentiation was observed, being mucosa (1), submucosa (2), muscular (3), serous (4). In D, the mucosa (1),
secretion of mucopolysaccharides in the lumen (arrow) was evident. In E, a cross-section was observed showing the
mucosa (1), muscular (3), serous (4). In F, short mucosal microvilli were observed (1). A and B — HE, C —
GomoriTrichome, D — Toluidine blue, E and F - Scanning electron microscopy.
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The fallopian tube is histologically divided into: mucosa, with its cylindrical pseudostratified

lining epithelium with secretory and ciliated cells and lamina propria, which supports the mucosal

folds; submucosa composed of loose connective tissue; muscle, which includes a longitudinal and a

circular layer; and the serosa. The ciliated cells are responsible for transporting oocytes inside the

uterine tube and a large number of cilia are formedduring the beginning of the follicular phase,

enabling the development of a richly ciliated epithelium during the ovulation period. Secretory cells

actively produce and secrete proteins and glycoproteins into the fallopian tube lumen, forming the

fluid. The mucosa was observed to have short microvilli by scanning electron microscopy of the

fallopian tube (Figure 2). The measurements revealed many variations between ages, such as weight

greater at 60 days of gestation (Table 2).

Table 2 — Mean values =+ standard deviation of the uterine region.

Period
p-value
Variables 20 30
15 days 40 days 50 days 60 days (ANOVA)
days days
Tube 130.5 159 + 163.9 + 140.25 + 74.33 £ 1515+
<0.001*
length (mm) + 6.36¢ 4.24ab 9.71a 3.3¢c 0.82d 2.65b
Tube width 2.09 1.95+ 1.53+ 2.03+ 235+ 1.83 +
0.018*
(mm) + 0.05ab 0.21ab 0.26b 0.22ab 0.39a 0.25ab
Tube 2.03 1.8+ 1.35+ 1.88 + 2.4+ 1.18 +
<0.001%*
thickness (mm) +0.03ab 0.14ab 0.31b 0.17ab 0.54a 0.17b
Tube 0.52 0.79 + 0.75 + 0.63 + 0.63 + 1.0+
0.001*
weight (g) + 0.05b 0.03ab 0.26ab 0.1ab 0.15ab 0.18a



Horn 112.5
length(mm) +3.54c

Horn width 46.5
(mm) +2.12b

Horn 38.0

thickness (mm)  +5.66ab

Horn 17.75
weight (g) + 1.48c
Body
57.0
length (mm)
Body
85.0
width (mm)
Body
72.0

thickness (mm)

Body
7.6
weight (g)
Cervix
50.0
length (mm)
Cervix
12.0
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Cervix
3.8
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Cervix
14.8

weight (g)

1385+

3.54b

39.5+

0.71bc

46.5 £

6.36a

2095+

1.06¢

64.3

81.9

80.0

9.8

58.8

7.9

44

16.5

136.75

+3.3b

3725+

2.5¢

39.0+

2.16a

374+

3.24b

69.5 +

2.12¢

79.0 +

2.83b

86.0 =

5.66a

15.0+

0.28b

63.85 +

0.64a

129+

0.57b

38+

0.42c

1585+

0.35b

1145+

4.8c

40.5 +

2.65b

4425 +

5.12a

41.8+

2.19b

117.5+

2.12b

89.5+

4.95b

82.5+

6.36a

232+

1.41b

49.65 +

2.05b

16.65 +

0.64b

12.6 =
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a.b.c Means followed by different letters on the line means statistical difference (p<0.05 — Tukey’s

test);
* Statistical significance (p <0.05 — Tukey’s test).

The uterus is made up of two uterine horns, a body and a cervix. It is of the bipartite type
(uterus bipartitus) as it has a septum that separates the two horns and a prominent uterine body. The
uterus is a highly capable organ, adapted to recognize and nourish the product of fertilization from
implantation to delivery.

The uterus wall is divided into three layers: the mucosa or endometrium, the muscular or
myometrium, and the serosa or perimetrium. There was a difference between the ages of 15 and 50
days of gestation for the endometrium region in the uterine horn, since it presented a simple
cylindrical and simple cubic epithelium, respectively. An increase was also seen in this region and the
number of endometrial glands with advancing gestation, with a total of 102 glands/field (15 days) and

125 glands/field (50 days) (Figure 3).
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Figure 3 -Uterine hom morphology in sheep. In A, the mucosa (1), endometrium (2), myometrium (3), perimetrium (4)
were observed in the sample at 15 days of gestation. In B, simple cylindrical epithelium (arrow), endometrial gland (*) was
observed at 15 days of gestation. In C, mucosa (1), endometrium (2), myometrium (3), perimetrium (4) were observed at
50 days of gestation. In D, simple cubic epithelium (arrow) and endometrial gland (*) were observed at 50 days of
gestation. In E, tissue differentiation was observed in the sample at 50 days of gestation, mucosa (1), endometrium (2),
myometrium (3). In F, still at 50 days of gestation, mucosal regions (arrow) and endometrial glands (*) were observed. In
G, differentiation between endometrium (E) and myometrium (M) was observed. In H, the endometrial glands (EG) are
evidenced. A, B, C and D—HE, E—GomoriTrichome, F — Toluidine blue, G and H - Scanning electron microscopy.

Strong staining with toluidine blue showed great activity and secretion of mucopolysaride,
which is important for maintaining the pregnancy. On the other hand, the Gomori marking shows a
sub-epithelial tissue consisting of loose connective tissue with an irregular arrangement between the

muscle fibers (Figure 4).



Figure 4- Uterine body morphology in sheep at 40 days of gestation. In A, mucosa (1), endometrium (2), regular
myometrium (3), irregular myometrium (4), perimetrium (5) were observed. In B, simple cylindrical epithelium (arrow),
endometrial gland with simple cubic epithelium (*). In C, the mucosa (1), endometrium (2), myometrium (3), endometrial
gland (*) were evident. In D, mucosa (arrow), endometrial gland (*), strong positive staining, In E, tissue differentiation




165
was observed, endometrium (E), myometrium (M). In F, endometrial glands (EG) were found. In G, the microporous
mucosa of the endometrial gland was observed (arrow). A and B — HE, C -GomoriTrichome, D — Toluidine blue, E, F
and G - Scanning electron microscopy.

The uterine horn was morphometrically statistically different during the 60-day gestation in
terms of length, width and weight.The uterine body was anatomically the continuation of the uterine
horns and it was difficult to distinguish between them when pregnant.

The uterine body ishistologically composed of endometrium, myometrium and perimetrium.
The endometrial region was formed by simple cylindrical epithelium and numerous endometrial
glands, which in turn had simple cubic epithelium (Figure 4).

The Gomori stain was able to differentiate the regions well, with emphasis on the well-defined
endometrium. On the other hand, toluidine staining revealed a large composition and secretion of
mucopolysaride in the epithelial and endometrial regions (Figure 4).

The endometrial glands were highlighted in the scanning electron microscopy, being formed
by an epithelium with numerous microporous spheres, responsible for secreting luminal fluid (Figure
4). It was seen that the uterine horn was statistically different with greater length and width values in
the 50-day gestation.

The cervix is a structure that separates the uterine body from the vagina, and in sheep it has a
whitish color and rigid consistency. The cervix was histologically constituted by the mucosa, circular
internal muscle, longitudinal external muscle and serosa. The mucosa varied from a pseudostratified
epithelium to a simple cubic ciliated epithelium, rich in loose connective tissue distributed among the
muscle fibers, well differentiated in the Gomori stain (Figure 5). The mucosal region showed great

activity and secretion of mucopolysaride, evidenced by the toluidine stain (Figure 5).
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Figure 5- Cervix morphology in sheep at 20 days of gestation. In A, we can observe the mucosa (1), circular internal
muscle (2), longitudinal external muscle (3), serosa (4). In B, pseudostratified ciliated (arrow) and simple cubic (arrow)
epithelium and cilia (circle) were observed. In C, tissue differentiation was observed, mucosa (1), loose connective tissue
(2), muscle tissue (3). In D, the cervical mucosa (arrow), mucoid secretion (*), seromucous gland (arrowhead),
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mucopolysaccharide secretion (**) was evidenced. In E, a cervical ring was observed showing the mucosa (1), muscular

(2). In'F, the villi of the cervical mucosa were observed (1). In G, the presence of cilia in the cervical mucosa was observed
(1). A and B—HE, C—GomoriTrichome, D — Toluidine blue, E, F and G - Scanning electron microscopy.

It was possible to observe through scanning electron microscopy that the cervical ring had a
rich epithelium with ciliated microvilli facing the lumen of the organ (Figure5). The cervix was
statistically different morphometrically at gestational age of 60 days, especially in terms of width and
thickness.

The vagina is a membranous, cylindrical, reddish-colored organ, arranged longitudinally in the
pelvic cavity. It functions as a penile sheath during copulation and as a delivery route for the fetus
during childbirth. It continues cranially with the uterus through the cervix and caudally forms a

groove, called the vaginal fornix (Figure 6).
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Figure 6- Vaginal morphology in sheep at 30 days of gestation. In A, mucosa (1), loose connective tissue (2), irregular
muscle fibers (3) were observed. In B, stratified squamouskeratinized epithelium (*), keratinization (arrow), loose
connective tissue (**) were observed. In C, tissue differentiation was observed, mucosa (1), muscle fibers between
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connective tissue (circle). In D, there was strong marking in the mucosal region (arrowhead) and moderate in the
connective tissue (arrow). In E, the transition between vagina and cervix, the fomix (Fx) was observed. In F, there was an
increase in the fomix region, showing muscular region (*) and blind background (#). In G, the mucosal region was

observed, with longitudinal grooves (M). In H, there was an increase in the mucosa, showing the keratinized layer (*). A
and B—HE, C—GomoriTrichome, D — Toluidine blue, E, F, G and H - Scanning electron microscopy.

This organ histologically presents a stratified squamous keratinizedepithelium liningrich in
loose connective tissue distributed among the muscle fibers; in addition, strong marking was observed
in the mucosa and connective tissue region by toluidine staining (Figure6).

It was possible to delimit the vagina and cervix regionsby scanning electron microscopy, with
identification of the vaginal fornix, a structure formed by a groove, close to the entrance of the cervix.
In addition, the vaginal mucosa was evidenced with longitudinal grooves and it was possible to
observe the keratinized and circular layer at the highest magnification (Figure 6). There was a

statistical difference for its morphometry in the lengthvariable during the 60-day gestation.

4.Discussion

The ewes’ ovaries in the present study had an ellipsoid shape, yellowish to white color and a
smooth to rough surface, with different sizes between antimeres. This finding is similar to that found
in studies in buffaloes and cattle, for which Leal (2008) described that the ovaries had an ovoid shape,
yellowish color and fibro-elastic consistency.

The ovary inthe ewes presented a very homogeneous follicular population, with the initial
follicles not being observedin the species. On the other hand, the mature follicles were evidenced and
characterized by the presence of a cavity inside filled with follicular fluid, called antrum and with
absence of oocyte. This result is different from that found in cattle, asSaumande (1981) and Hulsholf
et al. (1994) observed a heterogeneous follicular population with identification of primordial, primary,
secondary, tertiary and De Graaf or maturefollicles, being called pre-ovulatory follicles. It is

noteworthy that only mature follicles without oocytes were identifiedin our study and only the antrum
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was present, which may be explained by the gestational phase and active presence of the corpus
luteum in pregnancymaintenance.

The ovine ovary was histologically composed of a cortical and a medullary region, being
surrounded by an epithelium that varied from squamous to simple cubic and resting on a basement
membrane. A similar finding was described by Danell (1987), who reported that the epithelium lining
in buffaloes consists of squamous cells, but sometimes cubic. It also corroborates the studies in bovine
fetuses, as Monteiro et al. (2003) described that the epithelium varied from simple squamous to cubic.
Likewise, in a comparative study between heifers and cows, Monteiro et al. (2008) observed that the
epithelium varied from simple squamous to cubic, being absent in the corpus luteum sites. The results
by Prasad et al. (1979) in buffaloes are in agreement with our findings for sheep, as they described a
simple cubic surface epithelium, but with stratification in some places. Also in buffaloes, Fadle et al.
(1974) reported that the cubic cells of this epithelium become flattened in the region of the corpus
luteum and De Graaf follicles. The modulation of the germinal epithelium may be associated with
different estrous or gestational phases in ruminants.

The corpus luteum was evident, with an abundance of large polyhedral luteal cells, small luteal
cells and absence of stroma. Our findings corroborate studies carried out in cattle, as Souza et al.
(2014) described the corpus luteum as being formed by polyhedral cells with a round central nucleus,
ample cytoplasm, slightly eosinophilic, without stroma.

The ovine fallopian tube was histologically divided into: mucosa, submucosa, muscle and
serosa, having a cylindrical pseudostratified epithelium lining with secretory and ciliated cells.
Differently from our findings, Ellington (1991) reported that the mucosa in cattle is lined by simple
cylindrical or pseudostratified cylindrical epithelium, formed by ciliated cells and secretory cells.
Likewisewhen studying buffaloes, Aires (2003) described that the mucosa is lined by highly ciliated

cylindrical pseudostratified epitheliumduring the follicular phase;meanwhile, the lining was of low
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ciliated cylindrical pseudostratified epithelium in the luteal phase, and by simple ciliated cylindrical
epitheliumin some regions.

The fallopian tube in the present study showed dense and short microvilli from observation by
scanning electron microscopy. Studies carried out by Abe and Oikawa (1993) in cattle reported that
the fimbriae, as well as the ampulla, were densely ciliatedin the follicular phase, in contrast to the
epithelium of the ampulla-isthmus junction, which was less ciliated. It is noteworthy that this ciliary
variation occurs due to location and function in the fallopian tube.

There was a difference regarding the ovine uterine hornbetween the ages of 15 and 50 days of
gestation, since it presented a simple cylindrical and simple cubic epithelium, respectively. An
increase in this region was also seen as the pregnancy progressed. Our findings are in line with
research in buffaloes, in which a cylindrical pseudostratified epitheliumlining was identified (El-
sheikh eAbdelhadi, 1970). In ruminants, Banks (1992) and Priedkalins and Leiser (1998) describe that
the surface epithelium can be pseudostratified and/or simple cylindrical, or even simple cubicin
isolated areas. In buffaloes, SINGH & Sharma (1985) report that the number of superficial glands and
the glandular epithelium height vary according to the different estrous cyclephases, with a greater
number in the middle and a smaller number at the end of the luteal phase.

The endometrial glands were highlighted in scanning electron microscopy, being formed by an
epithelium with numerous microporous spheres, responsible for secreting luminal fluid. This differs
from that reported in cattle, as Stinson et al. (1962) described that the apical edges of cylindrical cells
have microvilli, numerous finger-like specializations of the plasma membrane that vary in height
according to the epithelium’ssecretory activity, and being longer in the luteal phase than in the
follicular phase.

The cervix is a structure that separates the uterine body from the vagina, and in sheep it has a
whitish color and rigid consistency. It was histologicallyconstituted by the mucosa, circular internal

muscle, longitudinal external muscle and serosa. The mucosa varied from a pseudostratified to simple
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cubic ciliated epithelium, rich in loose connective tissue distributed among the muscle fibers, showing
great mucopolysarideactivity and secretion. The result is similar to that found in goats by Conde
Janior et al. (2012), who identified that the lumen of the cervix is formed by a mucosaregion, having a
pseudostratified epithelium and lamina propria of the mucosa consisting of loose connective tissue.
They also observed smooth muscle celllayers, as evidenced by the internal circular muscle fibers,
external muscle formed by longitudinal fibers and transverse fibers indicated.

The vagina is a membranous, cylindrical, reddish-colored organ, arranged longitudinally in the
pelvic cavity. This organ histologically has a keratinized, stratified squamous-like epithelium lining
rich in loose connective tissue distributed among the muscle fibers. A different finding was observed
by Ferri, TabarelliNeto and Pinto (1958), where they described that there are some differences in cows
according to the regions, meaning that the epithelium lining in the region close to the cervix was
simple prismatic next to stratified squamous epithelium. The epithelium in the region close to the
urinary meatus was stratified squamouskeratinized. However, this shows that the organ can be

constantly changing, which can be influenced by hormonal action.

5.Conclusions

Based on the results, the following can be summarized: The ovaries were ellipsoid in shape,
pale yellow to white and with a smooth to rough surface, with different sizes between antimeres. They
have an epithelium that ranged from squamous to simple cubic. It was possible to observe mature
folliclesin the ovarian cortex, with absence of oocyte and presence of corpus luteum. The medullary
region is small when compared to the cortical region, with the presence of vascularization, ovarian
stroma and loose joint tissue.

The uterine tube was constituted by a musculomembranous tube with great mobility, coiled
and divided into four segments: infundibulum, ampulla, isthmus and utero-tubal junction. It was

histologically divided into: mucosa, with its cylindrical pseudostratified lining epithelium with ciliated
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cells, submucosa composed of loose, muscular connective tissue, which includes a longitudinal layer,
a circular layer, and the serosa.

The uterine horns were histologically divided into three layers: the mucosa or endometrium,
the muscular or myometrium and the serosa or perimetrium. There was a difference in the
endometrium region between the ages of 15 and 50 days of gestation, since it presented a simple
cylindrical and simple cubic epithelium, respectively. Great mucopolysarid activity and secretion was
also seen, which is important for maintaining pregnancy.

The uterine body was the continuation of the uterine horns from the intersection. It was
histologicallycomposed of endometrium, myometrium and perimetrium. The endometrial region was
formed by simple cylindrical epithelium and numerous endometrial glands, which in turn had simple
cubic epithelium. Toluidine staining reveals large composition and secretion of mucopolysaccharides
in the epithelial and endometrial regions. It was also seen from the scan that the endometrial glands
were formed by an epithelium with numerous microporous spheres.

The cervix was a structure that connected the uterine body to the vagina, and had a whitish
color and a rigid consistency in sheep. It was histologically constituted by the mucosa, circular
internal muscle, longitudinal external muscle and serosa. The mucosa varied from a pseudostratified
epithelium to a simple cubic ciliated epithelium, rich in loose connective tissue distributed among the
muscle fibers. The mucosal region showed great mucopolysaridactivity and secretion. From the scan,
it was possible to observe that the cervical ring had a rich epithelium with ciliated microvilli facing
the lumen of the organ.

The vagina was a membranous, cylindrical, reddish-colored organ. It histologically presents a
stratified squamous keratinized epithelium rich in loose connective tissue distributed among the

muscle fibers.
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ABSTRACT

Background: Fetal attachments, placentation and embryonic development have been widely discussed in rodents such as agoutis
and cavies, as well as research on glycosaminoglycans (GAGs) in rats and rabbits. Moreover, studies on buffalo, cattle and sheep are
described in ruminants, and work has also been reported in sheep with GAGs in placentoma. However, further studies are needed in
this regard, since there are reports of economic losses associated with reproductive failures described for cattle such as changes in the
chorion and allantois, and in sheep in which changes between the transition from vitelline to allantois circulation have been discussed.
Review: In relation to embryonic development, detailed studies have been described in rodents such as rats (12 days old), desert
mouse (15 days old) and agoutis at 30 days. Macroscopic structures such as the cephalic region, nose, optic vesicle, cervical curva-
ture, thoracic and pelvic limbs were observed, as well as microscopic structures such as the pituitary, lung, heart, brain cavity, liver,
retina, and ossification regions. There are reports of buffalo and cattle studies in ruminants describing early embryonic development.
However, the research in the case of sheep is limited, meaning there is only the ultrasound examination, such as gestational diagnosis
and morphometric measurement of the embryonic vesicle. Still, studies with umbilical funicular and placental development of sheep
with different gestational ages can be highlighted. Regarding extraembryonic annexes, four important structures which contribute
to embryonic maintenance have been reported. These are called the chorion, amnion, allantois and yolk sac, respectively, and are
responsible for originating the placenta, embryonic protection, collecting metabolic waste and early embryonic nutrition. In addi-
tion, correlating the annexes gives rise to the placentation process, which were described two models; the first is transient, called
chorioviteline, and the second is called chorioallantoid, which represents the definitive model. Allied to the gestational process, the
importance of glycosaminoglycans (GAGs) and proteoglycans are worth mentioning, as they are essential components of the extra-
cellular matrix. They are related in the implantation process, tissue organization during gestation, and also in placental angiogenesis,
as described in ruminants (i.e. involved in the vascular growth that accompanies the development of the placenta), which in turn
causes an increase in blood flow in this organ, and constitutes a determining factor for fetal development.

Conclusion: Such studies regarding the embryonic development of ruminants are still limited to sonographic description
and some information is only available in the context of extraembryonic membranes. For glycosaminoglycans, chondroitin
sulfate, dermatan sulfate, heparan sulfate and hyaluronic acid are identified in the reproductive tract and placenta. Wein-
tend to produce important information for the reproductive and sanitary management of ruminants with the information in
this article, providing data to stimulate new studies aiming to minimize the occurrence of embryonic death and economic
losses. In addition, further studies on GAGs are needed to better understand their true correlation with gestation, so they
can intercede through supplementation and minimize reproductive losses.

Keywords: mammals, extracellular matrix, pathologies, reproductive events.
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1. INTRODUGAO

No Brasil, a introdugdo de atividades envol-
vendo o melhoramento genético nos animais tem sido
cada vez mais intensificada, favorecendo eventos as-
sociados ao processo produtivo. Esse direcionamento
tem modificado o modelo de produgéo de subsisténcia
tornando-a uma atividade economicamente viavel, seja
por meio da utilizagdo da carne, peles ou até mesmo
pela criagdo de animais com alta aptidao leiteira para
comercializagdo no mercado interno e externo [6].
Associado a essa importancia, as pesquisas cientificas
relacionadas a morfofisiologia e reprodugao animal t€ém
sido intensificada, em especial quanto ao desenvolvi-
mento embrionario e placentagdo dos ruminantes, uma
vez que, embora existam relatos a esse respeito, tais
informagdes sdo complexas e necessitam de investi-
gacdes mais concretas de forma permitir a ampliacao
de conhecimentos referente ao desenvolvimento em-
brionario.

Sobre este tema s3o descritos na literatura
estudos que dizem respeito a relagdo entre o compri-
mento craniocaudal (CCC) e o diametro da vesicula
embrionaria/fetal (DVE) nos momentos 15°ao 45° dia
apos a copula por meio de avaliacdo ultrassonografica
em ovino da raca Bergamacia [15] e avaliagao ultras-

sonografica do desenvolvimento embrionario/fetal
em ovinos da raga Santa Inés, nos momentos 15° ao
45° dia de gestagao onde sdo referenciados a vesicula
embrionaria, embrido, placentoma, batimento cardia-
co, membrana amniotica, diferenciacdo entre cabeca
e tronco, movimento fetal, corddo umbilical, botao
dos membros toracicos e pélvicos e globo ocular [37].

Em trabalhos com ovinos sem raca definida,
ha relatos microscopicamente que o cordao umbilical
foi composto por duas artérias, duas veias e umducto
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alantoide, observado tanto na por¢ao justa fetal como
na porgao justa placentaria [1].

Ja quanto a placentagdo, ha pesquisas que
abordam o crescimento e o desenvolvimento das
membranas extraembrionarias (corio, alantoide,
amnio e saco vitelino) ao longo do desenvolvimento
do concepto, mas que ainda precisam ser melhores
elucidadas, embora exista estudo em bovinos [2], em
que se cita a existéncia de uma placenta coriovitelina
transitoria e, sobre a qual se da pouca importancia
sobre seu papel participativo no desenvolvimento do
embrido, mesmo diante de sua relevancia, uma vez
que estudos tém demonstrado problemas relacionados
ao concepto, muitos deles diretamente relacionados
as falhas no desenvolvimento inicial das membranas
extraembrionarias, a exemplo do que descrevem para
modificagdes no corio [8] e anormalidades no alantoide
[59]. Ja quanto ao saco vitelino, apenas Sousa et al.
[55], levantam a hipotese de uma possivel transi¢ao da
circulagdo vitelina para a nutricdo alantoidiana, estar
relacionada com falhas embrionarias/fetais.

Assim, imbuidos de producao que melhor ex-
plicitem o entendimento a cerca das patologiasrepro-
dutivas, pesquisas inerentes ao nivel celular tem sido
realizadas, principalmente no dambito da matriz extra-
celular, visto que possuem estruturas denominadas de
glicosaminoglicanos (GAGs) e proteoglicanos (PGs),
0s quais sdo responsaveis por garantir a hidratagdo e
elasticidade tecidual podendo ter papel importante na
gestacao dos animais [31].

Dessa forma o objetivo dessa revisao ¢ discutir
sobre o desenvolvimento embriondrio, placentagao e
ainda sobre glicosaminoglicanos no aparelho reprodu-
tor feminino de ruminantes, de modo a contribuir para
um melhor entendimento sobre processos patologicos
reprodutivos que acometem os animais.

I1. DESENVOLVIMENTO EMBRIONARIO/FETAL

Quanto as pesquisas envolvendo o desenvol-
vimento embrionario, estudos mais aprofundados, en-
volvendo macroscopia e morfometria foram realizados
em roedores, a exemplo de ratos [21] e cutias [44].Ja
em ruminantes tais informagdes remetem a bufalos, ao
estudar o desenvolvimento entre 10 a 60 dias de ges-
tagdo [39] e bovinos, descrevendo o desenvolvimento
gestacional entre 15 a 70 dias [3].

Ja em ovinos, tais estudos limitam-se apenas
a descrigdo por ultrassonografia, assim ao utilizar um



transdutor transretal de 7,5 MHz, detectaram pulsacdes
ritmicas (batimentos cardiacos) entre os dias 18 ¢ 19
de gestacdo e pelo menos um embrido foi detectado
entre 0 20° ¢ 21° dia [53]. Em outro estudo, os bati-
mentos cardiacos foram observados a partir do 21° dia
de gestacao [11].

Apods 025°diade gestacdo, as visualizagdes do
embrido e do seu batimento cardiaco tornam-se mais
evidente [27]. J& Garcia et al. [25], ao examinarem o
utero gestante de ovelhas por meio de ultrassonografia,
observaram batimentos cardiacos durante os dias 21 a
34, demonstrando grande variagao.

Na tentativa de avaliar as diferengas encon-
tradas entre experimentos realizados com bovinos,
verificam-se que a precocidade na observagdo do
embrido deve ocorrer, principalmente em func¢do da
qualidade da resolugdo das imagens dos diferentes
aparelhos utilizados e a frequéncia dos transdutores.
Alémdisso, o comportamento do animal durante o exa-
me, as diferencas entre ragas e habilidade do operador
sdo fatores que também influenciam nos resultados de
diagnosticos precoces [57].

A presenga de liquido intrauterino ¢ geral-
mente o primeiro indicativo de gestacdo. Entretanto,
nem sempre ocorre em forma de vesiculas, podendo
ser confundido com liquido proveniente da fase
estrogénica [5] ou com liquido oriundo de casos de
hidrometra [34].

Em ovelhas, relatam a presenga de liquidoin-
trauterino a partir do 15° dia da cobertura em 16,7% dos
animais, podendo ser encontrado tardiamente no 19°
dia de gestacdo [53]. Ao trabalhar com ovinos da raca
Bergamacia, observam a presenca de liquido intraute-
rino no 15° dia de gestagdo em 42,1% dos animais e no
20° dia em apenas 5,3% [15]. Ja em relagdo a vesicula
embrionaria, descrevem as primeiras observagoes ja a
partir do 15° dia de gestacdo em 10,6% dos animais
e no 21° dia em 5,3%, apresentando medidas de 5,33
cm aos 45° dias [15].

Em experimentos com ovinos sem raga defini-
da, constatam através da ultrassonografia a presenga da
vesicula embrionaria somente no 21° dia de gestacao,
caracterizada por apresentar uma area anecoica bem
delimitada [18].

Morfologicamente, a diferenciagdo doembrido
em cabeca e tronco, dar-se a partir do 26° dia gestacdo
em ovinos da raca Merino [29]. Em outro trabalho,
com ovelhas Bergamarcia [15], esta diferenciagao
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varia entre o 25° ¢ o 31° dia de gestacdo. Ja na raca
Santa Inés, afirmam a diferenciacdo a partir do 36° dia
de gestacdo [5].

Quanto aos botdes dos membros toracicos e
pélvicos de ovinos, observa-se que existe variagdes
numa mesma espécie, sendo detectado a partir do 34°
dia de gestagdo [37], no 30° dia de gestagdo [15] e
ainda, a partir do 29° dia de gestagdo [5]. Os achados
mostram grande varia¢@o, o que pode esta associado
ao equipamento de ultrassonografia ou ao profissional
que esta realizando o exame.

No que diz respeito a morfometria, os estudos
abordando estes aspectos sdo mais detalhados em ro-
edores. Em ratos, identificam em embrides de 12 dias
de gestacao com medidas de 0,4 cm de Crown-Rump,
estruturas macroscopicas como: regiao cefalica, 4°
ventriculo, nariz, vesicula Otica, curvatura cervical,
somitos, membros toracicos, membros pélvicos,
cauda e inicio da diferenciagdo das extremidades
dos membros toracicos em dedos separados [21]. O
Crown-Rump (CR), corresponde a distancia occipto-
-sacral, ou seja, medida entre a crista nucal e a ultima
vértebra sacral.

Em outra pesquisa, agora com cutias, descre-
vem mensuragdes para diversas idades de embrides/
fetos. Assim embrides aos 30 dias apresentam 10,75
+ 0,11 mm de crown-rump (CR), aos 35 dias: 15,6 +
0,16 mm de CR, aos 45 dias: 40,8 + 0,4 mm CR, aos
55 dias: 58,8 £ 0,1 mm de CR, aos 65 dias: 83 £0,08
mm, aos 85 dias: 127,7 + 0,6 mm CR, aos 100 dias:
164,3 £10,4 mm de CR e ja os neonatos aferiu-se valor
de 179,1 £ 0,5 mm CR [44].

Ja em estudos realizados em Necromys lasiu-
rus, inferem que o estagio embriondario esta presente
até o 15° dia de gestacdo, podendo ser observado
macroscopicamente o alongamento dos membros
e aparecimento de digitos, fechamento do canal
auditivo, vasos sanguineos, alongamento do cranio,
aparéncia das palpebras, espessura ¢ coloragdo da
pele) e microscopicamente as regioes de hipofise,
pulmao, coragdo, cavidade cerebral, quarto ventriculo,
desenvolvimento do figado, cavidade oral ¢ camadas
que compdem a cornea, retina, camada pigmentada
da retina, e ossificacdo de algumas regidoes também
foi observada [43].

Quanto ao globo ocular, sua visualiza¢ao torna-
-se possivel a partir do 41° dia de gestacdo na raga
Corriedale [49], no 30° dia na raga Merino [29], no



33° dia na raga Bergamacia [15] e no 42° dia na raga
Santa Inés [5].

Outro ponto importante € o tempo ideal para a
contagem de fetos ovinos que corresponde a faixa entre
0s 45° ¢ 90° dias de gestagdo, pois apos esse periodo,
os fetos tornam-se muito grandes para serem diferen-
ciados entre si [27]. Ja em outro estudo, afirmam que
¢ possivel diagnosticar em ovelhas, gestacdo multipla
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no 31° dia, apesar de ser mais segura entre 0 40° e 100°
dias de gestagdo [26].

I11. ANEXOS EXTRAEMBRIONARIOS E PLACENTACAO

O processo de placentagdo dos animais esta
diretamente relacionado a interagdo das membranas
extraembrionarias, representadas pelo corio, alantoide,
amnio e saco vitelino (Figura 1).

Figura 1. Placentagdo na espécie ovina com 60 dias de gestagdo. Observa-se amembrana amnidtica (1), embrido (2), corddo umbilical
(3),alantoide (4), placentoma (5) e placentagdo corioalantoide (*) [Barra=1cm]. Fonte: Arquivo pessoal ndo publicado H.S. Costa.

1. Morfologia do saco coribnico

O coério ¢ uma camada epitelial da parede
externa do blastocisto. Durante a implantacao ele ¢
preenchido por uma camada interna de mesénquima,
que deriva do embrido. Logo em seguida, o mesénqui-
ma desenvolve seu proprio sistema de capilarizagdo. A
cavidade circundada pelo cério, que contém o embrido,
a vesicula amnidtica, o saco vitelino e o alantoide, ¢é
denominada exoceloma [35]. Os autores relatam ainda
que o corio € intrinsecamente um tecido avascular, sen-
do posteriormente vascularizado exclusivamente pelos
vasos do alantoide, de forma que esse tipo de placenta
¢ considerado corioalantoide. Esta, desenvolve impor-
tante papel na troca materno-fetal. Na verdade, essa
membrana corresponde ao trofoblasto propriamente
dito e serdo suas células que se modificardo promoven-

do a invasdo ou nao do tecido materno, dependendo da
espécie ou do grupo de mamiferos.

Em trabalhos com ovinos, o concepto entra
no utero aproximadamente trés dias apds a ovulagao,
comegando a expandir-se ao redor do 10° dia, onde ¢
possivel observar o crescimento da vesicula coridnica
como um saco alongado que preenche completamente
os cornos uterinos [39].

Ainda em ovelhas, ao estudar o desenvolvi-
mento embrionario diario desde o acasalamento at¢ 34°
dia de gestacdo, constatam que o corio ¢ uma estrutura
aderida a mucosa uterina a partir do 17° ou 18° dias de
gestacdo, sendo que aos trinta dias os vilos apareciam
na superficie da membrana coridnica, promovendo uma

relagdo mais intima com as carunculas uterinas [10].

Em pesquisas com vacas, observam que o
corio a termo apresenta-se relativamente delgado,



fragil e 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
s40 menos numerosos, entretanto, muito volumosos
na parte mediana do concepto onde eles normalmente
alcancam de 7 a 10 cm de didmetro. Os cotilédones
menores localizam-se nas extremidades corionicas [ 7].

Ja em trabalhos com bufalos, relatam que o
trofoblasto é um epitélio constituido por células mono-
nucleares de nticleos arredondados que sdo corados cla-
ramente. No citoplasmaobservam-se poliribossomos,
mitocondrias e reticulo endoplasmatico com reagao
PAS positiva no citoplasma granular refletindo a capa-
cidade destas células de produzir e estocar proteinas, as
quais sdo liberadas no organismo materno. Observa-se
ainda, a presenca das células trofoblasticas gigantes do
tipo binucleadas, as principais organelas observadas

sdo o reticulo endoplasmatico rugoso (RER) e mito-

condrias, além de discretos ribossomos. Enfatizam
ainda que o numero de vesiculas localizadas na regido
basal das células troblasticas gigantes aumenta com a
evolugdo da gestagdo, indicando desenvolvimento de
fungao secretdria [14].

Ao trabalhar com o desenvolvimento placen-
tario de vacas, observam que o epitélio coriénico ou
trofoblastico, apresenta-se continuo e constituido por
células trofoblasticas mononucleadas, e por células
trofoblasticas gigantes binucleadas, sustentadas por um
tecido mesénquimal. Alémdisso, possui altura epitelial
constante. Observaram ainda, que nos embrides entre
15-20 dias de gestacdo a presenca de ntcleos ovais
¢ citoplasmas ricos em granulos nas células trofo-
blasticas binucleadas, sendo estas responsaveis pela
regulagdo e producdo de hormonios do crescimento e
desenvolvimento fetal [3].

2. Morfologia do alantoide

O alantoide corresponde a bexiga urinaria
extraembrionaria ¢ se desenvolve a partir do intestino
grosso embrionario. E caracterizado como um saco
extraembrionario formado por uma camada simples de
células pavimentosas que ¢ envolvido por mesénquima
extremamente vascularizado sendo encontrado ao lado
do amnio [3].

Em estudos na espécie bovina, relatam que o
alantoide ¢ caracterizado por projeta-se a partir doin-
testino posterior, como uma vesicula extraembrionaria,
que coleciona residuos metabolicos nitrogenados. O
mesoderma do alantoide serve de origem para vasos
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alantocorionicos, ja que, o corio ¢ o amnio nao se
tornam vascularizados até que passem a manter uma
relagdo direta com o alantoide, a quem se fundem. Os
autores citam ainda que o epitélio do alantoide pode
circundar a vesicula gestacional ou pode obliterar-se
e finalmente regredir mesmo estando envolvido no
processo transplacentario de trocas [35].

Jaem ovinos o alantoide ¢ grande, ¢ se estende
proximo as extremidades do saco coridnico, onde se
fusionam, com exce¢do de uma regido do feto, que
esta pressionada por uma das suas faces pelo grande
saco amniotico [39].

Verificou-se ainda que o alantoide aparece
geralmente a direita do embrido, em torno do 18° - 20°
dia de gestagdo na ovelha [32] e entre 14° - 21° dias de
gestagdo na vaca [59].

Do ponto de vista macroscdpico, em ovinos,
o alantoide aparece no 16° dia de gestagdo. Apresenta
uma forma de lua crescente no 17° dia, e pode estar livre
da parede do corpo do embrido no 18° dia. Aumenta
rapidamente a partir do 19°, ocasido em que se torna
semelhante a um saco semilunar preso ao intestino
posterior por uma haste [10].

O alantoide, em vacas, possui crescimento cra-
nial e caudal ao longo do embrido, sendo que durante
a 4* semana de gestacao, este ocupa toda a cavidade
celomica estendendo-se entre as membranas fetais. O
alantoide adota o formato de “T” invertido com traco
vertical situado no corddo umbilical [42].

Em ovelhas, reporta que o alantoide fecha
totalmente o exoceloma na transicdo do 23° aos 24°
dias de gestagdo e no 30° dia ja se encontrafusionado
ao corio [53].

No que serefere aos estudos de microscopia de
luz, em vacas, observa-se que o epitélio do alantoide ¢
formado por camada simples de células pavimentosas,
sustentadas por tecido conjuntivo embrionario ou fetal,
que constitui o mesénquima. Evidencia-se ainda, nas
fases gestacionais 30, 40, 60 e 70 dias a presenga de
células lisas com nticleos de contornos irregulares,

mitocondrias alongadas e células granulares, com
granulos vesiculosos de glicogénio bem definidos [3].
Ao trabalhar com placentagdo de bovinos, rela-

tam que o alantdide ¢ formado por um epitélio cuboide
simples observado entre 30 a 40 dias de gestagdo a partir
de coloragao azul de toluidina. A microscopia de varredu-
ra revelou um epitélio com células que apresentam uma
forma que varia de pentagonal a hexagonal, observado



entre 15 a 20 dias de gestacdo. Em seguida a transmissao
em técnica de microscopia de transmissdo pode consta-
tar células achatadas repletas de polirribossomos livres,
fibroblastos e fibras de colageno, além dos granulos de
glicogénio densos por elétrons e mitocondrias alongadas,
observados entre 30 a 40 dias de gestacdo [4].

3. Morfologia do dmnio

Durante o estagio de blastocisto ocorre a for-
magdo de quatro estruturas importantes, denominadas
de massa celular interna, endoderma, mesoderma e
trofoectoderma. A partir de dobras do trofoectoderma e
mesoderma surge o amnio, como resultado da fusao de
dobras do trofoectoderma e mesoderma formando um
espaco preenchido de liquido ao redor do embrido com
funcdes de hidratagdo do feto, nutrigdo, lubrificagao
do canal do parto e prote¢do mecanica do feto [35].

Em ovinos, o0 amnio se forma entre 0 13°e¢ 0 16°
dia de gestagao e em seguida aumenta rapidamente. A
amniogénese inicia-se a partir das pregas somatopleu-
rais, onde persiste a zona de fusdo representada pela
unido mesodérmica entre 0 &mnio € 0 ¢Orio, proximos
a regido dorsal do embrido. O amnio cresce para fora
e sobre o disco embrionario e envolve o embrido em
crescimento. A partir de entdo, comeca a formar um
saco repleto de fluidos onde o feto ira flutuar até o final
da gestacao [50].

Ainda em ovelhas, aos 27 dias, observam que a
membrana amnidtica ndo esta em aposi¢ao ao corio ou
ao alantoide. O amnio e o alantoide somente se juntam
ao corio, a partir dos 60 dias [54].

Na microscopia de luz, relatam para bovinos
que o amnio apresenta células com formato poligonal,
revestido por microvilos curtos, distribuidos por toda
a parte superficial da membrana e delimitadas por fi-
leiras microvilosas condensadas. Observa ainda que o
epitélio amnidtico ¢ pavimentoso simples e apresenta
poucas organelas citoplasmaticas nos estagios iniciais
da gestacdo [3]. Ja em ovinos, a partir do 27° dia de
gestacao, observa no epitélio do amnio a presenga de
jungdes ocludentes entre as células, tais jungdes podem
esta relacionado aos mecanismos de transferéncia de
solutos entre epitélios [54].

Ao pesquisar os bovinos, constatam que o
amnio apresentava células achatadas e mesénquima,
entre 40 a 50 dias de gestacdo, vistas pela coloragdo
hematoxilina-eosina (HE). A varredura revelou que
as c¢lulas do epitélio amniotico sdo delimitadas por
uma linha densa de microvilos formando estruturas
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poliédricas, relatado entre 50 a 60 dias de gestag@o.
Ja a transmiss@o pode constatar células achatadas
com interdigitagdes citoplasmaticas, membrana basal,
mesénquima ¢ glicocalix, fetos entre 60 a 70 dias de
gestagdo [4].

4. Morfologia do saco vitelino

O saco vitelino ¢ formado a partir da camada
primitiva endodérmica, sendo importante na manutengéo
nutritiva do embrido no estagio inicial. Inicialmente esta
membrana ¢ completamente vascularizada ao redor do
16° dia de gestagdo na ovelha, e 20° dia de gestagdo na
vaca, onde permanece por pouco tempo, pois logo € des-
locado pelo rapido crescimento do saco alantoide [62].

No que tange as membranas embrionarias,
verificam para ovinos que o saco vitelino inicialmen-
te ¢ grande e vascularizado, sendo completamente
envolvido pelo celoma e separado do cdrio no 17° dia
de gestacdo [32].

Ja em estudos com bovinos, citam que o saco
vitelino involui e se degenera em um curto periodo de
tempo, sendo por tanto, reduzido a um gruposolido de

células, com poucos vasos sanguineos no 25° dia de
gestacdo. Esta estrutura esta separada do corio, atrofia-se
precocemente, ¢ degenera-se sem deixar vestigio [42].

A partir da microscopia de luz, observam
para bovinos que o epitélio vitelino apresenta células
endodérmicas inicialmente globosas, ¢ 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, conten-
do eritroblastos nucleados primitivos. As func¢des das
“Ilhas de eritroblastos” estdo relacionadas ao processo
de diferenciacdo de células sanguineas durante a eri-
tropoiese, € com a vasculogénese [3].

Em relacdo ao saco vitelino, a literatura for-
nece estudos mais aprofundados em roedores, como
ratos, onde Favaron ef al. [22] descrevem células se-
melhantes a fibroblastos e semelhantes a epitélio com
atividade multipotente, os quais se diferenciam em
linhagens osteogénica, adipogénica e condrogénica e
ndo desenvolvem tumores. Estas células foram positi-
vas para marcadores de células-tronco mesenquimais
(Stro-1, CD90, CD105, CD73) e multipoténcia (Oct3
/ 4, Nanog), bem como precursores de células-tronco
hematopoiéticas (CD117). Os autores concluem que
as células progenitoras mesenquimais do saco vitelino
sdo promissoras para uma ampla gama de aplicagdes
na medicina regenerativa.



Em outro estudo realizado por Vale et al. [60],
relatam em preas, que o saco vitelino ¢ formado pelo
endoderma parietal e visceral e apds o 14° dia de gesta-
¢do ocorre uma inversdo do saco vitelino, caracterizada
pela degeneragdo do endoderma parietal etrofoblasto
mural. Apos a inversao do saco vitelino, sao favorecidas
estreitas relagdes entre o saco vitelino e epitélio uterino
de modo a elevar o potencial absortivo de células en-
dodérmicas, aptas a captagao de substancias secretadas
pelas glandulas uterinas.

5. Placenta e Placentagdo

Os estudos de placentacdo foram descritos em
roedores referem-se a placenta como sendo a interagéo
entre duas membranas extraembrionarias distintas, po-
dendo-se a exemplo disto citar o modelo coriovitelino
formado pelo coério e saco vitelino e, ocorioalantoide
formado pela interagdo entre corio e alantoide [23].

No moco [45] e paca [9], o modelo de placen-
tacdo corioalantoide foi considerado como aquele com
papel fundamental na manutengdo embrionaria ¢ se
constitui como o modelo definitivo na gestacao. Além
disto, relata a presenca de uma barreira placentaria do
tipo hemomonocorial formada pelo sinciciotrofoblasto,
membrana basal, tecido conectivo e capilar.

Em pesquisa com pred, define placentagdo
como a intera¢do corioalantoide localizada no an-
timesométrio do utero. Os autores citam algumas
particularidades de acordo com a idade gestacional
e observam que até o 9° dia de gestacdo, a placenta
consiste de regides sem vasos fetais e pela presenca
de trofoblasto sincicial [46].

Classificada como 6rgao transitorio e comple-
X0, encontrada apenas em mamiferos, e responsavel
pelas trocas fisiologicas entre mae e feto, a placenta
¢ o unico 6rgdo que resulta da interacdo entre células
de dois individuos diferentes. A mesma ¢ constituida
por por¢des materna e fetal, cada porgdo possui células
genéticas e imunologicamente diferentes. A porgao
fetal é representada pelo corio. Esse possui uma placa
corial de onde partem vilos corionicos provenientes de
uma parte central conjuntiva que por sua vez ¢ derivada
do mesénquima extraembriondrio, possui também as
camadas de citotrofoblasto e sinciciotrofoblasto; a
por¢do materna, chamada de decidua basal, fornece
sangue arterial para as lacunas entre os vilos secunda-
rios e recebe sangue pobre em oxigénio proveniente
do mesmo local [28].
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Nos ruminantes, a complexidade da placenta
deve-se ao grau de interacdo entre tecidos de origem
materno e fetal, além da presenca de uma variedade
de camadas intermediarias que se interpdem entre os
leitos vasculares maternos e fetais, bem como devido a
evolucao das relagdes destes tecidos e das membranas
fetais durante o periodo de implantagdo do blastocisto
até o parto [38].

Nas espécies domésticas, observa-se que a
placenta pode representar modelos do tipo: epitelio-
corial, sinepiteliocorial, endoteliocorial ¢ hemocorial
de acordo com a forma de sobreposicdo e de interagao
entre o trofoblasto no epitélio uterino [13].

Nesse aspecto, pesquisa realizada nos ruminan-
tes, classificam a placenta como sinepiteliocorial devido
a perda do epitélio uterino promovido pelo corio [2].

Ainda nos ruminantes, reporta que a placenta ¢
cotiledonaria, devido ser caracterizada pela presenca de
muitas unidades placentarias denominadas cotilédones,
que interagem com unidades maternas, formando os
placentomas, os quais sdo separados por areas inter-
cotiledonarias de corio liso [35].

Ja nos ovinos, aos 120 dias de gestacdo, veri-
ficam que a placenta apresenta placentomas, os quais
podem variar consideravelmente em tamanho e ntime-
ro, apresentando-se como estruturas que medem entre
10 mm e 50 mm de didmetro e com niimero variando
de 20 a 70 por feto [51].

Histologicamente, em trabalhos com capiva-
ras, revelam que a placenta no estagio embrionario é
formada por um agregado de trofoblasto coberto por
uma camada de mesoderma da qual vasos fetais pene-
tram nas dobras da superficie. Aos 70 dias, a placenta
contem areas de labirinto (lobos) separados por areas
interlobulares. Aos 90 dias, a diferenciacdo da placenta
¢ completa observando-se a sobreposicao de vasos
fetais e lacunas de sangue materno [30].

Oliveira [47], ao estudar o desenvolvimento
placentario de ovinos mesticos, descrevem a partir da
microscopia, a existéncia de artéria, arteriola, vénula,

veia e capilar que nao distinguiram, porém, ha a presenca
de células trofoblasticas binucleadas e ainda, trinu-
cleadas no grupo pertencente ao 2° ter¢co da gestacao,
diferentemente dos ovinos do 3° tergo da gestagdo, que
observou-se apenas células trofoblasticas binucleadas.

Em catetos analisando diferentes idades gesta-
cionais (> 35, 75, 115 e 135dias), relatam a expressdo

de VEGF (fator de crescimento endotelial vascular)



através da técnica de imunohistoquimica e RT-PCR
em placentas e tero. Assim, observam que existe imu-
nomarcagao positiva intensa para VEGF no epitélio
uterino, glandulas uterinas e trofoblasto. Concluem
assim, que o VEGF esta relacionado fortemente com o
processo de angiogénese necessario ao estabelecimento
da gestagdo [52].

IV.GLICOSAMINOGLICANOS NO APARELHO
REPRODUTOR E NA PLACENTA

Estudos pioneiros com glicosaminoglicanos
(GAGs) foram realizados por Nader et al. [40] em
1984, emmoluscos. Nesses estudos, infere-se que estas

Tabela 1. Glicosaminoglicanos (GAGs) no utero e placenta de mamiferos.
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substancias sdo heteropolissacarideos que possuem
como estrutura basica, unidades alternadas de hexo-
samina ¢ aglicar ndao-nitrogenado unidas por ligacdes
glicosidicas, presentes em todas as células animais
com diferencas estruturais dependendo do tecido ou do
organismo de origem. Existe diversos tipos de GAGs,
tais como, acido hialurénico, heparina, condroitin sul-
fato, dentre outras. Essas moléculas estdo presentes em
cartilagem, superficies celulares, membranas basais,
epitélios e placenta, além do plasma sanguineo e urina.
Nesse aspecto, a literatura nos fornece alguns estudos
os quais sao identificados os GAGs em mamiferos
(Tabela 1).

Espécie Localizagao dos GAGs Tipos de GAGs Referéncia
Rato Corno uterino HA [12]
Rato Cérvix DS, HS e HA [16]

. Cérvix CS, DS, HS, HA
Rato albino . N [56]
(gestante) (ambos em baixa concentrag¢do)
Cérvix
Rato/mulher N HA [58]
(gestacdo a termo)
. CS, DS e HS
Mulher Endométrio . . N [41]
(dois tltimos em baixa concentragao)
Coelho Utero HS, DS, HA, CS [19]
Placenta Jovem: CS (alta concentragio)
Mulher . [33]
(jovem/a termo) A termo: DS e HS
Placenta
Mulher N CS, HA, HS e DS [61]
(trés primeiros meses/ a termo)
Ovino Placentoma HA, alta concentragdo. [48]

CS= condroitin sulfato; DS= dermatan sulfato; HS= heparan sulfato; HA= 4cido hialurénico.

Os principais glicosaminoglicanos encon-
trados em animais sdo: condroitin 4 ¢ 6 sulfatos,
dermatan sulfato, heparan sulfato, heparina, quera-
tan sulfato e acido hialurénico, que diferem entre si
quanto ao tipo de hexosamina e agiicar nao aminado
(auséncia do grupo NH2), quanto ao grau e posi¢ao
de sulfatagdo, bem como quanto ao tipo de ligagdo
glicosidica inter e intradissacaridica. Com excecdo
do acido hialurdnico, todos os glicosaminoglicanos
estdo ligados covalentemente ao esqueleto proteico,
formando proteoglicanos [24].

Os GAGs sdo componentes da superficie celu-
lar e da matriz extracelular, interagindo com colagenos,
laminina ¢ a fibronectina, além de interagirem com

determinados fatores de crescimento. A interacdodos
componentes da matriz extracelular com os proteogli-
canos podem afetar o crescimento celular, a adesao e

a diferenciacdo das células, no qual as suas fungdes
sdo dependentes da cadeia lateral dos glicosamino-
glicanos [36].

Além disso, os GAGs estdo envolvidos em
diversas fungdes biologicas como adesdo, migragdo
e proliferagdo celular, secrecao de proteinas e expres-
sdo génica, atuando como organizadores celulares e
na maturagdo de tecidos especializados [17]. Con-
tribuem ainda para a estrutura e as propriedades de
permeabilidade do tecido conjuntivo, agem como guia
para enzimas e fatores de crescimento tanto na matriz



quanto na superficie das células, estando direta ou
indiretamente envolvidos com tumores e metastases,
reacdes imunologicas, desenvolvimento folicular,
infertilidade e angiogénese e, portanto, ao adequado
desenvolvimento fetal [20].

Ao estudar a angiogénese placentaria de rumi-
nantes, relatam que os GAGs estdo envolvidos no cres-
cimento vascular que acompanha o desenvolvimento
da placenta, que por sua vez, provoca um aumento no
fluxo sanguineo neste o6rgdo, fator determinante para
o desenvolvimento fetal [50].

Ja em ovinos, os glicosaminoglicanos estio
envolvidos na formag¢ao dos placentomas. No estagio
inicial tem-se predominio dessas substancias na matriz
extracelular dos placentomas em especial o acido hia-
lurénico. As concentra¢des dos glicosaminoglicanos
aumentam no decorrer da gestacdao e atingem seus
menores niveis no final da gestacdo, acompanhado
pelo desenvolvimento do placentoma e crescimento
fetal [48].
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V.CONCLUSAO

Conclui-se que, em relagdo ao desenvolvi-
mento embrionario dos ruminantes, tais estudos ainda
sdo limitados ao nivel da descri¢do ultrassonografica.
Ja no que diz respeito aos anexos e placentagdo as
descrigdes existem informagdes fortemente elucida-
das, principalmente na espécie bovina. Quanto aos
glicosaminoglicanos, foram identificados a condroitin
sulfato, o dermatan sulfato, o heparan sulfato ¢ o acido
hialurénico no aparelho reprodutor e placenta de ratos,
mulher, coelho e ovinos mestigos.

Espera-se que este texto de revisdo possa
contribuir para um melhor entendimento a cerca do
processo reprodutivo, em especial sobre a importancia
dos glicosaminoglicanos no processo gestacional.
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6 CONSIDERACOES FINAIS

A presente tese apresentou resultados relevantes sobre a morfofisologia da reproducio na ovelha
da raga Morada Nova, durante o terco inicial da gestagao;

Os achados indicam haver importante participagdo dos glicosaminoglicanos no reprodutor e na
placenta ao longo da gestacao;

A regido uterina e placentoma sofrem mudangas durante o terco inicial da gestagao;

Os embrides ovinos aumentam consideralvemente de tamanho entre as idades 30 e 40 dias de
gestacao;

Os achados ultrassonograficos mostram que o diagndstico gestacional pode ser precose, a partir
dos 15 dias pds copula na raca Morada Nova.



191

ANEXO A — COMPROVANTE DE SUBMISSAO DO ARTIGO NA REVISTA PESQUISA
VETERINARIA BRASILEIRA

CARACTERIZACAO EMBRIONARIO/FETAL E ULTRASSONOGRAFICA DE OVINOS
DA RACA MORADA NOVA

QUALIS: Quadriénio 2013-2016: A2 / Novo Qualis: A4
FATOR DE IMPACTO (2020): 0.584



DEOSe2 2100 Errmdl = Merpon da S Corpty =~ Outionk

Pesquisa Veterinaria Brasileira - Manuscript ID PVB-7145

David Driemeier <onbehalfof@manuscriptcentral com>

Ted, DAARSI0L2 TETS

Para: radan_ehms@hotmailcom <radan_elvis @hotmail com>

Cc herson-costa@hotmail.com < herson-costa@hotrnail. com> radan_edvis@hotmail. com
<radan_etvis@hotmail com> helio.noberto@outlook.com
<helionoberto@outlook.com>; pauloricardo83@hotmail com

<pauloricard o83 @hotmailcom > Carolfreitas0d @outlook.com
<Carotfrertasld @outlook.com > igomenno@gmail com
<igorrenno@gmail com > alexsandra. pereira@ufersaedu.br

< alesandra pereira@ufersa.edubr > moacir@ufersaedu br <moacir@ufersaedu.br>
03-May-2022

Dear Mr. Matias de Olbveirra

Your manuscript entitled "Caractenzacdo pos-implantacional e ultrassonografica de ovinos da raca
Morada Nova®™ has been successiully submitted online and is presently being given full consideration
for publication in the Pesquisa Weleninana Brasileira.

Your manuscript 1D is PVB-7145.

Please mention the above manuscript 1D in all future correspondence or when calling the office for
questions. Il there are any changes in your street address or e-mail address, please log in to
ScholarOne Manuscripts at https//mc04 manuscn pteentral.com/pyb-sciel and edit your user

information as appropriate.

You can also wiew the status of your manuscript at any time by checking your Author Center after
logging in to hitps//mcld manuscriptcentral comy/pvir-sciglo.

Thank you for submitting your manuscript to the Pesquisa Vetennaria Brasileira.

Sinceretly,
Pesquisa Vetennana Brasileira Editonal Office



193

ANEXO B - COMPROVANTE DE SUBMISSAO DO ARTIGO NA REVISTA ACTA
SCIENTIAE VETERINARIAE

ACOMPANHAMENTO ULTRASSONOGRAFICO E DOSAGEM HORMONAL DURANTE
O TERCO INICIAL DA GESTACAO EM OVELHAS

QUALIS: Quadriénio 2013-2016: B1 / Novo Qualis: B1
FATOR DE IMPACTO (2020): 0.320



194

04/05/2022 20.59 Email = Herson da Sitva Costa = Outlook

[ASV] Agradecimento pela submissao

naoresponda@ufrgs.br <naoresponda@ufrgs.br>

Qui, 05/05/2022 01:22

Para: Herson da Silva Costa <herson-costa@hotmail.com>;Radan Elvis Matias de Oliveira
<radan_elvis@hotmail. com>;Paulo Ricardo Firmino <pauloricardo83@hotmail.com>;Ana Caroline Freitas
Caetano de Sousa <carolfreitasO4@outlook.com>;Alexandre Rodrigues Silva
<alexrs@ufersa.edu.br>;Valéria Veras de Paula <valeria@ufersa.edu.br>;Wirton Peixoto Costa
<wirton@ufersa.edu.br>;Moacir Franco de Oliveira <moacir@ufersa.edu.br>

Ola,

Joao Augusto Rodrigues Alves Diniz submeteu o manuscrito, "Acompanhamento Ultrassonografico
e Dosagem Hormonal Durante o Terco Inicial da Gestagcdo em Ovelhas: Ultrasound Monitoring and
Hormone Dosage During the Initial Trimester of Pregnancy in Sheep” ao periodico Acta Scientiae
Veterinariae.

Se voce tiver alguma duvida, entre em contato conosco. Agradecemos por considerar este
periodico para publicar o seu trabalho.

Editorial Team
Acta Scientiae Veterinariae

http://www.seer.ufrgs.br/index.php/ActaScientiaeVeterinariae
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ANEXO C — COMPROVANTE DE SUBMISSAO DO ARTIGO NA REVISTA JOURNAL OF
MORPHOLOGY

PERFIL DO CONDROITIN SULFATO E HEPARAN SULFATO NO SISTEMA
REPRODUTOR FEMININO E NA PLACENTADURANTE INICIO DA GESTACAO EM
OVINOS

QUALIS: Quadriénio 2013-2016: B1 / Novo Qualis: A2
FATOR DE IMPACTO (2020): 1.804



M Gmail Igor Renno <igorrenno@gmail.com>

Submission started for Journal of Morphology

Journal of Morphology <no-replyi@atyponres_ com= 6 de maio de 2022 00:35
Para: lgor Lopes <igomennoi@gmall.com>

Dear lgor Lopes,
Thanks for starting youwr submission (o Journal of Marphology. You can access your submisshon using thes link:
MNew submission from 05 May 2022 07:13

Manuscripts in DRAFT slale are not visible o the Editorial Office until they are submitted,
We've pul logether these resources to halp you throuwgh the manuscripl submission process:
= To earn more aboul prapanng a scholary article, visil: Article preparation information
= For information aboul submilting 1o ths joumnal, visit: Journal of Morphalogy Author Guidelines
= Durning submizssion we'll walk you through each step. providing instnuchons and relevant knowledgebaze
aficles along the way.

Neod more help?

= For technical issues with our onding submizsion syslem, contact submesionhelpiwiley com
= For editonal guestions of Bsues. conlact the jpumals oditonal office

Sincanaly,
The Editorial Stall at Joumnal of Momphology

By submitiing a manuscripl o of reviewing lor this publication, your name, email address, and affiliaton, and other
conlact detalls the publication might requine. will be used for the regular cparations of the publication, including,
when necessary, sharnng with the pubksher (Wikey) and partners for production and publication. The publication
and the publisher recognize the imporance of prolecting the personal information collected from users in the
operation of lhese services and have praclices in place lo ensure thal steps are laken o maintain the securily,
inlegrity, and privacy of the personal data collected and processed. You can learn more by reading our data
protection policy. In case you don't wanl to be contacted by this publication again, please send an amail o |

jmorphdEwilay com.
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ANEXO D — COMPROVANTE DE SUBMISSAO DO ARTIGO NA REVISTA ANIMAL
REPRODUCTION

UTERUS/PLACENTA RATIO AND APPENDAGES OF MORADA NOVA SHEEP AT
DIFFERENT GESTATIONAL AGES

QUALIS: Quadriénio 2013-2016: A2 / Novo Qualis: A4
FATOR DE IMPACTO (2020): 1.807



DBOS022 1453 Emasd — Hergon &5 Sitva Costs - Ouliook

Animal Reproduction - Manuscript ID AR-2022-0050

Anim Reprod CBRA <onbehalfof@manuscriptcentral com>
Sex. 06/05/2002 07-37
Para: carolfreitas0d@outiook com <carolfreitasi4@outiook com=

Cc herson-costa@hotmail.com <herson-costa@hotmail.com > carolfreitasOd @outlook.com
«carolfreitas0d @outlook com carlos moura@ufarsa.edu br

«<cartos. moura@ufersa edu.br> moises. tertulino@gmail.com

<moises tertulino@gmail.com> antonioassis @usp.com
<antonioassis@usp.com> alexsandra. pereira@ufersaedubr

< alexsandra pereira@ufersa.edu. br> moacir@ufersa.edu.br <moadr@ufersa edubr>

06-May-2022
Dear Miss Sousa;

Your manuscript entitled “Uterus/placenta ratio and appendages of Morada Nova sheep at different
gestational ages™ has been successfully submitted online and is presently being given full
consideration for publication in the Animal Reproduction.

Your manuscript 1D is AR-2022-0050.

Please mention the above manuscnipt 1D in all future correspondence or when calling the office for
questions. If there are any changes in your street address or e-mail address, please log in to

ScholarOne Manuscripts at hitps.//mc(4 manuscriptcentral com/ar-scielo and edit your user

information as appropriate.

You can also view the status of your manuscript at any time by checking your Author Center after
logging in to hitps //mc(d manuscnptcentral com/ar-scielo.

Thank you for submitting your manuscript to the Animal Reproduction.

Sincerely,
Animal Reproduction Editorial Office
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ANEXO E - COMPROVANTE DE SUBMISSAO DO ARTIGO NA REVISTA JOURNAL OF
MORPHOLOGY

MORPHOLOGY OF THE FEMALE REPRODUCTIVE SYSTEM DURING THE INITIAL
TRIMESTER OF PREGNANCY IN MORADA NOVA SHEEP

QUALIS: Quadriénio 2013-2016: B1 / Novo Qualis: A2
FATOR DE IMPACTO (2020): 1.804
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V0E022 0635 Email - Herson da Silva Costa - Qutiook

Journal of Morphology - Manuscript number JMOR-22-0083

Kusum Bahuguna <onbehalfof@manuscriptcentral.com>

Sab, 14/05/2022 0837

Para: joaovitoroliveiragurgel@hotmail. com <joaovitoroiveiragurgel@hctmail.com>

Cc: herson-costa@hotmail.com <herson-costa@hotmail.com>;joaovitoroliveiragurgel@hotmail.com
<joacvitoroliveiragurgel@hotmail.com> radan_elvis@hotmail.com

<raden_elvis@hotmail.com> carolireitasO4 @outicok.com <caroifreitasid@outiook.com: jjoso-
diniz15@hotmail.com <joao-dimiz15@hotmail.com>;carlos.moura@ufersa.edu.br

<carlos. moura@ufersa.edu br>alexrs@ufersa.edu.br <alexrs@ufersa.edu.br>;moacir@ufersa.edu.br
<mozcir@ufersa.edubr>

14-May-2022

Dear Dr. Gurgel,

Your manuscript entitled *"Morphology of the female reproductive system during the initial trimester
of pregnancy in Morada Nova sheep” has been successfully submitted online and is presently being

given full consideration for publication in Journal of Morphology.

Your manuscript number is JMOR-22-0083. Please mention this number in all future correspondence
regarding this submission.
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ANEXO F - PRIMEIRA PAGINA DO ARTIGO PUBLICADO NA REVISTA ACTA
SCIENTIAE VETERINARIAE

DESENVOLVIMENTO EMBRIONARIO/FETAL, PLACENTACAO, E
GLICOSAMINOGLICANOS NO APARELHO REPRODUTOR FEMININO E NA
PLACENTA

QUALIS: Quadriénio 2013-2016: B1 / Novo Qualis: B1
FATOR DE IMPACTO (2020): 0.32
ANO DA PUBLICACAO: 2020

DOI: 10.22456/1679-9216.100339
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ActaScientiae Veterinariae, 2020.48:1728.

ISSN 1679-9216

Pub. 1728

Desenvolvimento embrionario/fetal, placentacao e glicosaminoglicanos no aparelho reprodutor
feminino e na placenta

Embryonic/Fetal Development, Placentationand Glycosaminoglycans in the
Female Reproductive Tract and Placenta
2,FerdinandoViniciusFernandesBezerra1, Carlos
5

HersondaSilvaCosta',Felipe Venceslau CAmara

EduardoBezerra deMoura3,Alexsandra Fernandes Pereira4,AlexandreRodrigues Silva”, Hugo

Alexandrede Oliveira Rocha6,Maria Angélica Miglin07 & Moacir Franco deOliveira!

ABSTRACT

Background: Fetal attachments, placentation and embryonic development have been widely discussed in rodents such as agoutis
and cavies, as well as research on glycosaminoglycans (GAGs) in rats and rabbits. Moreover, studies on buffalo, cattle and sheep are
described in ruminants, and work has also been reported in sheep with GAGs in placentoma. However, further studies are needed in
this regard, since there are reports of economic losses associated with reproductive failures described for cattle such as changes in the
chorion and allantois, and in sheep in which changes between the transition from vitelline to allantois circulation have been discussed.
Review: In relation to embryonic development, detailed studies have been described in rodents such as rats (12 days old), desert
mouse (15 days old) and agoutis at 30 days. Macroscopic structures such as the cephalic region, nose, optic vesicle, cervical curva-
ture, thoracic and pelvic limbs were observed, as well as microscopic structures such as the pituitary, lung, heart, brain cavity, liver,
retina, and ossification regions. There are reports of buffalo and cattle studies in ruminants describing early embryonic development.
However, the research in the case of sheep is limited, meaning there is only the ultrasound examination, such as gestational diagnosis
and morphometric measurement of the embryonic vesicle. Still, studies with umbilical funicular and placental development of sheep
with different gestational ages can be highlighted. Regarding extraembryonic annexes, four important structures which contribute
to embryonic maintenance have been reported. These are called the chorion, amnion, allantois and yolk sac, respectively, and are
responsible for originating the placenta, embryonic protection, collecting metabolic waste and early embryonic nutrition. In addi-
tion, correlating the annexes gives rise to the placentation process, which were described two models; the first is transient, called
chorioviteline, and the second is called chorioallantoid, which represents the definitive model. Allied to the gestational process, the
importance of glycosaminoglycans (GAGs) and proteoglycans are worth mentioning, as they are essential components of the extra-
cellular matrix. They are related in the implantation process, tissue organization during gestation, and also in placental angiogenesis,
as described in ruminants (i.e. involved in the vascular growth that accompanies the development of the placenta), which in turn
causes an increase in blood flow in this organ, and constitutes a determining factor for fetal development.

Conclusion: Such studies regarding the embryonic development of ruminants are still limited to sonographic description
and some information is only available in the context of extraembryonic membranes. For glycosaminoglycans, chondroitin
sulfate, dermatan sulfate, heparan sulfate and hyaluronic acid are identified in the reproductive tract and placenta. Wein-
tend to produce important information for the reproductive and sanitary management of ruminants with the information in
this article, providing data to stimulate new studies aiming to minimize the occurrence of embryonic death and economic
losses. In addition, further studies on GAGs are needed to better understand their true correlation with gestation, so they
can intercede through supplementation and minimize reproductive losses.

Keywords: mammals, extracellular matrix, pathologies, reproductive events.
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ANEXO G - ANTICORPOS UTILIZADOS NA IMUNOHISTOQUIMCA E IDENTIFICACAO

DE GAGs

Tabela 1- Anticorpos utilizados para marcagao do condroitim sulfato e heparan sulfato nos 6rgaos
reprodutores e na placenta de ovelhas.

Produto Descricao Diluicao Referénica
Anti-Chondroitin Anticorpo monoclonal 1:100 Ab11570
Sulfate antibody [CS] de camundongo [CS]
Abcam contra Condroitim
Sulfato
Perlecan — Anti Anticorpo monoclonal 1:100 Ab2501
Heparan Sulfato + de camundongo contra
proteoglicano heparan sulfato
Abcam
Anticorpo secundario Anticorpo IgG anti- Pronto para uso AI-9200-1.5
universal camundogo de cabra

Vector laboratories

que se liga a anticorpos
primarios de
camundongo
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ANEXO H - PARECER DA COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS
(CEUA/UFERSA)

UNIVERSIDADE FEDERAL RURAL DO SEMI-ARIDO
COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS

Mossoro, 07 de dezembro de 2018.

PARECER 27/2018

O projeto intitulado “Desenvolvimento embrionario/fetal, anexos extraembrionarios e
glicosaminoglicanos no aparelho reprodutor feminino e na placenta de ovinos ao longo do terco
inicial da gestagao” processo numero 2309].013.528/2018—48, sob responsabilidade de Moacir
Franco de Oliveira o qual envolve a produéﬁo, manuten¢do e/ou utilizacdo de animais
pertencentes ao filo Chordata, subfilo Vertebrata (exceto humanos), para fins de pesquisa
cientifica, encontra-se de acordo com os preceitos da lei 11.794 de 8 de outubro de 2009 e com
as normas editadas pelo Conselho Nacional de Experimentacdo Animal (CONCEA), e foi
aprovado pela Comisséo de Etica no Uso de Animais (CEUA) da Universidade Federal Rural do
Semi-Arido —UFERSA em reunido no dia 27 de novembro de 2018 .

Vigéncia do projeto Janeiro de 2019 a dezembro de 2020
Espécie/linhagem Ovis aires

N. de Animais 12

Peso/idade Adultos

Sexo Fémeas

Origem Setor de Caprinocultura/UFERSA

Emanuelle Fontehéle Rabelo

Presidente CEUA-UFERSA

BR 110 — Km 47 — Bairro Pres. Costa e Silva
CEP 59625-900 — Mossoré — RN — (84) 3317-8360
httn/Avww? 1ifarsa edu br/inortal/comissoes/cenia



