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RESUMO

As taxas de perda embrionéria sdo altas na espécie equina durante o periodo de peri-
implantagdo. Estima-se que 17% das gestacdes diagnosticadas no dia 15 sdo perdidas, sendo a
maioria delas entre os dias 15 e 35. Portanto, o conhecimento dos eventos biologicos
associados a este periodo da gestacdo em éguas é de extrema importancia econdmica, e por
isso a necessidade de estuda-los. O presente trabalho tem o intuito de revisar o
desenvolvimento embrionério da fecundagéo até a placentacdo inicial, fazendo um compilado
de pontos importantes desse periodo e trazendo uma abordagem que possa ser utilizada na
pratica. A interacdo entre o embrido e o ambiente uterino é fundamental para que o
desenvolvimento embrionério inicial, a implantacdo e a manutencéo da gestacdo ocorram de
maneira adequada. Muitos aspectos do inicio da gestacdo na égua sdo Unicos para esta
espécie. A fecundacdo, a retengdo de odcitos ndo fecundados, a formacdo da cépsula, a
movimentacdo embriondria, reconhecimento materno, a origem e desenvolvimento dos
anexos fetais, a juncao feto-maternal, o e a formacdo dos calices endometriais sdo alguns dos
aspectos abordados nessa revisdo. Através do conhecimento das caracteristicas peculiares a
espécie durante essa fase de grande importancia para o sucesso da gestacdo, podemos avaliar
a viabilidade embrionéria, a idade gestacional e prever possiveis perdas, sendo de grande valia

na aplicacdo pratica das biotecnologias da reproducéo equina

Palavras-chave: Ciclo estral, fecundacdo, gestacdo, reconhecimento materno,

anexos embrionarios.



ABSTRACT

Early embryonic death rates are high during the peri-implantation period in the
equine species. It is estimated that 17% of gestations diagnosed on the 15th day post ovulation
are lost, mainly between days 15 and 35. For this reason, the knowledge about the biological
events associated to this gestational period is of extreme economic importance, and therefore
there is a need to study them. The interaction between the embryo and the uterine
environment is fundamental for early embryonic development, implantation and gestation
maintenance, to occur adequately. Many aspects of the early gestational period in the mares,
are unique to this species and have practical meaning in veterinary medicine. Fertilization,
retention of non-fertilized oocytes, formation of the embryonic capsule, embryonic mobility,
maternal recognition of gestation, fetal membranes origin and development, fetal-maternal-
junction, and the formation of endometrial cups are some of the aspects addressed in this
review. Through the knowledge of the peculiar to this species during this fase of great
importance to the pregnancy success, we can evaluate embryonic viability, gestational age
and prevent possible losses, being of great value for the practical application of reproductive
biotechnologies.

Key-words: Estrous cycle, fertilization, gestation, maternal recognition, fetal

membranes.
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1. INTRODUCAO

Em 2006 os estudos apontaram um PIB da equinocultura de 7,5 bilhdes de reais que
foram atualizados e atingiram a marca de 16 bilhdes de reais (IBGE, 2015), ou seja, um
crescimento bruto de 11,3% ao ano. Além disso, o Brasil tem um dos maiores rebanhos do
mundo, aproximadamente 5,5 milhGes de animais (IBGE, 2017). Mostrando que o
agronegocio do cavalo ganha a cada ano maior espaco no mercado brasileiro, sendo uma
importante atividade econémica e social.

A gestacdo inicial na égua é um periodo critico, de extrema importancia econémica
(HAYES et al., 2012) pois estima-se que 17 % das gestagcdes equinas diagnosticadas no 15°
dia sdo perdidas, sendo a maioria delas entre o dia 15 e 35 (MORRIS; ALLEN, 2002). A
perda embrionaria, ou morte embrionaria, tem sido vista como fator de reducéo de fertilidade
em éguas e € caracterizada pela perda gestacional do momento da concepgéo até o 40° dia de
gestacdo (BALL, 1988). Isso ocorre, pois € um periodo que envolve numerosos eventos e
profundas mudancas no desenvolvimento embrionario (STOUT, 2009).

A espécie equina apresenta particularidades em relacdo ao desenvolvimento
morfolégico do embrido, a movimentacdo, a origem dos anexos fetais, a fixacao,
desenvolvimento do &mnio e dos calices endometriais e a atividade fetal. A fase embrionaria é
um momento critico, onde ocorrem as maiores taxas de perdas gestacionais e, muitas vezes, é
um periodo pouco estudado por veterinarios que trabalham a campo. O presente trabalho tem
0 intuito de revisar o desenvolvimento embrionario da fecundacdo até a placentacgdo inicial,
fazendo um compilado de pontos importantes desse periodo e trazendo uma abordagem que
possa ser utilizada na pratica. Através do conhecimento das caracteristicas peculiares a
espécie durante essa fase de grande importancia para o sucesso da gestacdo, podemos avaliar

a viabilidade embrionéria, a idade gestacional e prever possiveis perdas gestacionais.
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2. CARACTERISTICAS DA GESTACAO INICIAL NA EGUA

2.1 Fecundacao

A fecundacéo ocorre na ampola do oviduto, quando acontece a fusdo do odcito com o
espermatozoide, isso ocorre com o gameta masculino migrando entre as células do cumulus,
atravessando a zona pelucida e penetrando para atingir a membrana vitelinica e, por dltimo, a
fusdo dos gametas. Os espermatozoides passam por uma maturacdo, capacitacdo e reacdao do
acrossoma para que sejam capazes de fecundar, liberando enzimas hidroliticas como, a
acrosina e a hialuronidase necessarias para penetracao no oocito (HAZEZ; HAFEZ, 2004).

A liberacdo do odcito maturado ocorre no momento da ovulacdo. Esse odcito passa
por transformac6es durante o desenvolvimento folicular, como a formacéo da zona pelucida
e a retomada e finalizacdo da primeira divisdo meidtica com a extrusdo do primeiro
corpusculo polar, se preparando para a fecundagdo (GINTHER, 1992). A placa metafésica
marca o inicio da segunda divisdo meiotica que vai ocorrer somente apos a fusdo da regiao
equatorial do espermatozoide com a membrana vitelinica, ocorrendo a retomada da segunda
divisdo meiotica e liberando o segundo corpusculo polar (GINTHER, 1992). Os dois pro-
nacleos, masculino e feminino migram para o centro do odcito, os envelopes nucleares se
rompem e se fundem, formando a primeira célula do embrido, o zigoto (GINTHER, 1992;
HAFEZ; HAFEZ, 2004).

2.2 Transporte do embri&o no oviduto

A partir do estagio de zigoto, o embrido sofre uma série de divisdes mitdticas, sendo a
primeira 24 horas apos a fecundacdo (HERRLER; BEIER, 2000). Nessas divisdes celulares
ndo ocorre aumento da massa celular, sendo que o diametro do odcito pré-ovulatério, zigoto e
embrido clivado ndo muda até a formacao do blastocisto, geralmente apds deixar o oviduto
(GINTHER, 1992; BETTERIDGE, 2000).

A clivagem do zigoto origina os blastdomeros e as divisdes iniciais ocorrem
simultaneamente em todos os blastdmeros, porém, apds algum tempo essa sincronizacao é
perdida (GINTHER, 1992). O od6cito e o ambrido clivado até o estdgio de oito células
apresentam uma forma mais eliptica e apos a terceira clivagem se aglomeram formando uma

massa compacta, a morula. (AURICH, 2015).
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Aproximadamente 4 a 5 dias ap6s a fecundagdo, o embrido possui de 16 a 32 células
(GINTHER, 1992). Uma vez que o embrido tenha formado 16 blastbmeros, ele é denominado
morula (HERRLER; BEIER, 2000). Durante esta fase o embrido é transportado da ampola do
oviduto, local da fecundacdo, em direcdo ao Utero onde deve ocorrer a gestacao
(BETTERIDGE, 2000).

Segundo Allen (2000;2001), no oviduto equino, existem diferengas importantes no
transporte de odcitos e embribes comparados a outras espécies de mamiferos. A retencdo de
odcitos ndo fecundados e embribes degenerados nas dobras tortuosas do oviduto € um
fendmeno exclusivo da espécie equina (FLOOD; JONG; BETTERIDGE, 1979). J& um
embrido viadvel atravessa a jun¢do Utero tubarica chegando ao Utero entre 144 €168 horas ap0s
a ovulacdo (6 a 6,5 dias) no estagio de morula tardia ou blastocisto inicial (ALLEN, 2000).

Autores relatam que, a partir do estagio de mérula tardia, 0 embrido comeca a secretar
prostaglandina E> (PGE2) (GINTHER, 1992; ALLEN, 2000; BETTERIDGE, 2000). Essa
PGE: provoca contragdes locais e relaxamento da musculatura lisa, permitindo que o embrido
se mova progressivamente com o auxilio do batimento ciliar ritmico, chegando ao Gtero
(GASTAL et al.,, 1998b). Nesse momento o embrido tem aproximadamente 0,2 mm
(BETTERIDGE et al., 1982; SHARP, 2000).

2.3 Céapsula

A cépsula do embrido, caracteristica de equideos, é uma fina camada acelular e
transparente que se forma entre a zona pelucida e o trofoblasto quando o embrido passa para o
estadgio de blastocisto intrauterino no dia 6 ou 7 apds a ovulacdo, sendo composta por
glicoproteinas semelhantes a mucina produzidas pelo trofoblasto (BETTERIDGE et al., 1982;
GINTHER, 1992; ALLEN, 2001). Pode haver também um envolvimento uterino na origem
da capsula, pois foi observado no cultivo in vitro de embrides pré-capsulares que ndo houve a
formagéo da mesma (GINTHER, 1992).

Apols a entrada no Utero, o blastocisto se expande rapidamente ocorrendo a
diminuicdo da espessura da zona pellcida que se desprende da capsula até o dia oito. Entdo, a
capsula permanece no exterior revestindo completamente o embrido (GINTHER, 1992;
BETTERIDGE, 2000). A cépsula contribui para o afrouxamento e perda da zona pellcida
(STOUT; MEADOWS; ALLEN, 2005).

Alguns estudos sugerem que a mucina capsular seja secretada em maior parte pelo
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trofoblasto (ARAR et al., 2007), entretanto a capsula também contém outras proteinas de
origem materna. A producdo de mucina é observada a partir da formacdo do blastocisto e
aumenta até o dia 18, e entdo comeca a diminuir, antes de desaparecer completamente entre 0s
dias 21 e 23 (STEWART; LENNARD; ALLEN, 1995; STOUT; MEADOWS; ALLEN,
2005).

A cépsula mantém a forma esférica do embri&o durante o periodo do reconhecimento
materno da gestacdo. E bastante resistente e elastica funcionando como uma protecéo fisica
durante a fase de migracdo, permitindo com que o embrido migre de uma extremidade a outra
no limen uterino (BETTERIDGE, 2000; SHARP, 2000; ARAR et al., 2007). Devido as altas
concentragdes de acido sialico, age também como uma molécula anti-adesiva (SHARP, 2000;
STOUT; MEADOWS; ALLEN, 2005). Alem disso, a capsula fornece a protecdo contra o
estresse mecanico das contracdes miometriais (STOUT; MEADOWS; ALLEN, 2005) e ¢
uma defesa bioldgica contra microrganismos e sistema imunolégico materno (STEWART;
LENNARD; ALLEN, 1995). A medida que o concepto se move pelo interior do Utero, a
capsula acumula em sua superficie uma serie de componentes das secrecdes das glandulas
endometriais, participando também no processo de nutricdio do embrido (ALLEN,
2001).Finalmente, a posi¢do da capsula na interface materno-fetal sugere que ela tenha uma
importante fun¢do na comunicagdo entre mae e feto durante o inicio da gestacdo (STEWART;
LENNARD; ALLEN, 1995).

Em um estudo avaliando a viabilidade embrionaria Stout e colaboradores (2005)
removeram a capsula de embrides e os transferiram em éguas receptoras, como resultado eles
obtiveram que nenhum dos embrifes desprovidos de capsula desenvolveu a gestacéo,

enquanto os embrides que possuiam capsula desenvolveram normalmente a gestacéo.

2.4 Movimentagdo embrionaria

A movimentacdo embrionaria nos permite diferenciar o embrido de possiveis cistos
uterinos, pois o cisto é fixo enquanto o embrido é movel (MCCUE, MCKINNON, 2011).
Além disso, em casos de gestacdo gemelar, essa movimentagdo nos permite a reducdo de uma
vesicula com menor chance de danificar a remanescente (MCKINNON, 2011).

A movimentacdo é necessaria para a manutengdo da gestacdo, embora 0 mecanismo
de acdo desta movimentacdo ndo esteja completamente elucidado, se supde que durante a

migracdo o embrido secrete uma substéncia antiluteolitica ou iniba a secre¢do pulsatil de
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prostaglandina F2-a (PGF2-a), através da sua interagdo fisica com o epitélio endometrial,
evitando a lise do corpo luteo (ALLEN, 2005).

O embrido chega ao corpo uterino pela primeira vez no oitavo dia (GRIFFIN;
CARNEVALE; GINTHER, 1993) e sua movimentacdo intrauterina se mantém até por volta
do dia 16 (GINTHER, 1983). De acordo com Ginther (1998) o embrido migra de um corno ao

outro entre dez a vinte vezes por dia (Figura 1).

Figura 1 - Diagrama do resultado de duas horas de movimentacdo embrionaria.
A localizacdo embrionéria foi observada a cada cinco minutos. O
nimero de minutos necessarios para o embrido chegar de um ponto

ao outro estad demonstrado.

4100 <2002
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: 3 g
rmmmmme P annay
. & I.“.-.. (WPER

1 1_'-_‘1

+++++++++++++++++

Fonte: Adaptado de Ginther (1998)

Um estudo observou o efeito da a restricdo da movimentagdo embrionaria sobre o
reconhecimento materno, onde o Utero foi ligado em diferentes porcdes, restringindo a
movimentacdo do embrido. Nas éguas em que a restricdo foi apenas da ponta do corno
contralateral & ovulagdo, se obteve 100% de reconhecimento materno. Nas éguas tiveram
restricdo do corpo e corno uterino ipsilateral & ovulacéo, se obteve 50% e nas éguas cujos
embrides ficaram restritos a um pequeno espaco, ponta do corno ipsilateral & ovulagdo, se
obteve 0%. Com isso, demonstrou-se que a movimentacdo embrionéaria é fundamental para o
reconhecimento materno da prenhez (Figura 2) (MCDOWELL et al. 1988).
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Figura 2 - Diagrama demonstrando a restricdo da movimentagdo embrionaria e

os efeitos uterinos que essa movimentagéo causa.

N N\ _ J
o
Aumento do ténus

Diminuicao do didmetro

Ligaduras

Aumento da contratilidade

Aumento do edema uterino

Fonte: Adaptado de Ginther (1998)

Durante a fase de movimentacdo o embrido secreta PGF2-o ¢ PGE2. Essas
prostaglandinas ndo tém acesso a circulagcdo sisttmica em quantidade suficiente para
comprometer a funcdo do corpo luteo. Possivelmente estdo relacionadas ao estimulo local,
promovendo contracBes miometriais que movimentam o embrido (STOUT; ALLEN, 1996).
Estas prostaglandinas produzidas pelo embrido possivelmente apresentam outras funcoes,
como promover a rapida expansao do blastocisto inicial, aumentar o fluxo sanguineo uterino e
a permeabilidade vascular, facilitando a distribuicdo de nutrientes para o desenvolvimento
embrionario (STOUT; ALLEN, 2002).

2.5 Reconhecimento materno da prenhez

Os eqiinos possuem um periodo de reprodugdo sazonal, com sua maior atividade
ocorrendo nos dias longos de primavera e verdo (AURICH, 2015). Durante o periodo de
reproducdo os ciclos estrais duram cerca de 22 dias, com 5 a 7 dias e estro, sendo que a
lutedlise ocorre no dia 15 apds-ovulagédo (AURICH, 2011). A PGF2a € o hormonio luteolitico
que induz a regressao ciclica do corpo luteo, e ela é secretada pelo endométrio ao fim do
diestro (ALLEN, 2000; HAFEZ; HAFEZ, 2004).

Durante muito tempo se sugeriu que a cascata luteolitica acontecia até o dia 10 pos-
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ovulagdo (GOFF; PONTBRIAND; SIROIS, 1987; STOUT; LAMMING; ALLEN, 1999).
Porém, pesquisas mais recentes conseguiram sucesso em transferéncia de embrides de 10 dias
em éguas que estavam no dia 10 e 12 po6s-ovulacao, provando que a cascata luteolitica em
éguas ndo prenhas nao inicia antes do dia 12 pés-ovulacdo (WILSHER; CLUTTON-BROCK;
ALLEN, 2010). O embrido indica a sua presenca e interrompe o ciclo estral mantendo a
gestacéo, sendo esse processo conhecido como "reconhecimento materno da prenhez"(RMP)
(SHORT, 1969).

Durante o RMP ocorre uma interacdo reciproca (KLEIN, 2016a), ininterrupta e
completa entre o Gtero e o embrido, sendo essencial para o estabelecimento e manutencao da
prenhez (MEIRA, 2012). Esse mecanismo que inibe a lutedlise ainda ndo é bem
compreendido, mas se conclui que deve estar ativo entre os dias 12 e 14 pds-ovulacdo
(AURICH, 2015).

O embrido equino é dependente das secre¢Bes uterinas para a sua manutencao
durante o periodo peri-implantacdo (CAMOZZATO et al., 2018). Proteinas secretadas pelo
embrido contribuem para a formacdo do histotrofo (BURTON et al., 2002) que, de acordo
com Camozzato et al. (2018), aumenta a sua producdo a partir do dia 10. O aumento da
vascularizagdo uterina também ocorre em éguas gestantes, o que esta relacionado com o
aumento do histotrofo, pois o0s nutrientes chegam via corrente sanguinea (ALLEN;
WILSHER, 2009; KLEIN, 2016). O mecanismo que provoca esse aumento da perfuséo
vascular é desconhecido, mas é provavel que esteja relacionado a substancias vasoativas
produzidas pelo embrido (CAMOZZATO et al., 2018).

O embrido produz diversos produtos secretdrios durante a gestacao inicial, incluindo
esteroides, prostaglandinas, proteinas e peptideos (BETTERIDGE, 2000), assim como 0
interferon delta, um membro da familia dos interferons tipo 1 (OCHET; VAIMAN;
LEFEVRE, 2009). O estrogeno produzido pelo embrido pode estar associado a estimulagéo da
vascularizagdo (RAESIDE et al., 2009; RAESIDE et al., 2012) assim como a sua
movimentacdo, que € associada a um temporario aumento da perfusdo vascular que
acompanha a movimentacdo do embrido (SILVA et al., 2005). Esse movimento constante
permite o contato com a maior parte da superficie endometrial, também servindo como
sinalizacdo da sua presenca e um estimulo para as secre¢fes uterinas (SHARP, 2000). As
prostaglandinas produzidas pelo embrido, principalmente a PGE2, também estimulam o
aumento do fluxo sanguineo uterino (RAESIDE et al., 2012).

De acordo com Camozzato et al. (2018), também foi observada maior quantidade de

glandulas secretorias e menor quantidade de células ciliadas assim que o embrido chega ao
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Gtero (Figura 3 - B e D). A caracteristica mais marcante da transformacao endometrial durante
0 estagio embrionério (21 a 42 dias) foi 0 quase completo desaparecimento de células ciliadas
na superficie epitelial do endométrio, proporcionando um ambiente com maior acimulo de
histotrofo (WINTER et al., 2014).

O remodelamento endometrial em éguas € modulado pelo embrido, criando um
ambiente uterino favoravel ao seu desenvolvimento, garantindo condic¢Bes ideais para 0s
eventos dindmicos de movimentacdo, reconhecimento materno, fixacdo, modulacdo imune

uterina, implantacéo, e, eventualmente, placentacdo (SILVA et al., 2011).

Figura 3 - A - (Egua ciclica dia 7 apds-ovulagio) Microscopia
eletronica de varredura do endométrio mostrando na mesma
proporcdo células ciliadas e células secretdrias planas. B -
(Egua prenhe de 7 dias apods-ovulacdo) Microscopia
eletrénica de varredura do endométrio mostrando células
ciliadas, células secretdrias protusas e histotrofo. C — (Egua
ciclica dia 10 apos-ovulagdo) Microscopia eletronica de
varredura mostrando abundante quantidade de células
ciliadas. D — (Egua prenhe de 10 dias apGs-ovulagio)
Microscopia eletrbnica de varredura do endométrio

mostrando poucas células ciliadas e gotas de histotrofo no

epitélio.
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2.6 Vascularizagao

Silva et al. (2005) observaram a interacdo do embrido com o endométrio e as
alteracdes no fluxo sanguineo uterino. Utilizando ultrassonografia Doppler, monitoraram a
perfusdo sanguinea no endométrio de ambos 0s cornos uterinos comecando no dia seguinte a
ovulacdo até o dia 16 e constataram que apds o dia 12 havia um aumento significativo na
vascularizagdo do endométrio quando o embrido permanecia por mais de sete minutos em um
mesmo local. De acordo com Silva et al. (2011), apos a fixacdo, a perfusdo se mantinha
significativamente mais elevada no corno uterino gravidico (Figura 4), provavelmente como
resultado dos estrdgenos e prostaglandinas secretadas pelo embrido. O concepto desempenha
um papel ativo na vasculogénese uterina, favorecendo a chegada de nutrientes importantes
apos a fixacdo (SILVA et al., 2011).

Figura 4 - Ultrassonografia doppler demonstrando um intenso fluxo
sanguineo e um engrossamento na parte dorsal do endométrio, local
onde ocorre a invasdo mesometrial pelas células do trofoblasto. As
cores azul e vermelho indicam a direcdo do fluxo sanguineo em
relacdo ao transdutor, e a intensidade da cor representa a velocidade
do fluxo. O ponto colorido no embrido representa os batimentos

cardiacos.
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2.7 Fixacao

O término da movimentagdo embrionaria, que ocorre por volta do dia 16, é chamado
de fixacdo. No dia da fixacdo, a vesicula ainda é esférica conforme demonstrado pelos estudos
ultrassonograficos (GINTHER, 1995). A fixacdo da vesicula ocorre pelo aumento no seu
didmetro, aumento no ténus uterino e diminuicdo do Iimen uterino e geralmente ocorre em
um dos cornos, proximo a bifurcacdo (GINTHER, 1998). De acordo com Arar et al. (2007), a
fixacdo do embrido esta associada a uma perda de &cido sialico e flacidez das glicoproteinas
capsulares. A uterocalina é secretada pelo endométrio e possui associa¢cdo com a capsula e
perda de &cido sialico. Esse mesmo estudo demonstrou que a secre¢do de uterocalina €
dependente de progesterona e sua deficiéncia pode dar origem a cépsulas defeituosas, que
mostram uma falha na perda do acido sidlico, interferindo no processo de fixacdo (ARAR et
al., 2007).

2.8 Desenvolvimento do saco vitelinico

O embrido é chamado de blastocisto inicial quando a blastocele, um acumulo de
fluido, comeca a se formar e a massa celular interna é estabelecida em um polo. Nessa fase, as
celulas do embrido se diferenciam em trofoblasto e embrioblasto. O trofoblasto é formado a
partir da camada celular externa e vai ter a funcdo de captacdo de nutrientes, dando origem a
porcdo embrionéaria da placenta chamada corion, responsavel também pela implantacdo do
embrido na parede uterina (GINTHER, 1998).

Ja o embrioblasto, é originado da massa celular interna que se projeta para o interior
da blastocele e originard o embrido propriamente dito (SHARP, 2000). De acordo com
Ginther (1992), essa diferenciacdo em trofoblasto e botdo embrionario é a principal
caracteristica do blastocisto e, durante o processo de gastrulagdo, o embrioblasto se
desenvolve em 3 camadas germinativas primarias do embrido: a ectoderme, a mesoderme e a

endoderme (Figura 5).

Figura 5 - Diagrama de embrides de 9 - 11, 12 e 14 dias. No diagrama vemos
a capsula e as camadas ectoderme, endoderme e inicio da

mesoderme avascular.
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s Ectoderme (trofoblasto) )
Mesoderme avascular L |Saco vitelino
=== Endoderme S
Capsula

Massa celular interna  Disco
Dia 9-1 embrionario Dia 12

Fonte: Adaptado de Ginther (1998)

O diametro da vesicula embrionaria nos proximos dias varia bastante e o estagio de
desenvolvimento parece mais relacionado com o didmetro e morfologia do que com a idade
(GINTHER, 1992). A conversdo da parede de camada Unica do blastocisto em uma estrutura
de duas camadas ocorre ap6s o envolvimento da cavidade do blastocisto por uma camada de
células endodérmicas (Figura 5) e acredita-se que esse envolvimento esta completo por volta
do dia 12 (GINTHER, 1992).

O lumen do saco vitelinico esta diretamente em contato com o limen do intestino
primitivo e, portanto, solutos organicos e inorganicos e agua do ambiente uterino sdo
absorvidos pelo saco vitelinico tornando-os disponiveis para o embrido (GINTHER, 1992).
Um dos aspectos distintos do concepto equino é a persisténcia do saco vitelinico. Muitas
espécies animais desenvolvem o saco vitelinico, mas ele rapidamente se torna afuncional e
aparentemente ndo contribui para a nutricdo do embrido. Nos equinos, entretanto, ele é uma
estrutura predominante nas primeiras trés ou quatro semanas de gestacdo e tem um importante
papel no suprimento nutricional inicial do embrido (SHARP, 2000).

As células do trofoblasto (ectoderme) sdo colunares com caracteristica absortivas. A
terceira camada, mesoderme, comeca a aparecer entre o trofoblasto e a endoderme do saco
vitelinico (Figura 5), provavelmente no dia 14, dando origem & parede do disco embrionario
(GINTHER, 1998) e ao mesénquima de sustentacdo, ou vasos sanguineos do tecido
conjuntivo (HAFEZ; HAFEZ, 2004).

Na fixacdo, em uma porcdo menor que a metade da parede do saco vitelinico
desenvolve-se uma terceira camada (mesoderme) e vasos sanguineos comecaram a Se
desenvolver préximos ao embrido, formando a mesoderme vascular (GINTHER, 1992).
Ginther (1998) observou a formacdo de uma cavidade, o exoceloma, dentro da mesoderme,
proximo ao embrido, dividindo a mesoderme em duas camadas. Dobras de ectoderme e

mesoderme comegam a passar pelo embrido e dardo origem ao amnio (Figura 6).



22

Figura 6 - Diagrama de um embri&o no dia 16. Dia da fixacéo.
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| {
A
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Dia 16

Prega amnidtica

Fonte: Adaptado de Ginther (1998)

A principal extremidade da vascularizacdo da mesoderme é demarcada por uma
proeminente colecdo de veias, denominada sinus terminalis (Figura 7). A parede do saco
vitelinico entre o sinus terminalis e o embrido propriamente dito possui trés camadas
(endoderme, mesoderme e ectoderme) e € denominada onfalopleura trilaminar (SHARP,
2000). No polo oposto ao embrido propriamente dito, o saco vitelinico possui somente duas
camadas (ectoderme e endoderme) e € denominada onfalopleura bilaminar (GINTHER,
1992).

Figura 7 - Diagrama de um embrido de 21 dias.

21 Dias

Onfalopleura bilaminar

Sinus
terminalis

Onfalopleura
trilaminar

Amnio

Fonte: Adaptado de De Mestre, Antczak e Allen (2011)
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S@o formadas llhas de Sangue na mesoderme e estas gradualmente aumentam,
originando a parede funcional do saco vitelinico que estd conectada ao embrido. O saco
vitelinico ndo armazena nutrientes, mas com a vascularizagdo o histotrofo chega rapidamente
e com eficiéncia para promover o desenvolvimento embrionario (GINTHER,1998). A
onfalopleura bilaminar e o sinus terminalis sdo estruturas anatdmicas, que indicam o lado
oposto ao desenvolvimento embrionério propriamente dito (Figura 7), e que mais tarde

marcam a posicdo de fixacdo do corddo umbilical no feto (SHARP, 2000).

2.9 Corddes do saco vitelinico

Ewart (1915) observou que o embrido equino de 21 dias apresenta discos de
trofoectoderme na parte exterior da parede bilaminar do saco vitelinico e na parte interna
apresenta tubérculos em justaposicdo. Proximo ao momento da perda da capsula, por volta do
dia 20 de gestagdo, foram observados cordGes de material translicido (Figura 8A), em
associacdo com os discos e tubérculos, que se projetam para dentro do saco vitelinico
(Raeside et al., 2004).

De acordo com Betteridge et al. (2004), esses corddes sdo formados por material
translicido e acelular, aparentemente se originando dos tubérculos e tornando-se mais
extensos a medida que o concepto se desenvolve e, através da microscopia eletrdnica de
varredura, foi observado que eles sdo compostos por corddes menores, geralmente conectando
um tubérculo do saco vitelinico ao outro (Figura 8 - B).

Amoroso (1952) chamou a atengdo a semelhan¢a com a membrana de Reichert’s,
que ocorre em embrides de roedores (BOYD; HAMILTON, 1952), mas é incomum em outros
mamiferos. Concluiu-se que essa membrana pode estar relacionada a nutricdo do embrido,
sendo considerada um elemento importante durante a placentacdo coriovitelinica, e deve ser
melhor estudada (AMOROSO, 1952).
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Figura 8 - A - Corddes transltcidos do saco vitelinico ligados aos seus tubérculos na
superficie interna da onfalopleura bilaminar e se projetando para o
interior do saco vitelinico em um embrido coletado aos 22 dias pés-
ovulacdo. B - Microscopia eletronica de varredura da superficie interna

da borda entre a camada da onfalopleura trilaminar vascularizada (topo a

direita) e a onfalopleura bilaminar avascularizada (abaixo a esquerda).

Fonte: Adaptado de Betteridge et al. (2004)

2.10 Transicao de saco vitelinico para alantoide

O conhecimento das camadas da parede do saco vitelinico e das membranas
associadas a transicdo do saco vitelinico para o saco alantoico é necessario para a
interpretacdo completa das imagens ultrassonogréficas de gestagdes simples ou gemelares, e
distincdo entre vesiculas embrionarias e cistos uterinos e orientacdo embrionaria (GINTHER,
1998). No dia 21, a cavidade amniotica estd completamente formada (Figura 9) e o alantoide
comeca a emergir do intestino primitivo sendo o responsavel pelas mudancas fisiologicas que
surgem a partir desse periodo (GINTHER, 1998). O seu crescimento ocorre no exoceloma e
se torna proeminente no dia 24, envolvendo externamente todo o embrido (SHARP, 2000).
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Figura 9 - Diagrama, imagem de ultrassom e foto das estruturas gestacionais
nos dias 21 e 24.
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Fonte: Adaptado de Ginther (1998)

O amnio é responsavel por proteger o embrido de choques mecanicos e desidratacéo
e o liquido amniotico é formado por secrecdes das paredes (ou folhetos amniéticos) e,
posteriormente, secre¢des fetais (GINTHER, 1992). Nas primeiras trés a quatro semanas de
gestacdo, a placentacdo equina pode ser descrita como coriovitelinica e, apds a quarta semana,
o0 alantoide comeca a aumentar fazendo com que a placenta se torne corioalantoica, devido ao
predominio do saco alantoico constituido pelas trés camadas germinativas (SHARP, 2000).

Durante os dias 22 a 25, inicia-se a ascendéncia do embrido, que é levado para o polo
superior devido ao tamanho do saco alantoico que aumenta gradativamente movendo o
embrido para longe do assoalho da vesicula (HAFEZ; HAFEZ, 2004), e a por¢do ndo vascular
da parede do saco vitelinico se torna uma area relativamente pequena (GINTHER,1998). A
area do cdrion, entre o alantoide e saco vitelinico, é onde se localiza a anel coriénico (Figura
10), formada por células trofoblasticas precursoras dos calices endometriais (GINTHER,
1998).
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Figura 10 - Diagrama, imagem de ultrassom e foto de um embrido de 36

dias, enfatizando o anel coribnico.

Fonte: Adaptado de Ginther (1998)

No dia 40 (final da fase embrionéria) o embrido e seu &mnio ja foram movidos para o
polo oposto e o saco vitelinico desaparece, sendo sua funcdo substituida pela placenta
(GINTHER, 1998). Nesta fase o embri&o parece estar suspenso, flutuando dentro de um saco
anecoico, devido ao crescimento do saco alantoide (GINTHER, 1992). As membranas e vasos
associados gque separam o saco Vitelinico e saco alantoide se unem na porcao dorsal do Utero e
ventral ao embrido, formando o corddo umbilical (Figura 11), que se alonga para que o
embrido retorne a parede ventral do Utero no dia 48 (GINTHER, 1993).

Figura 11 - Diagrama de um embrido de 40 e 50 dias, anexos embrionarios e

calices endometriais.
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Fonte: Adaptado de Ginther (1998)
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2.11 Calices endometriais

A égua possui uma placentacao epiteliocorial, que é a placentagcdo menos invasiva de
todos os tipos de placentacdo (ENDERS; LIU, 1991), no entanto as células do anel coriénico
(células do trofoblasto) sdo altamente proliferativas e comecam a invadir ativamente o
endométrio materno entre os dias 36 e 38 (Figura 12), fagocitando células e penetrando na
membrana basal das células epiteliais maternas, localizando-se entre as glandulas uterinas, no
estroma (SHARP, 2000). A partir desse momento, elas se diferenciam e hipertrofiam
tornando-se calices endometriais maduros, estruturas elevadas que se projetam acima da
superficie endometrial uterina (GINTHER, 1998).

Figura 12 - Diagrama da invaséo das células trofoblasticas no endométrio.
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Fonte: Adaptado de Lunn (1997)

Os calices representam complexas interagcdes microfisicas e quimicas entre o Utero e
0 concepto (GINTHER, 1998). S&o responsaveis pela producdo da gonadotrofina coriénica
equina (eCG), ate aproximadamente os 120 dias de gestacdo (ALLEN et al., 2002) e o pico de
secrecdo ocorre aos 60 dias de gestacdo, devido aos calices estarem em seu maior tamanho
(ALLEN, 2000).
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O eCG é um hormonio glicoproteico com alto peso molecular que juntamente com o
hormonio foliculo estimulante (FSH), produzido pela hipdfise, estimula o desenvolvimento
dos corpos luteos acessérios, com ou sem ovulacdo, mantendo a producdo de progesterona
(P4) até aproximadamente os 100 dias de gestacdo, quando a placenta assume esta producéo
(ALLEN, 2001). Por esse motivo, caso seja necesséria, a interrupcao da prenhez deve ser feita
antes da formacao dos calices endometriais (MESTRE, ANTCZAK, ALLEN, 2011).

Os antigenos fetais sdo estranhos a égua, e por volta dos 80-90 dias de gestacdo
ocorre uma intensa resposta leucocitaria materna. Supde-se, que os calices inicialmente se
defendam contra o ataque linfocitico, mas o mecanismo de defesa é superado, causando 0
desaparecimento dos célices endometriais (SHARP, 2000).

3. ACOMPANHAMENTO ULTRASSONOGRAFICO

A abordagem mais comum em éguas para o diagndstico de gestacdo € a via transretal
(GINTHER, 1986). Durante o diagndstico de gestacdo deve-se observar todo o Utero, ambos
0S COrnos e corpo uterino, e movimentar o transdutor do ultrassom em movimentos lentos,
para evitar um diagnostico falso negativo (BERGFELT; ADAMS, 2011).

A vesicula embrionaria pode ser visualizada a partir do dia 9, no entanto, para fins
praticos, o diagnostico de gestacgdo é feito por volta do dia 12 de gestacdo (Figura 13), quando
a probabilidade de detectar a vesicula é maior (98-100%) e ainda é cedo o suficiente, antes da

fixacdo, para intervir caso seja um gestacdo gemelar (BERGFELT; ADAMS, 2011).

Figura 13 - Imagem ultrassonogréfica dos 12 dias de

gestacéo.
Dias apds Imagem ultrassonografica
< do utero e embriio
ovulacdo
DIA 1O
DIA 12

Fonte: Adaptado de Bergfelt e Adams (2011)
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3.1 Primeira deteccdo do embriédo propriamente dito.

Considerando a orientacdo adequada do embrido na vesicula embrionaria, a deteccdo do
embrido propriamente dito é tipicamente observada pela primeira vez como uma pequena
estrutura ecoica no aspecto ventral do saco vitelinico, aproximadamente no dia 20 de gestacao
(figura 14) (BERGFELT; ADAMS, 2011). Segundo Allen e Goddard (1984) os batimentos

cardiacos podem ser visualizados a partir do dia 22.
Figura 14 - Imagem ultrassonografica do Utero e embrido aos

22 dias de gestacdo com respectivo desenho

ilustrativo.

DIA 22

Embrido _

Saco
alantoide

Fonte: Adaptado de Bergfelt e Adams (2011).

3.2 Fase alantoica (Dias 21-40)
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De acordo com Bergfelt e Adams (2011), a deteccdo do embrido propriamente dito é
considerada o inicio da transicdo do saco vitelinico para o alantoide, conforme o saco
alantoide se expande o vitelinico diminui formando a distinta imagem ultrassonogréafica do

embrido ascendendo ao polo dorsal da vesicula embrionaria (Figura 15).

Figura 15 - Imagem ultrassonografica do Utero e embrido aos 22, 24,
26, 29 e 36 dias de gestacao.

Dias pos Imagem ultrassonogrifica do
ovulagio Btero = embriio

Dia 22
Diaspés  Imagem ultrassonogrifica do
ovulagio ttero = embriio

Dia 24
Dia 29

Dia 26 Dia 36

Fonte: Adaptado de Bergfelt e Adams (2011)

No dia 24, o saco alantoide se tornou uma area anecoica proeminente sob o embrido
e as paredes da membrana do saco vitelinico dorsalmente e do saco alantoico ventralmente
ficam sobrepostas e aparecem como linhas ecoicas ao lado do embrido (Figura 15) que tende a
manter uma posicao horizontal, exceto em situacdes que envolvem desorientacdo (Figura 16)
ou gestacdo gemelar (GINTHER, 1995b; MCKINNON, 1998).
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Figura 16 - Imagem ultrassonografica em modo B e em 3D mostrando um
embrido de 27 dias que se encontra em orientagdo anormal.
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3.3 Descida do embriéo (Dia—40)

O dia 40 marca a transicdao do estagio embrionario para o estagio fetal, pois a partir
do dia 40 se inicia a calcificacdo do esqueleto do feto (GINTHER, 1993; FRANCIOLLLI,
2011). No comeco do estagio fetal, o corddo umbilical se alonga e o feto desce para a posicao
ventral da vesicula gestacional (Figura 17) (GINTHER, 1995b; MCKINNON, 1998;
BERGFELT; ADAMS, 2011). Aproximadamente no dia 45 o feto se encontra na metade da
vesicula gestacional e no dia 50 o feto se encontra no assoalho da vesicula gestacional (Figura
17), sendo esses acontecimentos um auxilio importante para estimar a idade gestacional e sua
viabilidade (GINTHER, 1986; GINTHER, 1995b; MCKINNON, 2011).
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Figura 17 - Imagem ultrassonografica do Utero e embrido, e diagrama
do embrido aps 40 e 45 dias de gestacao.

Dia 40

Dia 43

Fonte: Adaptado de Bergfelt e Adams (2011)

4. Ultrassonografia tridimensional (3D)

O grupo de pesquisa do REPROLAB — UFRGS realizou o acompanhamento da
prenhez inicial entre os dias 12 a 35 ap6s da ovulacdo pela ultrassonografia convencional e
implementando a técnica 3D (CAMACHO et al. 2019). A ultrassonografia tridimensional
permitiu a visualiza¢do das estruturas uterinas e embrionarias facilitando o acompanhamento
no desenvolvimento das estruturas do embrido. Apos a fixacdo da vesicula embrionéria no
endométrio as imagens obtidas foram didaticas e interessantes. A visualizacdo inicial do
embrido propriamente dito foi realizada no dia 21, assim como o subsequente crescimento
com o passar dos dias (Figura 18 - A). Ja ao 34° dia da prenhez a técnica 3D permitiu uma
completa exploracdo do embrido, permitindo visualizar a divisdo do saco vitelino e 0 saco
alantoide, além de visualizacdo em 360 graus rotando a imagem nos sentidos vertical e
horizontal (Figura 18 - B). Essa técnica ainda ndo tem aplicagdo clinica na medicina
veterinaria, mas proveem excelente material educacional e académico para praticantes e

pesquisadores, além de ser imagens ilustrativas para a educacgdo dos clientes.
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Figura 18 - Imagem mostra uma vesicula embrionéria equina no modo 3D. A -
Imagem de vesicula embrionéria de 26 dias em 3D onde se identifica
0 embrido propriamente dito na parte ventral da vesicula
embrionaria. B - Imagem de vesicula embrionaria aos 34 dias em
3D, nota-se 0 embrido ao centro da vesicula e as divisdes do saco
vitelino na parte superior e o saco alantoide na regido inferior direita.
O cubo amarelo representa o centro da imagem em 3D para

referéncia e orientacdo do operador.

Fonte: Adaptado de Camacho et al. (2019)

5. Considerac0es Finais

Ainda ndo estd completamente esclarecida a origem de algumas peculiaridades no
desenvolvimento embrionario equino, mas sabe-se que do inicio ao fim da gestacdo a egua
contrasta com as outras espécies animais domésticas em muitos aspectos estruturais e
funcionais, que se combinam para fornecer nutricdo suficiente para o crescimento e
desenvolvimento do embrido. Com o uso cada vez maior das técnicas de reproducéo assistida,
torna-se de grande importancia o conhecimento das fases do desenvolvimento embrionario e
da fisiologia e endocrinologia da gestacdo, para com isso, prever problemas como a perda

inicial da gestacdo e otimizar os resultados das biotecnologias da reproducao equina.
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