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RESUMO: O conhecimento da ultra-estrutura de embrides bovinos, dentro das diferentes sub-espécies
permite estabelecer caracteristicas inerentes a cada uma delas, possibilitando o desenvolvimento de métodos
eficientes para estocagem e conservacido desses embrides. Diante disso, 17 embrides bovinos, daraca
Nelore, foram preparados para andlise ultra-estrutural, sob microscopia eletrdnica. O processamento dos
embrides foi realizado no Departamento de Reproducio Animal da UNESP — Jaboticabal. Para tanto, os
embriGes foram lavados sucessivas vezes para remociio do SFB, utilizado no meio de transporte, fixados
em soluciio de glutaraldeido a 1% em tampio cacodilato de sédio 0,15M e pH 7.6, desidratados em
solugdes com concentragdes crescentes de dlcool etilico, pré-incluidos, incluidos em cipsulas BEEM (Better
equipment for electron microscopy), contendo resina EPON-812. submetidos em estufa i temperatura
de 60°C por 72 horas, para polimerizacio, e seccionados. Devido is pequenas dimensdes, os embrides
inicialmente foram submetidos a secgdes semifinas (0,5 pm), paraque alinhade corte propiciasse visualizagiio
do trofoblasto (TF) e massa celular interna (MCI). Apés a triagem dos cortes, realizaram-se seccdes
ultrafinas (60-70 nm), que foram colhidas em grades de cobre, coradas com acetato de uranila e citrato de
chumbo e observadas ao microscépio eletrénico. Dos embrides processados 64,71 % foram selecionados
para andlise ultra-estrutural. Observou-se que as células dos embrites analisados apresentavam-se
semelhantes as descri¢des para blastocistos de bovinos Bos taurus indicus. O trofoblasto era formado
por células alongadas que constitufam duas partes distintas; o trofoblasto mural, que delimitava a blastocele,
e o trofoblasto polar, que recobria as células da massa celular interna. Suas células estavam intimamente
ligadas por complexos juncionais, seguidos por desmossomos. As superficies externas dessas células eram
cobertas por microvilosidades proeminentes,com filamentos axiais, enquanto suas superficies internas
dpresentavam-se lisas, com jungdes comunicantes (do tipo gap) com as células da MCL Possufam organelas
usuais como mitocéndrias, lisossomos, ribossomos e poliribossomos, reticulo endoplasmitico liso e rugoso
e complexo de Golgi com forma e niimero variados. Observaram-se também gotas lipidicas e numerosas
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vesiculas. As células da MCI eram cubiformes, ligadas umas as outras por juncdes desmossdmicas,
apresentando colorag@o mais clara que a das células do TF, e niio apresentavam microvilosidades. As
organelas citoplasmdticas eram semelhantes as do trofoblasto. Observaram-se, tanto nas células do TF
quanto nas células da MCI, mitocondrias do tipo hooded (cuculadas) descritas em ovdcitos e caracterizadas
por uma cavidade circular vazia.
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ULTRA-STRUCTURAL ANALYSIS OF NELORE EMBRYOS
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ABSTRACT: The knowledge of the ultrastructure of bovine embryos in the different subspecies, allows
identifying characteristics of the each one, permitting the development of efficient methods to storage and
conservation of these embryos. Seventeen embryos of Nelore cows were processed to ultrastructural
analysis, under electronic microscope, in the Department of Animal Reproduction of the UNESP —Campus
of Jaboticabal, The embryos were washed several times to remove the bovine fetal serum of the transport
medium. They were fixed in a solution of glutaraldeide (1%) and sodium cacodilat buffer (0.15M and pH
7.6), dehydrated in solutions with increasing concentrations of ethylic alcohol, pre included and included in
better equipment for electron microscopy containing EPON-812 resin, polymerized in stove at 60°C for 72
hours and sectioned. Due to their little size, the embryos were sectioned in semi thin sections (0.5 mm)
permitting to visualize the trophoblast and inner cell mass (ICM). After this, the embryos were sectioned in
ultra thin sections (60-70 nm) and fixed in copper grade, colored with uranil acetate and plumb citrate and
observed under electronic microscope. Of the processed embryos 64.71% were selected to ultrastructural
analysis. The cells of the analyzed embryos were similar to the bovine Bos taurus indicus blastocysts. The
trophoblast was formed by extended cells that formed mural trophoblast that delimited the blastocoel and
polar trophoblast that covered the cells of inner cell mass. The trophoblast cells were connected by junction
complexes and desmossomes. The outer surface of trophoblast cells had microvillosities, with axial fila-
ments. However, their inner surfaces were smooth with gap junctions with cells of ICM. These cells had
usual organelles as mitochondrias, lysossomes, ribosome and poliribossomes, smooth and rugous endo-
plasmic reticule, several Golgi complexes, lipid globules and several vesicles. The cells of ICM had lighter
color the TF cells and it did not have microvillosities. The cytoplasmic organelles were similar to that ob-
served in the TE Both the ICM and the TF cells had hooded mitochondria.
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ANALISIS ULTRA-ESTRUCTURAL DE EMBRIONES
BOVINOS DE LA RAZA NELORE
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H.; PARDINI, W.S.; ALVIM, M.T.T. Andlisis ultra-estructural de embriones bovinos de laraza Nelore.
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RESUMEN: El conocimiento de la ultraestructura de embriones bovinos en as diferentes subespecies
permite identificar caracteristicas de cada una, permitiendo asi el desarrollo de métodos eficaces al almace-
namiento y conservacion de estos embriones. Se procesaron diecisiete embriones de vacas de la raza
Nelore al andlisis ultraestructural, bajo microscopio elecirénico, en la Seccién de Reproduccion Animal de
la UNESP — Campus de Jaboticabal. Los embriones fueron lavados varias veces para quitar el suero fetal
bovino del medio de transporte. Fueron fijados en una solucién de glutaraldehido (1%) en cacodilato de

Arg. ¢cién. vet. zool. UNIPAR, Umuarame, v. 4, n. 2, p. 189-194, julfdez. 2001



Andlise ultra-estrutural de embrices... PINTO-NETO, ESPER, SILVA-FILHO et al. 191

sodio (0,15M y pH 7,6), deshidratados en soluciones con concentraciones crecientes de alcohol etilico,
inclusos en cdpsulas BEEM (Better equipment for electron microscopy) conteniendo resina EPON-812,
polimerizados en estufa a 60°C por 72 horas y cortados. Debido a su pequefio tamafio, los embriones
fueron cortados en secciones semi-finas (0,5 mm) permitiendo visualizar el trofoblasto (TF) y la masa
celular interna (MCI). Después de seleccionados los cortes, fueron cortados en secciones ultra-finas (60-
70 nm) y cogidos en una red de cobre, coloreados con acetato del uranila y citrato de plomo y observados
bajo el microscopio electrénico. De los embriones procesados se seleccionaron 64,71% para andlisis
ultraestructural. Las células de los embriones analizados eran similares a los blastocistos bovinos de Bos
taurus indicus. El trofoblasto era formado por células extendidas que constituyan dos partes distintas; el
trofoblasto mural, que delimitaba la blastocele, y el trofoblasto polar, que recubria las células MCI. Las
células del TF eran conectadas por complejos de juntura y desmosomos. Las superficies externas del TF
eran cubiertas por microvilosidades prominentes, con filamentos axiales. Sin embargo, sus superficies inter-
nas eran lisas, con junturas comunicantes (del tipo gap) alas células de MCI. Tenian las organelas usuales,
como mitocondrias, lisosomos, ribosomos y poliribosomos, reticulo endoplasmético liso y rugoso, varios
complejos de Golgi, glébulos del grasa y varias vesiculas. Las células de MCI tenfan color més claro que las
células de TF y no tenfan microvilosidades. Las organelas citoplasméticas eran similares a las observadas

en el TF. Tanto en las células de MCI cuanto de TF habian mitocondrias hooded (encapuchadas).
PALABRAS-CLAVE: bovino, embrién, ultraestructura, Nelore

Introducio

O conhecimento da ultra-estrutura embri-
ondria bovina permite identificar particularidades
do embrido entre sub espécies e racas diferentes,
permitindo o desenvolvimento de metodologias de
conservagio, como resfriamento, congelacio e vi-
trificacdio, capazes de atender s exigéncias ine-
rentes desses embrides, sem causar injlrias aos
mesmos, como acontecem nos procedimentos con-
vencionais comprovadas pelos baixos resultados
observados.

ESPER (1997), comparando a ultra-estru-
tura de embrides taurinos e zebuinos, encontrou di-
ferencas significativas entre eles, que incluem au-
mento no niimero e redugdo do volume das mito-
cOndrias, aumento do nimero de lisossomos e
menor volume relativo ocupado por lipides, em
embrides zebuinos, quando comparados aos de
taurinos.

Entre os animais zebuinos, os da raca Ne-
lore tém merecido atengao especial devido ao im-
portante papel social e econdmico, que esses ani-
mais representam na pecudria de corte do pafs (VI-
SINTIN, 1996). Diante disso, hd a necessidade
de estabelecer condi¢des especificas de estocagem
para embrides dessa raga, uma vez que 0s proto-
colos existentes foram desenvolvidos para embri-
des taurinos, ndo apresentando a mesma eficiéncia
quando utilizados em embrides zebuinos.

Dessa forma, pretende-se com esse estu-
do descrever a ultra-estrutura de embrides bovi-
nos da raga Nelore e contribuir para o conheci-
mento de suas particularidades, fornecendo subsi-
dios adicionais para o desenvolvimento de meto-
dologia especifica de conservagiio desses embri-
des.

Material e Métodos

Foram colhidos, identificados e avaliados
17 embrides bovinos, obtidos de cinco vacas doa-
doras da raca Nelore, no CENATTE (Centro de
Assessoria Técnica e Transferéncia de Embrides),
em Pedro Leopoldo-MG, seguindo o protocolo
proposto por PINTO-NETO er al. (2000).

Apés avaliaciio, os embrides foram
acondicionados em tubos de ensaio contendo
solu¢do tamponada fosfatada de Dulbeco acrescida
de 10-20% de soro fetal bovino, e transportados
(via aérea) até o Departamento de Reproducio
Animal, da UNESP, Campus de Jaboticabal, onde
foram processados para anélise sob microscopia
eletrénica. Para processamento dos embrides,
seguiu-se o protocolo descrito por ESPER (1997).
Antes de serem fixados, os embrides foram lavados
sucessivas vezes em solucfio tamponada fosfatada
de Dulbeco (PBS), a fim de se remover o soro
fetal bovino utilizado no meio de transporte. Para a
fixagdo, utilizou-se solugiio de glutaraldeido’ a 1%

Arg. cién. vel. zool. UNIPAR, Umuarama, v. 4, n. 2, p. 189-194, jul/dez. 2001



192 Andlise ultra-estrutural de embrides...

em tampio cacodilato de sédio’0,15M e pH 7,6
por uma hora. Apés fixagao, foram lavados no
mesmo tampio e submetidos a pos-fixagdo em
tetréxido de 6smio’ a 1% por uma hora em
temperatura de 4°C. Apds trés lavagens sucessivas
em dgua bidestilada, realizou-se a desidratagiio em
concentracoes crescentes de etanol’ (50,75,90 e

PINTO-NETO, ESPER, SILVA-FILHO et al.
100%), durante 15, 15, 15 e 30 minutos,
respectivamente. A tltima desidratagio, em dlcool
100%, foi realizada duas vezes.

Os embrides foram embebidos em resina
EPON-8127 e as pré-inclusdes foram realizadas a
partir da uma solugio base, descrita na Tabela 01,
seguindo trés etapas, de acordo com a Tabela 02.

Tabela 1 - Composigio da solugiio base para pré-inclusio de embrides bovinos.

Jaboticabal - SP, 2000

Solugio Mie

Qualidade Total (mL)

EPON-812
Daodecenylsuccinic Anhydride (DDSA)
Nadic Methyl Anhydride (MNA)

2.4,6 — Tri (dimetrhylaminomerhyl) phenol (DMP-30)

30,00

23,50

26,50
1,50

Tabela 2 - Etapas da pré-inclusfio de embrides bovinos. Jaboticabal - SP, 2000

Inclusdes Componente Duragéo
Alcool Soluciio base (horas)
Primeira % de etanol 100% Y4 de solugdo base 0,50
Segunda Y4 de etanol 100% Y2 de solucdo base 0,50
Terceira == 100% de solugdo 12,00

Ap6s as pré-inclusdes, os embrides foram
incluidos na solucdo base, por 72 horas, em estufa &
temperatura de 60°C, e contidos em cdpsulas de po-
lietileno denominadas BEEM (Better equipment for
elétron miroscopy), descritas por BOZZOLA &
RUSSEL (1992), até completa polimerizacio.

Devido & pequena dimensdo dos embrides
(0,16mm) e a sua fragilidade, realizaram-se inicial-
mente secgdes semi-finas (0,5um) com navalhas de
vidro em ultra micrétomo®, a fim de triar os cortes
sob microscopia éptica, selecionando-se os melho-
res para secgdes ultra-finas (60-70nm).

As seccOes semi-finas foram coradas com
Azul de Toluidina, montadas em limina/laminulae
examinadas sob microscopia optica’ .

Secgdes ultra-finas foram obtidas com nava-
Iha de diamante e colhidas em grades de cobre (ma-
1ha 200), coradas com Acetado de Uranila’ e Citra-
to de Chumbo’, de acordo com os protocolos de
WATSON (1958)e VENABLE & COGGESHALL

" Laboratério Sigma

* Reicher OM - U, Austria
Zeiss, West Germany

12 Jeal = JEM — 100C, Japan

(1965). Finalmente, os embrides foram seccionados
em toda sua extensio, e as secgdes ultra-finas, apos
serem coradas, foram examinadas em microscopio
eletrdnico de transmissao' , utilizando-se um aumen-
tode 15.000 vezes e c6pias ampliadas em 1,5 vezes,
resultando em um aumento final de 22.500 vezes.

Resultados e Discussao

Dos 17 embrides destinados & microscopia
eletronica, 82,35% (14/17) eram Grau I e o restante,
17,65% (03/17) Grau II. Desses 11,77% (02/17)
estavam em estidio de morula, 23,53% (04/17) em
blastocisto inicial, 29,41% (05/17) em blastocisto e
35,30% (06/17) em blastocisto expandido. Embora
tenha sido utilizado um pequeno nimero de embri-
Oes, esses resultados confirmam os dados descritos
por FONSECA er al. (2001) e PINTO-NETO et
al, (2000), ao relatarem a predominéncia de estidios
adiantados de desenvolvimento, para embrides de
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ragas zebuinas, coletados no sétimo dia apés a inse-
minacio das doadoras.

As secges finas dos embrides processados
para microscopia eletrdnica possibilitaram que as li-
nhas de corte abrangessem as células do trofoblasto
e da massa celular interna.

Foram selecionados para secgdes ultra-finas
64,71% (11/17) dos embrides processados, apés
serem submetidos & tringem através de seccdes semii-
finas. Esse resultado foi superior ao descrito por DE
BEM (1982), ao relatar que a cada dois blastocistos
processados para microscopia eletrdnica, um era ana-
lisdvel. Também foi superior ao encontrado por ES-
PER (1986) e ESPER (1997), que obtiveram rendi-
mento médio de 45,50% e 29,40%, respectivamen-
te. Os resultados superiores desse trabalho talvez
possam ser explicados pelo maior nimero de embri-
Ges processados em relag@io aos trabalhos citados
anteriormente, bem como pelo aprimoramento da téc-
nica (ESPER, 1986; ESPER, 1997).

As células embriondrias apresentaram-se se-
melhantes as descritas por ESPER (1997), para blas-
tocistos bovinos da mesma sub-espécie Bos taurus
indicus. Assim, o trofoblasto era formado por células
alongadas que constitufam duas partes distintas: o tro-
foblasto mural, que delimitava a blastocele, e o trofo-
blasto polar, que recobria a massa celular interna, Suas

- t = = 3 o i L

Figura 01 - Elerronmicrografia de células do trafublasto de embrido
bovino da raga Nelore (22.500 X). Lp: lipide: Ls: lisos-
somo; MCV: microvilosidades; Mt: mitocdndria normal:
N: niicleo; R: ribossomos e poliribossomos; Vi vesicula
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c€lulas estavam intimamente ligadas por complexos
juncionais seguidos por variado ntimero de desmoss-
somos. As superficies externas dessas células eram
cobertas por proeminentes microvilosidades, com fi-
lamentos axiais, enquanto suas superficies internas
apresentavam-se lisas, apresentando jungdes comu-
nicantes (tipo gap) com as células da massa celular
interna, quando do trofoblasto polar, Possufam orga-
nelas usuais como mitocondrias, lisossomos, ribos-
somos e poliribossomos, reticulo endoplasmdtico (liso
erugoso) e complexo de Golgi, com forma e niimero
variados. Observou-se também gotas lipidicas e nu-
merosas vesiculas (Figura O1). As células da massa
celular interna possufam forma cuboidal, ligadas umas
as outras por jungdes desmossdmicas, apresentando
coloragdo mais clara que a das células do trofoblasto
€ ndo apresentavam microvilosidades.

As organelas citoplasméticas eram semelhantes
asdo trofoblasto (Figura (02).

Observaram-se, tanto nas células do trofoblas-
toquanto nas células da massa celular interna, mitocon-
drias dotipo hoaded, descritas em ovéeitos bovinos por
SENGER & SAACKE (1970) apud FLEMING &
SAACKE (1972), sendo caracterizadas por uma cavi-
dade circular vazia, de dimenses varidveis. Esse tipo de
mitocondria também foi encontrado por ESPER (1997)
em embrides bovinos na fase de blastocisto.

Figura 02 - Eletronmicrogralia de células da massa celular interna de
embrides bovinos da raga Nelore (22.500 X). D: desmos-
somo; EIC espago inter-celular; Lp: lipide: Ls: lisosso-
mo; Mt mitocdndria normal; N: nticleo; RER: reticulo
endoplasmdtico rugosa; V: vesicula
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Conclusao

A semelhanga na ultra-estrutura dos em-
brides da raca Nelore com os demais da sub-
espécie Bos raurus indicus, enfatiza a necessi-
dade do desenvolvimento de protocolos de con-
servacio especificos para embrides zebuinos, uma
vez que os mesmos apresentam diferengas ultra-
estruturais significativas quando comparadas as
provenientes de embrides Bos faurus taurus, po-
dendo auxiliar a justificativa relativa aos baixos
resultados obtidos, quando embrides zebuinos sio
submetidos aos protocolos de congelagdo exis-
tentes.
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