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RESUMO

GUTIERREZ, H. A. T. Formacao e desenvolvimento dos membros de embrides
e fetos bovinos [Formation and development of limbs of bovine embryos and
fetuses]. 2007. 66 f. Dissertacao (Mestrado em Ciéncias) — Faculdade de Medicina
Veterinaria e Zootecnia, Universidade de Sdo Paulo, Sao Paulo, 2007.

O periodo embrionario apresenta maior susceptibilidade a teratégenos, sendo a fase
que as primitivas camadas germinativas e rudimento dos orgaos sao formados.
Cada ¢6rgéo tem uma fase critica de desenvolvimento e os processos bioquimicos
envolvidos no crescimento e diferenciacdo tem uma sequéncia ordenada, controlada
por varios genes. A ossificagdo endocondral tem inicio sobre um molde de
cartilagem hialina, com formato semelhante ao osso que ira se originar, sendo o
principal responsavel pela formag&o dos ossos curtos e longos. Assim, julgamos ser
de grande valia um estudo embasado no desenvolvimento normal dos membros de
embrides e fetos bovinos provenientes de vacas criadas em ambiente natural,
através de estudos em microscopia de luz e microscopia eletrénica de transmissao.
No processo de formacao, desenvolvimento e ossificagdo dos membros observamos
a formacao de tecido mesenquimal condensado em embrides por volta da quarta
semana gestacional, passando pelo processo de diferenciagcdo em células
cartilaginosas. Ao redor da sétima semana gestacional inicia-se o processo de
calcificagdo da cartilagem com depdsitos de calcio e fosforo para formagao de tecido

0sseo, seguido de morte dos condrécitos.

Palavras-chave: Embrido. Bovino. Ossificacdo endocondral. Calcificacao éssea.
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ABSTRACT

GUTIERREZ, H. A. T. Formation and development of limbs of bovine embryos
and fetuses. [Formacdo e desenvolvimento dos membros de embrides e fetos
bovinos]. 2007. 66 f. Dissertacao (Mestrado em Ciéncias) — Faculdade de Medicina
Veterinaria e Zootecnia, Universidade de S&do Paulo, Sao Paulo, 2007.

The embryonary period presents a bigger susceptibility to theratogens, being the
phase in which the primitive germinative layers and rudiment of organs are been
formed. Each organ has a critical phase of development and the biochemical
processes involved in growing and differentiation have an ordered sequence,
controlled by several genes. The endochondrial ossification has begun over a hyaline
cartilage mould, having a shape similar to the bone that will be grow, being the
principal responsible for the short and long bones formation. Thus, we think it is
much valid a study based on normal development of bovine embryos and fetuses’
limbs coming from cows bred in a natural environment, through studies in light
microscopy and transmission electronic microscopy. In the process of formation,
development and ossification of limbs, we saw condensed mesenchymal tissue
formation in the embryos at around the gestational fourth week, passing through
differentiation process in cartilaginous cells. At around the gestational seventh week,
it has begun the calcification process of cartilage with calcium and phosphorous

deposits to the bone tissue formation, followed by chondrocites death.

Key words: Embryo. Bovine. Endochondrial ossification. Bone calcification.
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1 INTRODUGAO

Os bovinos domésticos pertencem a familia Bovidae, estando divididos em
duas espécies principais: Bos indicus e Bos taurus (HAFEZ; HAFEZ; 2004).

Diferencas relacionadas ao aspecto reprodutivo vém sendo apontadas entre
vacas zebus e européias, no entanto, a maioria das investigagdes ligadas a
tecnologia de embrides e seu desenvolvimento tem sido destinada a racgas
européias, sendo restrita as informagdes relacionadas a animais zebuinos (PINTO
NETO et al., 1999).

Moore et al., (2002) descrevem a formagdo dos membros em humanos a
partir da quarta semana gestacional, sob a forma de pequenas elevagbes na parede
ventrolateral do corpo. Um espessamento do ectoderma na extremidade distal do
broto do membro exerce uma influéncia indutora sob o mesénquima dos brotos dos
membros promovendo seu crescimento e desenvolvimento.

Grluneberg e Huston (1965) e Noden e de Lahunta (1990) afirmam ainda que
as malformacdes e disfuncbes dos membros se encontram entre os defeitos
congénitos que com maior frequéncia afetam os animais domésticos. Em parte,
devem-se a sensibilidade dos tecidos e as modificagdes tanto genéticas (intrinsecas)
como ambientais (extrinsecas) das interagcdes celulares que intervém em seu
desenvolvimento.

Sabemos ainda que o periodo embrionario € o de maior susceptibilidade a
teratogenos, sendo a fase em que as primitivas camadas germinativas e rudimento
dos 6rgaos sao formados. Cada 6rgao tem uma fase critica de desenvolvimento e os
processos bioquimicos envolvidos no crescimento e diferenciacdo tem uma
sequéncia ordenada, controlada por varios genes (ARTHUR; 1979; MOORE;
PERSAUD; 2004).

Ha um tempo, a embriologia restringia seu campo de agdo ao estudo dos
fendbmenos e processos da vida intra-uterina, sem preocupar-se muito como o0 que
ocorreria apods o nascimento. No entanto, a propria investigacdo do desenvolvimento
embrionario e fetal levou ao descobrimento de que os eventos evolutivos dentro do
utero sdo fundamentais para o nascimento de crias normais.

Assim, sendo escassa a literatura sobre organogénese comparada, achamos

de grande valia um estudo embasado no desenvolvimento normal dos membros de
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embrides e fetos bovinos provenientes de vacas criadas em ambiente natural,
gerando assim um comparativo para o entendimento das inumeras deformidades e
anomalias mais frequentes, ocorridas em animais nascidos de vacas submetidas as
variadas condi¢des climaticas, pastagem, manejo; ou genéticas, como Fertilizagéo in

vitro e Transferéncia nuclear.
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2 OBJETIVOS

Estudar a formagédo e desenvolvimento dos membros pélvico e toracico de
embrides e fetos bovinos provenientes de monta natural, correlacionando a idade
gestacional estimada ao estagio de desenvolvimento durante o periodo

compreendido entre 20 e 80 dias.

2.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Analisar o desenvolvimento morfolégico dos membros toracico e pélvico de
embrides e fetos bovinos;

¢ |dentificar tecidos e células precursoras no inicio do desenvolvimento e formacéao
dos membros através estudos microscopicos (Microscopia Eletrébnica de
Transmissdo) e marcar inicio de ossificagdo endocondral no periodo fetal

(Microscopia de Luz).
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3 REVISAO DE LITERATURA

O sistema esquelético origina-se de células do mesoderma e da crista neural.
Quando a notocorda e o tubo neural se formam, o mesoderma intra-embrionario
lateral a estas estruturas, se espessam, formando duas colunas de mesoderma
paraxial. Ao final da terceira semana, estas colunas tornam-se segmentadas em
blocos de tecido mesodérmico, os somitos. Externamente, os somitos aparecem
como elevagbes arredondadas ao longo da superficie dorsolateral do embrido
(DANILOVA, 1963; MOORE; PERSAUD, 2004; NODEN; DE LAHUNTA, 1990). Os
primeiros somitos formam-se por volta do 19° dia de gestagédo nos bovinos (EVANS;
SACK, 1973; HAFEZ; HAFEZ, 2004) e sua porgdo medial se desorganiza e invade
as células esclerotomais, migrando medialmente para circundar a notocorda
(GASSER, 1979).

3.1 DESENVOLVIMENTO E HISTOGENESE DA CARTILAGEM E DOS OSSOS

O broto dos membros € formado quando o mesoderma somatico induz a
proliferacdo da placa mesodérmica lateral, constituindo as primeiras condensacdes
de células mesenquimais que constituiram o modelo dos futuros ossos (LARSEN,
1997). A condensagéo marca o inicio da atividade seletiva dos genes, que precede a
diferenciacao celular (HALL; MIYAKE, 1995).

No processo de osteogénese intramembranosa os o0ssos chatos sao
formados no mesénquima, enquanto que na osteogénese endocondral os modelos
mesenquimais transformam-se em moldes cartilaginosos dos ossos (MOORE;
PERSAUD, 2004). Células mesenquimais responsavel pelo mecanismo de formagao
dos membros sdo organizadas de maneira que originem cartilagem inicial, musculo
e tendao, e a partir destes se desenvolvera o futuro membro (CAPLAN, 1991;
WOLPERT, 1976). Wolpert (1994) sugere ainda que o desenvolvimento dos
membros dos vertebrados gera um modelo determinante, onde cartilagem e musculo
se desenvolvem, e linhagens celulares se diferenciam em membros toracicos e

pélvicos.
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Sadler (2005) explica tal modelo determinante citado Wolpert (1994)
descrevendo a regulagao molecular no desenvolvimento dos membros em humanos,
onde a posi¢cdo dos membros ao longo do eixo craniocaudal nas regides do flanco
do embrido € regulada pelos genes HOX (homeobox) expressos ao longo do eixo.
Esses genes homeobox sao expressos em padrées que se superpdem da cabeca a
cauda, tendo alguns deles limites mais cranianos do que outros. O limite craniano da
expressao de HOXB8 é na borda cefalica do membro superior e a expressao
incorreta desse gene altera a posigdo desses membros. Uma vez determinada a
posicao ao longo do eixo cefalo-caudal, o crescimento deve ser regulado ao longo
dos eixos proximo-distal, antero-superior e dorsoventral. O crescimento dos
membros, que ocorre primeiro, € desencadeado pelo FGF-10 segregado pelas
células do mesoderma da placa lateral. Uma vez iniciado este crescimento, as
proteinas morfogenéticas dsseas (BMP), expressas no ectoderma ventral, induzem
a formacado da CEA por sinalizagao pelo gene homeobox MSX2. A expressao do
gene Radical fringe, na metade dorsal do ectoderma do membro, restringe a
localizacdo da CEA a extremidade dorsal dos membros.

Tal gene induz a expressédo de Ser-2 na borda entre as células que
expressam o Radical fringe e aquelas que ndo o expressam. E nessa borda que a
CEA ¢é estabelecida. O crescimento distal do membro é efetuado por uma rapida
proliferacdo celular, sob a influéncia dos FGFs. Durante o crescimento, as células
mesenquimais na extremidade proximal da zona de progresso se distanciam mais
da crista e de sua influéncia e comegam a reduzir sua velocidade de divisdo e a se
diferenciar (SADLER, 2005).

O eixo dorsoventral também é regulado pelas PMO no ectoderma ventral, as
quais induzem a expressado do fator de transcricaio EN1. O EN1, por sua vez,
reprime a expressao de WNT7a, restringindo-o ao ectoderma dorsal do membro. O
WNT7a € um fator segregado que induz a expressdao de LMX1 um fator de
transcricdo contendo um homeodominio, no mesénquima dorsal. O LMX1 especifica
que as células sejam dorsais, estabelecendo os componentes dorsoventrais. De fato
todos os genes de padronizagdo nos membros tém algcas de feedback (ou
retroalimentac&o). Portanto os FGFs na CEA ativam o SHH na ZAP, enquanto o
WIiNT7a mantém o sinal de SHH. Os fatores que determinam o membro superior € o
inferior sdo os fatores de transcrigdo TBX5 (membros superiores) e TBX4 (membros
inferiores) (SADLER, 2005).
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Fletcher e Weber (2004) e Moore e Persaud (2004) afirmam que a cartilagem
se desenvolve a partir do mesénquima e aparece, pela primeira vez, nos embrides
durante a quinta semana gestacional. Nas areas onde a cartilagem ira desenvolver-
se, 0 mesénquima se condensa para formar centros de formagao de cartilagem. As
células mesenquimais proliferam e tornam-se arredondadas. As células formadoras
de cartilagem (condroblastos) secretam fibrilas de colageno e substancia
fundamental da matriz. Subsequentemente, fibras colagenas e/ou elasticas s&o
depositadas na substancia intercelular, ou matriz. O modelo cartilaginoso € cercado
por tecido fibroso pericondral.

A cartilagem cresce devido a diferenciagcao de fibroblastos, que se encontram
numa membrana de tecido conjuntivo envolvente, denominada pericondrio. Células
periféricas do pericondrio, os fibroblastos, se transformam gradualmente em células
arredondadas, os condroblastos, que geram células alongadas, os condrdcitos
(JUNQUEIRA, 2005), os quais apresentam granulos eletrodensos e mitocondrias,
quando analisados em microscopia eletrénica de transmissao por Brighton e Fetter
(1985).

Daniels e Solursh (1991) estudaram a modulagdo da condrogénese pelo
citoesqueleto e matriz extracelular e acrescentam que durante os eventos iniciais in
vivo, 0 mesénquima precursor forma condensacdes celulares adquirindo um formato
arredondado. Dai surge os condrdcitos alinhados dentro de lacunas, formados pela
secrecao da matriz extracelular da cartilagem, incluindo secre¢cao de moléculas de
proteoglicanas, colageno tipo Il e glicoproteinas como a condroitina. (DANIELS;
SOLURSH, 1991; JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2004; MONTENEGRO et al., 2004).

O osso se forma a partir de dois tipos de tecido conjuntivo, mesénquima e
cartilagem. Do mesmo modo que a cartilagem, o osso € constituido por células e
uma substancia intercelular organica: a matriz 6ssea, a qual é constituida por fibrilas
de colageno contidas em um componente amorfo (MOORE; PERSAUD, 2004).
Segundo Pizauro Jr., Ciancaglini e Macari (2004) o disco de crescimento na
ossificagdo endocondral é composto de cartilagem, formando uma estreita faixa de
ligacao entre a epifise e a diafise, e pode ser dividida em varias regides anatbmicas:
zona de reserva, que contém condrdcitos aparentemente dispersos e inativos; zona
de proliferagdo, onde a maioria das divisdes celulares ocorre. Esta regidao contém
células precursoras dos condrécitos (células progenitoras) em forma de disco. O

nascimento de células jovens que se diferenciam em condrdcitos acarreta um
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acumulo de novas células que sao deslocadas para baixo, formando uma coluna ao
longo da zona proliferativa.

Noden e de Lahunta (1990) sugerem que o esbogo dos membros cresce
distalmente, ao mesmo tempo 0 mesénquima do interior do esbogo se dispbe em
duas populagdes morfologicamente distintas: uma proximal de citodiferenciagéao
condrogénica, escapula ou pelve, depois umero e fémur e assim sucessivamente;
outra populagdo mais distal se localiza imediatamente abaixo da crista ectodérmica
apical e permanece citologicamente homogénea. Esta populagéo distal proporciona
a formacgao, em sentido cranio caudal, dos segmentos intermédios (radio — ulna ou
tibia — fibula), distais (carpo ou tarso) e finalmente as falanges digitais.

Os esbogos das extremidades em seu crescimento se fazem aplanado em
sentido dorso ventral e sua por¢cao distal adquire uma forma de placa
correspondente a mao ou pé. Ao mesmo tempo se encurvam ventralmente, de tal
maneira que a superficie ventral original passa a ser medial. Mais tarde, as
extremidades sofrem uma rotagao, levando a borda cranial da porgao distal situar-se
em posicao medial. Isso explica o primeiro dedo, que nos quadrupedes esta situado
medialmente (COSTA, 1957; NODEN; DE LAHUNTA, 1990)

Em bovinos a maioria dos 6rgaos e partes do corpo € formada entre a
segunda e sexta semana de gestagcdo (HAFEZ; HAFEZ, 2004). Winters et al., (1942)
descrevem o desenvolvimento pré-natal dos bovinos em dias e horas, e afirmam que
o broto dos membros toracicos aparecem ao 24° dia e 2 horas de gestagao, brotos
dos membros pélvicos tornam-se visiveis com 27 dias e 14 horas. Aos 32 dias e 14
horas os brotos dos membros ainda estdo se especializando para o periodo fetal e
uma extensa area em ossificagéo foi observada nos ossos longos dos fetos com 59
dias de gestacao.

Alberto et al., (2006); Evans e Sack (1973) estudaram o desenvolvimento
morfologico pré-natal dos animais domeésticos e relatam que a presencga inicial dos
brotos dos membros aparece no 24° dia de gestagcédo nos bovinos, e aos 30 dias de
gestacdo a placa dos membros toracicos ja esta formada. Por volta do 34° dia torna-
se visivel os raios digitais e separacdo dos digitos distais ocorre com 45 dias de
gestacdo. Com 60 dias de gestagdo formam-se os cascos, tornando-se firmes e
opacos aos 100 dias e mais duros com 150 dias de gestacéo.

Em embrides humanos com 24 dias de gestagdo aparecem os brotos de

membro superior através de uma leve elevagao ventrolateral. Aos 28 dias tornam-se
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mais elevados, com aparecimento dos vasos sanguineos responsaveis pela futura
vascularizagdo. Com 32 dias, aparece um “cone” de células mesenquimais mais
abaixo dos membros superiores, e reconhece-se a palma das maos e aos 41 dias
estdo visiveis os raios digitais e acontecendo a histogénese da cartilagem nos brotos
dos membros superiores e inferiores (O’'RAHILLY; GARDNER, 1975; RODRIGO-
VASQUEZ, 2005).

Yukawa et al., (1999) estudou o tempo e a sequéncia do aparecimento de
centros de ossificagdo em fetos de Mongolian gerbil e constatou que os mesmos
surgem aos 19 dias de gestagao no umero, ulna, radio, fémur, tibia e fibula, aos 21
dias no terceiro metacarpo, 23 dias no segundo e quarto metacarpo, 25 dias o quinto
metacarpo, e falanges no 22° dia de gestacdo. Strong (1925) descreve ainda que a
ossificagdo ocorre muito mais cedo no homem que no rato, iniciando-se no segundo
més de vida embrionaria, sendo que no rato a primeira ossificacdo acontece em
menos de uma semana antes do nascimento.

De acordo com Serrano et al., (2006) a ossificagdo endocondral, tipica do
crescimento mamifero, envolve processo influenciados por varios fatores, como
enddcrinos, nutricionais, celulares, histolégicos e bioquimicos. Moore, Persaud
(2004) complementa afirmando que este tipo de formacao de osso da-se dentro de
moldes de cartilagem preexistentes. Em um osso longo, o centro primario de
ossificagao aparece na diafise, situado entre suas duas extremidades constituindo o
corpo do osso. Nesta regido, as células cartilaginosas aumentam de tamanho
(hipertrofiam), a matriz torna-se calcificada e as células morrem. Ao mesmo tempo,
uma camada delgada de osso é depositada sob o pericondrio, que envolve a diafise;
deste modo, o pericondrio se transforma em peridsteo.

A calcificagao inicial acontece na zona hipertréfica, dentro da matriz, sendo
suas vesiculas estruturas muito pequenas, cercadas por uma membrana trilaminar
produzidas pelos condrocitos. As vesiculas da matriz sdo ricas em fosfatase e
acumulam calcio, tornando-a relativamente impermeavel a metabdlitos (BRIGHTON;
FETTER, 1985).

Na zona de calcificagdo, os condrécitos sofrem degeneragao, ocorrendo
depositos de fosforo de no interior das vesiculas (que surgem por brotamento das
superficies laterais dos condrdcitos), e posteriormente se extravasam infiltrando nos
intersticios das colunas de célula adjacentes (PIZAURO JR; CIANCAGLINI;
MACARI, 2004).
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Larsen (1997) sugere ainda que o processo de ossificagdo inicia-se numa
regido do osso denominada centro de ossificagcdo primaria. Inicialmente células
mesenquimais do pericondrio diferenciam-se em osteoblastos, em resposta a um
fator de crescimento d6sseo. Estas células secretam matriz de sais de calcio e
formam um colar 6sseo primario.

Os trés componentes principais do osso maduro sao as células osteogénicas,
a matriz orgénica e os minerais. As células osteogénicas incluem os osteoblasto,
ostedcitos e osteoclastos, sendo que a matriz consiste predominantemente de
colageno e proteoglicanas, constituindo aproximadamente um tergo da massa do
0SS0, ja o mineral que compde aproximadamente dois tergos do osso € composto de
cristais de fosfato de «calcio depositados como hidroxiapatita (FETTER;
RHINELANDER, 1995).

O regulamento ou diferenciagdo dos condrdcitos no modelo cartilaginoso da-
se por microfilamentos. Das placas de adesao e matriz extracelular até a membrana
plasmatica inicia uma cascata de eventos que culmina com uma alteracédo na
expressdo dos genes e fendtipos da célula. Assim, podem ser transmitidas
composi¢des ou pequenas alteragdes para o interior da célula, sinalizando o modelo
de tecido a ser formado (DANIELS; SOLURSH, 1991).

A cartilagem é fragmentada pela invasdo de tecido conjuntivo vascular
proveniente do peridsteo. Algumas células invasoras se diferenciam em células
hemopoiéticas, responsaveis pela formagao das células do sangue e da medula
O0ssea. Outras células invasoras se diferenciam em osteoblastos, que depositam
matriz 6ssea sobre as espiculas de cartilagem calcificada. Este processo avanga em
direcao as epifises ou extremidades do osso. As espiculas 6sseas sdo remodeladas
pela agcdo dos osteoclastos e osteoblastos (MOORE; PERSAUD, 2004; SADLER,
2004).

O crescimento longitudinal (alongamento) dos ossos longos ocorre na jungao
didfise-epifisaria. O alongamento do osso depende das placas de cartilagem
epifisarias (cartilagem de conjugacgao, ou placas de crescimento), cujos condrdcitos
proliferam e participam da formacao endocondral do osso. As células cartilaginosas
da regido diafise-epifisaria proliferam por mitose. No lado voltado para a diafise, as
células cartilaginosas se hipertrofiam e a matriz se calcifica, sendo fragmentada em
espiculas pelo tecido vascular da medula éssea, ou cavidade medular (LARSEN,
1997; MOORE; PERSAUD, 2004; JUNQUEIRA, 2005).
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A ossificacdo dos ossos dos membros comega ao final do periodo
embrionario e, dai em diante, necessita do suprimento materno de calcio e fosforo. A
regido de formagao 6ssea no centro da diafise de um osso longo constitui o centro
primario de ossificacdo, diferentemente das epifises que ossificam mais tarde
(FLETCHER; WEBER, 2004; MOORE; PERSAUD, 2004; SADLER, 2004).

No nascimento, as diafises estdo bastante ossificadas, mas a maior parte das
extremidades, ou epifises, ainda é cartilaginosa. Grande parte dos centros
secundarios de ossificacdo aparece nas epifises durante os primeiros anos apos o
nascimento. As células da cartilagem epifisaria se hipertrofiam, e ha invasao desta
cartilagem por tecido conjuntivo vascular. A ossificacdo se espalha em todas as
direcbes, e somente persiste cartilagem na superficie (cartilagem articular) e em uma
placa transversal, a cartilagem de conjugagéao, ou disco epifisario (GILBERT; 1994;
MOORE; PERSAUD; 2004).

Martin e Mackay (2003) estudaram o desenvolvimento dos membros de
Monodelphis domestica (marsupial) e constataram que mudangas mais significativas
se iniciam no dia 0 (zero) do periodo pds-natal, estando correlacionado as
demandas funcionais dos membros durante esta fase. Monodelphis nascem com
membro toracico mais desenvolvido que membro pélvico, o qual ndo tem fungao
nesta fase, mas na maioridade as propor¢des dos membros sao invertidas, estando
o membro pélvico pronto para locomogdo. Surgem inicialmente condensacgdes
mesenquimais derivadas de mesoderma, e secundariamente os centros de
ossificagao se apresentam nos ossos longos e falanges distais do membro toracico,
ja, falanges proximais e metacarpos medianos iniciam o processo de ossificagdo no
dia 6. No entanto, os centros de ossificagcdo do carpo ndo foram observados até o
56° dia pos-natal.

Martiniakova et al., (2006) estudaram a microestrutura do tecido compacto de
fémur de vacas (Bos taurus) adultas e constataram que a camada interna do fémur,
que circunda a porcao medular, € constituida por uma zona de tecido avascular
contendo lamelas concéntricas e ostedcitos com auséncia de canais vasculares

primarios e secundarios.
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4 MATERIAL E METODO

As coletas de uteros gestantes foram realizadas em frigorificos e abatedouros
da regido de Pogos de Caldas-MG. Obteve-se uma coleta de 30 embrides e fetos,
em diferentes estagios gestacionais.

Os uteros foram abertos, os embrides e fetos fixados em solugdo de formol
tamponado a 10% e liquido de Bouin. O material coletado foi transportado para
Laboratério de Anatomia e Histologia da Faculdade de Medicina Veterinaria e
Zootecnia/FMVZ — USP.

Os periodos gestacionais foram estimados conforme metodologia
preconizada por Evans e Sack (1973); Noden e Lahunta (1990) e Winters et al.,
(1942), com mensuragdes de distancia occipto-sacral da cabega, tomando como
referéncia a crista nucal numa extremidade e a ultima vértebra sacral na
extremidade oposta (Crow-Rump / CR). Apds tal procedimento, os embrides e fetos

foram fotografados.

4.1 ESTUDOS MACROSCOPICOS: PREPARO DO MATERIAL

Os uteros foram dissecados e em seguida realizou-se uma incisao dorsal ao
cérvix para avaliagdes macroscopicas dos embrides e fetos. Para os embrides

pequenos foram utilizadas lupas estereomicroscopicas’ e lupa cirurgicaz.

4.2 ESTUDO MICROSCOPICO

O estudo microscopico foi realizado através de técnicas de inclusdo, com

cortes semi e ultrafinos.

! Zeiss, Stemi DV4

2 Leica
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4.2.1 Processamento Microscopia de Luz

Os embrides foram colocados em solugdo fixadora de Bouin/Formol
tamponado a 10%, onde permaneceram embebidos por 24 horas, até sua completa
fixagdo. Ja para os fetos, os membros foram dissecados e separados do restante do
corpo para uma melhor penetracdo do fixador. Apds este processo, o material foi
desidratado em uma série de etandis em concentragdes crescentes (de 50 a 100%)
e diafanizado em xilol, seguido de inclusdo em paraplast®?.

Foram realizados cortes consecutivos de 5 a 6um de espessura, corados por
métodos de rotina: Hematoxilina e Eosina, para marcar area de mesénquima e
cartilagem e coloragao de Von Kossa (ANEXO A) para marcagao de calcio e fosforo,
responsavel pela ossificagdo dos moldes de cartilagem, posteriormente os

resultados foram descritos e documentados.

4.2.2 Processamento Microscopia Eletronica de Transmissao

Os moldes dos membros dos embrides foram previamente fixados em
glutaraldeido 2,5%* em tampéao fosfato 0,1M, PH 7,2. Ao término da fixagao o
material foi lavado em tampéao fosfato de sdédio a 0,1M, PH 7,4 por trés vezes
durante 10 minutos e pds-fixados em tetroxido de ésmio 1%° por 1 hora. Apds novas
lavagens em tampao fosfato os fragmentos de embrides foram desidratados em

alcool etilico a 50%, 70%, 90%, 100% e lavados em 6xido de propilenoG.

% Parablast Embedding Media_Paraplast Plus, Sigma, Oxford Lab., USA
* Glutaraldehyde grade I: 70% aquoso solution — Sigma chemical Co., USA
® Osmium tetroxide 4% w/w solution in water — polyscience, Inc., USA

® Propylene oxide EM Grade, Polyciences, Inc, USA
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Por um tempo de 12 a 16 horas os fragmentos permaneceram sob rotagao a
1:1 de oxido e propileno e resina’. Na seqiiéncia, essa mistura foi substituida por
resina pura por 4 a 5 horas. Apos este periodo foram embebidas com resina pura
em moldes. Uma vez incluidos, permaneceram em estufa a 69°C por 72 horas para
consolidar a polimerizacao da resina.

Os blocos foram cortados em ultra-micrétomo®. Cortes semi finos de 1um de
espessura foram obtidos corando-se a quente com solugao de borato de sédio a 1%
em agua destilada, contendo 0,25% de azul de Toluidina para observagao ao
microscopio de luz.

Os cortes ultrafinos de cerca de 60nm de espessura foram colhidos em telas
de cobre e contrastados pelo acetato de uranila 2% em agua destilada por 5 minutos
e pelo citrato de chumbo 0,5% em agua destilada durante 10 minutos. As
observagbes e eletromicrografias sub-celulares foram realizadas no microscopio

eletronico®.

" Araldite — 502 EMBEDDING, Kit-Electron Microscopy Sciences, USA
8Leica ULTRACUT UCT®
? MORGAGNI — modelo 268D, Microscopio Eletrénico de Transmissao — Philips
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5 RESULTADOS

Optamos por separar em dois topicos diferentes a descricdo dos resultados,
sendo que a microscopia eletrdnica de transmissao apresentara o inicio da formagao
e desenvolvimento dos membros de embrides bovinos juntamente da sua
constituicdo celular. A microscopia de luz mostrara o periodo em que se inicia 0s
depdsitos de grupamentos de calcio e fésforo responsaveis pela ossificagéo

endocondral durante o periodo fetal.

5.1 MICROSCOPIA ELETRONICA DE TRANSMISSAO

Condensacgoes de células mesenquimais formam centros cartilaginosos que
vao se diferenciando até o inicio da ossificagdo. Embrides com CR de 9,0 mm e
idade gestacional estimada de trés semanas apresentam células organizadas
uniformemente, proximas umas as outras constituindo tecido mesenquimal
condensado. Observamos pequena area de matriz extracelular, células com nucleo
alongado, nucléolo e granulos de cromatina dispersos por todo o nucleo
(eucromatina) e pequenas condensagbes (heterocromatina). Dentre as organelas
citoplasmaticas evidenciamos reticulo endoplasmatico rugoso e mitocdndrias (Figura
1).

Por volta da quarta semana gestacional (CR de 20,0 mm) as células
mesenquimais estao diferenciadas em condroblastos passando a apresentar formato
mais globoso em alguns pontos e maior area de matriz extracelular. Notamos ainda
que o nucleo acompanha o formato da célula e nucléolo localiza-se proximo ao
envoltério nuclear, grénulos de cromatina estavam presentes e no citoplasma
observamos reticulo endoplasmatico rugoso, mitocdndrias e estruturas eletrodensas
(Figura 2).

As células mesenquimais tornam-se mais globosas e se agrupam de maneira
que constituem dois moldes cartilaginosos primordiais, circundados por células mais
alongadas e com pequena area de matriz extracelular em embrides com CR de 25,0
mm, ao redor da sexta semana gestacional. Observamos reticulo endoplasmatico

rugoso mais extenso e projegcbes de membrana plasmatica conferindo a
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comunicacdo entre células. Na matriz extracelular estavam presente fibras
colagenas (Figuras 3 e 4).

Fetos com CR de 30,0 mm (sétima semana gestacional) apresentam molde
cartilaginoso hialino precursor na formagdo de osso longo. Pudemos observar
condroblastos com aspecto globoso, e espaco entre eles, sem apresentarem
interdigitacbes de membrana. Os nucleos possuem formato estrelado, o citoplasma
contém reticulo endoplasmatico rugoso em maior quantidade quando comparado a
célula mesenquimal precursora e delimitado da matriz extracelular pela membrana
plasmatica que apresentava pequenas proje¢des. Ao redor da matriz cartilaginosa
visualizamos pericondrio, com ceélulas alongadas e pequena area de matriz
extracelular (Figura 5).

Cartilagem hipertrofica foi observada em fetos com CR de 76,0 mm (décima
semana gestacional). Os condrécitos apresentaram formato alongado, com
projecdes de membrana proporcionando aspecto estrelado. Extensos reticulos
endoplasmaticos rugoso foram encontrados no citoplasma em grande quantidade,
quando comparado aos condroblastos e presenca de estruturas eletrodensas
(Figura 6).
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Legenda: Em A Fotomicrografia de corte semi fino de mesénquima precursor na
formagdo de tecido cartilaginoso. Observar células organizadas uniformemente,
proximas umas as outras. Colorag&o: Azul de toluidina.

B: Eletromicrografia da area mostrada em A, onde podemos notar células com formato
alongado, e pequena area de matriz extracelular (me).

C: Eletromicrografia de célula mesenquimal em maior aumento, notamos a presenga de
um nucleo (N) alongado, acompanhando o formato da célula, nucléolo (nc) e granulos
cromatina (c) dispersos por todo o nucleo (eucromatina) contendo pequenas
condensacgdes (heterocromatina). No citoplasma verificamos a presenca de reticulo
endoplasmatico rugoso (r), mitocondrias (mt), membrana plasmatica (mp) delimitando
meio interno da matriz extracelular (me)

Figura1 — Fotomicrografia e Eletromicrografia de mesénquima
precursor de tecido cartilaginoso em embridao bovino
(Crow Rump = 12,0 mm)
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Legenda: Em A Fotomicrografia de corte semi fino de mesénquima precursor na formagéo de
tecido cartilaginoso. Observe que as células estdo organizadas uniformemente, proximas umas
as outras, apresentando-se mais globosas na area demarcada pela circunferéncia. Coloragéo:
Azul de toluidina.

B: Eletromicrografia mostrando a area demarcada em A, onde podemos notar seu formato
alongado, e maior area de matriz extracelular (me).

C: Eletromicrografia mostrando regido adjacente a area demarcada em A, menor distancia entre
as células, portanto menor area de matriz extracelular (me).

D: Eletromicrografia de célula mesenquimal em maior aumento. Nucleo (N) presente
acompanhando o formato da célula, nucléolo (nc) proximo ao envoltério nuclear (en) e granulos
cromatina (c) dispersos por todo o nucleo (eucromatina), com pequenas condensagbes
(heterocromatina). No citoplasma verificamos a presenga de reticulo endoplasmatico rugoso (r),
mitocondrias (mt), estrutura eletrodensa (seta) e matriz extracelular (me)

Figura2 — Fotomicrografia e Eletromicrografia de mesénquima
precursor de tecido cartilaginoso em embriao bovino (Crow
Rump =20 mm)
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Legenda: Em A Fotomicrografia de corte semi fino de mesénquima em diferenciagdo para formagéo de
tecido o cartilaginoso. Observe a organizagdo das células tornando-se mais globosas e afastadas umas
das outras (B), circundados por células mais alongadas e unidas (C). Coloragéo: Azul de toluidina.

B: Eletromicrografia mostrando células globosas e espacadas em A, sendo vasta a area de matriz
extracelular (me).

C: Eletromicrografia mostrando células em maior aumento da regido apresentada em A. Visualizar menor
distancia entre as células e pequena area de matriz extracelular (me).

Figura 3 — Fotomicrografia e Eletromicrografia de mesénquima em
diferenciagao para formagéao de molde cartilaginoso do osso longo
de embrido bovino (Crow Rump = 25,0 mm)



Legenda: Em A Eletromicrografia de célula mesenquimal apresentando
nucleo(N) alongado acompanhando o formato da célula, granulos
cromatina (c) dispersos por todo o nucleo (eucromatina), com pequenas
condensacdes (heterocromatina). No citoplasma verificamos a presenca
de reticulo endoplasmatico rugoso (r) e projecdes de membrana
plasmatica (mp), pequena area de matriz extracelular (me)

B: Eletromicrografia célula mesenquimal apresentando nucleo(N)
contendo granulos cromatina dispersos (eucromatina), e grandes
condensacdes (heterocromatina). Observar a presenga de fibras
colagenas (f)

Figura 4 — Eletromicrografia de célula mesenquimal
formadora de tecido cartilaginoso em osso
longo de embrido bovino (Crow Rump =
25,0 mm)
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Legenda: Em A Fotomicrografia de corte semi fino de molde de cartilagem (mc) hialina primordiais na
formag&o do osso. Area selecionada para eletromicrografia B. Coloragéo: Azul de toluidina.

B: Eletromicrografia mostrando condroblastos (c) com formato globoso e espagados uns dos outros, mais
acima area de pericondrio (p) com células alongadas e pequena area de matriz extracelular.

C: Eletromicrografia mostrando condroblastos (c) constituintes de tecido cartilaginoso. Notar que as
células nao apresentam interdigitagcdes, com formato arredondado e area de matriz extracelular (me).

D: Condroblasto em maior aumento. Notar nucleo (N) estrelado e nucléolo (nc). O citoplasma da célula
apresenta reticulo endoplasmatico rugoso (r), estando delimitado da matriz extracelular (me) pela
membrana plasmatica (mp) contendo pequenas projecdes .

Figura 5 — Fotomicrografia e Eletromicrografia de molde cartilaginoso hialino
precursor na formagao do osso longo de feto bovino (Crow Rump
= 30,0 mm)
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Legenda: Em A Fotomicrografia de corte semi fino da zona de cartilagem hipertréfica. Area
selecionada para eletromicrografia B. Coloragédo: Azul de toluidina.

B: Eletromicrografia mostrando condrécitos (c) com formato alongado e estrelado.

C: Eletromicrografia de condrécito. Observar: reticulo endoplasmatico rugoso, estruturas
eletrodensas (d), nucleo (N) alongado e nucléolo (nc). Membrana plasmatica apresenta
projegdes dando aspecto estrelado a célula (seta), separando-a do meio extracelular

Figura 6 — Fotomicrografia e Eletromicrografia de cartilagem seriada
precursora na formacdo do osso longo de feto bovino
(Crow Rump = 76,0 mm)
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5.2 MICROSCOPIA DE LUZ

Os embrides bovinos com CR de 28,00 mm apresentam apenas um pequeno
brotamento do membro pélvico enquanto que o membro toracico ja se apresentava
em forma de “placa”. Histologicamente foi verificado condensagdes de células
mesenquimais nos brotos pélvicos e tecido cartilaginoso ja formado, circundados por
células mesenquimais, nos brotos de membros toracicos (Figura 7).

Por volta da sétima semana gestacional (CR de 35,0 mm) os membros
toracicos e pélvicos dos fetos bovinos ja haviam sofrido bipartigdo e ambos
apresentavam moldes cartilaginosos, com zonas de cartilagem em proliferacdo e
cartilagem em repouso, pericondrio e mesénquima ao redor (Figura 8).

Entre a sétima e oitava semana gestacional (CR de 50,0 mm) os moldes
cartilaginosos ainda apresentam mesénquima em diferenciagdo ao redor. A
cartilagem inicia seu processo de hipertrofia e erosdo, com depdsitos de calcio e
fésforo que aparecem primeiro no centro (diafise) do osso longo se espalhando para
as extremidades (epifises) (Figuras 9 e 10).

Ocorre hipertrofia da cartilagem e morte dos condrdcitos, aumentando a area
de depdsito de calcio e fosforo, tornando-se mais proximas das epifises dos ossos
longos em feto com CR de 76,00 mm, por volta da décima semana gestacional
(Figura 11).

Ao redor da 11? semana de gestacao (CR de 100,0 mm) os grupamentos de
carbonato de calcio e fosforo ja se espalharam por todo osso. Células da medula
O0ssea e células adiposas preenchem os espacgos entre as traves 6sseas, e epifises

apresentam-se ainda em tecido cartilaginoso (Figura 12).
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Legenda: Em A, observar fotografia de embrido bovino onde membro toracico (mt) apresenta-se em forma
de “placa” e membro pélvico (mp) inicia seu brotamento

B: Fotomicrografia de moldes cartilaginosos (ca) para formagdo do membro toracico, circundado por
mesénquima condensado (mc)

C: Fotomicrografia de mesénquima (m) precursor para formagao de molde cartilaginoso de membro
pélvico. Coloragdo: Von Kossa

Figura7 — Fotografia de embrido bovino (Crow rump = 28,0 mm) e
Fotomicrografia de moldes cartilaginosos para formagado dos
membros
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Legenda: Em A, observar fotografia de feto bovino evidenciando membro toracico (mt) e
membro pélvico (mp) bipartido

B: Fotomicrografia de molde cartilaginoso para formagdo do membro, circundado por
mesénquima (m). Notar pericondrio (p) e molde de cartilagem dividido em duas areas
diferentes: Zona de repouso (Zr) e Zona de proliferagcdo (Zp). Coloragdo: Hematoxilina e
eosina

Figura 8 — Fotografia de feto bovino (Crow rump = 35,0 mm) e
Fotomicrografia de molde cartilaginoso para formacgao
dos membros
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Legenda: Em A, observar fotografia de feto bovino evidenciando membro toracico (mt) e membro pélvico
(mp), ambos bipartidos

B: Fotomicrografia de molde cartilaginoso para formagéo do membro, circundado por mesénquima (m). Area
marcada representa local de inicio de hipertrofia da cartilagem. Coloracdo: Hematoxilina e eosina

C: Inicio de ossificagao. Observar Zona hipertrofica e Zona de Eros&o. Coloragdo: Hematoxilina e eosina

D: Observar deposito de calcio e Potassio corados em preto na Zona de erosdo do molde cartilaginoso.
Coloragao; Von Kossa

Figura 9 — Fotografia de feto bovino (Crow rump = 50,0 mm) e Fotomicrografia
de molde cartilaginoso para formagao dos membros
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A

Legenda: Em A, observar nos membros em desenvolvimento com depdsitos de célcio e Potassio.
Coloragéo preta mostra area em inicio de calcificagdo dos moldes. Von Kossa e Hematoxilina e
Eosina

Figura 10 — Fotomicrografia de molde cartilaginoso em ossificagdo
endocondral de feto bovino (Crow rump = 51,0 mm)
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A

Legenda: Em A, observar maior area em calcificagdo (Ca) na diafise dos moldes
cartilaginosos de osso longo, estando mais préximas da epifise. Hematoxilina e Eosina
e Von Kossa

Figura 11 — Fotomicrografia de molde cartilaginoso em
ossificacdo endocondral de feto bovino (Crow rump
= 76,0 mm)
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Legenda: Em A, fotomicrografia de disco epifisario apresentando a Zona de proliferagdo (Zp),
Zona de cartilagem hipertréfica (Zh) e Zona de erosdo (Ze). Coloragéo: Hematoxilina e eosina

B: Notar que a Zona de erosao apresenta-se corada em preto marcando areas de depdsito de
calcio e Potassio responsaveis pela ossificacdo. Coloragédo; Von Kossa

C: Calcificagcdo de osso longo. Na diafise observamos uma maior condensagao de grupamentos
de potassio e carbonato de célcio (FP) formando tecido ésseo. Células da medula 6ssea e
adiposas preenche os espagos (em vermelho) entre as traves dsseas. As epifises apresentam-se
em tecido cartilaginoso. Coloragéo: Von Kossa

Figura 12 — Fotomicrografia do osso de membro de feto bovino (Crow
rump = 100,0 mm)
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6 DISCUSSAO

As primeiras condensag¢des de células mesenquimais surgem quando o
mesénquima somatico induz a proliferagdo da placa mesodérmica lateral (LARSEN,
1997).

A cartilagem se desenvolve a partir do mesénquima e aparece pela primeira
vez nos embrides durante a quinta semana gestacional (FLETCHER; WEBER, 2004;
MOORE; PERSAUD, 2004). Em nossos estudos, embrides bovinos com CR de 9,0
mm e idade gestacional estimada de trés semanas apresentam areas contendo
células mesenquimais organizadas uniformemente, préximas umas as outras; com
pequena area de matriz extracelular, nucleo alongado, com nucléolo e granulos de
cromatina dispersos por todo nucleo (eucromatina) e pequenas concentragdes
(heterocromatina), evidenciamos ainda reticulo endoplasmatico rugoso e
mitocondrias. Tais caracteristicas nos levam a crer que estas células mesenquimais
acabaram de sofrer diferenciacdo a parte do mesoderma, e estdo em intensa
atividade para constituir as futuras células cartilaginosas.

Devido ao tamanho do nucléolo acreditamos que esteja havendo intensa
sintese de RNA ribossomal. Esses ribossomos constituem a formacao do reticulo
endoplasmatico rugoso das células, sendo responsavel pela sintese de proteina
necessaria durante este periodo, além das mitocéndrias, que realizam a sintese de
ATP necessaria para atividade celular. Isso talvez explique o mencionado por Hall e
Miyake (1995) e Wolpert (1994) ao descreverem que condensagdes de mesénquima
marcam o inicio da atividade seletiva dos genes, e determinadas linhagens celulares
se diferenciam em membros toracicos e membros pélvicos.

Ao redor da quarta semana gestacional (CR de 20,0 mm) as células
mesenquimais passam a apresentar um formato mais globoso em algumas areas, o
nucleo acompanha o formato da célula e nucléolo localiza-se préximo ao envoltério
nuclear, no citoplasma observamos reticulo endoplasmatico rugoso, mitocdndrias e
estruturas eletrodensas. Provavelmente, estas células mesenquimais estao
diferenciando-se para formagao de condroblastos.

Embrides com CR de 25,0 mm (sexta semana gestacional) as células estao
ainda mais arredondadas, e se agrupam para constituir dois moldes cartilaginosos

primordiais, circundados por células mais alongadas e pequena area de matriz
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extracelular; vindo a confirmar os achados de Flelcher e Weber (2004) e Moore e
Persaud (2004) ao descreverem que o0 mesénquima se condensa para constituir os
centros de formagéo de cartilagem, as células mesenquimais proliferam-se e tornam-
se arredondadas.

Acrescentam ainda que as células formadoras de cartilagem (condroblastos)
secretam fibras de colageno e substancia fundamental da matriz, subsequentemente
fiboras colagenas s&o depositadas na substancia intercelular, e o modelo
cartilaginoso é cercado por tecido fibroso pericondral (FLETCHER; WEBER, 2004;
MOORE; PERSAUD, 2004). Nossos resultados revelam presenca de fibras
colagenas na matriz extracelular juntamente aos condroblastos, vindo confirmar os
achados dos autores citados acima, acrescentando ainda que a membrana
plasmatica da célula apresentava projegdes, conferindo comunicagao celular.

Células com formato alongado e pequena area de matriz extracelular
circundam os moldes cartilaginosos primordiais, o tecido fibroso pericondral, e de
acordo com Junqueira (2005) eles s&o responsaveis pela diferenciagdo de célula
mesenquimal em condroblasto, promovendo o crescimento da cartilagem. Isso
ocorre quando as células periféricas do pericondrio transformam-se gradualmente
em células arredondadas, os condroblastos.

A partir da sétima semana gestacional, fetos com CR de 30,0 mm ja
apresentam molde cartilaginoso hialino, precursor na formagdo de osso longo.
Nossos achados mostram condroblastos com aspecto globos e auséncia de
interdigitacdo de membrana. O nucleo possui formato em estrela e matriz
citoplasmatica contendo reticulo endoplasmatico rugoso em maior quantidade
quando comparado a célula mesenquimal precursora, o que talvez indique que a
célula aumente sua atividade para originar células alongadas, os condrdcitos.

Circundando a matriz cartilaginosa encontramos pericéndrio, formados pelo
mesénquima superficial. Sua fungcdo € nutrigdo, oxigenagdo e eliminagdo de
metabdlitos da cartilagem, porque neles estdo localizados os vasos sanguineos
inexistentes no tecido cartilaginoso, além de ser uma fonte de novos condrécitos
para o crescimento da cartilagem (JUNQUEIRA, 2005).

Cartilagem hipertrofica que marca o inicio da ossificacdo endocondral foi
observada por nés em fetos com CR de 76,0 mm, décima semana gestacional. Os
condrécitos apresentaram forma alongada, com projegbes de membrana

proporcionando aspecto estrelado, o que provavelmente se deve a uma retragcao
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durante o processamento da técnica. No entanto, acredita-se que as saliéncias
aumentem a superficie de contato, facilitando trocas com meio extracelular, sendo
importante para nutrigdo da célula (JUNQUEIRA, 2005). Daniels e Solursh (1991);
Montenegro et al., (2004) e Junqueira e Carneiro (2004), acrescentam ainda que os
condrécitos sdo formados pela secregdo da matriz extra celular da cartilagem, sendo
responsaveis pela secregao de colageno tipo Il principalmente, proteoglicanas e
glicoproteinas.

A matriz citoplasmatica dos condrécitos apresentou extensos reticulos
endoplasmaticos rugoso e presenga de estruturas eletrodensas. Brighton e Fetter
(1995) confirmam nossos achados e acrescentam a presenga de mitocondrias na
matriz citoplasmatica.

Macroscopicamente, evidenciamos um pequeno broto do membro pélvico ao
passo que o broto do membro toracico ja apresentava-se em formato de “placa” em
embrides com CR de 28,0 mm (quarta semana gestacional). Histologicamente
encontramos condensacgdes de células mesenquimais nos brotos dos membros
pélvicos, e tecido cartilaginoso nos brotos do membro toracico. Nossos achados
confirmam os estudos de Winters et al., (1942) e Evans e Sack (1973) ao afirmarem
que o broto do membro toracico aparece no 24° dia de gestacdo nos bovinos e
pélvicos tornam-se visiveis no 27° dia. Aos 30 dias as extremidades dos membros
apresentam-se em forma de placa, se especializando para o periodo fetal.

Através de estudos embasados em microscopia de luz, observamos que o
molde dos membros em fetos com CR de 35,0 mm (sexta semana gestacional)
apresentam modelos cartilaginosos com zonas de cartilagem em proliferacdo e
repouso, pericdndrio e mesénquima superficial. Externamente, os membros
toracicos e pélvicos estavam bem definidos, e ja haviam sofrido biparticado de suas
extremidades; confirmando assim os achados de Evans e Sack (1973) que relatam
que aos 34 dias de gestacgdo, tornam-se visivel os raios digitais das extremidades
dos membros de embrides bovinos e com 45 dias (sexta semana gestacional) ja
ocorreu a separagao dos digitos, tornando-se firmes e opacos aos 100 dias.

Assim como a cartilagem, o osso € constituido por células e uma substancia
intercelular orgénica: a matriz 0ssea, constituida por fibrilas colagenas e substancia
intersticial amorfa ou fundamental. Entre a sétima e oitava semana gestacional (CR
de 50,0 mm), nossos estudos revelam que os moldes cartilaginosos ainda

apresentam mesénquima circundante. Larsen (1997) explica que células
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mesenquimais do pericondrio diferenciam-se em osteoblastos, em resposta a um
fator de crescimento 6sseo. Essas células secretam matriz de sais de calcio e
formam o colar 6sseo primario.

Complementamos que neste mesmo periodo a cartilagem inicia seu processo
de hipertrofia e erosdo, com depdsitos de calcio e fésforo na regido central do osso
longo (diafise) e a partir dai passara aos poucos para as extremidades (epifises).
Moore e Persaud (2004) sugerem ainda que na diafise as células cartilaginosas
aumentam de tamanho, com a calcificagdo da matriz as células morrem. Winters et
al., (1942) complementa que uma extensa area em ossificagao foi observada em
ossos longos de fetos bovinos com 59 dias de gestacéo.

A cartilagem segue seu processo de hipertrofia e calcificagdo em fetos com
CR de 76,0 mm (décima semana gestacional). Neste periodo verificamos morte dos
condrdcitos e maior area de depdsito de calcio e fosforo se aproximando as
extremidades craniais e caudais dos ossos longos. Brighton e Fetter (1995) explicam
que a calcificacao inicial acontece na zona hipertréfica, dentro da matriz, sendo suas
vesiculas estruturas muito pequenas cercadas por uma membrana trilaminar
produzida pelos condrécitos. Essas vesiculas sdo ricas em fosfatase e acumulam
calcio tornando a matriz impermeavel a metabadlitos.

Durante a 112 semana de gestacdo (CR de 100,0 mm) os grupamentos de
carbonato de calcio e fosforo ja se espalharam por todo osso, sendo ainda mais
intenso na diafise. Notamos que células da medula 6ssea e células adiposas
preenchem os espacos entre as traves Osseas. Sadler (2004) complementa
descrevendo que células invasoras se diferenciam em células hemopoiéticas
responsaveis pela formagdo de células do sangue e da medula. Outras células
invasoras se diferenciam em osteoblastos, depositando matriz 6éssea sobre as
espiculas de cartilagem calcificada, as espiculas 6sseas sdo remodeladas pela acao
dos osteblastos e osteoclastos.

Ao nascimento as diafises estdo bastante ossificadas, mas grande parte das
extremidades (epifises) ainda € cartilaginosa. A maior parte dos centros secundarios
de ossificacdo aparece nas epifises durante os primeiros anos apés o nascimento.
As células da cartilagem epifisaria se hipertrofiam, havendo invasdo de tecido
conjuntivo vascular. A ossificagdo se espalha em todas as diregbes, persistindo

somente cartilagem na superficie (cartilagem articular) e uma placa transversal, a
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cartilagem de conjugacéo, ou disco epifisario (GILBERT, 1994; MOORE; PERSAUD,
2004).
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CONCLUSAO
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7 CONCLUSAO

Através dos resultados obtidos no presente estudo, julgamos poder concluir

que:

o Regido de tecido mesenquimal condensado para formagdo do membro

toracico aparece em embrides com CR de 9,0 mm (terceira semana gestacional).

o Células mesenquimais diferenciam-se para formagao de condroblastos em

embrides com CR de 20,0 mm (quarta semana gestacional).

] Moldes cartilaginosos primordiais aparecem em embrides com CR de 25,0

mm (sexta semana gestacional).

o Membro toracico apresenta-se em formato de placa e pequeno brotamento do

membro pélvico em embrides com CR de 28,0 mm (sexta semana gestacional).

o Presengca de molde cartilaginoso hialino, condroblastos e tecido pericondral

ao redor em fetos com CR de 30,0 mm (sétima semana gestacional).

o Extremidade dos membros toracico e pélvico bipartidos, presenca de zonas
de cartilagem em proliferagdo e repouso em fetos com CR de 35,0 mm (sétima

semana gestacional).

o Cartilagem com zonas de hipertrofia e erosdo, com depédsitos de calcio e
fosforo na diafise dos ossos longos em fetos com CR de 50,0 mm (oitava semana

gestacional).

o Morte de condrécitos, maior area de calcificagdo e matriz citoplasmatica dos
condrécitos apresentam extenso reticulo endoplasmatico rugoso em fetos com CR

de 76,0 mm (décima semana gestacional).
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o Grupamentos de calcio e fosforo se espalharam por todo osso com células da
medula 6ssea e adiposas preenchendo espacos entre as traves Osseas e epifises
apresentam-se em tecido cartilaginoso em fetos com CR de 100,0 mm (112 semana

gestacional).
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ANEXO A

VON KOSSA (PARA FOSFATOS E CARBONATOS DE CALCIO)

PROCEDIMENTO

1-Bateria de coloragao

Xilol 1o, 10 minutos
Xilol 2. 10 minutos
Alcool Absoluto................. 3 minutos
Alcool 95%.......c.ccocveennnn 3 minutos
Alcool 70%......cocecveeennn 3 minutos
H202 Torneira................... 3 minutos

2- Lavar bem com agua bidestilada e testar em solugao de prata.

3- Deixar na solugao de Nitrato de Prata, no meio ambiente, exposto a luz por 60
Minutos.

4- Enxaguar em hiposulfito de sddio e deixar a lamina repousar por 30 segundos

5- Lavar bem com agua corrente e contra corar por 30 segundos em safranina.

6- Diferenciar, desidratar, diafanizar e montar em balsamo.

RESULTADOS

Os grupamentos fosfato e carbamato coram-se em preto.

Nucleos em vermelho.

Outros tecidos em vermelho palido.

SOLUCOES

Solugao aquosa de nitrato de prata a 5%
Solugao aquosa de hiposulfito de sédio a 5%

Solugdo aquosa de safranina a 0,1%



Livros Gratis

( http://www.livrosgratis.com.br )

Milhares de Livros para Download:

Baixar livros de Administracao

Baixar livros de Agronomia

Baixar livros de Arquitetura

Baixar livros de Artes

Baixar livros de Astronomia

Baixar livros de Biologia Geral

Baixar livros de Ciéncia da Computacao
Baixar livros de Ciéncia da Informacéo
Baixar livros de Ciéncia Politica

Baixar livros de Ciéncias da Saude
Baixar livros de Comunicacao

Baixar livros do Conselho Nacional de Educacdo - CNE
Baixar livros de Defesa civil

Baixar livros de Direito

Baixar livros de Direitos humanos
Baixar livros de Economia

Baixar livros de Economia Doméstica
Baixar livros de Educacao

Baixar livros de Educacdo - Transito
Baixar livros de Educacao Fisica

Baixar livros de Engenharia Aeroespacial
Baixar livros de Farmacia

Baixar livros de Filosofia

Baixar livros de Fisica

Baixar livros de Geociéncias

Baixar livros de Geografia

Baixar livros de Histdria

Baixar livros de Linguas



http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br/cat_1/administracao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_1/administracao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_1/administracao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_1/administracao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_1/administracao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_1/administracao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_1/administracao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_2/agronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_2/agronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_2/agronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_2/agronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_2/agronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_2/agronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_2/agronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_3/arquitetura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_3/arquitetura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_3/arquitetura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_3/arquitetura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_3/arquitetura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_3/arquitetura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_3/arquitetura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_4/artes/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_4/artes/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_4/artes/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_4/artes/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_4/artes/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_4/artes/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_4/artes/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_5/astronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_5/astronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_5/astronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_5/astronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_5/astronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_5/astronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_5/astronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_11/comunicacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_11/comunicacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_11/comunicacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_11/comunicacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_11/comunicacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_11/comunicacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_11/comunicacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_14/direito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_14/direito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_14/direito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_14/direito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_14/direito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_14/direito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_14/direito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_16/economia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_16/economia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_16/economia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_16/economia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_16/economia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_16/economia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_16/economia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_18/educacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_18/educacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_18/educacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_18/educacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_18/educacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_18/educacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_18/educacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_22/farmacia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_22/farmacia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_22/farmacia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_22/farmacia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_22/farmacia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_22/farmacia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_22/farmacia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_23/filosofia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_23/filosofia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_23/filosofia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_23/filosofia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_23/filosofia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_23/filosofia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_23/filosofia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_24/fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_24/fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_24/fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_24/fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_24/fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_24/fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_24/fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_25/geociencias/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_25/geociencias/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_25/geociencias/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_25/geociencias/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_25/geociencias/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_25/geociencias/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_25/geociencias/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_26/geografia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_26/geografia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_26/geografia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_26/geografia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_26/geografia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_26/geografia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_26/geografia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_27/historia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_27/historia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_27/historia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_27/historia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_27/historia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_27/historia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_27/historia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_31/linguas/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_31/linguas/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_31/linguas/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_31/linguas/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_31/linguas/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_31/linguas/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_31/linguas/1

Baixar livros de Literatura

Baixar livros de Literatura de Cordel
Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matematica

Baixar livros de Medicina

Baixar livros de Medicina Veterinaria
Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC

Baixar livros Multidisciplinar

Baixar livros de Musica

Baixar livros de Psicologia

Baixar livros de Quimica

Baixar livros de Saude Coletiva
Baixar livros de Servico Social
Baixar livros de Sociologia

Baixar livros de Teologia

Baixar livros de Trabalho

Baixar livros de Turismo



http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_37/multidisciplinar/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_37/multidisciplinar/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_37/multidisciplinar/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_37/multidisciplinar/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_37/multidisciplinar/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1

