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Resumo

Durante as ultimas décadas, a suinocultura vivencia um processo de intensa selecdo genética.
Dentre as caracteristicas reprodutivas, a taxa ovulatéria sofreu a avancos significativos e, como
consequéncia, o aumento do tamanho da leitegada em fémeas suinas contemporaneas ¢ evidente. No
entanto, essa pressao de selegdo gerou também caracteristicas indiretas indesejaveis, como o baixo peso
ao nascimento e grande variabilidade de peso ao nascimento dentro de uma mesma leitegada. Desta
forma, durante os ultimos anos, inumeros estudos buscaram entender os principais aspectos relacionados
ao desenvolvimento embrionario e pré-natal em suinos. A capacidade de elucidar aspectos relacionados a
regulagdo do desenvolvimento embriondrio e placentario, aos genes centrais ¢ marcadores moleculares
que estdo relacionados ao adequado desenvolvimento e qualidade embriondria contribuem para a
compreensdo da reprodugdo basica e facilitam o entendimento das relacdes materno-embrionarias no
periodo gestacional.
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Abstract

During the last few decades, the swine industry has undergone an intense process of genetic
selection. Among the reproductive characteristics, the ovulation rate has undertaken significant advances
, and, consequently, the increase in litter size is evident in contemporaneous sows. However, the selection
pressure also resulted in undesired indirect characteristics, as the low birth weight and birth weight
variability within the litter. Therefore, during the last few years, many studies have shed light on the
aspects related to embryonic and prenatal development in pigs. The ability to understand how embryonic
development is regulated, the central genes and molecular markers that are related to appropriate
development, and embryonic quality contribute to the understanding of basic reproduction and facilitates
the understanding of embryo-maternal relationships.
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Introducao

Durante as ultimas décadas, a suinocultura vivencia um processo de intensa selecdo genética.
Como resultado, os principais sistemas de criagdo genética de suinos experimentam avangos
significativos em caracteristicas que afetam diretamente a eficiéncia da produgdo de suinos. Neste
cenario, caracteristicas reprodutivas receberam importante foco. Um exemplo especifico ¢ o aumento no
numero de nascidos totais nas ultimas décadas (Boulot et al., 2008). O tamanho de leitegada tem sido
alvo de programas de sele¢do por geragdes por meio de aumento na taxa de ovulagdo (Schneider et al.,
2014).

No entanto, a pressdo de selecdo sobre o nimero de nascidos totais resultou em um aumento
desproporcional na taxa de ovulagdo, que ndo foi acompanhada por um aumento da capacidade uterina.
Desta forma, o desenvolvimento intrauterino foi prejudicado indiretamente. Como consequéncia, baixo
peso ao nascimento e alta variabilidade de peso ao nascer em uma mesma leitegada se tornaram eventos
comuns e, inevitavelmente, altas taxas de mortalidade pds-natais podem ser observadas (Quiniou et al.,
2002). Esse cenario fez com que o desenvolvimento pré-natal em suinos fosse estudado em detalhe
durante as ultimas décadas.
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Periodo gestacional em fémeas suinas

Em leitoas ou fémeas multiparas inseminadas, a fertilizagdo ocorre poucas horas apds a
ovulacdo, proximo a jungdo da ampola com o istmo do oviduto (Bazer e First, 1983). Aproximadamente
48 horas apds a fertilizagdo, o embrido suino passa do estagio de 2 células para 4 células. Até este
momento, os embrides dependem de sinais gendmicos maternos. Todavia, a partir do momento em que
atingem o estagio de 4 células, a ativacdo do genoma embrionario se inicia (Dyck e Ruvinsky, 2011).

Os embrides nos estagios de 4 a 8 células entram no corno uterino, cerca de 60-72 horas ap6s o
inicio do estro (Bazer e Johnson, 2014) ou, aproximadamente, 46 horas ap6s a ovulagdo (Hunter, 1974).
Por volta do final de 3 dias de gestac@o, os embrides se desenvolvem até o estagio de 16 ou mais células,
chamado de moérula (Hunter, 1974). A partir do estagio de 30 células, uma cavidade chamada blastocele
se forma. O blastocisto comega a aumentar o nimero de células e a se diferenciar em dois tipos celulares
distintos: massa celular interna, que resulta na estrutura embriondria, ¢ trofoblasto, necessario para o
processo de implantagdo. Durante este periodo, o embrido mede cerca de 0,5 a 1 mm em diametro e se
expande de 2 para 6 mm no décimo dia de gestacao (Bazer e Johnson, 2014).

O blastocisto em desenvolvimento eclode da zona pelticida no dia 7 de gestagdo e é exposto pela
primeira vez ao epitélio uterino. O contato direto com o ambiente uterino e suas secregdes influenciam o
desenvolvimento embriondrio (Hunter, 1977). Durante a fase inicial de gesta¢ao (entre os dias 0 e 5), a
progesterona estimula a atividade secretoria do utero; no dia 10 de gestacdo, os niveis de progesterona
diminuem, mas aumentam novamente no dia 12 de gestacdo (Geisert et al., 1994). Simultaneamente,
fatores de crescimento s@o liberados pelo epitélio uterino. Este periodo marca o inicio do espagamento,
sinalizagdo da gestagdo, alongamento embrionario e posterior ligacdo do trofectoderma ao epitélio uterino
(Bazer e Johnson, 2014).

O processo de alongamento ocorre durante os dias 11 e 12 de gestagdo e é caracterizado pela
transi¢do do formato esférico e ovoide para os estagios tubular e finalmente, filamentoso. Esse processo ¢
baseado na hipertrofia do trofectoderma e endoderma e ocorre apenas quando o embrido atinge pelo
menos 10 mm em tamanho (Bazer e Johnson, 2014). Esse periodo é marcado por um complexo padrio de
expressdo génica (Ross et al, 2003). De acordo com Bazer e Johnson (2014), a velocidade de
desenvolvimento embrionario aumenta drasticamente em algumas horas. Por exemplo, durante os
estagios iniciais, o alongamento ocorre em uma velocidade de 0,25 mm/hora e aumenta para 150 a 200
mm/hora durante o periodo de formagao filamentosa, o qual culmina com um embrido de 80 a 100 cm,
aos 16 dias de gestagdo. Essa rapida transicdo morfoldgica permite encontrar, no mesmo utero, conceptos
em diferentes estagios de desenvolvimento (esférico, tubular e filamentoso), durante este periodo (Bazer
e Johnson, 2014). De acordo com Ross et al (2003), 142 genes sdo diferencialmente expressados durante
os estagios mencionados acima.

O grau de alongamento que o embrido atinge permite a maxima area de superficie de contato
entre o trofectoderma e o epitélio uterino (Bazer, 2013) e determina o espaco uterino que serd ocupado
por cada embrido durante a implantagdo. Embrides que experimentam um desenvolvimento retardado ou
tardio se fixam em uma area limitada (Geisert et al., 1982), o que, finalmente, resultard em uma menor
area placentaria (Stroband e Van der Lende, 1990) e maior chance de mortalidade embrionaria
(Anderson, 2000). Juntamente com o alongamento, os embrides comeg¢am a se diferenciar em camadas
germinativas em um processo chamado gastrulagdo. Por meio deste processo, endoderma, mesoderma e
ectoderma s3o formados e dardo origem a diferentes tipos de tecido ao longo do processo de
desenvolvimento (Fléchon et al., 2004).

Para sinalizar sua presenga, os conceptos suinos comegam a secretar estrogénio no estagio
esférico (10 mm), entre os dias 11 e 12 de gestagdo (Geisert et al., 1982). Entdo, a medida que os
embrides se desenvolvem de esféricos para filamentosos, a produgdo de estrogénio aumenta
consideravelmente (Pope, 1988). Concomitantemente, os embrides em estagio de pré-implantagdo
migram e se distribuem em ambos os cornos uterinos, permitindo que o estrogénio seja distribuido por
toda extensdo dos cornos uterinos (Pope et al., 1982). Esse processo, conhecido como espacamento,
parece ser aleatorio € o espagamento uniforme de embrides ao longo dos cornos uterinos € facilitado pelas
contracdes miometriais. No dia 12 de gestagdo, o espagamento de embrides estd completo,
independentemente do nimero de embrides presentes (Dziuk, 1985).

E sabido que o estrogénio liberado pelos embrides durante o periodo de pré-implantagio previne
que a prostaglandina F2a (PGF2a), produzida pelo epitélio uterino, seja direcionada ao sistema venoso
uterino (Bazer e Thatcher, 1977). Através desse mecanismo, o estrogénio inibe o movimento de PGF2a
em direcdo aos ovarios e, consequentemente, inibe a regressdo dos corpos lateos, permitindo o
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estabelecimento ¢ manutenc¢do da prenhez decorrente da producdo de progesterona (Bazer et al., 1989).
Uma segunda onda de produgdo de estrogénio pelos conceptos ocorre durante os dias 15 e 30 de gestacao,
também considerada importante para a manutengdo dos corpos luteos (Geisert et al., 1990; Anderson,
2000). As mudangas no ambiente uterino em resposta a producdo de estrogénio por parte dos conceptos,
durante a primeira onda, é importante para manutengdo e alongamento dos blastocistos. No entanto, esse
cenario também torna embrides menos desenvolvidos mais propensos & mortalidade em um processo
decorrente da denominada assincronia embrio-uterina (Pope, 1988). Isso ocorre devido ao fato de que
embrides mais desenvolvidos influenciam o ambiente uterino de uma forma prejudicial para os embrides
menos desenvolvidos (Pope et al., 1990).

Implantacio e placentagio

A funcgdo placentaria em suinos ¢ fortemente dependente do desenvolvimento vascular, area de
trocas disponiveis para cada embrido, numero de conceptos, e profundidade do estroma uterino (Knight et
al., 1977). Neste contexto, a fase inicial de expansdo trofoblastica é responsavel por estabelecer e limitar
o perimetro individual para o desenvolvimento placentario (Geisert et al., 1997) e, em fungdo disso, uma
extensa angiogénese ocorre na interface materno-fetal, a qual permite adequada transferéncia de
nutrientes entre a mae e os conceptos (Stenhouse et al., 2019). O processo de placentagdo ja comega com
a implantagdo (dia 13 de desenvolvimento), a qual requer a ades@o e migragdo de células especializadas
para que a fixagao do trofectoderma embrionario ao endométrio materno ocorra (Bazer & Johnson, 2014).
A completa fixagdo ocorre no dia de 18 de desenvolvimento (Friess et al., 1980), seguida de rapida
expansdo do trofectoderma e alantoide entre os dias 18 e 30 de gestagdo (Bazer & Johnson, 2014). A
partir deste ponto, sangue materno e fetal estdo em aposi¢ao, apesar de separados por seis camadas de
células, as quais garantem a classificagdo da placenta suina como epiteliocorial (Bazer& Johnson., 2014).
E ao redor dos 70 dias de gestagio que o peso placentario e a 4rea de superficie placentaria estdo
completas (Knight et al., 1977).

A regulacdo apropriada de angiogénese uterina durante este periodo ¢ fundamental para o
estabelecimento e manutengdo da gestagdo em suinos (Stenhouse et al., 2019). Para que a comunicagdo
materna e fetal seja aumentada, invaginacdes e pregas sdo formados ao redor do dia 27 de gestacdo
(Wright et al., 2016), aumentando a area de contato para a difusdo de nutrientes (Enders & Blankenship,
1999). Apesar de ndo ser invasiva, a interdigitacdo do trofectoderma em direcdo ao endométrio ¢é
progressiva durante o periodo gestacional e tende a aumentar até que a placenta se encontre totalmente
ocupada, sendo referida entdo, como placentacdo difusa (Bazer e Johnson, 2014).

A estrutura placentaria ¢ dividida em areolar, onde o trofectoderma néo se funde com o epitélio
luminar e area interareolar, onde o tecido endometrial materno se adere ao epitélio fetal (Vallet et al.,
2014). A placenta de cada concepto possui aproximadamente 2500 aréolas, cujos lumes sdo preenchidos
por secrecdes das glandulas uterinas, coletivamente conhecidas como histiotrofo, cuja composi¢do inclui
proteinas, ions, citoquinas, enzimas, diversos fatores de crescimento, aminodcidos, proteases, glicose,
entre outras substancias (Bazer e Johnson, 2014).

Formacao de membranas e vesiculas

As camadas germinativas primarias da estrutura embriondria ddo origem a quatro membranas
conhecidas como saco vitelino vestigial, alantoide, amnio e corio (Dyck e Ruvinsky, 2011). No inicio do
desenvolvimento embrionario, o saco vitelino prové suporte nutritivo para os embrides e se funde com o
corio em areas altamente vascularizadas, permitindo uma méaxima absor¢do de nutrientes (Hill, 2017). O
amnio ou saco amniodtico € uma vesicula protetiva que envolve o embrido. Sua fung@o é garantir um
desenvolvimento simétrico do embrido, além de ndo permitir que haja uma adesdo entre o embrido e as
membranas externas. Sua formagdo é completa no dia 18 de gestagdo e a medida que se desenvolve, o
saco alantoide forma uma invaginacdo que se expande rapidamente entre os dias 18 e 30 de gestagdo
(Friess et al., 1980). Por fim, o cério se origina da cépsula trofoblastica do blastocisto. Conhecida como a
membrana externa, ela rodeia o embrido e outras membranas fetais e ¢ responsavel por interagir com o
trato materno (Dyck e Ruvinsky, 2011). A rapida expansao e acimulo de fluido alantoico, entreos dias 18
a 30 de gestagdo, seguida da completa fusdo do cério e alantoide, entre os dias 30 e 60 da gestacao,
origina a placentacgéo corioalantoide (Steven, 1975). No dia 18, ha um actumulo de aproximadamente 1
ml de fluido no saco alantoico, enquanto ao redor do dia 30 esse acimulo ¢ de 200 a 250 ml (Goldstein et
al., 1980). Apds este periodo, o volume varia, diminuindo ao redor dos 45 dias, aumentando novamente
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no dia 58 e diminuindo no dia 112 de gestagdo (Knight et al., 1977; Goldstein et al., 1980). O alantoide
também suporta a estrutura vascular da placenta (Bazer ¢ Johnson, 2014), sendo que, no dia 30 de
gestacdo, o corio e os vasos alantoicos estdo bem fundidos, formando a membrana corioalantoide.

Mortalidade embrionaria

Estima-se que a mortalidade pré-natal em linhagens genéticas comerciais varia de 30 a 50%
(Pope et al., 1972; Geisert e Schmitt, 2002). A propor¢do mais significativa ocorre durante a fase
embrionaria, isto ¢, até o dia 35 de gestagdo. A primeira onda representa de 20 a 30% dos embrides
perdidos até o dia 21 de gestagdo e, entdo, a segunda onda com 10 a 15% dos embrides perdidos ocorre
até o final do periodo embrionario (Ford et al., 2002). Nesse cendrio, a mortalidade embrionaria precoce
ocorre antes do periodo de implantag@o e contribui para a maior taxa de mortalidade durante o periodo
embrionario (Foxcroft et al., 2007). O estagio pré-implantagdo é seguido do periodo de alongamento,
espagamento ¢ implantagdo, o que significa que drasticas mudancas morfologicas e enddcrinas
acontecem. Estudos reportam que a mortalidade embriondria nesse periodo ndo se deve a falta de espago
uterino, mas a assincronia na comunicacdo materno-embriondria e a heterogeneidade no desenvolvimento
embriondrio inicial (Pope et al., 1990; Langendijk et al., 2016). Como ja discutido anteriormente, a
heterogeneidade no desenvolvimento embrionario resulta em um ambiente ndo favoravel para embrides
menos desenvolvidos, quando o estrogénio comega a ser produzido por embrides mais desenvolvidos
para sinalizar o reconhecimento materno da prenhez (Pope et al., 1990). A heterogeneidade embrionéria
também pode ser associada com a maior diversidade nas caracteristicas foliculares e de odcitos (Pope et
al., 1990), que, por sua vez, pode ser vinculada com a maior taxa ovulatéria de fémeas contemporaneas ¢
com a variac¢do prolongada no tempo de ovulagdo entre odcitos (Soede e Kemp, 1993).

Em estudo recente, Langendijk et al. (2016) compararam a mortalidade embrionaria entre
fémeas suinas com os ovidutos ligados e fémeas controle, em trés estagios distintos de gestagdo (dia 9,
dia 21, e dia 35). Foi demonstrado que independentemente do tratamento, 18% dos embrides ndo se
implantaram, indicando mortalidade embrionaria precoce durante o periodo de espacamento e
implantacdo (dias 12 a 14 de gestacdo). No entanto, ao aumentar o espago disponivel em fé€meas
submetidas a ligadura, a segunda onda de mortalidade embrionaria (dias 21 a 35) foi eliminada, em
comparagdo com a ocorréncia de 14% em fémeas intactas, no mesmo periodo. Os resultados de
Langendijk et al. (2016) estdo de acordo com outros pesquisadores, enfatizando que diferentemente da
primeira onda de mortalidade, a segunda esta mais associada a falta de espago uterino (Dziuk, 1968; Pére
et al., 1997; Town et al., 2004). E evidente que a 4rea disponivel para a expansdo placentaria é um fator
limitante que diminui a absor¢ao de nutrientes. No grupo controle, as placentas eram menores, ¢ quase
todo o espaco disponivel era ocupado, deixando pouco espago fisico disponivel para a area de
implantagdo aumentar (Langendijk et al., 2016).

O uso de transcriptomica em estudos animais

Ferramentas gendmicas de “alto rendimento” como “microarray” (microarranjos) e
sequenciamento de proxima geracdo de RNA (RNA-seq) tém sido utilizadas para estudar a expressao
génica em relagdo a fisiologia reprodutiva de animais domésticos. Dentre outros fatores, essas tecnologias
permitem uma andlise mais aprofundada e melhor entendimento da relagdo entre o ambiente materno e
desenvolvimento embrionario (Niemann et al., 2007; Tsoi et al., 2012; Dyck et al., 2014). Seja utilizando
microarranjos ou RNA-seq, as mudangas na abundancia de mRNA desencadeadas por certas condigdes
uterinas podem ser caracterizadas nos conceptos.

A tecnologia de microarranjos permite estudos em larga escala de expressdo génica. No entanto,
possui varias limitagdes, que incluem problemas como, por exemplo, “background hybridization” (a qual
limita a acurdcia das medidas de expressdo), sondas com diferentes propriedades de hibridizagdo, e o
maior problema sendo relacionado ao fato de que os arranjos sdo limitados a analisar somente genes para
os quais as sondas sdo projetadas e incluidas no arranjo (Zhao et al., 2014). O RNA-seq, por outro lado, ¢
o sequenciamento direto das transcri¢gdes e ndo depende da anotacdo do genoma para selecdo prévia na
sonda. Desta forma, evita vieses presentes na hibridiza¢ao pelo microarranjo. A técnica também oferece
vantagens para detectar novas transcricdes, expressdes alélicas especificas e “splice junctions”
(Mortazavi et al., 2008; Zhao et al., 2014).

O RNA-seq permite a quantificagdo precisa dos niveis de transcricdo em tecidos e células e
permite que os cientistas explorem como certos organismos respondem a certas condi¢des (Gracey e
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Cossins, 2003). Essa capacidade técnica permite que um perfil abrangente de expressdo génica possa ser
identificado como ativo e inativo sob determinadas condigdes experimentais, tais como o uso de aditivos
nutricionais (Dalto et al., 2015), ocorréncia de infec¢do bacteriana (Fouhse et al., 2019) ou diferengas
fisioldgicas ou de desenvolvimento na reproducdo de suinos (Tsoi et al., 2012, 2016). Esses estudos
fornecem perfis detalhados de expressdo genética relacionados com as vias moleculares adjacentes e
interagdo entre genes a fim de desvendar as relacdes causais entre genes e condicdes fisiologicas
particulares.

Consideracdes finais

A capacidade de elucidar aspectos relacionados a regulacdo do desenvolvimento embrionario e
placentario e aos genes centrais ¢ marcadores moleculares que estdo relacionados ao adequado
desenvolvimento e qualidade embrionaria contribuem para a compreensdo da reproducdo basica e
facilitam o entendimento das rela¢des materno-embrionarias no periodo gestacional.
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