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RESUMO. O sistema esquelético origina-se de cé-
lulas do mesoderma e da crista neural. O osso se 
forma a partir de dois tipos de tecido conjuntivo, 
o mesênquima e a cartilagem. A ossificação endo-
condral tem início sobre um molde de cartilagem 
hialina, com formato semelhante ao osso que irá se 
originar, sendo o principal responsável pela forma-
ção dos ossos curtos e longos. Assim, julgamos ser 
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de grande valia um estudo embasado no desenvol-
vimento normal dos membros de embriões e fetos 
bovinos provenientes de vacas criadas em ambiente 
natural, através de estudos em microscopia de luz 
e microscopia eletrônica de transmissão. Através 
dos resultados obtidos no presente estudo, foi visto 
que as células mesenquimais diferenciam-se para 
formação de condroblastos em embriões com CR 
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de 20,0 mm, que moldes cartilaginosos primordiais 
aparecem em embriões com CR de 25,0 mm e o 
membro torácico apresenta-se em formato de placa 
e pequeno brotamento do membro pélvico em em-
briões com CR de 28,0 mm. Existe também a pre-
sença de molde cartilaginoso hialino, condroblastos 
e tecido pericondral ao redor do feto com CR de 
30,0 mm e, em fetos com CR de 76,0 mm ocorre a 
morte de condrócitos na maior área de calcificação 
e matriz citoplasmática.
PALAVRAS-CHAVE. Ossificação endocondral, cartilagem 
hialina, embrião bovino, feto bovino.

INTRODUÇÃO
O sistema esquelético origina-se de células do 

mesoderma e da crista neural. Na formação da noto-
corda e do tubo neural, o mesoderma intra-embrio-
nário lateral a estas estruturas se espessa, formando 
duas colunas de mesoderma paraxial. Ao final da 
terceira semana, estas colunas tornam-se segmenta-
das em blocos de tecido mesodérmico, os somitos. 
Externamente, os somitos aparecem como eleva-
ções arredondadas ao longo da superfície dorsola-
teral do embrião (Danilova 1963, Moore & Persaud 
2004, Noden & De Lahunta 1990). Os primeiros 
somitos formam-se por volta do 19º dia de gestação 
nos bovinos (Evans & Sack 1973, Hafez & Hafez 
2004) e sua porção medial se desorganiza e inva-
de as células esclerotomais, migrando medialmente 
para circundar a notocorda (Gasser 1979).

O broto dos membros é formado quando o meso-
derma somático induz a proliferação da placa me-
sodérmica lateral, originando as primeiras conden-
sações de células mesenquimais que constituíram o 
modelo dos futuros ossos (Larsen 1997).

O osso se forma a partir de dois tipos de tecido 
conjuntivo, o mesênquima e a cartilagem. Do mes-
mo modo que a cartilagem, o osso é constituído por 
células e uma substância intercelular orgânica: a 
matriz óssea, a qual é constituída por fibrilas de co-
lágeno contidas em um componente amorfo (Moore 
& Persaud 2004).

Larsen (1997) sugere ainda que o processo de os-
sificação inicia-se numa região do osso denominada 
centro de ossificação primária. Inicialmente células 
mesenquimais do pericôndrio diferenciam-se em 
osteoblastos, em resposta a um fator de crescimento 
ósseo. Estas células secretam matriz de sais de cál-
cio e formam um colar ósseo primário.

A ossificação dos ossos dos membros começa ao 
final do período embrionário e, daí em diante, ne-

cessita do suprimento materno de cálcio e fósforo. 
A região de formação óssea no centro da diáfise de 
um osso longo constitui o centro primário de ossi-
ficação, diferentemente das epífises que ossificam 
mais tarde (Fletcher & Weber 2004, Moore & Per-
saud 2004, Sadler 2004).

A cartilagem cresce devido à diferenciação de 
fibroblastos. Daniels & Solursh (1991) estudaram 
a modulação da condrogênese pelo citoesqueleto e 
da matriz extracelular e acrescentam que durante 
os eventos iniciais in vivo, o mesênquima precur-
sor forma condensações celulares adquirindo um 
formato arredondado. Daí surgem os condrócitos 
alinhados dentro de lacunas, formados pela secre-
ção da matriz extracelular da cartilagem, incluindo 
secreção de moléculas de proteoglicanas, colágeno 
tipo II e glicoproteínas como a condroitina. (Da-
niels & Solursh 1991, Junqueira & Carneiro 2004, 
Montenegro et al. 2004).

Na zona de calcificação, os condrócitos sofrem 
degeneração, ocorrendo depósitos de fósforo no 
interior das vesículas (que surgem por brotamento 
das superfícies laterais dos condrócitos) e, posterior-
mente se extravasam infiltrando nos interstícios das 
colunas de célula adjacentes (Pizauro Jr. et al. 2004).

A cartilagem é fragmentada pela invasão de te-
cido conjuntivo vascular proveniente do periósteo. 
Algumas células invasoras se diferenciam em célu-
las hemopoiéticas, responsáveis pela formação das 
células do sangue e da medula óssea. Outras células 
invasoras se diferenciam em osteoblastos, que de-
positam matriz óssea sobre as espículas de cartila-
gem calcificada. Este processo avança em direção 
às epífises ou extremidades do osso. As espículas 
ósseas são remodeladas pela ação dos osteoclastos e 
osteoblastos (Moore & Persaud 2004, Sadler 2004).

Assim sendo, é de grande importância um estudo 
embasado no desenvolvimento normal dos mem-
bros de embriões e fetos bovinos provenientes de 
vacas criadas em ambiente natural, gerando assim 
um comparativo para o entendimento das inúmeras 
deformidades e anomalias mais frequentes, ocorri-
das em animais nascidos de vacas submetidas às va-
riadas condições climáticas, pastagem, manejo; ou 
genéticas, como fertilização in vitro e transferência 
nuclear.

MATERIAL E MÉTODO
As coletas de úteros bovinos gestantes foram re-

alizadas em frigoríficos e abatedouros da região de 
Poços de Caldas-MG. Obteve-se uma coleta de 10 
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embriões e 8 fetos, com até 10 semanas gestacional. 
Bioética n.1105/2007. Os úteros foram abertos, os 
embriões e fetos fixados em solução de formol tam-
ponado a 10% e líquido de Bouin. O material cole-
tado foi transportado para Laboratório de Anatomia 
e Histologia da Faculdade de Medicina Veterinária 
e Zootecnia/FMVZ – USP.

Os períodos gestacionais foram estimados con-
forme metodologia preconizada por Evans & Sack 
(1973), Noden & De Lahunta (1990) e Winters et 
al. (1942), com mensurações de distância occípto-
-sacral da cabeça, tomando como referência a crista 
nucal numa extremidade e a última vértebra sacral 
na extremidade oposta (Crow-Rump/CR).

Foram realizados cortes consecutivos de 5 a 
6mm de espessura, corados por métodos de rotina: 
Hematoxilina e Eosina e Von Kossa.

Para a microscopia eletrônica de transmissão 
(MET), as amostras foram previamente fixados em 
glutaraldeído 2,5%. Ao término da fixação o mate-
rial foi lavado em tampão fosfato de sódio a 0,1M, 
PH 7,4 por três vezes durante 10 minutos e pós-fi-
xados em tetróxido de ósmio 1%5 por 1 hora. Após 
novas lavagens em tampão fosfato os fragmentos 
de embriões foram desidratados em álcool etílico a 

50%, 70%, 90%, 100% e lavados em óxido de pro-
pileno.  De 12 a 16 horas os fragmentos permane-
ceram sob-rotação a 1:1 de óxido de propileno e re-
sina. Na sequência, essa mistura foi substituída por 
resina pura por 4 a 5 horas. Após este período foram 
embebidas com resina pura em moldes. Uma vez 
incluídos, permaneceram em estufa a 69ºC por 72 
horas para consolidar a polimerização da resina. Os 
blocos foram cortados em ultra-micrótomo. Cortes 
de 1mm foram corando à quente com solução de 
borato de sódio a 1% em água destilada, conten-
do 0,25% de azul de Toluidina para observação ao 
microscópio de luz. Os cortes de cerca de 60nm de 
espessura foram colhidos em telas de cobre e con-
trastados pelo acetato de uranila 2% em água desti-
lada por 5 minutos e pelo citrato de chumbo 0,5% 
em água destilada durante 10 minutos.

RESULTADOS
Nos resultados obtidos com a microscopia de luz 

foi verificado que os embriões bovino com CR de 25 
mm, estes apresentam condensações de células me-
senquimais nos brotos pélvicos e membros torácicos 
(Figura 1A). Já nos fetos com CR de 30 mm, ambos 
apresentavam moldes cartilaginosos (Figura 1D).

Figura 1. (A) Fotografia de embrião bovino (CR= 25 mm), (B) moldes cartilaginosos (ca) para for-
mação do membro torácico, circundado por mesênquima condensado (mc), (C) mesênquima (m) 
precursor para formação de molde cartilaginoso de membro pélvico. Coloração: Von Kossa, (D) 
feto bovino (CR= 30 mm) (E) molde cartilaginoso para formação do membro, circundado por me-
sênquima (m). Notar pericôndrio (p) e molde de cartilagem dividido em duas áreas diferentes: Zona 
de repouso (Zr) e Zona de proliferação (Zp). Coloração: HE.
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Na fotomicrografia do feto com CR de 50 mm, 
foram observados membros em desenvolvimento, 
com depósitos de cálcio e potássio que aparecem 
primeiro no centro (diáfise) do osso longo se espa-
lhando para as extremidades (epífises) (Figura 2A). 
No feto com CR de 76 mm, viu-se o aumento da 
área de depósito de cálcio e fósforo, tornando-se 
mais próximas das epífises dos ossos longos (Figu-
ra 2B).

grânulos de cromatina, já no citoplasma observa-
mos retículo endoplasmático rugoso, mitocôndrias 
e estruturas eletrodensas (Figura 3B).

As células mesenquimais tornam-se mais globo-
sas e se agrupam de maneira que constituem dois 
moldes cartilaginosos primordiais, circundados por 
células mais alongadas e com pequena área de ma-
triz extracelular em embriões com CR de 25 mm, 
próximo à sexta semana gestacional. Observamos 
retículo endoplasmático rugoso mais extenso e pro-
jeções de membrana plasmática conferindo a comu-
nicação entre células. Na matriz extracelular esta-
vam presentes fibras colágenos (Figuras 3D, 3F).

Fetos com CR de 30 mm (sétima semana ges-
tacional) apresentam molde cartilaginoso hialino 
precursor na formação de osso longo. Pudemos ob-
servar condroblastos com aspecto globoso e espa-
ço entre eles, sem apresentarem interdigitações de 
membrana. Os núcleos possuem formato estrelado, 
o citoplasma contém retículo endoplasmático rugo-
so em maior quantidade quando comparado à célu-
la mesenquimal.  Ao redor da matriz cartilaginosa 
visualizamos pericôndrio, com células alongadas e 
pequena área de matriz extracelular (Figura 3C).

Cartilagem hipertrófica foi observada em fetos 
com CR de 76 mm (décima semana gestacional). Os 
condrócitos apresentaram formato alongado, com 
projeções de membrana proporcionando aspecto 
estrelado. Extensos retículos endoplasmáticos ru-
gosos foram encontrados no citoplasma em grande 
quantidade, quando comparados aos condroblastos 
e presença de estruturas eletrodensas (Figura 3E).

DISCUSSÃO
As primeiras condensações de células mesenqui-

mais surgem quando o mesênquima somático induz 
a proliferação da placa mesodérmica lateral (Larsen 
1997).

A cartilagem se desenvolve a partir do mesên-
quima e aparece pela primeira vez nos embriões 
durante a quinta semana gestacional (Fletcher & 
Weber 2004, Moore & Persaud 2004). Em nossos 
estudos, ao redor da quarta semana gestacional 
(CR de 20 mm), as células mesenquimais passam 
a apresentar um formato mais globoso em algumas 
áreas, o núcleo acompanha o formato da célula e o 
nucléolo localiza-se próximo ao envoltório nuclear, 
no citoplasma observamos retículo endoplasmáti-
co rugoso, mitocôndrias e estruturas eletrodensas. 
Provavelmente, estas células mesenquimais estão 
diferenciando-se para formação de condroblastos.

Figura 2. (A) Fotomicrografia de molde cartilaginoso em ossi-
ficação endocondral de feto bovino (CR = 51 mm), observar 
nos membros em desenvolvimento com depósitos de cálcio 
e Potássio. Coloração preta mostra área em início de calci-
ficação dos moldes. (B) (CR = 76 mm), observar maior área 
em calcificação (Ca) na diáfise dos moldes cartilaginosos de 
osso longo, estando mais próximas da epífise. Coloração (a, 
d) Von Kossa e (b, c) HE.

Microscopia eletrônica de transmissão
Condensações de células mesenquimais formam 

centros cartilaginosos que vão se diferenciando até 
o início da ossificação. Embriões com CR de 9 mm 
e idade gestacional estimada de três semanas apre-
sentam células organizadas uniformemente, pró-
ximas umas as outras constituindo tecido mesen-
quimal condensado. Observamos pequena área de 
matriz extracelular, células com núcleo alongado, 
nucléolo e grânulos de cromatina dispersos por todo 
o núcleo (eucromatina) e pequenas condensações 
(heterocromatina). Dentre as organelas citoplasmá-
ticas evidenciamos retículo endoplasmático rugoso 
e mitocôndrias (Figura 3A).

Por volta da quarta semana gestacional (CR de 
20 mm) as células mesenquimais estão diferencia-
das em condroblastos passando a apresentar formato 
mais globoso em alguns pontos e maior área de ma-
triz extracelular. Notamos ainda que o núcleo acom-
panha o formato da célula e o nucléolo localiza-se 
próximo ao envoltório nuclear, contendo também 
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Figura 3. (A) Eletromicrografia de mesênquima precursor de tecido cartilaginoso em embrião bovino (CR = 12,0 
mm), notamos a presença de um núcleo (N) alongado, acompanhando o formato da célula, nucléolo (nc) e grânulos 
cromatina (c) dispersos por todo o núcleo (eucromatina) contendo pequenas condensações (heterocromatina). No 
citoplasma verificamos a presença de retículo endoplasmático rugoso (r), mitocôndrias (mt), membrana plasmática 
(mp) delimitando meio interno da matriz extracelular (me). (B) (CR = 20 mm),  (nc) próximo ao envoltório nuclear 
(en), estrutura eletrodensa (seta) e matriz extracelular (me). (C) (CR = 30,0 mm), Condroblasto em maior aumento. 
Notar (N) estrelado e (nc). No citoplasma da célula apresenta (r), estando delimitado da  (me) pela  (mp) contendo 
pequenas projeções.  (D) (CR = 25,0 mm). (E) (CR = 76,0 mm), Eletromicrografia de condrócito. Observar: retículo 
endoplasmático rugoso, estruturas eletrodensas (d). Membrana plasmática apresenta projeções dando aspecto 
estrelado a célula (seta), separando-a do meio extracelular (F) (CR = 25,0 mm). Observar a presença de fibras 
colágenas (f). 
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Em embriões com CR de 25 mm (sexta semana 
gestacional) as células estão ainda mais arredonda-
das, e se agrupam para constituir dois moldes carti-
laginosos primordiais, circundados por células mais 
alongadas e pequena área de matriz extracelular; 
vindo a confirmar os achados de Flelcher & Weber 
(2004) e Moore & Persaud (2004) ao descreverem 
que o mesênquima se condensa para constituir os 
centros de formação de cartilagem, as células me-
senquimais proliferam-se e tornam-se arredonda-
das.

Acrescentam ainda que as células formadoras 
de cartilagem (condroblastos) secretam fibras de 
colágeno e substância fundamental da matriz, sub-
sequentemente fibras colágenas são depositadas na 
substância intercelular, e o modelo cartilaginoso é 
cercado por tecido fibroso pericondral (Fletcher & 
Weber 2004, Moore & Persaud 2004). Nossos re-
sultados revelam presença de fibras colágenas na 
matriz extracelular juntamente aos condroblastos, 
vindo confirmar os achados dos autores citados 
acima, acrescentando ainda que a membrana plas-
mática da célula apresentava projeções, conferindo 
comunicação celular.

Células com formato alongado e pequena área 
de matriz extracelular circundam os moldes car-
tilaginosos primordiais, o tecido fibroso pericon-
dral, e de acordo com Junqueira & Carneiro (2004) 
eles são responsáveis pela diferenciação de célu-
la mesenquimal em condroblasto, promovendo o 
crescimento da cartilagem. Isso ocorre quando as 
células periféricas do pericôndrio transformam-se 
gradualmente em células arredondadas, os condro-
blastos.

A partir da sétima semana gestacional, fetos com 
CR de 30 mm já apresentam molde cartilaginoso 
hialino, precursor na formação de osso longo. Nos-
sos achados mostram condroblastos com aspecto 
globoso e ausência de interdigitação de membrana. 
O núcleo possui formato em estrela e matriz cito-
plasmática contendo retículo endoplasmático rugo-
so em maior quantidade quando comparado à célula 
mesenquimal precursora, o que talvez indique que 
a célula aumente sua atividade para originar células 
alongadas, os condrócitos.

Circundando a matriz cartilaginosa encontramos 
pericôndrio, formados pelo mesênquima super-
ficial. Sua função é nutrição, oxigenação e elimi-
nação de metabólitos da cartilagem, porque neles 
estão localizados os vasos sanguíneos inexistentes 
no tecido cartilaginoso, além de ser uma fonte de 

novos condrócitos para o crescimento da cartilagem 
(Junqueira 2005).

Cartilagem hipertrófica que marca o início da os-
sificação endocondral foi observada em fetos com 
CR de 76 mm, décima semana gestacional. Os con-
drócitos apresentaram forma alongada, com proje-
ções de membrana proporcionando aspecto estre-
lado, o que provavelmente se deve a uma retração 
durante o processamento da técnica. No entanto, 
acredita-se que as saliências aumentem a superfí-
cie de contato, facilitando trocas com meio extra-
celular, sendo importante para nutrição da célula 
(Junqueira 2005). Daniels & Solursh (1991), Mon-
tenegro et al. (2004) e Junqueira e Carneiro (2004), 
acrescentam ainda que os condrócitos são formados 
pela secreção da matriz extra celular da cartilagem, 
sendo responsáveis pela secreção de colágeno tipo 
II principalmente, proteoglicanas e glicoproteínas.

A matriz citoplasmática dos condrócitos apre-
sentou extensos retículos endoplasmáticos rugosos 
e presença de estruturas eletrodensas. Brighton & 
Fetter (1995) confirmam nossos achados e acres-
centam a presença de mitocôndrias na matriz cito-
plasmática.

Macroscopicamente, evidenciamos um peque-
no broto do membro pélvico ao passo que o broto 
do membro torácico apresentava-se em formato de 
“placa” em embriões com CR de 25 mm (quarta se-
mana gestacional). Histologicamente encontramos 
condensações de células mesenquimais nos brotos 
dos membros pélvicos, e tecido cartilaginoso nos 
brotos do membro torácico. Nossos achados confir-
mam os estudos de Winters et al. (1942) & Evans & 
Sack (1973) ao afirmarem que o broto do membro 
torácico aparece no 24º dia de gestação nos bovi-
nos e pélvicos tornam-se visíveis no 27º dia. Aos 
30 dias, as extremidades dos membros apresenta-
ram em forma de placa, se especializando para o 
período fetal.

Com os dados obtidos, acreditamos que este tra-
balho poderá contribuir para o aumento do conhe-
cimento morfológico de inúmeras deformidades e 
anomalias que acometem os bovinos.

CONCLUSÕES
Através dos resultados obtidos no presente es-

tudo, julgamos poder concluir que as células me-
senquimais diferenciam-se para formação de con-
droblastos em embriões com CR de 20 mm, que 
moldes cartilaginosos primordiais aparecem em 
embriões com CR de 25 mm, o membro torácico 
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Desenvolvimento embriológico ósseo e cartilagíneo em bovinos

apresenta-se em formato de placa e há um pequeno 
brotamento do membro pélvico em embriões com 
CR de 30 mm.

Existe também, a presença de molde cartilagi-
noso hialino, condroblastos e tecido pericondral ao 
redor do feto com CR de 30 mm, e em fetos com CR 
de 76 mm ocorre a morte de condrócitos na maior 
área de calcificação e matriz citoplasmática.
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