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. OBJETIVO

O entendimento do desenvolvimento embrionario nos estagios iniciais, desde a
deposicdo dos espermatozoides na fémea, passando pela fertilizacdo deste no ovocito e
na formacdo do zigoto, é de suma importancia para diferenciar especialistas em
reproducdo e manejo reprodutivo no mercado de trabalho e, também, durante a vida
académica. Compreender os processos que levam a formacdo do zigoto na fémea é
essencial para avaliar a capacidade reprodutiva dos animais e, mediante técnicas, avaliar
o trato reprodutivo da fémea e o desenvolvimento do embrido até a formacéo do feto e,
por fim, em um novo animal sadio na propriedade.

Com esse trabalho, o estudante de veterindria ou zootecnia, que deseja se
aprofundar na fisiologia da reprodugdo animal, identificara os mecanismos que so
envolvidos no transporte dos gametas, bem como 0s processos que estes Ultimos devem
completar para alcancar a fertilizacdo e para desencadear as divisdes iniciais do embrido.

. INTRODUCAO

A fertilizacdo ou fecundacdo é o processo pelo qual os gametas masculino
(espermatozoide) e feminino (ovocito) se fundem para gerar um novo individuo. Seu
éxito depende da culminacdo adequada dos diferentes processos que devem sofrer os
gametas durante sua maduracdo e percurso; do transporte oportuno destes no trato
reprodutivo da fémea, assim como de uma série de adaptacdes dos Orgdos genitais
internos da mae. A segmentacao refere-se as primeiras divisdes celulares do embrido.

. TRANSPORTE DO OVOCITO

O ovdcito que é liberado na ovulacdo, e que se encontra coberto pelas células do
cumulus (figura 1), é capturado pela fimbria do infundibulo ao aderir aos cilios.

Esse processo é altamente eficaz, inclusive em espécies onde 0s ovarios possuem
varias formacdes globosas, por exemplo nas porcas, onde os ovidutos capturam entre 95
e 100% dos ovdcitos que sdo ovulados. As contragdes das camadas musculares do oviduto
e 0 movimento intenso dos cilios da mucosa faz com que as secre¢des fluam em direcéo
ao Utero, transportando assim o complexo cumulus-ovdcito.
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Esse transporte é relativamente rapido até alcancar a juncdo da ampola com o
istmo (que é considerado o local de fertilizacdo do espermatozoide e ovocito) a partir do
qual se torna lento. Devido a fémea estar em estro, o processo esta sob controle enddcrino,
isto é, controle hormonal através do estradiol. Nas fémeas domésticas, ao contrario das
mulheres, o transporte ao longo do oviduto é extremamente eficiente, pois os embrides
passam para o Utero sem dificuldade, de modo que gestacBes ectopicas (tubarias ou em
cavidade) sdo quase inexistentes. A égua, frequentemente, retém por muito tempo os
ovocitos nao fertilizados no oviduto, provavelmente devido a ndo secrecdo de substancias
(como a prostaglandina E) que poderiam favorecer sua passagem, como se propde que
aconteca com os embrides. A figura 2 apresenta um ovocito com suas respectivas
estruturas.
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Figura 1: ovdcitos de uma vaca madurados in vitro. Nota-se as células do cumulus que os recobre.
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Figura 2: estruturas do ovdcito de uma ovelha que se encontra na etapa de ovocito secundario,
depois da ovulacao. Elaborado pelo autor.
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. TRANSPORTE ESPERMATICO

Para que os espermatozoides sejam capazes de fertilizar o ovdcito, deverdo sofrer
uma série de mudangas bioguimicas e morfologicas ao longo de sua passagem pelo
aparelho reprodutor tanto masculino como feminino.

Uma vez produzidos na parede do tubulo seminifero, os espermatozoides séo
liberados em direcdo ao Iimen tubular e transportados passivamente para uma estrutura
ramificada conhecida como rede testicular (rete testis). Dessa rede sdo conduzidos em
direcdo ao epididimo passando através de 10 a 20 ductos eferentes localizados no polo
superior do testiculo. O epididimo é dividido em trés secdes denominadas cabeca, corpo
e cauda; é constituido por um s6 ducto longo e tortuoso que continua com o canal
deferente. Ao final desemboca nas ampolas seminais, no ducto ejaculatorio e na uretra.
As funcbes do epididimo sdo as de maduracgdo, transporte e armazenamento dos
espermatozoides. O transporte através do epididimo é lento, aproximadamente de 10 dias
em touros, e segue sendo passivo. Os espermatozoides tomados da cabeca do epididimo
sdo ainda imaturos e incapazes de fertilizar, enquanto os armazenados na cauda sdo
completamente maduros. Durante o transito pelo epididimo os espermatozoides adquirem
motilidade e o potencial para fertilizar, 0 acrossomo é remodelado e a gota citoplasmatica
migra para o flagelo e é liberada. Quando um macho ejacula com muita frequéncia, é
possivel observar espermatozoides com gota citoplasmatica no sémen, ja que nao ha
tempo suficiente para que completem sua maduracéo.

Os espermatozoides sdo expulsados fora do organismo durante a copula, na
masturbacdo ou em emissdes espontaneas. Na ejaculacdo, os espermatozoides que se
encontram suspensos nos fluidos do testiculo e do epididimo, misturam-se ao chegar na
uretra com as secrecOes das glandulas acessorias para formar o sémen. Essas secregdes
denominadas plasma seminal, proporcionam substancias para manter o metabolismo
energético das células espermaticas, e integram suas membranas elementos que impedem
uma capacitacao prematura.

Durante a copula, o sémen é depositado na vagina ou no Gtero, variando entre as
espécies (tabela 1). Na monta natural, geralmente, o servigo ocorre no momento propicio,
ja que esta definido pela fase do ciclo estral em que a fémea é receptiva ao macho. No
entanto, na inseminacao artificial, € o macho que devera determinar o momento ideal, e
para isso é importante considerar a vida média dos gametas, ao qual é muito curta no caso
dos ovdcitos (tabela 1).

Tabela 1: local de depdsito do sémen, volume da ejaculacdo e vida média dos gametas.

-30
Caninos Intravaginal (10 média) 6 — 45 min 48 -72h 9-11d

Humanos Intravaginal
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Suinos Intrauterina 200 — 400 5—-20 min 8—-10h 24 — 48 h

Onde d = dias; h = horas. A vida fértil do ovdcito é muito curta, portanto, 0 momento do servico é de grande
importancia para obter altos indices de fertilizag&o.

Independentemente do local em que os espermatozoides sejam depositados no
aparelho reprodutor feminino, serdo expostos as secre¢des genitais e sofrem uma série de
mudancas em seu trajeto até o local de fertilizacdo antes de penetrar no ovocito. Nas
espécies em que o sémen é depositado na parte cranial da vagina, uma parte do mesmo
penetra através da cervix, enquanto outra parte € eliminada do aparelho genital da fémea,
em pouco tempo, através do fluxo retrogrado. O meio vaginal ndo € adequado e imobiliza
0s espermatozoides em pouco tempo, pelo qual deverdo entrar no Gtero onde o ambiente
é mais propicio.

O transporte espermético na fémea € o resultado da alta contratilidade, do
movimento ciliar e o fluido do aparelho genital durante o estro, ao qual esta sob controle
enddcrino e do sistema nervoso. Esse transporte é favorecido pelas caracteristicas
especiais do muco estral, cujas moléculas formam uma espécie de canais que facilitam a
passagem dos espermatozoides. Pelo contrario, durante a fase lGtea seu transporte é
dificultado.

Além do meio vaginal, a cérvix também atua como barreira natural para limitar a
passagem dos espermatozoides, diminuindo assim a possibilidade de polispermia.
Funciona, também, como um filtro que seleciona os espermatozoides aptos dos que ndo
0 sd0, uma vez que somente 0s primeiros possuem uma motilidade vigorosa que lhes
permite passar pelo muco altamente hidratado. Na vaca a cérvix é considerada como um
reservatorio espermatico. Quando atravessam a cérvix, 0s espermatozoides seguem sua
deslocacdo tanto por movimento proprio como pelas contracdes uterinas e tubarias. Nas
espécies em que o local de depdsito do sémen do macho na fémea é intrauterino, como
equinos, a principal barreira que os espermatozoides enfrentam é a unido ou juncao utero-
tubarica. A unido entre o Utero e o oviduto (istmo do oviduto) serve como reservatorio
funcional dos espermatozoides nas espécies domésticas.

Poucos minutos depois da copula, é possivel encontrar alguns espermatozoides no
oviduto, que é conhecido como fase de transporte rapido. No entanto, esses espermato-
zoides ndo séo os que participam do processo de fertilizacdo e podem apresentar certas
anormalidades. Existe um segundo tipo de transporte denominado fase sustentada, a qual
consiste na migracao prolongada dos espermatozoides em dire¢do as partes mais craniais
do aparelho genital feminino, que conduzem a colonizagédo do reservatério funcional e na
liberacdo gradual dos espermatozoides dos reservatorios espermaéticos, incluindo este
ultimo. O reservatdrio do istmo fornece aos espermatozoides um ambiente propicio,
protegendo-os contra a fagocitose, prolongando assim a sua viabilidade. Aqui os esper-
matozoides permanecem aderidos a superficie das células ciliadas do epitélio até a
finalizagdo de sua capacitacéo, depois da qual sdo liberados quando alteram seu padréo
de motilidade flagelada, fenbmeno conhecido como hipermotilidade, e migram em
ondas em direcdo ao local da fertilizacao.
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Dos milhdes de espermatozoides ejaculados, somente alguns milhares alcangaréo
o0 istmo do oviduto e um nimero sumamente pequeno serd encontrado nas imedia¢des do
ovacito no momento da fertilizacéo.

. CAPACITACAO ESPERMATICA E REACAO ACROSSOMICA

A capacitacao é um processo gradual e essencial para a fertilizacdo. Os espermato-
zoides devem passar por um dado tempo de “incubacdo” no aparelho genital da fémea e
sofrer uma série de mudancas antes de serem capazes de fecundar o ovocito. A capacita-
cdo dos espermatozoides comeca quando eles entram em contato com as secre¢des do
aparelho genital da fémea e termina no istmo do oviduto. Durante esse percurso a
superficie da cabeca do espermatozoide se modifica ja que algumas moléculas como o
colesterol sdo removidas da membrana plasmatica, aumentando sua fluidez e alterando
suas propriedades bioquimicas. Entre outras coisas, essa reorganiza¢do dos lipidios
facilita a entrada de calcio extracelular pelos canais idnicos e ocasiona a desestabilizacdo
da membrana, tornando-a mais fusogénica. Também sdo eliminados outros fatores
(conhecidos genericamente como fatores descapacitantes) que expGem receptores
membranais indispensaveis para a realizacdo da unido entre o espermatozoide e 0 ovicito
durante a fertilizag&o.

Os espermatozoides capacitados apresentam um padréo de hipermotilidade e uma
maior atividade metabdlica, caracteristicas que devem obter para que sejam capazes de
penetrar as camadas do ovocito. A capacitacdo é necessaria para que ocorra a reagao
acrossomica.

A reacado acrossomal ou acrossdmica (RA) é um fendmeno de exocitose que é
desencadeada pela ligacdo entre as proteinas e receptores localizados na membrana do
espermatozoide e a zona peltcida do ovocito (figura 3). Envolve a fusdo da membrana
plasmatica do espermatozoide com a membrana externa de seu acrossomo; formando,
assim, pequenas vesiculas, cujo contetdo de enzimas hidroliticas, como a hialuronidase
e a acrosina, € liberado em direcdo ao seu exterior, facilitando a penetracdo da zona
pellcida. A adesdo do espermatozoide a zona pellcida é especifica da espécie e depende
de glicoproteinas presentes na membrana dos ovécitos maduros; a cabeca do
espermatozoide se une com essas glicoproteinas mediante receptores especificos e
atravessam em direcdo obliqua a zona pellcida até chegar ao espaco perivitelino. Nos
mamiferos, particularmente em roedores e nos humanos, algumas dessas glicoproteinas
sdo conhecidas como ZP1, ZP2 e ZP3. Pensa-se que a unido da membrana espermatica a
esta ultima € o que desencadeia a reacdo acrossomal. Posteriormente, as vilosidades do
ovocito entram em contato com o espermatozoide e a membrana presente na secrecdo
equatorial da cabeca do espermatozoide, que tem proteinas fusogénicas especificas, une-
se a membrana plasmatica do ovocito, fusionando-se e permitindo a entrada do ndcleo
espermatico ao citoplasma (figura 4).

A capacitacdo dos espermatozoides é fundamental para o éxito da fertilizacéo,
uma vez que apenas o0s aptos estardo perfeitos e integros para que a unido e percepcdo das
glicoproteinas presentes nos mesmos possam ocorrer de forma ideal para a penetracéo
deste no ovdcito, fertiliza-lo e formar um zigoto.
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Figura 3: estrutura do espermatozoide. Nota: a membrana é acrossomal e ndo acrossonal.
Elaborado pelo autor.
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Figura 4: eventos que ocorrem durante a fertilizacdo. A — depois de passar através das células do
cumulus, o espermatozoide entra em contato com a zona pelucida, onde receptores da membrana
plasmética reconhecem as proteinas da zona pellcida; B — é desencadeada, entdo, a reacao
acrossomal; C — para que o0 espermatozoide penetre na zona pelucida; D — ao atravessar a zona
pellcida e entrar no espaco perivitelino, a cabeca do espermatozoide entra em contato com a
membrana vitelina; ambas membranas se fusionam gragas ao reconhecimento de proteinas
fusogénicas que estdo no segmento equatorial. E — ocorre, entdo, que o ndcleo do espermatozoide
penetra no citoplasma do ovdcito; uma das consequéncias da fusdo da membrana com a cabeca
do espermatozoide é a reacdo cortical, em que os granulos corticais do ovdcito liberam seu
contetdo em direcdo ao espago perivitelino, o que resulta na alteracdo da estrutura da zona
pellcida e da membrana vitelina para bloguear a polispermia. Elaborado pelo autor.
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o CONSEQUENCIAS DA PENETRACAO

Bloqueio da polispermia

A fusdo das membranas dos gametas durante a penetracdo permite a entrada da
fosfolipase C zeta (PLC() — fator soluvel que provém do espermatozoide — que
desencadeia liberacéo e oscilagdes de Ca?* no reticulo endoplasmatico. Isso, por sua vez,
provoca a migracdo e fusdo dos granulos corticais, com a consequente liberacdo de
enzimas, que mudam tanto a estrutura da zona pelucida (por exemplo a inativacéo de
ZP3), como a da membrana vitelina. Desse modo, impede-se que outros espermatozoides
as penetrem, evitando assim a polispermia (figura 5).
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Figura 5: os grénulos corticais que encontram-se na periferia do citoplasma, debaixo da superficie
da membrana do ovécito, migram e fusionam-se sobre a mesma, liberando seu contetdo no
espaco perivitelino imediatamente depois da penetracdo do espermatozoide. A — como conse-
quéncia, tanto a membrana vitelina como a zona peltcida sdo modificadas, impedindo a entrada
de mais espermatozoides, 0 que evita a polispermia. B — o ovocito retoma, entdo, sua segunda
divisdo meidtica, que ocasiona a expulsdo do segundo corpusculo polar, e na formacdo dos
prondcleos feminino e masculino. C — continuando, os prondcleos migram, suas membranas se
dissolvem e os cromossomos de ambos se condensam e se unem. Completa-se, assim, a singamia
e forma-se, entéo, o zigoto. Elaborado pelo autor baseado nos livros de embriologia e fisiologia
da reproducéo conforme vida bibliografia.
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Ativacao do ovocito e formacao de pronucleos

Na maioria das fémeas domeésticas, com excecao da cadela, o ovocito encontra-se
suspenso na metafase 1l da segunda meiose no momento da ovulagéo. A entrada da PLC(
do espermatozoide no citoplasma do ovécito, e a consequente liberacdo de Ca?*, faz com
que o ovacito se ative, terminando a segunda divisdo meidtica e expulse o segundo corpo
polar. Posteriormente, 0 material nuclear do ovocito se reorganiza para formar o prond-
cleo feminino.

Entretanto, a membrana nuclear do espermatozoide se dissolve, a cromatina
descondensa-se, as protaminas sdo substituidas por histonas, e se forma uma nova
membrana nuclear, dando lugar ao pronucleo masculino.

Singamia

Uma vez que os pronucleos feminino e masculino sédo formados, migram para o
centro do ovocito, aproximam-se, suas membranas se dispersam e 0S Cromossomos
paternos e maternos se associam, com o qual recupera a condicdo diploide e da origem

ao zigoto (figura 5).

. DESENVOLVIMENTO EMBRIONARIO

Poucas horas ap6s a fertilizacdo ocorre a primeira divisdo do zigoto em duas,
depois em 4, 8, 16 e 32 células, denominadas blastdbmeros. Essas divisGes mitoticas sao
conhecidas como divisdes de segmentacdo ou clivagem (figura 6), uma vez que séo
realizadas sem aumento do citoplasma, de modo que com cada diviséo os blastbmeros se
tornam menores. A partir das 16 células o embrido se chama morula, e é visto como uma
massa celular compacta. A compactacdo deve-se a informacao de proteinas de ligacdo
entre os blastdbmeros. O embrido acumula liquido em seu interior, formando uma cavidade
denominada blastocele. Esse processo € conhecido como blastulacdo; o embrido, assim,
passa a ser chamado de blastocisto. Nessa etapa € possivel diferenciar duas populacbes
de células embrionarias: a massa celular interna, embrioblasto ou botdo embrionario (que
daré origem ao embrido), e a massa celular externa, células superficiais ou trofoblasto, do
qual se originam a maioria das membranas fetais. Ao continuar a multiplicacdo das
células e a acumulacdo de liquido, o blastocisto aumenta de tamanho, convertendo-se em
blastocisto expandido. A zona pelucida torna-se mais fina e, finalmente, o embrido
eclode; isto €, o embrido € liberado da zona pelicida.

. FERTILIZACOES ATIPICAS

Polispermia

E a penetracgdo de dois ou mais espermatozoides no 6vulo. Esta condicio ¢ letal
nos mamiferos, ja que 0 nimero cromossdémico desse zigoto é maior que 2n, o envelheci-
mento do ovocito da porca, como consequéncia do servico tardio, favorece a apresentagdo
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da polispermia, por isso, € comum ver nimeros de nascimentos de média de 10 a 12
leitBes por pari¢do nessa espécie. Nas aves, no entanto, a penetracdo de mais de um
espermatozoide € normal, embora apenas um prontcleo masculino se formara, fundindo-
se com o feminino.

—
de reproducao da professora

Domenica Palomaris, UFT.

Ginogénese

E o desenvolvimento de um embri&o a partir de um évulo normal fecundado por
um espermatozoide, mas sem a fusdo dos cromossomos masculinos com os da fémea. A
funcdo do espermatozoide, nesse caso, € a de ativacdo do ovocito para que este inicie seu
desenvolvimento, mas ndo ha fusdo com o nicleo do espermatozoide. Ocorre em plantas,
em nematddeos e em algumas espécies de peixes, por exemplo a Poecilia formosa,
espécie em que os ovocitos das fémeas sdo ativados por machos de outra espécie relacio-
nada.

Partenogénese

Consiste no desenvolvimento do embrido sem a participacdo do espermatozoide.
Ocorre em alguns insetos, o zangdo, por exemplo, é partenogenético. Também pode
apresentar-se em perus, cujos embrides sdo machos e, geralmente, morrem antes da

eclosdo.

. GEMEOS

Existem dois tipos de gémeos: idénticos ou monozigoticos e os ndo idénticos ou
dizigdticos.

Idénticos ou monozigéticos

Originam-se do mesmo zigoto, sendo assim, possuem 0 mesmo genotipo e um
fendtipo similar e, portanto, sdo do mesmo sexo. Em laboratdrio é possivel gera-los ao

9
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seccionar uma morula em duas ou mais partes, por meio de um micromanipulador. Uma
vez (ue possuem 0 mesmo genotipo, os produtos resultantes séo clones.

Nao idénticos ou dizigdbticos

Provém da fertilizacdo de dois 6vulos distintos por espermatozoides diferentes.
Possuem, portanto, genotipos e fenotipos diferentes, e podem ser de sexo diferente.

10
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FIXACAO DO ASSUNTO
1. Defina e diferencie fertilizacdo e segmentacéo.

2. Disserte sobre o transporte do ovdcito. Por que no istmo o transporte do ovdcito se
torna lento?

3. Fale sobre a eficiéncia do transporte do gameta no trato genital da fémea e sobre a
retencdo de ovocitos pela égua.

4. Defina as células do cumulus e expligue seu papel sobre o ovacito.
5. Quiais as estruturas que compdem o ovécito? Qual a funcdo de cada uma?
6. Todos os ovocitos das fémeas domésticas sdo iguais? Justifique.

7. Disserte sobre o papel dos horménios e das secrecbes sobre o transporte do ovécito no
trato genital da fémea.

8. Disserte sobre o transporte do espermatozoide. Por que ha transporte rapido e lento dos
espermatozoides?

9. Fale sobre o local de deposicdo do sémen nas espécies domésticas e como esse influen-
cia na eficiéncia da reproducéo.

10. Por que a vida média do espermatozoide canino € maior que as outras espécies?

11. Quais as mudancas que os espermatozoides precisam sofrer para conseguir éxito na
fertilizacdo e por qué?

12. Defina fase de transporte rapido, fase sustentada e hipermotilidade. Qual a importan-
cia de cada um?

13. Como ocorre a reagao acrossdmica?

14. O que é polispermia e como ocorre seu bloqueio?
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15. Como ocorre a ativacdo do ovocito e como se formam os pronucleos?

16. O que é e qual a importancia da singamia?

17. Disserte sobre as divisdes de segmentacéo e qual a importancia destas para o éxito da
reproducéo.

18. Defina e diferencia mérula e blastocisto.

19. Defina e diferencie ginogénese e partenogénese.

20. Qual o papel enddcrino e quais hormonios e enzimas atuam sobre o transporte de
gametas, sobre a fertilizacdo e sobre a segmentac¢ao?
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