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Resumo

A fertilizagdo tem inicio com o contato entre o espermatozéide e o ovécito e finaliza com a
fusdo do material genético contido nestes gametas. Calomys callosus tem importancia por
ser reservatorio natural de Trypanosoma cruzi, transmissor da febre hemorragica
argentina e portar doencas infecciosas como esquistossomose € leishmaniose. Foram
sacrificadas fémeas no 1°, 2°, 3° e 4° dias de gestagdo com coletas as 9 - 15 - 21 - 3h
fazendo estudos de microscopia de luz e andlise morfometrica dos embrides. Os
fragmentos contendo as tubas uterinas foram dissecados e fixados em formol 10% e
tampao PBS pH 7,2 e processados para a observagao ao microscopio de luz. EmbriGes
nos estagios de pré-fusdo dos prontcleos, zigoto, dois blastomeros, morula e biastocisto
foram encontrados. Os resultados mostraram que: a fase de 6vulo foi observada na
manha do primeiro dia de gestagio, a fase de zigoto na tarde do primeiro dia, a fase de
dois blastémeros na noite do primeiro dia, a fase de moérula na tarde do terceiro dia e a

fase de blastocisto na manhé do quarto dia de gestagéo.

Palavras-chave: Embrido, Fertilizagdo, Calomys callosus.
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1 -INTRODUGAO

Uma caracteristica inerente a todos os animais é o potencial de reproducéo. Reproduzir
significa dar continuidade & vida por meio da gera¢&o de novos individuos. A formagao de um
novo organismo esta diretamente relacionada com o DNA que possui as bases moleculares
para originar os mais diversos tipos de organismos ja encontrados (GILBERT, 2002).

Os diversos tipos de reprodugdo podem ser reunidos em dois grandes grupos: 1-
reproducdo assexuada onde os individuos formados s&o geneticamente idénticos aos
ancestrais e, 2- reproducdo sexuada onde os descendentes, apesar de serem semelhantes aos
pais, ndo sao geneticamente idénticos a eles (GILBERT, 2002).

A reproducdo animal estd intimamente relacionada com a producdo de células
reprodutoras. A formacdo destas células consiste em um processc denominado gametogénese
e envolve uma série de divisdes celulares (meiose) que resulta na formacédo do espermatozoide
e do ovécito. A gametogénese geralmente ndo é concluida até que o organismo esteja
fisicamente maduro. No macho a gametogénese é denominada de espermatogénese enquanto

que na fémea é chamada ovogénese. Estes processos véo formar o espermatozdide e o

ovacito, respectivamente (GILBERT, 2002).
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A formacdo do novo organismo comega quando O gameta masculino, ou
espermatozéide, se une a um gameta feminino, ou ovécito, para formar o zigoto ou célula-ovo.
O material genético do espermatozébide (pronucleo mascuiino) e do ovocito (pronucieo feminino)
fundem-se e preparam-se para a primeira clivagem do zigoto (MYLES, 1995). A fecundacgéo se

concretiza logo apos a fusao dos pronucleos (GILBERT, 2002).

1.1. - Espermatogénese

O espermatozoide € formado durante a espermatogénese, um elaborado processo de
diferenciacéo celular que ocorre no interior dos tubulos seminiferos presentes nos testiculos
(CARVALHO et. Al, 2002). Na espécie humana a gametogénese inicia-se ainda na vida
embriondria, entre a 52 e 62 semana, quando as células germinativas se dividem rapidamente
para gerar as espermatogdnias e ovogdnias (LIN et al., 2002). Estas células permanecem em
estado de laténcia até a puberdade quando, sob o efeito das gonadotropinas hipofisarias, dao
inicio ao processo de amadurecimento com a formacdo dos espermatozoides (HERMO e
CLEMONT, 1995).

Pela agao dos horménios hipofisarios, as espermatogbnias sdo ativadas e sofrem mitose
conservando a linhagem de células espermatogénicas e formando células denominadas
espermatécitos |. O espermatécito | sofre divisdo meidtica originando duas células haploides
chamadas espermatdcitos Il. Cada espermatocito |l passa pela segunda divisdo meidtica
formando células menores conhecidas por espermatides. Estas células agora sofrem
modificagbes que resultam em redugéo do seu citoplasma e compactagdo da cromatina

formando os espermatozéides que sdo langados na luz dos tibulos seminiferos (MOORE &

PERSAUD, 2000).
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- 1.1.1 - Espermatozéide

Até o século XIX o0 papel desempenhado pelo espermatozéide ainda ndo havia sido
desvendado. LEEUWENHOEK (1685) chegou a afirmar que os espermatozoides eram
parasitas que viviam no sémen humano e por isso a denominagao espermatozoa — “animais do
esperma’.

Com o surgimento da teoria celular e de melhores lentes pdde-se descobrir que os
espermatozoides nao eram parasitas. KOLLIKER (1840) postulou a hipotese de que os
espermatozoides eram formados nos testiculos dos machos adultos. A importancia do
espermatozoéide na reproducéo foi confirmada por HERTWING and HERMAN (1876), quando
demonstraram a penetracao do espermatozoéide no 6vulo e a unido dos nucleos destas células.
Para isso utilizaram uma suspenséo de ovécitos e espermatozéides de uma espécie de ourigo-
do-mar (GILBERT, 2002).

Os espermatozoides sado células especializadas para fertilizar o ovocito e apresentam
trés partes: 1- cabega, onde se localiza o material genetico e o acrossoma; 2- peca
intermediaria, uma regido rica em mitocdndrias e que fomece energia aos movimentos
flagelares; 3- Cauda, que é formada pelo flagelo e que provoca a motilidade espermatica. O
acrossoma é derivado do complexo de Golgi e possui enzimas que auxiliam na penetracdo do
espermatozéide durante a fertilizagdo (AMANN et al., 1995).

Alguns trabalhos que envolvem fertilizacdo “in-vitro” (IVF) demonstram um efeito
significativo do espermatozéide na morfologia do embrido e na clivagem dos blastdmeros
(PARINAUD et al., 1993, RON-El et al., 1991). Além de formecer metade do patriménio
genético, o espermatozoide também contribui para a formagdo do centrossomo. Durante o
desenvolvimento do embrido, o centrossomo forma os poélos mitdticos, por isso regulam a
primeira e as subsequentes divisbes celulares. ASCH e colaboradores (1995) demonstraram

que defeitos no centrossomo podem levar a desordens na fertilizacdo e no desenvolvimento



embrionario. De acordo com SALUMENTS e colaboradores (2002) a morfologia do embrizo.,
dois dias ap6s a inseminagdo, é determinada pelas propriedades do ovobcito, enquanto a
clivagem dos blastdbmeros é influenciada pelo espermatozéide e o ovocito.

Alguns fatores podem causar sérios efeitos na qualidade dos espermatozoides. Estes
efeitos deixam os espermatozdides praticamente inviaveis no momento da fertilizagdo. Alguns
estudos mostram que o habito de fumar tem um efeito prejudicial na qualidade do esperma e,
mais significativamente na concentracéo, motilidade e morfologia (STILLMAN et al., 1986;
SOFIKITIS et al., 1995; VINE et al., 1996; MERINO et al., 1998; MAK et al., 2000). A fumaga do
cigarro tem sido relacionada com ¢ mau funcionamento do esperma (SOFIKITIS et al., 1995;

CLOSE et al., 1990).

1.1.2 - Capacitacao espermatica e reacio acrossémica

Os espermatozéides necessitam sofrer modificagdes funcionais e estruturais para serem
capazes de fertilizar os ovécitos. O conjunto destas transformagdes ¢é definido como
capacitacdo espermatica (AUSTIN, 1952).

Durante a capacitacdo do espermatozéide foi verificada em muitas espécies, uma
diminuigdo do colesterol da membrana plasmatica do espermatozodide (DAVIS, 1981) e a perda
de proteinas e carboidratos (LOPEZ, et al,, 1985, WILSON e OLIPHANT, 1987; POIRIER e
JACKSON, 1981). E possivel que estas mudangas nos lipidios da membrana sejam
responsaveis pela maior mobilidade das proteinas da membrana e que as por¢des perdidas
durante a capacitacéo estejam bloqueando as proteinas que se ligam a zona pellcida.

A capacitagao também depende de alteragbes da permeabilidade da membrana ligadas
ao transporte de ions célcio (MYLES, 1995). “In vivo”, o tempo gasto pelo espermatozdide no
utero e nos ovidutos (tubas uterinas) certamente é necessario para a capacitagéo, e tanto “in

vivo” como “in-vitro”, uma variedade de substancias, incluindo o fluido folicular (YANAGIMACH]I,
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1970), fatores uterinos e das tubas uterinas (BARROS, 1968), fatores das células do cumulus
ooforus (GWATKIN et al, 1972) e catecolaminas (CORNETT and MEIZEL, 1978) estao
envolvidos na capacitagao e na reagao acrossomica. Dessa forma, os espermatozoides recem
ejaculados s&o incapazes de fecundar o ovocito sem que tenham permanecido por um certo
tempo no trato reprodutivo da fémea, ou em meio de cultura que simule este microambiente.

Os espermatozodides capacitados poderdo agora sofrer reagdo acrossémica. Esta reagéo
é caracterizada pela fusdo entre a membrana plasmatica do espermatozdide e a membrana
acrossomal externa, resultando na liberagdo de enzimas do contetido acrossémico. As enzimas
contidas no acrossémo vao abrir caminho para o espermatozoéide penetrar no ovocito e realizar
a fecundacéo.

A reacdo acrossOmica acontece a partir do momento em que ha um livre contato entre o
espermatozoide e o ovocito. Sendo assim, 0s espermatozéides necessitam reagir com
componentes dos ovoécitos (células do cumuius ooforus, fiuido folicular, zona pelucida) para
completar a reacdo acrossomica (MYLES, 1995). Entretanto SILVA E FERRO (2003)
encontraram espermatozoide de Calomys callosus em processo de reagdo acrossébmica sem

contato com o ovocito.

1.2. - Ovogénese

Dependendoc da espécie, os ovécitos sao previamente formados ainda na vida
embriondria durante a ovogénese. Poréem, 0s ovocitos de carnivoros e lagomorfos s&o formados
somente apos o nascimento do animal (BANKS, 1992).

Por volta da 52 e 62 semanas, na espécie humana, as células germinativas dividem-se
rapidamente para formar as ovogénias (LIN et al., 2002). As ovogbnias, por sua vez, sofrem
divisdo mitética e aumentam de tamanho. Além disso, também recebem uma camada externa

de células foliculares, passando a se chamar de ovécitos primarios. Todo esse evento,



dependendo da espécie, acontece antes que o nascimento ocorra de modo que 0s ovdcitos
primarios iniciam a préfase da primeira divisdo meidtica até o nascimento (MOORE &
PERSAUD, 2000). Sendo assim, apés o nascimento os individuos machos permanecem com
sua linhagem de células germinativas (espermatogonias), ao passo que as fémeas véo ter
ovogolnias apenas no periodo embrionario.

Durante a ovogénese, as células foliculares ou da granulosa representam uma pega
importante na nutricdo do ovécito (RAVEN, 1961). Células da granulosa constituem-se de
células do proprio ovario que vao circundar o ovocito primario. ANDERSON E BEAMS (1960)
sugeriram que, no foliculo primério, o material nutritivo sintetizado pelas células da granuiosa
chegam ao ovocito por difusdo ao longo da zona pelucida. Em coelhos a formacéo do foliculo e
a elaboracao da zona pelucida comeg¢am no final da segunda semana depois do nascimento
(GONDOS & ZAMBONI, 1967).

Por ocasido da puberdade alguns foliculos primarios se tornardo maduros durante o
ciclo estral/menstrual e a maturagdo é controlada pela agdo de horménios foliculo-estimulante

(FSH) e luteinizante (LH) (JUNQUEIRA & CARNEIRO, 2000).

1.2.1 - Ovécito

O ovaécito, em termos de volume, € bem maior que o espermatozéide. Esta diferenca de
tamanho € devido ao acumulo de nutrientes, vitelo, que € necessario para o crescimento e

desenvolvimento inicial.

No geral o vitelo é constituido por proteinas, lipidios, além de RNA e ribossomos. O
citoplasma do ovocito € envolvido pela membrana plasmatica que regula o fluxo de alguns ions
e se funde a membrana do espermatozéide durante a fecundagdo. Proximo & membrana
plasmatica, na regido cortical, existem alguns granulos corticais que s&o vesiculas

membranosas derivadas do Golgi que contem enzimas proteoliticas (GILBERT, 2002).



Circundando todo o ovécito, encontra-se ¢ envoltorio vitelinico gue nos mamiferos €
chamada de zona pelicida. Este envoltério é essencial para a ligacdo espécie-especifica do
espermatozéide. No ovocito quase maduro, as células da granulosa vao formar a corona radjata
e 0 cumulus ooforus. A corona radiata é formada por células mais aderidas a zona pelucida e o
cumulus oophurus por células mais distantes e difusas da zona pelucida e do ovécito
(GILBERT, 2002).

Alguns estudos indicam que, na especie humana, o numero de ovocitos formados
durante a vida fetal diminui rapidamente durante o periodo reprodutivo da mulher (BLOCK,
1952). Além disso, a qualidade do ovocito diminui com o aumento da idade e defeitos
cromossOmicos, como a aneuploidia, é mais freqiente em embrides de mulheres com idade

avangada (MUNNE et al., 1995).

1.3. - Fecundagao

A fecundagé@o ou fertilizagdo € um processo que se inicia com o contato entre o
espermatozoéide e o ovécito e finaliza com a fusdo do material genético contido nestes gametas.
O momento em que antecede a fecundacgao € caracterizado por uma série de eventos que
culminam para a fusdo dos gametas. Os principais eventos que ocorrem durante a fecundacéo
sdo: 1- Contato e reconhecimento entre o espermatozoide e ovocito; 2- regulagcéo da entrada do
espermatozéide no ovécito; 3- fusdo do material genético do espermatozobide e do ovocito; 4-
ativagdo do metabolismo do ovdcito para iniciar o desenvolvimento (GILBERT, 2002).

Os mamiferos possuem fecundacao interna e o processo de fecundacgao foi adaptado a
este ambiente. Além disso, ao contrario do que acontece com as aves e 0s répteis, a maioria
dos os mamiferos mantém a prole no interior do seu organismo até o nascimento. Deste modo,

o trato reprodutivo da fémea dos mamiferos tem fundamental importancia na fecundacéo,

principalmente no que se refere a capacitacdo dos espermatozoides.



1.3.1 - Reconhecimento entre espermatozoide e ovécito

Para atingir o ovécito o espermatozdide precisa aﬁtes passar pela camada de células
foliculares e pela zona pelucida. Em algumas espécies as células foliculares nio estdo
presentes no momento da fecundagdo, mas elas ndo constituem barreira para ©
espermatozoide mesmo quando presentes (TALBOT et al., 1985).

O contato entre o espermatozoide e o ovécito se da especificamente através de ligantes
localizados na membrana citoplasmatica do espermatozéide e receptores presentes na zona
pelucida do ovocito (GILBERT, 2002).

Nos mamiferos, assim como em alguns animais marinhos, a zona pellcida é que faz o
controle da ligagdo do espermatozdide ao ovocito. A zona pellcida € composta por um
complexo glicoproteico constituida pela ZP1, ZP2 e ZP3. Destas trés glicoproteinas a ZP3 é a
que desempenha maior importancia em mamiferos, atuando como receptor para ©
reconhecimento do espermatozéide e desencadeando o inicio da reagdo acrossdmica
(GIBERT, 2002).

Em ourigo-do-mar os receptores que fazem o reconhecimento do espermatozéide, no
envoltério vitelinico, sdo proteinas denominadas Bindinas. A ZP3, nos mamiferos, é importante
também no reconhecimento espécie-especifico. BARROS (1968), mostrou qué
espermatozoides de hamsters ndo podem penetrar a zona pellicida dos ovocitos de ratos ou
camundongos e que espermatozoides humanos ndo se ligam nem mesmo a zona pellcida dos
ovocitos de animais ndo primatas.

O mecanismo molecular pelo qual a zona pelticida e o espermatozéide se reconhecem
esta sendo investigado. A hipétese mais provavel para esta ligagdo é que ha um conjunto de
proteinas na membrana do espermatozéide capazes de reconhecer um carboidrato especifico

(galactose) e regides da ZP3 na zona peltcida (WASSARMAN, 1987; SALING, 1989).



Com relagédo aos ligantes presentes na membrana do espermatozéide, acredita-se séo
peptideos que fazem ligagao com os componentes da zona pelucida ou do envoltério vitelinico.
A reagdo acrossdOmica é iniciada no momento em que ocorre a ligagdo entre os peptideos de
membrana do espermatozdide e os receptores contidos no envoltério do ovécito (GILBERT,
2002).

BEIL & WASSARMAN (1990) identificaram uma proteina de 56 kDa em espermatozoide
de camundongo que possui a propriedade de ligar-se a proteina 3 (ZP3) purificada da zona
pelicida. Na membrana plasmatica do espermatozoide, sobre o capuz acrossdmico, existe a
proteina Fertilin (PRIMAKOFF et al., 1987, MYLES, 1993), que € capaz de interagir com
integrinas presentes na membrana plasmatica do ovécito, permitindo a ligagdo dos dois
gametas (FUSI et al., 1993; ALMEIDA et al., 1995).

A reag&o acrossdmica consiste na liberagdo das enzimas contidas no acrossoma, as
quais tém a fun¢do de formar uma passagem para o espermatozoide, através das células do
cumulus ooforus e da zona pelucida, até a membrana citoplasmatica do ovocito (CARVALHO et
al., 2002). O caminho aberto pelas enzimas do acrossoma é chamado de cone de fecundagéo.
A fusdo da membrana plasmatica do espermatozéide e do ovocito permite a entrada definitiva
do espermatozOide no ovocito, consistindo na fecundagdo. O nucleo e a cauda do
espermatozoide penetram no citoplasma do ovocito, bem como um par de centriolos (GILBERT,
2002).

Apos a fecundagéo ocorre a reacéo cortical, onde as enzimas dos grénulos corticais sdo
lancadas no espago perivitelinico. As enzimas reagem com a zona pelicida e a torna
impermeéavel aos demais espermatozéides, agindo como um efetivo bloqueio a poliespermia

(GWATKIN et al., 1973; INOUE & WOLF, 1975).



1.3.2 - Bloqueio a poliespermia e ativa¢ao metabélica do évulo

A fecundagdo & normal quando apenas um espermatozdide consegue penetrar no
ovocito (Monoespermia), levando a uma fusdo posterior dos prondcleos masculino e feminino.

Ocasionaimente mais de um espermatozéide pode penetrar no ovécito (Poliespermia).
Isto altera o numero normal de cromossomos do zigoto e modifica os padrées de clivagem
(GILBERT, 2002).

A fim de impedir a entrada de mais de um espermatozéide no ovocito, em muitas
espécies animais, ocorre dois mecanismos de prevengdo a poliespermia: Um bloqueio rapido
ou eletrico e um bloqueio lento ou quimico (GILBERT, 2002).

O bloqueio rapido consiste numa inversdo da polaridade elétrica na membrana do
ovécito. Isto acontece devido a uma diferenca nas concentragées dos ions sodio (Na’) e
potassio (K") dentro e fora do ovocito. A fusdo da membrana plasmatica do espermatozéide
com a membrana plasmatica do ovécito causa alteragdo na membrana do ovécito e resulta em
bloqueio a poliespermia (WOLF, 1978). Os granulos corticais se fundem com a membrana do
ovocito logo ap6s a penetracdo do espermatozoide, liberando o seu contetido enzimatico no
espaco perivitelinico. Este mecanismo dé origem ao bloqueio lento a poliespermia (GILBERT,
2002).

As enzimas liberadas durante a reagdo cortical provocam modificagbes na zona
pelucida, levando a inativagdo das glicoproteinas ZP1, ZP2 e ZP3. Estas alteragbes
denominadas “reagbes zonais” impedem, na maioria das espécies, a penetragio de outro
espermatozdéide no ovocito (CARVALHO et al., 2002).

FLORMAN & WASSARMAN (1985) mostraram que os granulos corticais dos ovocitos de
camundongos contém uma enzima que corta o acucar terminal da ZP3, liberando assim

espermatozoides ligados a zona pelucida e prevenindo a ligacdo de outros espermatozdides.



Em fertilizagbes “in-vitro” as anormalidades séo freqlientes como a poliespermia (SAEKI
et al., 1991; CHIAN et al., 1992) e a diminuigdo do potencial do ovécito, provocado por enzimas
hidroliticas liberadas pelos espermatozoides. Isso acontece quando os ovocitos s&o incubados
com grande numero de espermatozoides em pequeno volume (REHMAN et al., 1994).

O contato entre os gametas induz ainda a ativagéo do 6vulo com a retomada da
segunda divisdo meidtica que havia sido suspensa na metafase il. Logo apés, o material
genético do espermatozobide (pronuclec masculino) e do ovoécito (pronucleo feminino) fundem-se
e preparam-se para a primeira clivagem da célula-ovo ou zigoto (MYLES et al., 1995). A fusao
dos gametas, seguido pela ativacdo da meiose interrompida e a fusdo dos pro-nucleos
masculino e feminino, constitui uma fertilizacdo normal (THADANI, 1980).

Os eventos mais importantes para a verdadeira ativagdo do 6vulo estido diretamente
relacionada com a liberagéo de ions calcio pelo reticulo endoplasmatico e pela elevagéo do pH
citoplasmatico do ovdécito (GILBERT, 2002).

As reacdes bioquimicas para a ativacao do ovécito comecam quando o espermatozéide
se liga & membrana do ovécito. A proteina G da membrana plasmatica do ovécito € ativada que,
por sua vez, ativa a enzima Fosfolipase C. A Fosfolipase C cliva o Fosfatidilinusitol 4,5-Bifosfato
em Diacilglicerol e Inusitol 1,4,5-Trifosfato (IP3). O IP; liberado se liga a uma proteina no reticulo
endoplasmatico que libera ions célcio estocados (FURUICHI et al., 1989; FERRIS et al., 1989).
Ja o Diacilglicerol ativa outra enzima de membrana, a Proteina Quinase C que ativa a bomba de
NA'/H" que troca ions sédio por ions hidrogénio (SWANN e WHITAKER, 1985, SHEN e

BURGART, 1986) que aumenta o pH do citoplasma.
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1.4. - Inicio da clivagem até o estagio de morula

A clivagem consiste em uma série de divisGes mitéticas, onde o enorme volume do
citoplasma do zigoto é dividido em numerosas células nucleadas menores. Estas celulas da
fase de clivagem sdo chamadas de blastdmeros.

Logo apés a fusdo dos pronucleos, 0 DNA comega a replicar e as proteinas comeg¢am a
ser sintetizadas. O zigoto estd agora se preparando para o desenvolvimento de um novo
organismo e a coordenagdo do plano de clivagem s&o mediadas, provavelmente, pelos
microtubulos do espermatozdide (MANES et al., 1978; GERHART et al., 1981, ELINSON,
1985).

Em grande parte das espécies ndo ha aumento no volume do embrido durante a
clivagem. Isto difere da maioria dos casos de proliferacdo celular onde ha um periodo de
crescimento celular entre as mitoses. Durante a clivagem o zigoto é dividido ao meio, depois em
quartos, em oitavos e assim por diante. Em alguns casos a clivagem pode ter um numero impar
de blastdmeros, como ocorre quando o embrido atinge a fase de trés blastdbmeros (GILBERT,
2002).

A fase de mbrula sera alcangcada quando o embrido possuir aproximadamente 16
blastomeros, dependendo da espécie. A partir de entdo, surge uma cavidade no macicgo celular
denominada blastocele, 0 que caracteriza a fase de blastula. Por causa desta cavidade as
células sdo comprimidas em um dos poélos do embrido e este aglomerado celular passa a se

chamar massa celular interna (GILBERT, 2002).

1.4.1 - Estagio de blastocisto

Na fase de blastocisto 0 embrido ja esta pronto para se implantar no utero, uma vez que

a zona pelucida foi perdida. Um conjunto de células achatadas que revestem a massa celular



13

interna e a blastocele é chamado de trofoblasto. Este é restrito aos mamiferos, e tem a funcdo
de fixar o embrido @ mucosa uterina e promover a fagocitose de elementos maternos em fases
que antecedem a formac¢do da placenta. Nas fases subsequentes a esta, inicia-se a

diferenciacdo dos folhetos embrionarios para a constituicdo dos tecidos (FERRO &

BEVILACQUA, 1994).

1.5 - Calomys callosus

Calomys callosus pertence a superfamilia Muridea. Nesta superfamilia temos as familias
Cricetidae a qual pertencem os hamsters, Voles e Calomys, e Muridae que incluem os ratos e
camundongos.

O género Calomys é comum na regiao sul-americana e tem porte semelhante ao
camundongo. Ocorre na Argentina, na Bolivia, Paraguai e no Centro-Oeste, nordeste e sul do
Brasil até o Estado do Parand (MOOJEN, 1952; MASSOIA & FORNES, 1965; HERSHKOVITZ,
1962; MELLO, 1969; MELLO & MOOJEN, 1979). Calomys callosus tem atividade notuma
(KARINI, ALMEIDA and PETTER, 1976; MELLO, 1977a; MARES, OJEDA and KOSCO, 1981) e
os ninhos s&o construidos principaimente com folhas de gramineas secas e estdo escondidos
entre os tufos de vegetacao e folhagens.

Este cricetideo tem se mostrado bastante adaptavel quando em cativeiro, tornando-se
um animal de utilizagdo comum em laboratérios. Sob o aspecto reprodutivo, Calomys callosus &
um roedor poliestro, tendo em meédia de 8-10 ninhadas por ano. JUSTINES & JOHNSON (1970)
e MELLO (1978) verificaram a ocorréncia de estro pés-parto.

O conhecimento da biologia deste animal € de fundamental importancia, principaimente
porque ele participa do ciclo de transmissao de microorganismos patogénico para o homem.
Esses roedores sdo reservatérios naturais de Trypanosoma cruzi (RIBEIRO, 1973; MELLO &

TEIXEIRA, 1977; MELLO, 1982), o agente etiolégico da doenca de Chagas, e transmissores da



febre hemorragica Argentina (JUSTINES & JOHNSON, 1969). Esses animais também tém se
mostrado altamente susceptiveis a doencas infecciosas como a esquistossomose e
leishimaniose (MELLO, 1977b), o que tem proporcionado um excelente modelo biolégico para o
estudo destas doengas.

FAVORETO e colaboradores (1998) investigaram a susceptibilidade de Calomys
callosus a infecgbes com Toxoplasma gondii e concluiram que este Cricetideo é um excelente
modelo experimental para a fase aguda da doencga. Por este e outros motivos & importante
conhecer toda a biologia do animal, a fim de saber todas as suas peculiaridades.

SILVA & FERRO (2003) mostraram que a morfologia do processo de fertilizagdo em
Calomys callosus em muito se assemelha ao observado em outros roedores. FERRO &
BEVILACQUA (1994) estabeleceram que o processo de implantacdo embrionaria em Calomys
callosus inicia-se na madrugada do 4° dia pos-fecundagéo. Entretanto, n3o h& na literatura
nenhum estudo que mostre a sequéncia de eventos morfolégicos que ocorrem anterior ao
periodo de implantagdo. Assim, proceder-se-3 a investigagdo morfoldgica do embrido em
periodos que antecedem a implantagcéo neste animal.

Neste trabalho estudaram-se as fases iniciais do desenvolvimento em Calomys callosus
desde a fertilizagdo até a fase de blastocisto. Para isto, analisou-se regides da tuba uterina, a
fim de flagrar os diversos estagios da gestacdo. O estudo levou em considerac&o os aspectos

morfologicos, utilizando-se para isto microscopia de luz e analise morfométrica.
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2 - OBJETIVOS

o Caracterizar cronologicamente as fases iniciais do desenvolvimento embrionario em
Calomys callosus desde o estagio de évulo até a fase de blastocisto utilizando-se

microscopia de luz;

» Descrever os aspectos morfolégicos das etapas do desenvolvimento no microambiente

do organismo materno de Calomys callosus.
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3 - MATERIAIS E METODOS

3.1 - Espécimes

Calomys callosus, da linhagem Canabrava, foram gentiimente doados pelo laboratério
de Histologia/Embriologia da Universidade Federal de Uberlandia. Os animais foram mantidos
no biotério deste laboratério com dieta ad /ibitum (FAVORETO-JUNIOR et al., 1998) de racéo
peletizada e agua filtrada, complementada com semente de girassol, aveia e milho. Os animais

foram mantidos em ciclo de 12 horas de luz e 12 horas de escuro em sala com temperatura

média de 25°C.

3.2 - Acasalamento

O acasalamento dos espécimes se fez na propor¢do de duas fémeas para cada macho.
As fémeas foram retiradas de suas gaiolas, colocadas nas gaiolas dos machos e 13
permaneceram até a constatacdo da copula. Para isto as fémeas foram examinadas sempre
pela manhé, e a presenca de rolha vaginal confirmou a copula do animal.

A rolha vaginal € uma espécie de tamp&o vaginal constituido pelo sémem do macho que
oblitera completamente o canal vaginal por um certo tempo. Este mecanismo impede o
acasalamento da fémea com outro macho logo apés a copula.

Na manha em que a rolha foi identificada considerou-se que o animal estava no primeiro

dia de gestacso.
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3.3 - Coleta do material

Fémeas recém fertilizadas foram sacrificadas no 1°, 2°, 3°, e 4° dias de gestagédo. Com o
intuito de se observar o maior nimero de etapas do processo de desenvolvimento, para cada
dia de gestagdo, foram feitas coletas de material nos periodos da manh3, tarde, noite e
madrugada nos seguintes horarios, respectivamente: 9:00 , 15:00, 21:00 e 3:00 hs.

As fémeas foram anestesiadas por inalagdo com éter etilico, realizando-se laparotomia
logo em seguida. Os fragmentos contendo as tubas uterinas e ovarios, direito e esquerdo, foram
retirados e dissecados para a retirada do tecido adiposo. Em seguida os fragmentos foram

fixados para microscopia de luz.

3.4 - Fixacao e processamento do material para microscopia de luz

Apéds a coleta e dissecagao do material os fragmentos contendo as tubas uterinas foram
mantidos em solugéo fixadora de formol 10% em PBS 0,1M pH 7,2 por 24 horas. Apés a fixagéo
realizou-se a desidratagdo do material em uma série de etanodis em concentragdes crescentes
(50-100%). Feito isto, o material foi pré-infiltrado em uma mistura de resina pura' (1:1) e etanol
absoluto por duas horas em temperatura ambiente. Os materiais foram imersos em resina pura
(infiltrag&0) por 24 horas para a impregnacéao da resina.

O material foi entdo incluido em formas de polietiieno retangulares, previamente
etiquetadas, utilizando-se 15 mi de resina pura e 1ml de endurecedor (derivado do &acido

barbitirico - dimetil sulféxido) e deixados em temperatura ambiente para a

1- Resina Pura: 50 ml de resina basica + 5g de ativador

Kit Historesin (LEICA): Resina basica (Glicol Metacrilato)
Ativador (Perdxido de benzoila)
Endurecedor (Hardener)
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polimerizac&o da resina. Em seguida o material foi fixado em pequenos blocos de madeira e
deixados na estufa a 60°C. Cortes seriados com 2um de espessura foram feitos em um
micrétomo (LEICA), aderidos em iaminas de vidro (26X7mm/1-1.2 mm) e corados com azul de
toluidina 0,5%. As laminas foram previamente analisadas para identificacdo dos embrides. A
montagem das laminas foi feita com resina Entellan® (MERCK) e laminula de vidro (24x40 mm),

sendo em seguida examinados ao microscopio de luz e posteriormente fotografados.

3.5 - Procedimentos para analise morfométrica do material

Depois de preparados, os cortes foram analisados por imagens digitalizadas em
microscopio Olympus Triocular BX40, com uso de objetiva de 40X, acoplado a camera
OLYMPUS OLY 200, ligada a um computador através de placa digitalizadora Data Translation
3153. O programa HL Image 97++ foi utilizado para mensurar o diametro médio do embrido e 2
espessura da zona pelucida. Foram escolhidas seis regides aleatorias da zona pelucida para se
obter a média de sua espessura. Quanto ao didmetro médio foram utilizadas as medidas totais
(zona pelucida + ovocito) do embrido. Foram medidos o diametro maior € 0 menor para o

calculo do diametro médio.



4 - RESULTADOS

Este trabalho buscou caracterizar as etapas do desenvolvimento que antecedem a
implantagéo embrionaria em Calomys callosus (Fig. 1a). Os resultados obtidos mostram a
sequéncia de eventos que véo desde a fusdo dos prontcleos, no primeiro dia de gestacdo, até
a fase de implantacdo, no quarto dia de gestacdo. No ovario observou-se ovécito com
citoplasma pouco corado, nucleo de cromatina descondensada e nucléolo evidente. A zona

pelucida definia a interface ovécito-células foliculares (Fig. 1b).

4.1 - 6vulo

Esta etapa foi observada no periodo da manhé do primeiro dia de gestagao, logo apés a
constatagao da rolha vaginal. Observaram-se diversos espermatozdides na luz da tuba uterina
(Fig. 2a) o que ratificou a ocorréncia da copula entre os animais. Curiosamente, alguns
espermatozodides foram observados no interior de algumas células na luz da tuba uterina (Fig.
2a). O ovdcito foi flagrado no periodo em que antecedeu a fusdo dos pronucleos, estando os
mesmos dispostos lateralmente no ooplasma (Fig. 2b).

A regido medular do évulo caracterizou-se por apresentar menor intensidade cromatica
que a cortical (Fig. 2b). Eventualmente observaram-se projegdes na estrutura da zona peltcida
(Figs. 2b e 3a). O corpusculo polar situava-se entre a zona pelicida e membrana do ovécito no
espaco perivitelinico (Fig. 3b).

A zona pelucida circundava todo o 6vulo e com relativa intensidade cromatica. Algumas
celulas da corona radiata se faziam presentes ao redor da zona pelucida (Fig. 3b).

No epitélio da tuba uterina foi possivel notar células ciliadas (Fig. 3b) bem como células

secretoras.



4.2 - Estagio de zigoto

Esta etapa foi melhor evidenciada no periodo da tarde do primeiro dia de gestacéo, com
fusdo dos pronucleos, caracterizando a fase de zigoto. Numerosos pontos heterocromaticos de
diferentes tamanhos foram observados tanto no ntcleo do 6vulo (Fig. 3b) quanto no nucleo do
zigoto (Fig. 4a).

O ooplasma apresentou diferentes intensidades cromaticas e com relativa homogenia
nos padroes de distribuicdo. Entretanto na regido central foi possivel verificar iniumeras regides
com pouca intensidade cromatica. Pode-se observar dois corpusculos polares em posi¢des
opostas (Fig. 3b). A zona pelicida mostrou-se totalmente integra estando em contato com
algumas células do epitélio tubario. Discretas projegcbes da zona pelucida puderam ser

observadas fazendo saliéncia na luz estreita da tuba uterina (Fig.4b).

4.3 - Estagio de dois Blastoémeros

Esta etapa foi observada no inicio da noite do primeiro dia de gestagdo. O zigoto iniciou
0 processo de divisdo celular (clivagens) podendo ser flagrado no estagio de dois blastdmeros
(Fig. 5a).

Os nucleos dos dois blastémeros apresentaram numerosos pontos heterocromaticos,
arredondados e de tamanhos variados. O citoplasma apresentou areas citoplasmaticas com
diferentes intensidades cromaticas. Foi possivel notar a estreita proximidade entre os dois

blastomeros, mas com espaco evidente entre a zona peltcida e os blastomeros (Fig. 5a).



4.4 - Estagio de morula

Esta etapa do desenvolvimento foi observada na tarde do terceiro dia de gestag&o.
Neste estagio o nimero de blastomeros aumentou. Também foi possivel observar aigumas
células da corona radiata acopladas a zona pelucida (Fig. Sb).

Os bllastémeros apresentaram tamanhos diferentes e, além disso, foi possivel notar
alguns espagos entre eles e a zona peltcida, indicando uma maior distancia entre blastdmeros.
O embrido ainda estava na luz da tuba. Nesta fase a zona pelicida demonstrou estar

relativamente mais delgada em relagéo as etapas anteriores (Fig.5b).

4.5 - Estagio de blastocisto

Esta etapa péde ser observada na manha do quarto dia de gestagdo. O embri&o
encontrou-se em processo de implantagao (nidagéo) sendo flagrado na mucosa uterina em

estreita proximidade ao epitélio uterino (Fig. 6).

A zona peluicida ndo foi observada. O embrido mostrou-se cercado por uma camada de
células trofoblasticas. Internamente ao embrido observou-se a blastocele e a massa celular
interna. Todas as células do embri&o apresentaram nucleos com cromatina frouxa. A mucosa
uterina ao redor do embrido mostrou uma intensa proliferagdo celular € nuMerosos vasos

sanguineos (Fig. 6).

4.6 — Espessura da zona pellcida e diametro embrionario

A andlise morfométrica para mensurar a espessura da zona pelicida foi realizada
medindo-se pontos aleatérios ao longo de toda a sua espessura. Para obter o didmetro médio

do embrido, mediu-se o diametro maior e 0 menor. A espessura media da zona peltcida na fase
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de ovécito foi de 5,8um e, gradualmente, observou-se um processo de adelgacamento até
aproximadamente 3,4um no estagio de mérula (Tabela 1). O diametro medio do embrido
apresentou poucas variagées, exceto no estagio de blastocisto onde observou-se um aumento
no diametro do embrido, passando de cerca de 60 HM no estagio de zigoto para 103um no

estagio de blastocisto.



5 - DISCUSSAO

Diferentes espécies ja tiveram seu desenvolvimento embrionario caracterizado
morfologicamente em periodos que antecedem a implantacio: camundongo (SNELL, 1969),
homem (AHUJA et al., 1985), coelho, porco e gado (HEYMAN, 1988; PLACHOT et al., 1988),
gato (SWANSON et al., 1994) e ovelhas (FERRER et al., 1995).

Neste trabalho procurou-se caracterizar as fases iniciais do desenvolvimento
embrionario em C. callosus “in-vivo”, onde os diferentes estagios foram observados. Nos
estagios de pré-implantagdo, observou-se ovulo, zigoto, estagio de dois blastdmeros, moérula e
blastocisto.

O citoplasma do 6évulo apresentou areas de menor intensidade cromatica até a fase de
dois blastdmeros. Esta diferenca na pigmentacdo do citoplasma foi observada também por NILI
e colaboradores (2004) no ovécito de Camelus dromedarius, onde caracterizou-se uma area
central com um grande numero de gotas e vesiculas de lipidios. Assim as regiées com menor
intensidade cromatica provavelmente sejam areas de acumulos de lipidios.

As celulas ciladas observadas na luz da tuba uterina relacionam-se, através de seus
batimentos ciliares, com a condugdo do embrido em direcdo ao Utero. Da mesma forma, as
celulas secretoras atuam na producdo de substancias necessarias para a manutencdo do
embrido (GILBERT, 2002).

O estagio de zigoto foi observado ainda no primeiro dia de gestaco, apresentando
morfologia comum a outros mamiferos. Na zona pelucida do zigoto observou-se projecdes.
Provavelmente isto deve-se 3 pressao causada pela mucosa da tuba uterina sobre a superficie
do embrido.

Logo em seguida iniciou-se o processo de clivagem. A clivagem é uma série de rapidas
mitoses onde o volume do zigoto € dividido em varias células menores (FELIPE et al., 2004). O

padréo de clivagem embrionaria é particular para cada espécie, sendo determinada por dois



parametros principais: a quantidade e distribuicdo do vitelo dentro do citoplasma e fatores no
citoplasma do 6vulo que influenciam no angulo e no tempo de formacéo do fuso mitético (EYAL-
GILADI, 1997).

A primeira clivagem é uma divisdo meridiana normal; contudo na segunda divis&o, um
dos blastémeros divide meridionalmente e o outro divide equatorialmente (FELIPE et al., 2004).
Morfologicamente o aspecto do zigoto se assemelha a outros roedores.

O estagio de dois blastémeros foi observado na noite do primeiro dia de gestagdo. O
embrido foi flagrado na fase de duas células. Os dois blastémeros encontravam-se totaimente
individualizados, sugerindo um padréo de clivagem holoblastica ou total. Esta classificagéo €
sugerida aqui por causa da baixa quantidade de vitelo presente no citoplasma do ovocito
(EYAL-GILADI, 1997).

O embrido de C. callosus nesta etapa do desenvolvimento apresentou uma forma
cilindrica que foi definida pela forma dos blastdémeros, acompanhados pela zona pelucida. Esta
forma ndo é muito comum nos trabalhos desenvolvidos “in-vitro™. Esta disposi¢do cilindrica
possivelmente é uma conseqiéncia da presséo exercida pelas paredes da tuba uterina sobre o
embrido.

Em C. callosus a primeira clivagem é simétrica originando dois blastdmeros ampliados
com morfologia e tamanhos similares. Estas mesmas caracteristicas também foram observadas
nos embriées de cobaia e ratos (HUNTER et al., 1969).

No trabalho desenvolvido por FELIPE e colaboradores (2004) observaram a presenca de
corpusculo polar no espago entre os blastdmeros em todos os embrides nos estagios de 2 - 8
células. No embrido de C. callosus no estagio de duas células ndo foi possivel observar
corpusculos polares sendo possivel a sua observacdo apenas nos estagios de pré-fusao dos

pronucleos e de zigoto. Provaveimente tais estruturas foram acidentaimente desprezadas

durante os procedimentos de microtomia ou o corte no passou por eles.



Uma diferenga crucial entre a clivagem de mamiferos e todos os outros tipos de
clivagem € o fendémeno da compactagéo. Os blastdmeros de mamiferos até o estagio de oito
células formam um arranjo frouxo com espagco abundante entre eles. Apds a terceira clivagem
os blastémeros se amontoam aumentando o contato entre si (GILBERT, 2002) constituindo a
moérula.

A compactacio é o primeiro evento morfologico do desenvolvimento da pré-implantagéo.
Ele é caracterizado por um aumento do contato celular entre 0s blastdomeros (WATSON et al.,
2004).

Esta fase do desenvolvimento em C. callosus foi observada na tarde do terceiro dia de
gestacéo e, quanto a disposicdo celular, a morula de C. callosus apresentou blastdmeros com
um alto grau de independéncia, tendo poucas superficies de contato.

Este mesmo aspecto foi observado nos embrides de cobaia em estagio de quatro
células (HUNTER et al., 1969), porém, estas caracteristicas nao foram vistas nos embrides de
rato do mesmo estagio, onde a distancia entre os blastdmeros foi minima (SCHLDAFKE &
ENDERS, 1967). O embrido de coypu (ratdo-do-mato) no estagio de oito células também
apresentou uma maior proximidade entre os blastdmeros segundo o trabalho de FELIPE e
colaboradores (2004).

A zona pellcida estava, no estagio de mérula, relativamente mais delgada em relagdo
aos demais estagios. Isto pode sugerir um desgaste das proteinas da zona pellicida ja que a
espessura da zona pelucida (3,4um) foi menor em comparagao com os estagios precedentes.

Assim que a compactacdo ocorre, as celulas externas do embrido comegam elaborar
seus complexos juncionais principalmente seus sistemas de transporte de fons em preparagao
para a formag&o do blastocisto (FLEMING et al., 2000).

A presenca de um sistema NA/K-ATPase na parede do trofoblasto (WATSON &
KIDDER, 1988) mantém um gradiente iénico e promove o acumulo de agua no interior do

embrido (WATSON & BARCROFT, 2001). O sistema NA/K-ATPase transporta NA+ para fora e



K+ para dentro da célula contra o gradiente de concentragdo (KAPLAN, 2002). Com isso ocorre
a entrada de liquido para o interior do embrido, formando assim uma estrutura cavitaria: o

blastocisto.

O blastocisto foi observado na manhéa do quarto dia de gestagdo em processo de
implantacdo. Neste estagio a zona pelucida nao estava mais presente.

Para conseguir implantar-se na mucosa uterina o embrigo adquiriu um epitélio
especializado chamado de trofoblasto. O trofoblasto é o primeiro tipo de célula diferenciada no
embrido, formando uma camada de células externas do blastocisto que envolve a massa celular
interna (WILEY, 1987; BIGGERS et al, 1988). Tanto a massa celular intema quanto o
trofoblasto foram bem visualizadas no embrido de Calomys callosus.

O trofoblasto inicia um contato com 0 endométrio e promove a invasdo do embrido no
endométrio durante a implantagcdo (WATSON et al., 2004). Esta invasao e permitida porque o
trofoblasto secreta algumas proteases, tais como colagenase, estromalisina e ativador de
plasminogénio que digere a matriz extracelular do tecido uterino. Os vasos sanguineos que
apareceram proximo ao blastocisto indicam um suprimento vascular materno no inicio da
gestacéo até que a placenta se estabelega (GILBERT, 2002). Sendo assim, morfologicamente o
blastocisto de Calomys callosus possui as mesmas caracteristicas observadas nos demais
mamiferos.

Através das analises morfométricas pode-se notar que comparativamente 6 embriéo
quase duplicou o seu tamanho quando comparado o blastocisto com o 6vulo.

O crescimento do embrido se deve inteiramente as crescentes divisbes mitéticas
sofridas pelo embrido, bem como a entrada de liquido para a formagdo da blastocele
(GILBERT, 2002). Entretanto do estagio de o6vulo até o estagio de mérula o embrido nao
apresentou um crescimento significativo, ficando em tomo de 60-68um.

FELIPE e colaboradores (2004) descreveram uma espessura 15.7um para a zona

pelicida do embrido de Myocastor coypus (ratdo-do-mato) no estagio de duas células. Neste



trabalho foi observada uma espessura média de 4,5um para o estagio de duas células.
Provavelmente a espessura da zona pellcida seja caracteristica de grupos ou espécies animais

e, a semelhanca com demais roedores, a perda da zona pelicida esteja relacionada a atividade

enzimatica de células trofoblasticas (FERRO & BEVILACQUA, 1994).



6 - CONCLUSOES

> O embrido de C. callosus, em todas as fases, apresentou morfologia semelhante a dos

demais mamiferos;
5 A fase de ovécito foi observada na manha do primeiro dia de gestacéo, a fase de zigoto
foi observada na tarde do primeiro dia de gestacédo; a fase de dois biastémeros foi

observada na noite do primeiro dia, a fase de morula foi observada na tarde do terceiro

dia de gestacao e a fase de blastocisto na manha do quarto dia de gestacgéo.

» O embrido apresentou padrdo de clivagem holoblastica com primeira clivagem simétrica,

» A morula apresentou blastdémeros com alto grau de independéncia entre eles;

% O embrido cresce acentuadamente na fase de blastocisto,

> A zona pellcida tornou-se acentuadamente mais delgada no estagio de morula.
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Tabela 1- analise morfométrica dos estagios embrionérios

Espessura da Didametro

Estagio Zona Pelicida  médio* {um)
(um)
Ovulo 58 60
Fusao dos Pronucleos 4.0 64
Zigoto 46 56 Com zona peliicida
Dois blastdmeros 45 60
Mérula 3.4 68
Blastula - 103 Sem zona peltcida

* Média do didmetro total do embrido (Zona peltcida + ovocito).
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